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°C: Grados Celsius.

A: Adenina.

ATP: Adenosin Trifosfato.

C: Citosina.
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CF: Factor de corte.

CPSF: Factor de corte y poliadenilacion.
CPSF-160: Factor de Corte y Poliadenilacién (160KDa).
CstF: Factor de estimulacién de corte.
DEPC: Dietilpirocarbonato (inhibidor de RNAasa).
DNA: Acido desoxirribonucleico.

G: Guanina.
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Icr: Regidn de control interna.
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PABP: Proteina de unién a la polimerasa.
PAS: Sefial de poliadenilacidn.

pH: Potencial de hidrégeno.

RNA: Acido ribonucleico.

RNApol II: RNA polimerasa Il.

rpm: Revoluciones por minuto.

rRNA: RNA ribosomal.

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio.

seg: Segundos.

T: Timina.

tRNA: RNA de transferencia.

U: Uracilo.
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1 INTRODUCCION.

1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DE Trichomonas vaginalis.

Trichomonas vaginalis es un organismo asexual, protozoario anaerobio y flagelado (Klenia P. y col.
2004). Es parasito del tracto urogenital humano (Vanacova S. y col. 2003) ademas de ser un
miembro de las ramificaciones mdas tempranas del linaje evolutivo de los eucariontes, la clase de

los parabasalidos (Keeling P. J. y col. 2000).

La clasificacién de T. vaginalis se muestra segin el modelo de clasificacion de eucariontes mas
aceptado en la actualidad que es el de los seis super-grupos: Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata,
Chromalveolata, Plantae y Rhizaria. Este modelo estd basado en la comprensién actual de la
relacion evolutiva de los organismos y los conocimientos en filogenética molecular (Fig. 1.)

(Simpson A.G. y Roger A. J. 2004).
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Fig. 1. Diagrama que describe la organizacion de la mayoria de los eucariontes en seis super-

grupos. (Tomado de Simpson A.G. y Roger A.J. 2004.).



Dentro del grupo Excavata se encuentra el Orden Trichomonadida compuesto de organismos
unicelulares (Levine N.D. 1985). A este Orden pertenece el parasito T. vaginalis dentro de la
Familia Trichomonadidae. La caracteristica de la Familia Trichomonadidae es que todos los
miembros poseen hidrogenosomas, organelos de doble membrana que realizan una funcién
similar a la de las mitocondrias, produciendo energia en forma de ATP a través del metabolismo

del piruvato (Hernandez P. A. 2010).

T. vaginalis pertenece al Subfilo de los Sarcomastigéforos que tiene como caracteristica la
presencia de uno o mas flagelos a lo largo de su ciclo de vida; pertenece a la Clase de los
Zoomastigéforos cuya principal caracteristica es carecer de cromatéforos. Su nutricién es

parasitaria y su reproduccion de tipo asexual por fisién binaria longitudinal (Hernandez P. A. 2010).

Super Reino: Eukaryota

Reino: Protista

Filo: Protozoa

Sin clasif: Excavata

Subfilo: Sarcomastigophora
Clase: Parabasalia

Orden: Trichomonadida
Familia: Trichomonadidae
Género: Trichomonas

Especie: Trichomonas vaginalis

1.2 GENERALIDADES DE T. vaginalis.

1.2.1 MORFOLOGIA.

T. vaginalis esta rodeado por una membrana plasmatica de 9-10nm de grosor, semejante a las de

eucariontes superiores (Nadler S. A. y Honigberg B. M. 1988). El parasito presenta cuatro flagelos

ubicados anteriormente y un quinto flagelo adosado a la membrana ondulante. También posee



una estructura hialina llamada axostilo que comienza en el nucleo y recorre longitudinalmente a la
célula. El tamafio de este pardsito puede variar en condiciones silvestres o en cultivos, pero
generalmente sus dimensiones van de 10-20um de largo por 7um de didmetro (Petrin y col. 1998).
Es posible observar dos formas diferentes de estos parasitos: las formas ovoides y redondas, y las
formas ameboides aplanadas (Fig. 2). Se puede encontrar a los organismos ovoides en cultivo
liquido y secreciones vaginales, mientras que las formas aplanadas se encuentran a menudo en
frotis y biopsias. Cuando las células de T. vaginalis de tipo ovoide entran en contacto con tejido

del epitelio vaginal (in vitro) las células adoptan la forma ameboide (Arroyo R. y col. 1993).

En su interaccidn con células del epitelio vaginal in vitro, los microrganismos de forma ovoide se
transforman morfolédgicamente en formas ameboides en menos de tres minutos: forman
lamelipodios y son capaces de emitir pseuddépodos que se interdigitan en diferentes sitios con la
membrana plasmatica de las células blanco, reduciendo el espacio intercelular en las areas de
contacto (Arroyo R. y col. 1993; Arroyo R. 2000). El cambio en la forma de ovoide a ameboide le
confiere al parasito un aumento en la superficie de unién a la célula del epitelio vaginal, lo cual
puede ser necesario para llevar a cabo una parasitosis mas estable y eficiente, ademas puede ser

un factor de virulencia (Arroyo R. y col. 1993).

Fig. 2. Adhesion de T. vaginalis a células del epitelio vaginal. Se observa la diferencia entre la

forma ameboide (A) y la ovoide (P) (Pereira-Neves A. Benchimol M. 2008).



1.3 ORGANIZACION CELULAR.

1.3.1 CITOPLASMA.

En el citoplasma de T. vaginalis se han identificado las siguientes estructuras: aparato de Golgi,
reticulo endopldsmico, sistema vacuolar rico en fagosomas y fagolisosomas, granulos
paraxostilares y paracostales (hidrogenosomas), granulos de glucdgeno, ribosomas libres y
asociados al reticulo endopldsmico y un citoesqueleto muy complejo. Este organismo no posee
mitocondrias ni peroxisomas, en su lugar posee un hidrogenosoma en el cudl se lleva a cabo la

generacion de ATP (Petrin y col. 1998).

El citoesqueleto de T. vaginalis consiste en un complicado sistema de microtdbulos que se
clasifican de acuerdo a su posicion como axostilares, flagelares o mitéticos que forman estructuras
como el axostilo, la costa y la pelta. Cuatro flagelos anteriores se originan en el complejo
cinetosomal anterior y un flagelo recurrente adosado a la membrana ondulante también parte del
complejo cinetosomal anterior. El axostilo, los flagelos anteriores y el flagelo recurrente participan

en la motilidad del parasito (Fig. 3.) (Hernandez P. A. 2010).

Nucleo

Hidrogenosomas Cuerpo

parabasal

Flagelos

Axostilo anteriores

Membrana
Costa ondulante

Flagelo
recurrente

Fig. 3. Representacion esquemdtica de T. vaginalis (Tomado de Herndndez P. A. 2010).

1.3.2 NUCLEO.

El ndcleo en T. vaginalis se encuentra localizado en la porcién anterior del organismo. Es piriforme,

es decir, presenta una forma de pera alargada y esta rodeado de poros nucleares. Mide entre 4 y

4



5um, se encuentra limitado por una envoltura nuclear y se pueden observar granulos diseminados
de cromatina. El nucleo contiene un nucléolo esférico pequefio, rodeado de un drea libre de

cromatina (Barrera G. 2006).

1.3.3 METABOLISMO.

Uno de los aspectos mas notorios de T. vaginalis es que posee un metabolismo anaerobio, debido
a que carece de mitocondrias. T. vaginalis posee un organelo llamado hidrogenosoma donde se
realiza el metabolismo de carbohidratos. Los hidrogenosomas se dividen de manera auténoma por
fision binaria, y entre sus caracteristicas estd la de producir hidrégeno molecular y ATP. A
diferencia de las mitocondrias, los hidrogenosomas no poseen material genético, no presentan
citocromos, tampoco hay un ciclo de acidos tricarboxilicos ni reacciones de fosforilacion oxidativa;
en su lugar utilizan enzimas (piruvato-ferredoxina oxidorreductasa e hidrogenasa) tipicamente

restringidas a organismos anaerobios (Mller. 1993).

En el hidrogenosoma se identificé y analizd la Beta-succinil-CoA sintetasa (B-SCS), una proteina
tipicamente localizada en la mitocondria de eucariontes superiores (Lahti C. J. y col. 1992). Otros
estudios realizados en este parasito han mostrado que en este organelo existen proteinas
relacionadas con la mitocondria, lo cual sugiere que T. vaginalis y otros protistas amitocondriados,
se separaron del linaje eucariota antes de la endosimbiosis que dio origen a las mitocondrias

(Roger A. ).y col. 1996).

La energia metabdlica se deriva del catabolismo de la glucosa a piruvato o succinato a través de la
via glicolitica. Se puede generar energia adicional cuando el piruvato se convierte a acetato como
resultado de una reaccidn ligada a la coenzima A; esto ocurre en el hidrogenosoma, que contiene
a las enzimas responsables del metabolismo del piruvato (Lindmark y Muller. 1973). T. vaginalis es
un pardsito obligado debido a que es incapaz de sintetizar algunas macromoléculas esenciales, tal
es el caso de algunas purinas, pirimidinas y lipidos. Estas macromoléculas son obtenidas del
medio, tanto de las secreciones vaginales como de la fagocitosis tanto de células del hospedero y
células bacterianas. Es por eso que los medios de cultivo son ricos en lipidos, acidos grasos,

aminoacidos y trazas de metales (Petrin y col. 1998).



1.4 CICLO DE VIDA.

El ciclo celular de T. vaginalis presenta las fases M, G1, S y G2 con una predominancia hacia la fase
G2 (Riley D. E. y col. 1993). El tiempo de duracién aproximado de la mitosis en este organismo es
de 45 minutos y puede ser dividido en cinco fases: profase, metafase, anafase temprana y tardia,
telofase temprana y tardia y citocinesis (Gémez-Conde E. y col. 2000). El ciclo de vida de este
pardsito incluye una sola fase, el trofozoito, y es transmitido sexualmente por contacto directo de
persona a persona ya que reside en el tracto urogenital humano. In vitro, T. vaginalis crece

Optimamente a pH de 6 a 6.3 (Fuentes V. 2005), condiciones de pH que se presentan en la vagina.

1.5 TRICOMONOSIS.

1.5.1 MANIFESTACIONES CLINICAS.

T. vaginalis es el agente infeccioso responsable de la tricomonosis, una de las enfermedades mas
comunmente transmitida por contacto sexual (WHO, 2001). La infeccién una vez establecida
persiste durante largos periodos en mujeres, en los hombres sélo estd presente durante cortos

periodos. El periodo de incubacion varia de 4 a 28 dias (Fuentes V. 2005).

En las mujeres la tricomonosis produce dafio en los tejidos del tracto urogenital provocando
embarazos de alto riesgo (Cotch M. F. y col. 1997), mayor susceptibilidad a la infeccién por el virus
de la inmunodeficiencia adquirida (Sorvillo F. Kerndt P. 1998), y predisposicién de algunas
pacientes con tricomonosis al cancer cérvico-uterino (Vikki M. y col. 2000). Las complicaciones
asociadas a la tricomonosis en hombres son: prostatitis, balanopostitis (inflamacion del pene),
epididimitis, enfermedad uretral e infertilidad (Meysick K. C. y col. 1992; Lehker M. y col. 2000).

El tratamiento primario utilizado para la tricomonosis es el 5-nitroimidazol (metronidazol), el cual
es activado en los hidrogenosomas del parasito en donde ocurre la reduccidn del grupo nitrito del
farmaco por la piruvato:ferredoxin oxidoreductasa resultando en la produccién de intermediarios
citotéxicos que reaccionen con el DNA del parasito. Esto provoca que la divisién celular y la
movilidad cesen y ocurra la muerte de la célula (Petrin y col. 1998; Meysick K. C. y col. 1992;

Lehker My col. 2000).



1.5.2 EPIDEMIOLOGIA.

A nivel mundial se estima que aparecen 174 millones de casos de tricomonosis al afio, comparado
con los 92 millones de casos de Chlamydia trachomatis y los 62 millones de casos de Neisseria
gonorrhoeae (Johnsotn V. J. Mabey D. C. 2008). Segun el CENAVECE (Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica y Control de Enfermedades) en México la Tricomonosis o Tricomoniasis se
encontrd en el lugar numero 17 de entre las principales 20 causas de morbilidad en el afio 2008
(Fig. 4.) (CENAVECE. 2009). Los estados que reportan las mayores incidencias de tricomonosis en la
poblacién general son Veracruz con 12,811 casos, el Estado de México con 7,412 casos y Puebla

con 7,310 casos registrados para 2009 (CENAVECE. 2009).

Nimero Padecimiento Numero Tasa™

1 Infecciones respiratorias agudas 24120 252 22 609.378
2 Infecciones intestinales por otros organismos y las mal definidas 4701671 4 407182
3 Infeccion de vias urinarias 3244 904 304173
4 Uleeras, gastritis y duodenitis 1523 118 1 767.087
5 Ctitis media aguda 666 493 8247
<] Amebiasis intestina 531 818 4457
7 Hipertension arteria 526 484 B698.6
8 Gingivitis y enfermedades periodontales 513 456 481.3
a Diabetes melitus no insulinodependiente (Tipao 11} 396 374 it s
10 Conjuntivitis 376 485 as2.8
11 Otras helmintiasis 325728 3053
12 Varicela 323 981 303.7
13 Asma y estado asmatico 295 852 279.9
14 Candidiasis urogenita 295912 2774
15 Intoxicacion por picadura de alacran 271976 2549
18 MNeumonias y bronconeumonias 146 454 137.3
17 Tricomeniasis urogenital 136 002 1275
18 Desnutrician leve 129 041 121.0
18 Paratifoidea y otras salmonelosis 122422 1148
20 Quemaduras 117 435 11041

Total 20 principales causas 38 786 746 36 340.29

Otras causas 1244 325 1 168.381

TOTAL GLOBAL 40013 071 a7 508.7

Fig. 4. Veinte principales causas de morbilidad en los Estados Unidos Mexicanos en el aio 2008.

(Tomado de CENAVECE, Epidemiologia 2009). Tasa de 100,000 habitantes.



1.6 ASPECTOS MOLECULARES DE T. vaginalis.

1.6.1 IMPORTANCIA BIOLOGICA.

Los eucariontes unicelulares tienen un papel muy importante en la historia evolutiva, juegan un
papel como intermediarios entre procariontes y eucariontes por un lado, y eucariontes
unicelulares, plantas y animales por otro lado. Muchos de los actuales protistas, presumiblemente
corresponden a descendientes de alguno de los grupos que proliferaron durante estas dos
transiciones evolutivas importantes (Baroin A. y col. 1988). T. vaginalis es un protozoario flagelado
de evolucion temprana (Barrera G. 2006). Este pardsito representa uno de los primeros
organismos que divergieron en los linajes eucariéticos segun estudios comparativos de secuencias

de la subunidad grande y la subunidad pequefa del RNA ribosomal (rRNA) (Baroin A. y col. 1988).

A principios del siglo XXI se hicieron andlisis filogenéticos mas completos y complejos utilizando
diversas fuentes de informacion, como son las secuencias de DNA de varios genes (no sdlo los
ribosomales) y caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas de los organismos como de secuencias de
la subunidad pequefia de rRNA (Sogin M.L. 1991). De estos estudios es que surgié el modelo de los
6 super-grupos (Amoebozoa, Opisthokonta, Excavata, Chromalveolata, Plantae y Rhizaria) (Fig. 1).
T. vaginalis puede proporcionarnos informaciéon que nos permita comprender las relaciones
filogenéticas dentro del grupo Excavata al cual pertenece el Orden Trichomonadida. El
conocimiento de la biologia de T. vaginalis podria proporcionarnos también informacién acerca de

la evolucién molecular y celular en organismos de evolucion temprana (Barrera G. 2006).

1.6.2 ORGANIZACION GENETICA.

T. vaginalis es un organismo diploide que posee seis pares de cromosomas monocéntricos (Fig. 5)
(Yeong-Seng y col. 1997; Yeong-Seng y col. 1998). Con la secuenciacion del genoma de T. vaginalis
(Carlton J. M. y col. 2007) se encontré que este organismo haploide tiene un genoma de alrededor
de 176 millones de pares de bases, aunque es dificil calcular el tamafio exacto debido a la gran
cantidad de transposones y elementos repetidos que posee y que reflejan una reciente expansion.

En el afio de 1985 se estimd el tamanio total del genoma utilizando métodos cuantitativos con DNA



aislado de T. vaginalis y se concluyd que el tamafio es cerca de la mitad de lo que se considera por
la secuencia del genoma (Wang y Wang. 1985). Con estimaciones experimentales midiendo el
contenido de DNA por citometria de flujo de varios tricomonadidos, se encontré que en general
son organismos con genomas de gran tamafio (86-177 Mb) (Zubacova Z. y col. 2008). En
comparacién con los genomas secuenciados de otros protozoarios parasitos (cuyos genomas
oscilan en su tamafo entre 2.9 y 60 millones de bases), el de T. vaginalis es un genoma muy
grande (TrichDB, 2012). Se han encontrado muy pocos intrones en los genes de T. vaginalis,
Unicamente en 65 del total de genes anotados. Segun lo descrito por Carlton J. M y col, este es uno
de los organismos eucariontes con mayor capacidad codificadora, con aproximadamente 99 mil
genes codificantes para proteinas (Carlton J. M. y col. 2007; TrichDB. 2012). Se han identificado
genes para componentes de la via de RNA de interferencia (RNAI), lo que podria ser una poderosa
herramienta para manipular la expresion génica en T. vaginalis. Se han identificado genes con un
posible origen procarionte que podrian haber sido adquiridos por transferencia horizontal, la
mayoria de ellos relacionados con enzimas metabdlicas. Entre los genes identificados también
llaman la atencién aquellos relacionados con la meiosis. Si bien este organismo no presenta un
ciclo sexual de reproduccidn, es posible que los mecanismos de recombinacién de DNA le
permitan llevar a cabo eventos de recombinacién homdloga e intercambio genético (Malik S. B. y

col. 2007).

Fig. 5. Cariotipo determinado mediante hibridacion de florescencia in situ (Fluorescent In Situ
Hybridization FISH), tomado de Carlton J. M. y col. 2007. Es posible observar los 6 cromosomas de
T. vaginalis (1 - VI).



1.6.3 REGULACION DE LA EXPRESION GENICA.

En eucariontes la transcripcion de los genes que codifican para proteinas esta dirigida por la RNA
polimerasa II (pol II). En T. vaginalis pol 11 presenta algunas caracteristicas diferentes a las RNA
polimerasas de eucariontes superiores. Estudios de transcripcién in vitro han mostrado que la pol
II de T. vaginalis es resistente a altas concentraciones de a-amanitina (50% inhibicién con 250
pg/ml), a diferencia de lo observado con otras RNA pol II que son inhibidas con 2-20 pug/ml de este
compuesto. Esta resistencia parece deberse a cambios en el sitio probable de unién a a-amanitina

encontrados en la subunidad grande de la pol II de T. vaginalis (Liston D.R. y Johnson P. J. 1998).

A pesar del progreso alcanzado en la compresion de los mecanismos bioquimicos involucrados en
la transcripcién en eucariontes superiores, se conoce poco acerca de los mecanismos de
regulacién de la expresion génica en T. vaginalis. Por ejemplo en la regidon 5’ de los genes que
codifican proteinas se ha caracterizado una secuencia con actividad promotora de la transcripcion.
Este elemento rico en pirimidinas, conocido como elemento iniciador (Inr), rodea al sitio de inicio
de la transcripcion de todos los genes de T. vaginalis examinados, se compone de 13 nucleétidos
cuya secuencia consenso es TCAYTWYTCATTA (Y= T/C, W= T/A) y se localiza de 6 a 20 nucleétidos
rio arriba del coddén de inicio de la traduccion (ATG). El analisis del elemento Inr de T. vaginalis ha
mostrado que es esencial para la transcripcién. No se han encontrado cajas TATA tipicas de
eucariontes a 25-30 nucledtidos rio arriba a los sitios de inicio de la transcripcion (Quon V. K. D. y
col. 1994; Liston D. R. y Johnson P. J. 1999). Se sabe que el iniciador es reconocido por una
proteina de 39Kda (IBP39: Initiator binding protein). La regidon carboxilo terminal de IBP39
interactua con el CTD (Carboxil Terminal Domain) de la subunidad mayor de la pol II, reclutandola

para el inicio de la transcripcién (Lau A. O. y col. 2006).
En cuanto a la regidn 3’ de los genes transcritos por pol II, en nuestro grupo de investigacion se ha

demostrado que en T. vaginalis, la secuencia UAAA es la sefial de poliadenilacion en los

precursores de mRNA y la secuencia YV (A),5UU es el sitio de corte (Fuentes V. y col. 2012).
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2 ANTECEDENTES.

2.1 Transcripcion en procariontes.

La definicion mas simple de un gen es una “unidad de DNA que contiene la informacién para
especificar la sintesis de una Unica cadena polipeptidica o RNA funcional (tal como un tRNA)”
(Lodish H. 2005). Para estudiar la expresién génica en procariontes uno de los modelos mas
recurrentes es el de la bacteria Escherichia coli, se trata de una bacteria que posee un Unico

cromosoma circular (Watson J. D. y col. 2003).

La disposicion mas frecuente de genes codificadores de proteinas en todos los procariontes tiene
un orden notable: los genes dedicados a un Unico objetivo metabdlico se suelen encontrar en una
disposicion contigua en el DNA, tal disposicion de genes en un grupo funcional se denomina
operdn, porque opera como una Unica unidad a partir de un Unico promotor (Lodish H. 2005). La
transcripcién de un operdn produce una hebra continua de mRNA. En el DNA procarionte los
genes estan estrechamente empaquetados pues hay pocas regiones no codificadoras, carecen de
intrones y el DNA se transcribe directamente en RNA colineal para ser traducido a proteinas
(Watson J. D. y col. 2003; Lewin B. 2004). Los organismos procariontes poseen una sola RNA

polimerasa (Watson J. D. y col. 2003).

Los promotores de procariontes son muy heterogéneos, puede haber promotores fuertes y
débiles, esto en funcién del nimero de transcritos que se generan en un momento dado, esto se
ve afectado en principio debido a la unién de la polimerasa al promotor, la isomerizaciéon y la
facilidad de la polimerasa para liberarse (Watson J. D. y col. 2003; Lewin B. 2004). En los
procariontes no existe una secuencia consenso a partir de la cual se detenga la transcripcion, sino
que la terminacion de la transcripcion se da gracias a secuencias ya transcritas de RNA. Se trata de
regiones ricas en Gy C, con lo que la polimerasa ird mas lenta. Ademas, en esas regiones, las bases
estan colocadas de manera que al irse transcribiendo se de complementariedad en el RNA y se
formen bucles o “hairpins”. (Watson J. D. y col. 2003; Lewin B. 2004). Las secuencias de
finalizacion de la transcripcion denominadas terminadores desencadenan la disociacidon de la
polimerasa y la liberacidn de la hebra de RNA. En las bacterias los termiandores son de dos tipos,

independientes de Rho y dependientes de Rho (Watson J. D. y col. 2003).
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Terminadores Intrinsecos o independientes de rho: Estos terminadores estdn compuestos por
dos elementos en su secuencia: Una repeticidn invertida corta de mas o menos 20 nucleétidos
seguida por un segmento de unos 8pb A:U. Cuando la polimerasa transcribe una secuencia
repetida e invertida, el RNA resultante puede formar una estructura tallo-asa (horquilla) por
apareamiento entre sus propias bases, se cree que esta estructura causa la terminacién porque

distorsiona el complejo de alargamiento (Watson J. D. y col. 2003).

Terminadores Dependientes de rho: Los terminadores dependientes de Rho poseen elementos de
RNA que no estan tan bien caracterizados y para que funcionen se necesita la accidn del factor
protéico Rho. La proteina Rho se une al RNA monocatenario conforme sale de la polimerasa. En un
primer nivel de especificidad Rho se une a regiones ricas en C. En un segundo nivel de
especificidad Rho no se une a transcritos en proceso de traduccién. En las bacterias la
transcripcién y la traduccidn estan acopladas. En consecuencia lo tipico es que Rho termine sélo
los transcritos que todavia estan en proceso de transcripcion mas alla del extremo de un gen o un

operén (Watson J. D. y col. 2003).

2.2 TRANSCRIPCION EN EUCARIONTES.

A diferencia de los procariontes, los genes en el DNA eucarionte estan distribuidos en diversos
cromosomas. A menudo los genes dedicados a una Unica via metabdlica estan separados
fisicamente en el DNA. Cada gen eucarionte se transcribe a partir de su propio promotor,

produciendo un mRNA, que generalmente produce un solo polipéptido (Lodish H. 2005).

En el sistema génico de eucariontes no hay presencia de operones. Entre los diferentes
fragmentos del genoma encontramos regiones codificadoras y regiones no codificadoras. Mientras
que en los procariontes la transcripcion y traduccién pueden suceder al mismo tiempo, en los
eucariontes no, ya que el nlcleo esta separado del citoplasma que es donde ocurre la traduccidn.
Los transcritos primarios de los genes codificadores de proteinas son precursores de los mRNA
(pre-mRNA), que deben atravesar varias modificaciones, denominadas procesamiento-post
trasncripcional del RNA, para producir un RNA funcional. Este RNA debe ser transportado al

citoplasma antes de ser traducido, por tanto transcripcién y traduccidn no pueden ocurrir de
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manera simultanea (Watson J. D. y col. 2003). EIl RNA que se forma como resultado de la
transcripcién se denomina transcrito primario. Se ha de tener en cuenta que existe tres tipos
principales de RNA, dos de los cuales son productos finales, como el rRNA y el tRNA, mientras que
el mRNA debera llegar a los ribosomas, donde se traduce para dar lugar a las proteinas (Lewin B.
2004). Existen también los miRNAs’ de un tamafio de 20-25 nucledtidos, estos regulan diversos
procesos tales como la especificacion del destino celular, la apoptosis y el metabolismo

(Eisenmann D. M. 2005).

2.2.1 POLIMERASAS.

La transcripcién en eucariontes es llevada a cabo por tres distintas RNA polimerasas, son
clasificadas como I, II o III. La polimerasa con la mayor actividad es Pol I, esta reside en el nucledlo
y es responsable de la transcripcidn de los genes que codifican para rRNA, excepto el 5S. La enzima
gue sigue en actividad es Pol II localizada en el nucleoplasma y es responsable de la sintesis de los
precursores de mRNA. La polimerasa III es la de menor actividad, esta enzima nucleopldsmica
sintetiza los tRNAs y los RNAs pequefios nucleares ademas del rRNA 5S (Lewin B. 2004; Watson J.
D. y col. 2003). Ademas de las tres RNA polimerasas nucleares, hay que afiadir las que podemos

encontrar en cloroplastos y mitocondrias.

2.3 PROCESO DE POLIADENILACION EN EUCARIONTES SUPERIORES.

La presencia de la cola de poli (A) en el extremo 3 ' es una de las caracteristicas mas reconocibles
de los mRNA en eucariontes (Dominski Z. Marzluff W. F. 2007), con excepcién de los mRNAs que
codifican para las proteinas histonas en metazoos (Keller W. y Minvielle-Sebastiat L. 1997). En
eucariontes, los precursores de mRNA (pre-mRNAs) se transcriben en el nucleo, a partir del DNA
gendmico por pol II. Estos pre-mRNAs deben someterse a un extenso procesamiento co-
transcripcional antes de que puedan ser transportados al citoplasma para su traduccién en
proteinas. Los eventos de procesamiento son: Adicion del CAP (7 —metil-guanosina), donde la
guanosina del extremo 5’ terminal es metilada en el carbén nimero 7; el splicing para remover
secuencias intrénicas del pre-mRNA y finalmente el corte y poliadenilacién en el extremo 3’

terminal (Mandel C.R.y col. 2008; Proudfoot y col. 2002).
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Un paso critico comun para todos los transcritos primarios es la generacion de los extremos 3’
maduros poliadenilados. Se requieren sefiales de poliadenilaciéon en el transcrito para la
terminacion de la transcripcién y para la adiciéon de residuos de adenilato en el extremo 3’

(Whitelaw E. Proudfoot N. 1986; Proudfoot N. 1989; McCracken S. y col. 1997).

Varios estudios han demostrado que los transcritos primarios de RNA se extienden mas alla del
sitio de poliadenilacidn, lo que indica que el procesamiento del extremo 3’ de los pre-mRNA en
eucariotas requiere del corte del transcrito primario de RNA y la poliadenilacién (Nevins J. 1978).
El proceso de poliadenilacién requiere entonces de dos reacciones: en la primera el transcrito es
cortado endonucleoliticamente generdndose dos moléculas; en la segunda reaccion el sitio 3'OH
generado en el corte es poliadenilado, es decir se agregan de 150 a 200 residuos de adenilato de
manera independiente del templado. Estas observaciones contrastan con la forma en que se
procesa el extremo 3’ en bacterias, donde el extremo 3'-terminal del mRNA se forma por la

terminacion de la transcripcién (Mandel C. R.y col. 2008).

Se ha demostrado que se requiere de una gran coleccidn de factores proteicos (mas de 14
moléculas para mamiferos y mas de 20 moléculas para levadura) necesarios para el procesamiento
final del extremo 3'. Esta maquinaria es dirigida al sitio de corte por elementos que se encuentran
dentro de la secuencia del extremo 3’ del pre-mRNA (Mandel C. R.y col. 2008). La cola de poli (A)
de los mRNA se sintetiza en el nucleo de la célula y tiene una longitud de ~250 nucleétidos en
células de mamiferos (Khun U. 2009). Todos estos eventos son necesarios para la maduracion de

los pre-mRNA (Mendel C. y col. 2008).

2.3.1 RELEVANCIA DE LA COLA DE POLI (A) EN LOS MENSAJEROS.

La formacién de la cola de poli (A) en eucariontes depende de tres secuencias presentes en los
pre-mRNAs: la secuencia consenso del hexanucledtido AAUAAA, altamente conservado, el sitio de
corte definido por la secuencia consenso CA y una regidn rio abajo al sitio de corte rica en
guanosinas y uracilo (Colgan D.F. Manley J.L. 1997; Wahle E. Ruegsegger U. 1999; Zhao y col.
1999).
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El procesamiento del pre-mRNA en el extremo 3' es de crucial importancia funcional en las células
eucariotas, y la interrupcién de este proceso tiene efectos catastréficos en el crecimiento de las

células y su viabilidad (Mendel C. y col. 2008).

En primer lugar, el procesamiento y poliadenilacién del extremo 3 ' promueven el transporte de
los mRNA del nucleo hacia el citoplasma (Vinciguerra P. Stutz F. 2004). La sustitucion del sitio de
poliadenilacion de los pre-mRNA en el extremo 3’ por un sitio de corte de rRNA, produce mRNA
que se corta, pero no se poliadenila. Esta sustitucidon disminuye la proporcion de mRNA nuclear
gue migra al citoplasma en diez veces, lo que indica una reduccidn en el transporte de mRNA y en

consecuencia una reduccién en la expresion de proteinas (Huang Y. Carmichael G. 1996).

En segundo lugar, el procesamiento del extremo 3’ promueve la estabilidad del mRNA. En el
citoplasma, los mRNAs son degradados por el extremo 3' principalmente, lo que indica la
importancia de proteger el extremo 3’ (Wickens My col. 1997). La adicion de la cola de poli (A) y la
posterior union de la Proteina de Unidn a la Cola de Poli (A) (Poly A Binding Protein PABP), ha
demostrado prevenir la degradacién de los mRNAs en células de mamiferos (Ford L. 1997) y
ovocitos de Xenopus (Wormington M. 1996). De hecho, sdlo la presencia de PABP sin la cola de

poli (A) puede ser suficiente para prevenir la degradacidon del mRNA (Coller J. 1998).

En tercer lugar, se ha observado que la cola de poli (A) promueve el inicio de la traduccion. Las
PABPs asociadas con la cola de poli (A) promueven la traduccion mediante la interaccién con el
factor de iniciacidon IF4G, probablemente, a través de mecanismos adicionales (Sachs A. 2002;
Amrani N. y col. 2008). Estudios han demostrado que en la levadura la sola presencia de la cola de
poli (A) es suficiente para iniciar la traducciéon de manera eficiente; pero la presencia tanto de la

cola de poli (A) y el CAP del extremo 5’ es éptima para la traduccién (Preiss T. Hentze M. 1998).

La longitud de la cola de poli (A) también puede ser importante. Por ejemplo, la regulacién génica
durante la maduraciéon de los ovocitos y el desarrollo embrionario temprano de los animales
depende de la regulacién de la traduccion de los mRNA de la madre, y los cambios en la longitud
de la cola de poli (A) de mRNA especificos juegan un papel importante en esta regulacién de la
traduccidn. Las colas de poli (A) largas favorecen la traduccién, mientras que una reduccién en el

tamafio de la cola de poli (A) promueve la disminucion de la traduccion del mensajero (Wickens M.
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y col. 2000; Thompson B. 2007). Mecanismos similares parecen operar en las neuronas (Richter J.
Klann E. 2007; Kwak J. y col. 2008) y posiblemente en otras células somaticas (Fig. 6) (Saitoh S. y
col. 2002).

Finalmente, el procesamiento del extremo 3’ estd intimamente ligado a la transcripcion y a la
maquinaria del splicing (Calvo O. Manley J. 2003; Maniatis T. Reed R. 2002; Proudfoot N. y col.
2002.).

CPSF

Fig. 6. Modelo del procesamiento de mRNA en eucariontes (Tomado de Olga C. 2003).

Poco después de que la RNA pol II inicia transcripcion el extremo 5’ del RNA naciente se modifica
con el 7 metil-guanilato. La terminacién de la transcripcion estd acoplada al proceso de
poliadenilaciéon, de tal manera que el corte endonucleolitico para la poliadenilacién del mensajero
genera también un extremo 5'0OH en el RNA que queda rio abajo; este RNA es degradado hasta a
alcanzar a la polimerasa que sigue transcribiendo y asi terminar la transcripcion. Una serie de
residuos de adenosina (A) son afadidos en el extremo 3’. La cola de poli (A) contiene
aproximadamente 250 residuos de (A) en mamiferos, 150 en insectos y 100 en levaduras (Lodis H.

y col. 2005).
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2.3.2 ELEMENTOS EN LA SECUENCIA DEL PRE-mRNA EN MAMIFEROS.

Los pre-mRNAs’ de mamiferos contienen 3 elementos de secuencia primarios que definen el sitio
de poliadenilacién (Zhao J. 1999) que son: La sefial de poliadenilacién (PAS, por sus siglas en
inglés) que es el hexanucledtido AAUAAA (y algunas variantes), el sitio de corte determinado por
el dinucledtido CA y una region rica en U o G/U rio abajo del sitio de corte, llamado elemento rio

abajo (DSE, por sus siglas en inglés) (Fig. 7) (Zhao J. 1999; Colgan D.F. Manley J.L. 1997).

La sefal de poliadenilacién localizada en la mayoria de los transcritos a una distancia de 10 a 30
nucledtidos rio arriba al sitio de procesamiento, es una sefial altamente conservada para la
poliadenilacién en mamiferos y es esencial para el procesamiento de los extremos 3' de los mRNAs
(Sheets, M. D., 1990). Se ha encontrado una variacién del hexdmero, en la segunda posicion se
presenta un U creando el hexdmero AUUAAA que esta presente en aproximadamente 10% de los
MRNAs analizados. Un estudio de mas de 400 ESTs en humanos (expressed sequence tags, por sus
siglas en ingles); encontré que el 77% presentaba la sefial de poliadenilacion, de estos, el 75%
presentaba la sefial AAUAAA y el 20% presentaba el hexamero AUUAAA (Mandel C. y col. 2008). Se
ha reportado que la eliminaciéon del elemento AAUAAA suprime el procesamiento y la
poliadenilacion de los transcritos, mientras que las mutaciones puntuales en dicha secuencia
consenso reducen en gran medida la eficiencia del procesamiento en el extremo 3' (Sheets, M.

1990).

Otro elemento es la regidn rio abajo del sitio de procesamiento rica en G/U (DSE). Esta region es
menos conservada que la sefial de poliadenilacidon (Zhao J. 1999). La presencia de este elemento
fue sugerida por la observacién de que la eliminacidon de mas de 10 nucledtidos rio abajo del sitio
de corte (CA) reducia los niveles de poliadenilacién en tres veces (Sittler A. 1994). La DSE ha se ha
observado en dos formas: un elemento rico en G/U que tiene una secuencia de YGUGUUYY (Y =
pirimidina) y una secuencia rica en U (UUUUU). Se ha visto que en algunos casos solo uno de estos
elementos es suficiente para la poliadenilacién; sin embargo, también se ha observado que si
estan presentes los dos tipos de elementos, se presenta un efecto de sinergismo (Chou Z. 1994; Gil
A. Proudfoot N. 1987; McLauchlan J. 1985). Mutaciones puntuales en la DSE tienen un efecto
menor en la actividad del corte, mientras que la eliminacién de segmentos cortos del DSE tiene un

impacto significativamente mayor (McDevitt, M. y col. 1986; Zarkower D. Wickens M. 1988).
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El sitio de corte del pre-mRNA se ubica entre la sefial de poliadenilacion y la DSE, dentro de una
region de 13 nucledtidos (Chen F. y col. 1995). La secuencia de nucledtidos que rodea el sitio de
corte no estd estrictamente conservada. En vertebrados 70% de los sitios de corte en pre-mRNAs,
se encuentra en el lado 3' de un residuo de adenosina, con una preferencia de nucleétidos de A>
U> C>> G frecuentemente después del dinucledtido CA (Fig. 7) (Chen F. y col. 1995; Mandel C. y
col. 2008). El nucledtido que precede al sitio de corte es citosina en el 59% de los casos de 269

secuencias de pre-mRNA analizadas (Takagaki Y. Manley J. 1997).

Existen dos elementos de secuencia secundarios o auxiliares que mejoran el procesamiento del
extremo 3’: el elemento auxiliar rio arriba y el DSE auxiliar (Zhao J. 1999). El elemento auxiliar rio
arriba a la sefal de poliadenilacién, no tiene una secuencia consenso pero a menudo se compone
de una secuencia rica en U (UUUU) o secuencias similares (UGUA, UAUA) (Hu J. y col. 2005). La
eficiencia en el corte y la poliadenilacién es aumentada por la presencia de este elemento, pues
permite la unién de factores de poliadenilacién hacia el sitio de corte (Huang Y, y col. 1999; Le Hir
H. y col. 2003). Son pocos los elementos de secuencia auxiliares que se conocen rio abajo del sitio
de corte; son generalmente ricos en G, pero carecen de una secuencia conservada y una distancia
determinada hacia el sitio de corte. Ademas, puede haber mds de un auxiliar presente en un gen

(Mandel C.y col.2008).

2.3.4 FACTORES PROTEICOS INVOLUCRADOS EN EL PROCESO DE POLIADENILACION EN
MAMIFEROS.

Los estudios con extractos nucleares de células de mamiferos, asi como los estudios por otros
métodos bioquimicos y genéticos, sugieren que un gran numero de factores proteicos son
necesarios para el procesamiento del extremo 3’ (Chou Z. y col. 1994). En la actualidad, mas de 14
proteinas han sido identificadas como la maquinaria de procesamiento del extremo 3’ en
mamiferos (Mandel C.y col. 2008). El procesamiento del extremo 3’ en mamiferos necesita de
algunos sub-complejos (Fig. 7) que incluyen: El Factor especifico de corte y poliadenilacién(CPSF,
Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor ), factor de estimulacién de corte (CstF, Cleavage
Stimulation Factor), factor de corte | (CFl, Cleavage Factor 1), factor de corte Il (CFll, Cleavage

Factor Il). Ademas son requeridas algunas otras proteinas como la Poli (A) polimerasa (PAP),
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Proteina de unién a la Poli (A) polimerasa (PABP, Poly (A) Binding Protein), Simplekina y el dominio
carboxilo terminal (CTD) de la polimerasa II (Pol II) (Mandel C.y col. 2008). Todas las proteinas
excepto la PABP son requeridas para la reaccién de corte in vitro, mientras que solamente CPSF,

PAP, y PABP son requeridas para la reaccidn de poliadenilacidn in vitro (Fig. 7) (Zhao J. y col. 1999).
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Fig. 7. Esquema que representa la maquinaria de procesamiento del extremo 3’ en mamiferos.
La subunidad CPSF-160 reconoce la sefial de poliadenilacion, mientras que la subunidad CstF-64

reconoce el elemento DSE (Tomado de Mandel C. y col. 2008).

El CPSF en mamiferos, estd conformado por 5 subunidades: CPSF-160, CPSF-30, CPSF-73, CPSF-
100, y hFipl. Todas las subunidades son necesarias para la divisién eficiente y la poliadenilacién
del pre-mRNA (Mandel C.y col. 2008). La subunidad CPSF-160 es la mas grande del complejo CPSF
e interactua directamente con el pre-mRNA, reconoce el motivo AAUAAA para dirigir la reaccidn
de corte y también es requerida para la poliadenilacion. La unién de CPSF-160 con la sefial de
poliadenilacién es de alta afinidad por la secuencia AAUAAA y de menor afinidad por otras
secuencias de la sefial de poliadenilacién (Dantonel J. y col. 1997; Zhao y col. 1999). Ademas de su
papel en el procesamiento del extremo 3’, CPSF-160 se asocia con factores involucrados en el
inicio de la transcripcion (TFIID) y con el dominio CTD de la subunidad mayor de Pol II (McCracken

S.y col. 1997).
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La subunidad CPSF-30 es necesaria para el corte y la poliadenilacién (Barabino S. M. L. y col. 2000).
CPSF-30 posee 5 motivos de dedos de zinc (CCCH) en eucariontes, con la secuencia conservada
CXgCXsCX3H; en metazoarios existe un dedo de zinc mas (CCHC) con la secuencia conservada
CX,CX,HX,4C; ambos motivos han demostrado que se unen a RNA (Barabino S. M. L. y col. 1997;
Colgan y col. 1997). La subunidad CPSF-73 es una proteina miembro de la familia de las metalo-B-
lactamasas, en su mayoria son enzimas hidroliticas que utilizan los iones de zinc durante la
catdlisis, CPSF-73 posee un dominio metallo B-lactamasa en su dominio amino terminal (Aravind
L. 1999; Callebaut I. 2002). Un numero cada vez mayor de estudios genéticos y bioguimicos
indican que el corte endonucleolitico que antecede a la poliadenilacion se lleva a cabo por CPSF-73
(Mandel C. y col. 2006; Calvo R. Manley J. 2004). La subunidad CPSF-100 interacttia con CPSF-30,
sin embargo no se conoce su funcidn con claridad actualmente (Mandel C. y col. 2008; Rao S. y col.
2009). La subunidad Fiplp (Factor de Interaccion con Paplp) fue identificado por primera vez en
levadura, se identificd posteriormente por andlisis de secuencias de cDNA en células Hela y se

confirmé que un miembro del complejo CPSF (Mandel C. y col. 2008).

El Factor de estimulacién de Corte (CstF) estd conformado por tres subunidades: CstF-64, CstF-77 y
CstF-50. CstF es requerido para procesar de manera eficiente los pre-mRNAs y para que se lleve a
cabo la poliadenilacién, reconoce regiones ricas en U y G/U en la secuencia de RNA y ayuda a
estabilizar el factor especifico de corte y poliadenilacion (CPSF) (MacDonald CC. y col. 1994,
Moreno-Morcillo M. 2011). La subunidad CstF-64 posee un motivo de uniéon a RNA (RRM, RNA
Recognition Motif), este dominio es suficiente por si solo para reconocer las regiones rio abajo
ricas en G/U (DSE) (Dai W. y col. 2011). La subunidad CstF-77 mantiene una interaccidon con CstF-
64 para que ocurra el correcto corte por parte de CPSF. La interaccién de CstF-64 y CstF-77 regula
los niveles estequiométricos nucleares de los componentes del complejo CstF, regula también su
localizacién intracelular, estabilidad y funcién (Juge F. y col. 2000; Ruepp M. y col. 2011). La
subunidad CstF-50 es requerida para el corte del pre-mRNA in vitro (Takagaki Y. Manley J. L. 1994).
CstF-50 y CstF-77 se unen al dominio CTD de la subunidad mayor de Pol Il durante la transcripcién
(McCracken S. y col. 1997). Los factores de corte (CFl y CFll) son requeridos para que ocurra la
reaccion de corte del pre-mRNA in vitro, CFl parece ser especifico de eucariontes superiores. La
funcién principal del CFl es proporcionar reconocimiento adicional del pre-mRNA y ayudar con el
reconocimiento del sitio adecuado para la poliadenilacion (Ruegsegger U. y col. 1996; Brown P. y

col., 1991).

20



La enzima poli (A) polimerasa (PAP) es requerida en los mamiferos para el corte y la
poliadenilacion. La PAP interactla con otras proteinas del complejo de procesamiento del
extremo 3', importantes para la poliadenilacion y la definicidn de la longitud adecuada de la cola
de poli (A) (Kuhn U. y col. 2009; Mandel C. y col. 2008). De la misma forma la proteina de unién a
la poli (A) polimerasa (PABP) es necesaria para la correcta y eficiente poliadenilacidn; la reaccion
de poliadenilacién puede ocurrir en ausencia de la PABP, sin embargo esta proteina es necesaria
para determinar el tamafio de la cola de poli (A) (Sachs A. B. 1989; Kuhn U. y col. 2009). Ademas, la
unién de la PABP al pre-mRNA y la PAP aumenta la eficiencia de la reaccién de poliadenilacion
hasta en 80 veces (Kerwitz Y. y col. 2003). La Simplekina ha sido identificada como una proteina
capaz de formar un complejo estable entre CPSF y CstF, a través de su interaccién con ambas.
También puede funcionar como una proteina de andamiaje en el procesamiento del extremo 3’

del pre-mRNA de histonas (Mandel C. y col. 2008).

2.3.4 MODELO DE PROCESAMIENTO Y POLIADENILACION EN MAMIFEROS.

Para que se pueda iniciar el procesamiento del extremo 3’ del pre-mRNA es necesario que se lleve
a cabo un reconocimiento de sefales; en primer lugar, CPSF debe reconocer la sefial de
poliadenilacion, la subunidad CPSF-160 es la encargada de reconocer el hexanucledtido AAUAAA,
en una reaccion asistida por el factor de corte | (CFl); es probable que en este momento la
subunidad CPSF-160 esté unida a proteinas de transcripcién como TFIID y el CTD de Pol II. Por otro
lado la subunidad Cstf-64 debe reconocer las secuencias ricas en G/U (DSE) del pre-mRNA, de esta
forma el complejo CstF ayuda a estabilizar el factor especifico de corte y poliadenilacién (CPSF)

(Fig. 8) (Mandel C. y col. 2008; Barrera G. 2006).

Las interacciones individuales de CPSF y CstF son débiles pero se estabilizan por la interaccion de
Simplekina, este correcto ensamblaje puede favorecer la actividad de endonucleasa de la
subunidad CPSF-73 y entonces permitir que se posicione sobre el sitio de corte y realice el corte
catalitico en el pre-mRNA. Es entonces que la PAP puede catalizar la formacién de la cola de poli
(A), en una reaccion que en conjunto con la PABP determina el tamafio de la cola de poli (A) y
mejora la eficiencia de poliadenilacién. Ademds de la unién y el procesamiento de los pre-mRNA,

algunos de los factores protéicos en este mecanismo también son necesarios para coordinar la
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iniciacion y terminacion de la transcripcidn, la adicion del 7-metil guanosina en el extremo 5’ y el

splicing (Fig. 8) (Mandel C. y col. 2008; Barrera G. 2006).

Fig. 8. Modelo esquemadtico de la maquinaria requerida para el procesamiento del extremo 3’ de

pre-mRNA de mamiferos (Tomado de Mandel C. y col. 2008).

2.4 PROCESO DE POLIADENILACION EN LEVADURAS.

2.4.1 ELEMENTOS EN LA SECUENCIA DEL PRE-mRNA EN LEVADUARAS.

Las sefiales de procesamiento del extremo 3’ de pre-mRNA en la levadura Saccharomyces
cerevisiae son algo diferentes de las sefales utilizadas en eucariontes superiores, tanto en
secuencia como en organizacidn. Las sefiales de poliadenilacién en levaduras son menos
conservadas que las de mamiferos (Zhao J. 1999). El sitio de poliadenilacion en levaduras es
definido por cuatro elementos de secuencia: El elemento de eficiencia rico en A/U (EE, Efficiency
Element), el elemento de posicionamiento rico en A (PE, Positioning Element), el sitio de corte y

los elementos ricos en U alrededor del sitio de corte (UUE o DUE) (Mandel C.y col. 2008).
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El elemento de eficiencia (EE) se encuentran a una distancia variable rio arriba del sitio de corte y
contienen a menudo, de forma alternada, dinucledtidos de AU o segmentos ricos en U (Zhao J.
1999). La secuencia UAUAUA parece tener mayor efecto en el procesamiento del extremo 3’ del
pre-mRNA de levaduras, los nucledtidos (U) de la primera y quinta posiciones son los mas criticos
para el correcto procesamiento (Irniger S. Braus G. H. 1994). El elemento de posicionamiento (PE)
se encuentra rio abajo del elemento de eficiencia (EE), y aproximadamente de 10 a 30 nucleédtidos
del sitio de corte. La posicién y la secuencia del PE son fundamentales para el procesamiento
eficiente del extremo 3’. Aunque muchas secuencias de PE han sido identificadas las mas efectivas
son AAUAAA o AAAAAA. El PE recibié su nombre porque la mayoria de las mutaciones en el PE
interrumpen la posicion, pero no la eficiencia del procesamiento del extremo 3’. El sitio de corte
en general estd definido por un elemento de la secuencia que contiene una pirimidina seguido por
varias adenosinas Y (A), (Mandel C. vy col. 2008). Las secuencias ricas en U alrededor del sitio de
corte (UUE o DUE), son necesarias para el procesamiento del extremo 3’, una mutacién es estas

regiones reduce la eficiencia en la actividad de corte (Fig. 9) (Dichtl B. Keller W. 2001).
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Fig. 9. Esquema del procesamiento del extremo 3’ de pre-mRNA de la levadura. (Tomado de

Mandel C.y col. 2008).
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2.4.2 FACTORES PROTEICOS INVOLUCRADOS EN EL PROCESO DE POLIADENILACION EN
LEVADURAS.

El procesamiento del extremo 3’ en levaduras incluye también los procesos de corte vy
poliadenilacidon del pre-mRNA. Algunos de los sub-complejos de la maquinaria de poliadenilaciéon

en levaduras son:

El factor de corte y poliadenilacién (CPF, Cleavage and Polyadenylation Factor), encargado de
regular el corte y la poliadenilacidon, ademas de reconocer las secuencias ricas en U (DUE y UEE)
que flanquean al sitio de corte. El CPF esta formado por el facto de corte Il (CF Il, Cleavage Factor
Il) y el factor de poliadenilacion | (PF |, Polyadenylation Factor I) (Mandel C.y col. 2008). EI CF Il y
el PF | estan formados por varias subunidades. La subunidad Cftlp/Yhh1lp que conserva un 24% de
identidad y un 51% de similitud con la subunidad CPSF-160 de mamiferos Cftlp/Yhhlp se une
directamente al RNA, pero no se une a la sefial de PE (el equivalente de la sefial de poliadenilacion
para mamiferos), en cambio, la unidén se observé principalmente en la regidn rica en A cerca del

sitio de corte (Fig. 9) (Dantonel J. y col. 1997; Dichtl B. y col. 2002).

La reaccién de corte del extremo 3’ estd mediada por diferentes subunidades. La subunidad Yth1p,
al ser mutada en sus motivos de dedos de zinc reduce la actividad de corte (Barabino S. M. L. y col.
2000). La subunidad Brr5p/Yshlp y el CPSF-73 de mamiferos poseen una secuencia altamente
conservada, debido a los dominios metallo B-lactamasa presentes en cada una de las subunidades,
estos dominios pertenecen a proteinas de union a RNA y endonucleasas (Dominski Z. y Marzluff
W. F. 2007; Ma Y. y col 2002). Esta evidencia estructural y bioquimica ha sido encontrada
recientemente y se propone que Brr5p/Yshlp es la endonucleasa de procesamiento del extremo

3’ en levaduras (Ryan K. y col. 2004).

El factor de corte IA (CF IA, Cleavage Factor IA) y el factor de corte IB (CF IB, Cleavage Factor IB),
reconocen las secuencias ricas en A (PE) y las secuencias ricas en U (EE) respectivamente. Las
subunidad Rnal5p del complejo CF IA, posee motivos de reconocimiento de RNA altamente
especificos, y esta especificidad se alcanza cuando Rnal5p interactia con otras proteinas como
Rnaldp y Hrplp. Mutaciones en Rnal5p eliminan la interaccién con RNA (Gross S. Moore C. L.

2001; Hammell C. M. y col. 2002; Kessler M. M. y col. 1997).
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Hrplp es el Unico miembro que se conoce del factor de procesamiento CF IB, es requerido para la
correcta reaccién de corte en levaduras y no presenta un homédlogo en mamiferos. Hrplp posee
dos motivos de union a RNA y presenta una alta especificidad por la regidn rica en A/U (EE) (Perez-

Canadillas J.-M. 2006).

La maquinaria de procesamiento del extremo 3’ en levaduras, contiene también algunos factores
proteicos adicionales en CPF. Aunque algunos de ellos contienen homdlogos en mamiferos, la
funcién de estos no ha sido establecida con claridad. Incluso la reconstitucion de la reaccién de
corte in vitro requiere Unicamente de: CF IA, CF IB y CF Il, mientras que la poliadenilaciéon in vitro
requiere de: CPSF, CF IA, CF IB, y Pablp. Los factores adicionales desempefian generalmente un
papel de moduladores. A pesar de la identificacidon de esta gran coleccidn de factores proteicos, la

identidad de la nucleasa que cataliza la reaccidn de escisidon no se conoce (Mandel C.y col. 2008).

2.5 SENALES DE POLIADENILACION EN T. vaginalis.

En el laboratorio de la Dra. Imelda Ldopez Villasefior se logré postular tras el andlisis de secuencias
de cDNAs, el tetranucledtido UAAA, como la sefial de poliadenilacién (Espinosa N. y col. 2002),
actualmente se ha demostrado mediante el uso de un sistema transitorio de un gen reportero
(cat, flanqueado por secuencias no codificantes de actina de T. vaginalis) que el tetranucleétido
UAAA (que puede incluir el codén de paro UAA) es la sefial de poliadenilacién en T. vaginalis

(Fuentes V. y col. 2012).

Al realizar mutaciones en la secuencia del tetranucleétido UAAA se producen cambios en la
poliadenilacion de los mRNAs reporteros, cuando los cambios ocurren en las bases a cada lado del
tetranucledtido no se produce ninglin cambio en la poliadenilacidn, incluso después de restablecer
la secuencia del tetranucleétido se logra restablecer el procesamiento y poliadenilacidn de los
mMRNAs reporteros, ademas se logré identificar una sefial de corte en los pre-mRNAs, Y‘J’(A)Z_SUU.
Se demostrd también la interaccidn de la sefial de poliadenilacién con proteinas, proporcionando
evidencia que sugiere que el tetranucledtido UAAA cumple funciones similares en T. vaginalis, que

las funciones que cumple el hexanucleétido AAUAAA en metazoarios (Fuentes V. y col. 2012).
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3. HIPOTESIS.

CPSF-160 es la proteina que reconoce la sefial de poliadenilacion en metazoarios. Dado que los
mRNAs de T. vaginalis estdn poliadenilados, entonces T. vaginalis posee una proteina de tipo
CPSF-160, homodloga a la reportada para metazoarios capaz de reconocer la sefial atipica de

poliadenilacion UAAA en este organismo.

4. JUSTIFICACION.

No se conocen los factores proteicos involucrados en el procesamiento del extremo 3’ de los
mMRNAs en T. vaginalis. La identificacién de estos factores es relevante dadas las sefiales cortas y

atipicas identificadas para la poliadenilacidon de los mRNAs en este organismo.

5. OBJETIVOS.

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Identificar, clonar y expresar el gen que codifica para la proteina de T. vaginalis homdloga a CPSF-

160.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

= |dentificar la probable secuencia de DNA que codifica para el CPSF-160 de T vaginalis, a
partir del analisis bioinformatico del genoma accesado de este organismo.

=  Amplificar la secuencia de CPSF-160 mediante PCR, a partir de DNA gendmico.

= Clonar el gen de CPSF-160 en el vector TOPO.

=  Corroborar la expresion del mMRNA mediante northern blot.

= Sub-clonar el gen de CPSF-160 en el vector pQE30.

= Expresar la proteina recombinante de CPSF-160 de T. vaginalis.
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6. METODOLOGIA.

6.1 DISENO EXPERIMENTAL.

BLASTn y BLASTp.
(DNA/Proteinas) de CPSF-160 de otros
organismos con el genoma de
I T. vaginalis.

1

Cultivo de

Trichomonas vaginalis.

Extraccion de DNA

Obtencidn de una posible
gendmico.

secuencia para CPSF-160.

Disefio de oligos y amplificacidn del gen
CPSF-160 de
T. vaginalis

Clonacién en el
vector TOPO.

Sub-clonacion de CPSF-
160 en el vector de
expresion pQE30.

|

lentificacion d

un mRNA
mediante
northern blot.

Secuenciacion de la clona
pQE30CPSF160.

Expresidn de la proteina
recombinante a partir de
TvCPSF160.

Fig. 10. Esquema que sintetiza las metodologias utilizadas durante el proceso experimental.
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6.2 ALINEAMIENTOS DE SECUENCIAS.

Se realizd un ejercicio bioinformatico de alineamiento de secuencias de DNA y de proteinas,
comparando las secuencias de los genes CPSF-160 reportados para otros organismos. Se hizo una
busqueda en el genoma de T. vaginalis, con la finalidad de encontrar un gen candidato para ser el

gen de CPSF-160 en T. vaginalis. El proceso se realizé de la siguiente manera:

1. Se hizo la busqueda de cDNAs de CPSF-160 reportados para los siguientes organismos:
Arabidopsis thaliana (NM_124545), Drosophila melanogaster (NM_206111), Homo sapiens
(BC017232), Mus musculus (AF322193), Trypanosoma cruzi y Saccharomyces cerevisiae
(NM_001180609).

2. Los genes reportados se compararon con el genoma de T. vaginalis (BLASTn). Se alineé la
secuencia codificante de los genes reportados con la base de datos de los transcritos del genoma
de T. vaginalis, para identificar un gen que pudiera ser el CPSF-160 de T. vaginalis.

4. Las secuencias proteicas reportadas para CPSF-160 se compararon con las proteinas de T.
vaginalis (BLASTp) para identificar una proteina que pudiera ser el CPSF-160 de T. vaginalis.

5. Se identificaron dos secuencias consenso una de cDNA y otra protéica, ambas del mismo gen.
Para realizar los alineamientos se utilizd el software disponible en linea (http:/TrichDB.org)
(Aurrecoechea C. y col. 2009), que proporciona la Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local
Basico (BLAST, por sus siglas en ingles), dicho software utiliza la versién del genoma liberado de T.
vaginalis (Carlton J. M. y col. 2009). Para los alineamientos de nucledtidos se utilizé la herramienta
tblastx que usa la secuencia de nucledtidos y analiza los 6 diferentes marcos de lectura y lo
compara con la base de datos de transcritos. Para los alineamientos de proteinas se usé la

herramienta blastp, que permite el uso de gaps y compara una secuencia de aminoacidos con otra.
6.3 CULTIVO DE T. vaginalis.

Los pardsitos se cultivaron en tubos con tapa de rosca estériles con 6 mL de medio TYM pH=6.2
(Trypticase-Yeast extract-Maltose, apéndice A) suplementado con 0.6 mL (10% v/v) de suero de

caballo inactivado (GIBCO) y se incubaron a 37°C. Se utilizd como indculo inicial aprox. 500,000

pardsitos, para mantener los parasitos se realizaron subcultivos cada dos dias.
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6.4 EXTRACCION DE DNA.

Para la extraccién del DNA gendmico, se utilizd un cultivo en caja de 50ml de T. vaginalis en fase
logaritmica (1.6 — 2 x10° cel/ml). El volumen total del cultivo se dividié en dos tubos de 50ml y se

procesaron independientemente de la siguiente manera:

1. Cada tubo Nalgene se centrifugd a 3,000rpm durante 10min a 4°C en un rotor Sorvall SS34. Se
decantd el sobrenadante cuidadosamente que fue esterilizado posteriormente. El boton de células
se lavé con 20ml de PBS pH 7.4 (Apéndice A), se resuspendié nuevamente en PBS y se centrifugd
de nuevo, de la misma forma que en el punto nimero 1.

2. Se decantd la solucion de lavado y el botén de células se resuspendié en 2ml de PBS. En dos
tubos eppendorf de 1.5ml se colocé 1ml de células resuspendidas del inciso anterior, y se
centrifugd a 14,000rpm durante 1min en una microcentrifuga. Se decantd el sobrenadante y se
resuspendio el botdn con el liquido que sobrd (20pl).

3. Se agregaron 300ul de buffer de extraccion (0.2% SDS, 100mM NaCl, 10mM EDTA y 10mM Tris-
HCl, pH 8), y 300ul de fenol. Se agité en vortex durante 30seg a una velocidad de 3, se centrifugd a
velocidad maxima durante 3min. A aprtir de este paso fue muy importante que la extracciéon se
realizara de forma rapida, ya que el parasito tiene muchas nucleasas que degradan rapidamente el
DNA.

4. Se coloco la fase superior cuidadosamente (sin tomar la interfase) en otro tubo eppendorf con
300ul de fenol y 300ul de cloroformo (SIGMA), se agitd y se centrifugd igual que en el paso
anterior. Se transfirié la fase superior cuidadosamente a otro tubo eppendorf con 500ul de
cloroformo, se agité y centrifugd de la misma forma. Se colcé la fase superior cuidadosamente en
otro tubo eppendorf limpio y se precipitéd con 1ml de etanol absoluto y 40ul de acetato de sodio
3M. Se dej6 a -20°C durante 2Hrs (Se puede dejar a -70°C por una hora).

5. Se centrifugé el tubo eppendorf con el DNA precipitado en una microcentrifuga a velocidad
maxima durante 15min. Se eliminé el sobrenadante y el boton se lavé con 1ml de etanol al 70%
frio, se decantd y centrifugé durante 15min a velocidad maxima. Se quitd el exceso de etanol con
una micropipeta y se dejo secar el boton de DNA durante 15min, hasta que el boton quedd
transparente. El botén de DNA se resuspendié en 50pl de TE (Apéndice A).

6. Se agregaron 0.5ul de RNAsa (GIBCO) (20ug/ml) y se dejé a 37°C durante 30min. El DNA se
guardé a -20°C.
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6.5 CONDICIONES DEL PCR.

Para amplificar el gen CPSF-160 de T. vaginalis se realizé un PCR bajo las siguientes condiciones:

Paso Tiempo (minutos) Temperatura (°C)

1 10’ 92°

2 N 92°

3 2’ 43°

4 10’ 72°

5 30 Ciclos desde el paso 2

6 10’ 72°

7 24Hrs 4°

8 END

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un volumen total de 50ul para la muestra con DNA gendémico
y 25ul para el control de amplificacion de la reaccién, los rectivos se adicionaron en el siguiente

ordeny en las cntidades indicadas.

Solucion Muestra Control

H,0 26ul 16.25ul
Amortiguador para PCR 10x Sul 2.5ul
MgCl, 50mM (4.5mM final) 4.5ul 1.5ul
d’NTPS 100mM (10mM c/u) 3ul 1.5ul
Oligo 5’ CPSF-BH1 (200ng/pl) 3ul 1.5ul
Oligo 3’ CPSF-K1 (200ng/pl) 3ul 1.5ul

DNA genémico Sul -
Total 49.5ul 24.5pl
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En el minuto 9 del primer ciclo se adicionaron 0.5pl de la enzima Taq Polimerasa a la muestra con
DNA gendmico y 0.25ul a la muestra sin DNA gendmico. A cada una de las muestras se le adicioné

100pl de Aceite Mineral con la finalidad de que las muestras no se evaporaran.

6.6 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA.

El producto de PCR se corrié en un gel preparativo de agarosa al 0.8% en TAE 1X. La banda de
interés se cortd y se purificd de la siguiente forma:

1. La banda de interés se cortd con un bisturi desinfectado y se colocé en una minicolumna. Para
prepara la minicolumna se perforé la punta de un tubo eppendorf de 0.5ml con una aguja caliente,
se coloco al fondo del tubo fibra de vidrio siliconizada y estéril (un fragmento de 2mm). Este tubo
se colocé dentro de un tubo eppendrof de 2ml.

3.- El fragmento del gel que contenia el DNA se colocd en la minicolumna y se centrifugd a
6,00rpm durante 5min. El DNA se colecté y se centrifugd de la misma forma durante 5 ocasiones
mas.

4.- El DNA extraido se limpié dos veces con un volumen de fenol cloroformo 1:1 y dos veces con un
volumen de cloroformo. Entre cada extraccién se vortexed a una velocidad de 5 durante
30segundos y después se centrifugd a 12,000rpm durante 3min.

5.- Se precipitd con 2.5 volimenes de etanol al 100% y 1/10 de volumen de 3M acetato de sodio
pH6 durante dos horas a -20°C.

6.- Se centrifugd a 14,000rpm durante 20min, el pellet se lavé con 1ml de 70% etanol frio, se dejé

secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 25ul de TE.

6.7 CLONACION DEL PRODUCTO DE PCR EN EL VECTOR PCR-BLUNT Il TOPO Y
ELECTROPORACION.

Para clonar el fragmento de DNA purificado se utilizé el sistema pCR-Blunt Il TOPO (Invitrogen):

1. Se prepard una mezcla de reaccién para ligar el fragmento al vector pCR-Blunt Il TOPO de la

siguiente manera:
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DNA apl
Solucion salina (Invitrogen) 1ul

Vector pCR-Blunt Il TOPO (Invitrogen). 1ul

2. La reaccion de ligacidn se incubd 20min a temperatura ambiente.

3. Se tomaron 4pl de la reaccidn de ligacion y se afiadieron a un vial de células elctrocompetentes
E.coli TOP10 (Invitrogen) descongeladas en hielo; se mezclé de forma suave.

4. Se electroporaron las células a 2.46kV en una cubeta de electroporaciéon (GIBCO) a 4°C.
Inmediatamente después de electroporar se adicionaron 250ul de medio SOC (Invitrogen).

5. Las células (300ul) se colocaron en un tubo falcon estéril. El tubo se colocé en agitacién a 37°C
durante 1Hr.

6. Se plated 1/10 y 9/10 del volumen total de células en cajas de LB + Kanamicina (50ug/ml).

7. Las clonas obtenidas se cultivaron en tubos de vidrio con 5ml de LB + Kanamicina (50ug/ml).

6.8 OBTENCION DEL DNA PLASMIDICO.

Para obtener el DNA plasmidico de las clonas de Escherichia coli, se realizd lo siguiente:

1. Se cultivaron las clonas toda la noche en 5ml de LB + Kanamicina (50ug/ml) a 37°C. Una parte
del cultivo (600pl) se mezclé junto con glicerol (600pl) y se almacenaron a -70°C.

2. Se colocaron en hielo las soluciones | y lll (Apéndice A) el fenol y el cloroformo; se preparé la
solucidn Il (Apéndice A) que se uso fresca y a temperatura ambiente.

3. Se colocaron 1.5ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5ml. Se centrifugd 30seg a 12,000rpm,
y se desechd el sobrenadante. Se Colocé 1.5ml del cultivo nuevamente y se centrifugd del mismo
modo, se desechod el sobrenadante.

4. Se resuspendid el pellet con el sobrenadante que quedd en el tubo, se mezcld en el vortex a una
velocidad de 4. Se agregaron 100ul de la solucién | fria y se mezclé en el vortex a una velocidad de

5. Se agregaron 200ul de la solucioén Il invirtiendo el tubo de 10 veces.
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6. Se colocaron los tubos en hielo, ahi se agregaron 150ul de la solucion Il fria, se mezcld
invirtiendo el tubo de 10 veces, se incubd en hielo x 5min.

7. Se centrifugd a 12,000rpm durante 5min, recuperando el sobrenadante en otro tubo eppendorf
y desechando el pellet.

8. Al tubo con el sobrenadante se agregaron 250ul de fenol frio y 250ul cloroformo fio, se mezclé
en el vortex a velocidad de 5 durante 30seg, se centrifugd a 12,000rpm durante 3min.

9. Se recuperd la fase de arriba y se agregaron 500l de cloroformo frio, se mezcld en el vortex a
velocidad de 5 durante 30seg, y se centrifugd a 12,000rpm durante 3min.

10. Se recuperd la fase superior y se agregaron 1000pl de etanol al 100% a temperatura ambiente,
se mezcld en el vortex a velocidad maxima durante 30seg. Se Incubd a temperatura ambiente
durante 2Hrs.

11. Se centrifugd 10min a velocidad maxima, se desechd el sobrenadante y se lavé con etanol 70%
frio rdpidamente, se dejd secar 10min, se centrifugd 10seg a maxima velocidad y se retird el etanol
con una pipeta.

12. Se resuspendio6 el pellet en 50ul de RNAsa (20ug/ul), se mezcléd en el vortex a velocidad
maxima y luego se centrifugd durante 30seg a velocidad maxima.

13. Se incubaron los tubos a 372C durante 20min.

14. Los plasmidos se corrieron en un gel preparativo de agarosa 0.8% en TAE 1X para comprobar el
tamarnio de los plasmidos (Se comprobaron las clonas mediante digestiones).

15. La clona identificada se envid para ser secuenciada a la unidad de secuenciacion del Instituto

de Investigaciones Biomédicas.

6.9 EXTRACCION DE RNA TOTAL.

Para la extraccién de RNA total se siguid la siguiente metodologia:

1. Se realizé un cultivo de 15ml de la cepa TOPOCPSF160, el cultivo se colocd en un tubo cdnico de
15mly se centrifugd a 3,000 rpm durante 10 mino a 4°C.

2. Se desechd el sobrenadante. El pellet se resuspendié en 1ml de PBS/H,O DEPC estéril y se
transfirid a un tubo eppendorf de 1.5ml, se centrifugd a 14,000rpm durante 1min a 4°C, se

desechd la solucién de lavado.
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3. El pellet se resuspendié con 1ml de trizol (INVITROGEN), y por pipeteo repetitivo se lisaron las
células.

4. Las muestras se incubaron durante 5min a temperatura ambiente para permitir una disociacion
completa de los complejos nucleoproteicos.

5. Se agregaron 200pul de cloroformo y se mezclé durante 15 segundos por medio de inversién, se
incubé 3 minutos a temperatura ambiente.

6. Se centrifugaron las muestras 15 minutos a 14,000rpm a 4°C.

7. Se transfirié la fase acuosa a un tubo EPPENDORF de 1.5ml y se precipito el RNA con 0.5ml de
alcohol isoprophilico, se incubé la muestra 10min a temperatura ambiente.

8. Se centrifugd la muestra precipitada a 14,000rpm durante 10min a 4°C. El sobrenadante se
desechd y se lavo el pellet de RNA con 1ml de Etanol 75% (H,0 DEPC).

9. Se mezclé ligeramente la muestra en el vortex y se centrifugd a 10,000rpm durante 5min a 4°C.
10. Se dejo secar el botdn de RNA. Se disolvio el RNA en 10ul AGUA/DEPC.

11. EI RNA se corrobord en un gel de agarosa 0.8% TBE.

11. Se almacend a -70°C.

6.10 PURIFICACION DE RNA POLI(A)+ A PARTIR DE RNA TOTAL.

Para purificar la fraccion poli(A)+ se utilizé el kit Quickprep micro RNA purification. (Amersham
Pharmacia Biotech), que cuenta con una resina oligo (dT) celulosa. Se realizaron los siguientes
pasos:

1. 20 o 30min antes de realizar la extraccién se dejé el kit a temperatura ambiente, el buffer de
extraccidén se colocd a 37°C hasta que los cristales se disolvieron.

2. La oligo (dT) celulosa se mezclé por inversion e inmediatamente se tomé 1ml y se colocd en un
tubo eppendorf de 1.5 ml.

3. En otro tubo eppendorf se colocaron 30ul de RNA total, se le agregan 400ul de buffer de
extraccion, también se agregan 800ul del buffer de elusidn y se mezclé suavemente.

4. En un tubo eppendorf nuevo se colocd 1ml de buffer de elusidn y se mantuvo a 65°C hasta que
se utilizé para eluir el RNA poli A+.

5. El tubo que contiene la oligo (dt) celulosa se centrifugd por un minuto a velocidad maxima, y se

elimind el sobrenadante.
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6. Al tubo anterior se le agregd la mezcla realizada en el paso 3. Se mezclé suavemente por
inversidon 3 minutos y se centrifugé a maxima velocidad durante 10 segundos.

7. El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo ya que en este se encuentra la poblacidn RNA poli
(A)-.

8. La resina se lavd cinco veces de la siguiente forma: se resuspendié en 1ml de amortiguador
High-salt por inversion, se centrifugd a 14,000rpm por 10 segundos y se elimind el sobrenadante.
Posteriormente la resina se resuspendid en 1ml de amortiguador Low-salt por inversién, se
centrifugd a velocidad maxima por 10 segundos y se elimind el sobrenadante, este paso se repitid
una vez mas.

9. La resina se resuspendié en 300l de amortiguador Low-salt, y se transfirid a una microcolumna
gue se colocd dentro de un microtubo de 1.5ml y se centrifugd a 14,000rpm durante 5 segundos.
10. Se cambié la columna a un microtubo nuevo y se agregaron 500l de amortiguador Low-salt y
se centrifugd 5 segundos a 14,000rpm, la columna se cambid a un tubo nuevo y se repitio el paso
anterior.

11. EI RNA poli (A)+ se eluyé de la resina de la siguiente manera: La columna se colocé en un
microtubo de 1.5ml y se le agregaron 200pl del amortiguador de elusién a 65°C, la columna se
centrifugd a 14,000rpm durante 5 segundos, y la elusién se guardé ya que contiene al RNA poli
(A)+.

12. La columna se lavé con 200l de amortiguador de elusidn a 65°C y se repitio el paso anterior.
13. El RNA poli (A)+ se cuantifico por espectrofotometria de la siguiente manera: el RNA se diluyé
1:100 en amortiguador de elusion, en un volumen total de 1ml. En una celda de cuarzo pre tratada

con H,0 DEPC se leyé la absorbancia a A=260nm y A=280nm.

6.11 NORTHERN BLOT.

Para realizar el northern blot se utilizaron guantes durante todo el experimento, y se siguieron
estos pasos:

1. Se prepararon 4 litros de H,0 DEPC 4 litros (Apéndice A). Se dividié en 5 botellas de 1 Litro con
~800ml cada una.

2. Se esterilizé el siguiente material: Tubos eppendorf de 0.5ml solo para RNA. Puntas de 200ul y

1000ul nuevas y estériles, solo para RNA.
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3. El material de vidrio que se utilizd se lavdé muy bien, se esterilizd por autoclave y se horneod a
80°C toda la noche, cubriéndolo con papel aluminio. (1 probeta de 100ml, 1 probeta de 50ml, 1
vaso de pp. de 100ml, 1 pipetero con pipetas de 10ml, 2 espatulas, 1 frasco de 11y 1 molde pyrex.
4. El gel se corrié en una cdmara de electroforesis de 11x14 cm. La agarosa se prepard de la
siguiente forma: 1g de agarosa, 16.2ml de formaldehido, 73ml de H,0 DEPC y 10ml de buffer
MOPS/EDTA 10X (Apéndice A) a temperatura ambiente. El gel se dejé solidificar 3Hrs dentro de la
campana de extraccion debido al formaldehido.

5. El buffer de electroforesis MOPS/EDTA 1X se prepar6 a partir del buffer MOPS/EDTA 10X. (80ml
de MOPS/EDTA 10X + 720ml de H,0 DEPC).

6. La preparacion de muestras se hizo 30min antes de cargar el gel de la siguiente manera (por
cada tubo):

0.78ul de MOPS/EDTA 10X.

0.78ul de H,0 DEPC.

2.72ul de formaldehido.

6.8ul de formamida (desionizada)

3ul de RNA

1.5ul de H20 DEPC

7. Se calentd la mezcla y también 4pl de cada uno de los marcadores de peso molecular: bajo
(0.16-1.77 Kb) y alto (0.24-9.5 Kb) a 65°C por 15 min. Se pusieron en hielo por 2 min.

8. Se agregd a la muestra 4.5ul de buffer de carga para RNA 6X y 4ul a los marcadores de peso
molecular. Se cargaron en el gel las muestras que fueron 8ul de cada uno de los pesos moleculares
y 20ul de cada muestra. Se hace por duplicado ya que la mitad del gel se tifie y la otra mitad sera

para hacer la transferencia.

9. El gel se corre durante 3 horas a 80 volts con buffer MOPS/EDTA 1X.

10. Una vez que termind de correr el gel, se colocd en el refractario pirex estéril para ahi poder
cortarlo. La mitad del gel se tifié con bromuro de etidio durante 5min y se puso a desteiir con H,0
DEPC toda la noche a 4°C.

11. Al dia siguiente en la membrana se marcaron los pozos con lapiz. Se lavé con H,0 DEPC (~10
min.), se dejé secar por una hora sobre papel whattman a temperatura ambiente y luego se fijé
en una cdmara UV a 12,000 pJoules, dejando la membrana lista para ser hibridada con una sonda

radiactiva.
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6.12 PREPARACION DE LA SONDA RADIACTIVA.

El DNA que se utilizd6 como sonda para marcarlo radiactivamente provino de dos plasmidos, el
plasmido pQE30CPSF160 y como control se utilizé un pldsmido de actina, pCRactinaNorma, de la
Dra. Norma Espinoza Sanchez. El plasmido pQE30CPSF160 se digiridé con la enzima Hindlll, y se usé

un fragmento de 1904pb como sonda.

La sonda se prepard con el kit comercial Rediprime Il Random Prime Labelling System (PROMEGA).
Se siguieron los siguientes pasos.

1. Se diluyé el DNA a ser marcado a una concentracién ~2.5 a 25ng en 45pL (final) de Tris-HCl pH=8
10 mM/EDTA 1mM (Buffer T.E).

2. Se desnaturalizé la muestra de DNA por calentamiento a 95-100°C por 5 minutos en bafio de
agua.

3. Transcurrido el tiempo, se pasaron las muestras a hielo durante 5 min.

4. Se centrifugd unos segundos para mantener la reaccién en el fondo del tubo.

5. Se adiciono el contenido del tubo (45uL) al tubo de reaccién (PROMEGA).

6. Se adicionaron 1uL [**P] dCTP (~10 pCi) y se mezclaron por medio de pipeteo lento de 5 a 10
veces.

7. Se Incubd 2Hrs a temperatura ambiente.

8. Transcurrido el tiempo, el protocolo del Kit indica detener la reacciéon con 5uL de EDTA 0.2M,
pero se hizo de la siguiente forma:

Se adicionaron 2uL tRNA (5pg/ul), 2.5 partes de Etanol absoluto (125uL), 1/10 parte de Acetato de

Sodio 3M (5uL) y se dejé toda la noche precipitando a -20°C.

Para desnaturalizar la sonda se realizé lo siguiente:

1. Se centrifugd 10 min a velocidad maxima. Se descartar el sobrenadante y se resuspendié en
100uL de buffer TE.

2. Se desnaturalizé el DNA marcado por adicion de 1/10 vol de NaOH 3N (10pl) y se incub6 5 min a
temperatura ambiente.

3. Se adicionaron 10pl de HCI 3N (para neutralizar) y 10ul de Tris 1M pH=7.4 (para amortiguar).

4. Se agregd la sonda radiactiva a la soluciéon de hibridacion.
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6.13 PRE-HIBRIDACION DE LA MEMBRANA.

Después de fijada la membrana, esta se pre-hibridé durante toda la noche en 20ml de solucién de

pre-hibridacién (Apéndice A), a 37°C.

6.14 HIBRIDACION DE LA MEMBRANA.

1. Se agregd al tubo de hibridacién con la membrana 10ml de solucién de hibridacidn fresca
conteniendo la sonda radiactiva desnaturalizada.
2. La sonda se hibridé durante 2 Cot 1/, (Carletti E. y col. 2006) a 42°C, calculados con base en la

siguiente ecuacion:

Cot1/2 = 2 (1/x)(y/5)(z/10)

Donde:
x= Peso de la sonda en ug (0.08ug).
y=Tamafio de la sonda en Kb (3.914Kb).

z= Volumen de la hibridacion (10ml).

6.15 LAVADO DE LA MEMBRANA.

1. La membrana se lavd con 2X SSC/0.5% SDS. Los primeros lavados se hicieron a temperatura

ambiente y después se aumenta la temperatura paulatinamente.

2. La membrana se envolvié en plastico Egga Pack y se expuso a pelicula de rayos X (Hyperfilm,

Amersham) con pantalla intensificadora.
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6.16 SUBLOCACION DE CPSF-160 EN EL VECTOR DE EXPRESION pQE30.

Después de clonar el gen CPSF-160 de T. vaginalis en el vector pCR-Blunt IITOPO, se subcloné
dicho gen en el vector pQE30 para la expresidon de la proteina CPSF-160 de T. vaginalis. La
estrategia fue la siguiente:
1. Se digirié el vector TOPOCPSF160 con las enzimas de restriccién BamHI y Kpnl, se purificé un
fragmento de aproximadamente 3914pB.

TOPOCPSF160 (50pl)

Buffer 4 1X (Invitrogen) 5yl

DNA 10l
Kpnl 1l
BamHI ul
H,0 33ul

2. Por otra parte el vector pQE30 fue digerido con las enzimas de restriccién BamHI| y Kpnl, se
purificd el plasmido linearizado.
pQE30 (50pl)

Buffer 4 1X (Invitrogen) 5pl

DNA 30ul
Kpnl 1l
BamHI 1wl
H,0 13l

3. Los fragmentos se corrieron en un gel preparativo de agarosa 0.8% vy se purificaron bajo las
mismas condiciones que en el punto 6.5 de esta seccion.
4. Después de purificados, se corrobord la integridad de los fragmentos en un gel de agarosa 0.8%.
5. Para realizar la ligacién se utilizo la siguiente reaccion:
Ligacién pQE30+CPSF160 (10.5ul)
Buffer de ligacion (Invitrogen) 2l

CPSF160 4ul
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pQE30 4ul
T4 Ligasa 0.5ul

La ligacién se dejé durante 2Hrs a 16°Cy toda la noche a temperatura ambiente.

6.17 TRANSFORMACION DE E. coli CON EL VECTOR pQE30CPSF160.

Para llevar a cabo la transformacidn con células quimicamente competentes se realizé la siguiente
metodologia:

1. La ligacién se colocé en hielo.

2. Se descongeld el stock de células JM16 y se agregd un volumen de 2l de la ligacién, se incubd
inmediatamente en hielo a 4°C durante 30min. La ligacion agregé a las células bajo campana.

3. Se dio un shock térmico de 43°C durante 30seg.

4. Se adicionaron 0.8ml de medio LB al tubo eppendorf y se dejé durante 1Hr a 37°C en agitacion.
5. Se plated 1/10 y 9/10 del volumen total de células en cajas de LB + Ampicilina (100ug/ml), y se

dejaron a 37°C durante toda la noche.

6.18. EXPRESION DEL VECTOR pQE30CPSF160.

Se utilizaron células de E. coli para realizar la expresion.

1. Se Inocularon 20mL de medio de cultivo LB, conteniendo ampicilina (100ug/mL), se inocularon 2
matraces con la cepa BL21Star y dos matraces con la cepa XL1Blue, de cada una de las cepas se
tomod un matraz y se colocé a 37°C, los otros dos matraces se colocaron a temperatura ambiente;
todos en agitacidn constante.

2. Los matraces de 37° se inocularon con 200pl del cultivo crecido toda la noche y los matraces de
temperatura ambiente se inocularon con 400pl.

3. Los cultivos crecieron hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm de 0.5 (3Hrs después) para

cada cepa.
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4. Cuando alcanzaron la DO se tomaron 10ml del cultivo, y se colocaron en un tubo falco. Esta
muestra fue el control no inducido, se dejé en agitacion de la misma forma que el cultivo inducido.
5. Se indujo la expresidon mediante la adicidon de IPTG a una concentracién de 1mM durante 24Hrs
para las dos cepas. 1ul de IPTG 1M por cada ml de cultivo que quedd. Se dejé en agitacion a
temperatura ambiente.

5. Se prepararon los geles de poliacrilamida unas horas antes.

6. Se colectaron las muestras inducidas y no inducidas de ambas cepas. Se cosecharon las células
por centrifugacion a 4000xg durante 20 min. Se resuspendieron en 100ul 5XSDS-PAGE sample
buffer.

7. Se calentaron las muestras a 95°C por 5 min.

8. Se centrifugaron a 15,000xg por 10 min.

9. Se cargaron 20ul de las muestras sin inducir e inducidas en un gel SDS-PAGE 12 % (Apéndice A).

6.19. MODELADO [N SILICO DE CPSF-160.

El modelado de la proteina CPSF-160 de T. vaginalis, se realizé utilizando una herramienta
disponible en linea conocida como PHYRE2 (Protein Homology analogY Recognition Engine V 2.0).
Esta herramienta utiliza como base el modelado de homologia o modelado comparativo. El
modelado de homologia se basa en la identificacion de uno o mds dominios estructurales de
proteinas conocidas, que se asemejan a la estructura de la secuencia de la consulta (Kelley L.A.

Sternberg M.J.E. 2009).
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7 Resultados.

7.1 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS.

El primer objetivo del proyecto era determinar una secuencia de nucledtidos que compartiera
similitud con las secuencias reportadas para CPSF-160. Al realizar el ejercicio bioinformatico de
alineamiento de secuencias (BLASTn) de los cDNAs de CPSF-160 reportados, con el genoma de T.
vaginalis, se obtuvo un gen (TVAG_077030) que presentaba los mayores grados de identidad

(Tabla. 1).

Organismo Gen concordante High Score LETGET T Identidad

Arabidopsis thaliana TVAG_077030 198 1.2e 3910pb 36.92%
Drosophila melanogaster TVAG_077030 188 1.8¢™ 3910pb 35.86%
TVAG_094790 113 0.043 3060pb 28.86%
Homo sapiens TVAG_077030 196 8.8¢”*  3910pb 34.86%
TVAG_283250 91 0.992 1582pb 14.7%
Mus musculus TVAG_0.77030 206 1.4 3910pb 35.22%
Trypanosoma cruzi TVAG_0.77030 95 2.6e” 3910pb 36.22%
TVAG_058680 94 0.99 2181pb 14.27%
Saccharomyces cerevisiae TVAG_077030 95 0.00045 3910pb 39.5%
TVAG_013920 94 0.97 1209pb 12.81%

Tabla. 1. Resultados del alineamiento de secuencias de cDNAs de CPSF-160 reportados, con el
genoma de T. vaginalis. El gen TVAG_077030, presenta los porcentajes de identidad mas altos.
También se realizé un alineamiento de las secuencias proteicas de CPSF-160 reportadas, con las

secuencias de proteinas de T. vaginalis. Los resultados fueron los siguientes:
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Proteina concordante Tamaio Identidad

High Score

Organismo

Arabidopsis thaliana TVAG_077030 147KDa 66.71%

TVAG_326480 58 0.97 7.7KDa 4.02%
TVAG_166610 80 0.98 40KDa 16.91%
TVAG_228910 54 0.999 5.7KDa 3.26%
Drosophila melanogaster TVAG_077030 188 1.1 147KDa 66.21%
TVAG_094790 113 0.0050 113KDa 51.56%
TVAG_067770 88 0.52 52KDa 25.29%
TVAG_319010 87 0.996 58KDa 27.2%
Homo sapiens TVAG_077030 196 2.7¢” 147KDa | 63.96%
TVAG_283250 70 0.16 58KDa 4.37%
Mus musculus TVAG_077030 206 1.8¢%° 147KDa | 64.41%
TVAG_013050 87 0.56 128KDa 57.42%
TVAG_129760 77 0.96 23KDa 11.1%
TVAG_094790 74 0.97 113KDa 51.28%
TVAG_248400 56 0.996 8.5KDa 4.37%
Trypanosoma cruzi TVAG_077030 95 4.2¢” 147KDa 63.91%
TVAG_058680 94 0.26 80KDa 33.86%
TVAG_243970 56 0.996 8KDa 3.9%
TVAG_408410 55 0.9992 7.5KDa 3.76%
Saccharomyces cerevisiae TVAG_077030 95 0.00012 | 147KDa 71.91%
TVAG_013920 94 0.11 8.5KDa 4.64%
TVAG_458590 62 0.69 42KDa 20.56%

Tabla. 2. Resultados del alineamiento de secuencias de proteinas de CPSF-160 reportadas, con
las proteinas de T. vaginalis. La secuencia proteica derivada del gen TVAG_077030, aparece en

todas las busquedas realizadas, y presenta los porcentajes de identidad mds altos.

Nuevamente la secuencia proteica deducida del gen TVAG_077030, resulté con el mayor
porcentaje de identidad para los CPSF-160 analizados, por lo tanto se decidid asignar la secuencia
del gen TVAG_077030 (Fig. 11) del genoma liberado de T. vaginalis, como la secuencia que codifica
para CPSF-160. A partir de ella se disefiaron oligonucledtidos que permitieran amplificar y clonar

este gen.
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7.2 ANALISIS DE LA SECUENCIA DE TVAG-077030.

La secuencia del gen TVAG_077030 se utilizé en este estudio, debido a que cumplia con los

criterios de mayor identidad comparada con los genes de CPSF-160 reportados. El tamafio del

cDNA se estimo en 3894pb y se lograron identificar algunos elementos en la secuencia tales como:

la region promotora (Inr) de tipo (A/C) AAAAAT (G/T) (Smith A.J. y col. 2011), el coddn de inicio en

fase con el coddn de termino y la sefial de poliadenilacidon (TAAA) propuesta en el laboratorio de la

Dra. Imelda Ldpez Villasefior.

61
121
181
241
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AATTATATTC
AACATTATTT
TAAATGTCAA
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TTTTAGAAAT
CACAAAATGA
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ATGCCACTCC
CTCTCGCATG
CAAACCTTGT
TCTCATATAT
ACCTTCCAGA
CAGGAGATTT
ATTCACAAGA
TGGATGCAAG
CATATGACAG
CAATTTTCGG
TAGAAACGAT

TAGCCARRAANTHCCARAATT

AATATGTGAT
AGATTGCATT
TTTAAGATTA
AAGTGGTGGA
ACAGGTTATA
ACCAGAGCCA
TAAAACAATT
TATTCTTTAC
TGATGAATAC
AGATTTTAAA
TCCAACTCTC
GAAATCAACT
AATTTCAGCA
ATTTGGCTTA
AATTATTTAC
AGATGATGAA
AAAAGTTGGT
GTCCATTTTG
CTTAAATCTT
CCTTGTTTTC
TGAAGAAGAA
TCTCTACCAG
ATTTTCTGTC
TTGCCTCAAG
TGGCTTCAAA
CAGTGAATTT
CTTGATCTCA
GATCAACGAT
CAACAACTTC
AGATGGTTTC
AATTTCTTCA
AGCGTTGGAA
TAAATATTTA
GACGGAAGTT

TCCCCAGCCC
GTTACTGCCA
GTATGGGAAA
GAATACGATT
GATAATGATT
GATCCACCAA
ATGGATGCCG
GTTTTACCTC
CATTCCAGCT
TCGCCGTTAT
GCTATTATTC
GTTGCGGTTT
TCAATCGATA
GTTCATGTTC
ATGGACCATA
GTTCCAGTCG
ACAGCTATCG
ACTTTACATT
GAATTTCATC
ATGGGATCTA
GAACTTGCAA
AAGTTCTTTA
AACAACATTT
CTGAGCCAGA
AAATACGGTT
AATATCCGCG
ACAGATGAAG
GAGTTTACGA
TTCATCCAGA
TCCCACACTG
AATGCCCTTG
CCAATGACAC
TTTGTTTATT
GCCACATTTG

TATTAGAAGC
CGGAATCAGC
ATGGAAACAA
AGAAGTTTTG
CAATCATTGT
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AAGTTACAAT
CAGATCCAAT
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ACCTCTATTC
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ATAATTTCAA

TCCTAAAAAA
AATTCGATGC
GCTCCAAGTC
GGGTGAAATT
TGGCTGCGAT
AGAATATCAC
TCCTTTCGAT
TACATGCCTT
GATTAAAATC
TAAAGATGCG
AGATATGGTT
TCCTACATGG
TCCTCCATTA
GTGGACATCC
TGGAGGCTTC
TGCTTTAGCA
AAATGGACCT
TATTTTATTG
CAAAGTAACA
CCTTTCTCTT
CTCAACTTTG
CGACCATGTC
AAGGCCTAAA
ACAGCTTGGA
TGAAGAACAG
CGTTCGTAGT
AATTTATTCA
ACTTTACGCC
TAAGGAAAAG
AGTCGTAAGA
TGGCTCTTCT
TGACAACTAT
CAAATATTTC
CGTTTTGAGA
GGCATTTCCT
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AGAATTATCT
ACGGAAAGAA
CATTCCTACA
ATATCTTTGA
TCTACATTGG
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TATTATATTA
CCTTTTTTTC
CTTATTTTTA
AATACAACTT
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GTTGTCCTTC
TCTAAATTAT
ATTGATATCA
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CAAATGGTCG
CCGATGCCAG
TTGTCTCAAC
CAGAACGATG
ATTTACAAAA
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GATTCCTACG
ATGGCAAGAG
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GAAGAAATTG
TATGTTACTA
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TACAGGAGTG
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TTTGCAACAA
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TGAATTAAGG
GGCATTATCT
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GAAAGTTCAA
ATTGCGACAT
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ATGTATTCCA

ATATTTTTCT
GTGCACACGA
TGGCTACCTA
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AATTGGTATC
ACCTCGCGAT
GATCAAAATG
CGGCATTTCG
CCTCTCGGAA
ACGTGCTTTT
AGACCAAATC
TGATGGCTGT
CCAGAACCCG
CGAAAAGAAG
TTCTCCAGCC
GCGATACTCC
CCACGAAATC
AACCCTCCTT
GATGAGAGGA
CGAGATCACG
CGAAATCACG
GAGGTTCTTC
ATCATCTATC
GGTCGCCAGA
TAAATTACCT
TGATGATGAC
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AATCAAGGCT
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GATCGGTGCA
CGCATACGAA
GAATATGATT
GTTGATTGAT
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AINAATAACT

GAATAAAGCA
GAGGATCATG
TTTAGGCTCG
ATGGAGGTAG

Fig. 11. Secuencia del gen TVAG_077030 del genoma liberado de T. vaginalis 5’-3’. En un cuadro

verde se observa la region promotora (Inr) (A/C) AAAAAT (G/T), en cuadros en color rojo se

muestran los codones de inicio y de término, subrayado en naranja se muestra la posible sefial de

poliadenilacion.
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La localizacion de estos elementos permitié establecer que la secuencia del gen TVAG_077030 del
genoma liberado de T. vaginalis tiene los elementos de un gen que se expresa en T. vaginalis. A

partir de ella se disefiaron oligonucledétidos para clonar esta secuencia.

7.3 EXTRACCION DE DNA GENOMICO Y AMPLIFICACION DEL GEN DE CPSF-160 DE T. vaginalis.

El DNA gendémico purificado de T. vaginalis, se corrié en un gel de agarosa para verificar su
integridad (Fig. 12). Se utilizd6 el DNA gendmico purificado como templado para realizar una

reacciéon PCR que permitiera amplificar el gen de CPSF-160.

23130pb DNA genémico

6557pb
4361ph m——p
2322pb

2027 pb m—

564pb

Fig. 12. DNA gendmico de T. vaginalis. El DNA gendmico se corrié en un gel de agarosa 0.8% TBE,
se utilizo como templado para amplificar el gen de CPSF-160. (1) Marcador de peso moluecular

(DNA A.digerido con Hindlll) (2) DNA genomico de T. vaginalis.

Para amplificar el gen de CPSF-160 de T. vaginalis, se disefiaron dos oligonucleotidos: CPSF-K1 (5’
GGTGTCAATGTATTCCAATAAGGTACCGATG3') y CPSF-BH1 (5 CATCGGATCCATGAATGTTACGCATCG
AAC 3’), basados en la secuencia de TVAG_077030 (Fig. 11) del genoma liberado de T. vaginalis

(Carlton J.M. y col. 2009). Como templado se utiliz6 el DNA gendmico purificado de T. vaginalis. El
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producto de PCR se analizé en un gel de agarosa al 0.8% (Fig. 13A) Se consiguio amplificar un
fragmento del tamafio esperado (3914pb), sin embargo, también se amplificaron fragmentos de
menor tamano. Se purificé el fragmento mas grande (Fig. 13B) y se clond en el vector para

productos de PCR, pCR-Blunt Il TOPO (INVITROGEN) para generar el plasmido TOPOCPSF160.

A B
1 2 3 4 5 1 2

23130pb s 23130pb

6557ph sy 6557pb s
4361pb = _ J. 4361pb = —_— p
2322pb ey 2322pb

2027pb —— 2027pb

564D s S8dph

Fig. 13. Productos de PCR analizados en geles de agarosa 0.8% TBE . Muestra la amplificacion de
un fragmento de DNA de un tamafio aproximado al esperado (3914pb). (A) 1 Marcador de peso
molecular I. 2 Control de PCR sin Taq Polimerasa. 3 Reaccion de PCR con baja sal, 1.5mM MgCl,. 4
Reaccion de PCR con mediana sal, 3mM MgCl,. 5 Reaccion de PCR con alta sal, 4.5mM MgCl,. (B)
Fragmento de ~3914pb purificado.

7.4 ANALISIS DEL PLASMIDO TOPOCPSF160.

Se seleccionaron 6 clonas trasnformadas de TOPOCPSF160 (Apéndice B), se purificaron los
plasmidos y se analizaron en un gel de agarosa 0.8% para evaluar el tamafio de los plasmidos,

asumiendo que el plasmido mas grande tendria el inserto (Fig. 14).
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BamHI Konl

- RESASENS

1pb

Hindll Hindll Hindll

Fig. 14. Mapa del plasmido TOPOCPSF160 5°-3’. El gen CPSF-160 de T. vaginalis se observa en
color morado, bajo el promotor Sp6. Se muestra la posicion de los sitios de restriccion BamHI! y
Kpnl agregados con los oligonucledtidos y tres sitios de restriccion HindIII utilizados para evaluar

el tamafo del pldsmido. Se muestran los sitios de origen de la transcripcion y el gen de

kanamicina.
A B
12 3 456 7

23130PD ey 23130pb

6557pb 6557DD ey W]
4361pb . 4361PD sy {91
2322pb 2322pb

2027pb 2027pb

564pb

564pb

Fig. 15. Geles de agarosa 0.8% para el andlisis de las clonas TOPOCPSF160. (A) Carril 1
Marcador de peso molecular A digerido con HindIIl. Carriles 2 — 7 pldsmidos sin digerir de 6 de las

7 clonas de TOPOCPSF160. (B) Se muestra 6 clonas de TOPOCPSF160, digeridas con HindlIl. La
clona 7-TOPOCPSF160 mostro el patron esperado (carril 7).
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Las 6 clonas seleccionadas (Fig. 15A) se analizaron por restriccion con la enzima Hindlll, se
esperaban fragmentos de 4220pb, 1904pb y 1309pb. Unicamente la clona 7-TOPOCPSF160
presenté el patrén de restriccion esperado (Fig. 15B, carril 7). Dentro del inserto se encuentra la
secuencia de dos sitios de restriccidn HindIIl y uno mas en el sitio multiple de clonacién del
pldsmido, por esta razén se realizo el analisis de restriccién con dicha enzima. En la figura 16
podemos observar la posicién los sitios de restriccion Kpnl y BamHI, agregados con los
oligonucledtidos CPSF-K1 y CPSF-BH1, para poder sub-clonar el inserto en el vector de expresion

pQE30.

7.5 SUBCLONACION DE CPSF-160 EN EL VECTOR DE EXPRESION pQE30.

Para subclonar el inserto de CPSF-160 en pQE30, primero se liberé del plasmido pTOPOCPSF160
usando las enzimas BamHIl y Kpnl. Se esperaban dos fragmentos uno de 3904pb, que era el
tamafio del inserto y otro de 3474pb que seria el vector. El vector pQE30 se digirié con las mismas

enzimas, el fragmento esperado para el vector digerido era de 3439pb (Fig. 16).

23130pb

6557pb
4361pb

2322pb
2027pb

564pb st

Fig. 16. Gel de agarosa 0.8% TBE con las digestiones de TOPOCPSF160 y pQE30. Se muestran los
productos de restriccion de los pldsmidos pQE30 en el carril 2 y TOPOCPSF160 en el carril 3,
ambos digeridos con las enzimas de restriccion BamH! y Kpnl. En el carril 1 se muestra el marcador

de peso molecular A digerido con HindIIl
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Los fragmentos que coincidieron con el peso molecular esperado (3439pb del plasmido pQE30
linearizado y 3904pb del inserto TvCPSF-160) se purificaron y se colocaron en una reaccion de
ligacidon con la enzima T4 ligasa a 16°C. La ligacion se transformd en células de Escherichia coli
(JM109). Se seleccionaron 22 clonas de las cuales se obtuvo DNA plasmidico y se corrieron en un
gel de agarosa 0.8% para analizar el tamafo de los pldsmidos. Se usé como control de tamafio el
pldasmido pQE30 sin inserto. De las 22 muestras de DNA plasmidico se seleccionaron las muestras
4pQE30CPSF160, 5pQE30CPSF160 y 7pQE30CPSF160 (Fig. 17A, carriles 4, 5 y 7) pues eran

muestras que representaban los diferentes tamafos de plasmidos encontrados

1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14

23130pD
6557pb
4361pb
!

2322pb i
2027ph =— -

564PD s

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

23130pb

6557pb
4361pb

2322pb
2027pb

564pb

Fig. 17. Geles de agarosa 0.8% para el andlisis de DNA plasmidico de 22 clonas transformadas
con la construccion pQE33CPSF160. En el carril 1 de ambos geles se observa el marcador de peso
molecular A digerido con Hindlll. (B) En el carril 11 se observa el pldsmido pQE30, (A y B) Se
observa el DNA plasmidico de 22 clonas de la construccion pQE30CPSF160.

Las 3 clonas seleccionadas se analizaron por restriccion con la enzima Hindlll, se esperaban
fragmentos de 4663pb, 1904pb y 776pb; se realizd6 también un analisis de restriccién con las
enzimas BamHI y Kpnl, se esperaban fragmentos de 3904pb y 3439pb y finalmente un andlisis de

restriccion sélo con la enzima BamHl para linearizar el plasmido. Sélo la clona 4pQE30CPSF160

presentd el patrén de restriccidn esperado (Fig. 18B).
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A BamH| Kpnl

3!
:mmp TS >:Iac 5l EEELRes LIRS A

1pb 7.343pb

Hindll Hindll Hindll

1 2 3 4 5

23130ph mmmms,

6557pb
4361pb
2322pb

2027pb =

564pb

Fig. 18. Mapa del plasmido TOPOCPSF160 5’-3’ y andlisis de las clonas pQE30CPSF160 en gel de
agarosa 0.8%. (A) Mapa del pldsmido pQE30CPSF160. (B) Carril 1 marcador de peso molecular
Adigerido con HindlIII. Carril 2: 4pQE30CPSF160 sin digerir. Carril 3: 4pQE30CPSF160 digerido con

Hindlll. Carril 4: 4pQE30CPSF160 digerido con BamHI. Carril 5 4pQE30CPSF160 digerido con
BamHl'y Kpnl.

El inserto de CPSF-160 al ser clonado en el vector pQE30 contendria un Tag de Histidinas en el
extremo N-terminal. Bajo el promotor de T5 se encuentran las regiones del operador de lac, el
sitio de unién al ribosoma (RBS, ribosome-binding site) y el ATG iniciador, el coddn de paro esta

dentro de la secuencia del CPSF-160 (Fig. 18A). Este plasmido se denominé como 4pQE30CPSF160
(Apéndice C).
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7.6 SECUENCIACION Y ANALISIS DE LA CLONA 4PQE30CPSF160.

La clona 4pQE30CPSF160 se secuencid en la unidad de secuenciacién del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se utilizaron los
oligonucledtidos comerciales (QUIAGEN) para la secuenciacion de vectores de la familia pQE, para
anclarse fuera de la regidn codificante; se disefiaron también 7 oligonucledtidos que se anclaban

dentro de la regidn codificante para secuenciar completamente la clona (Fig. 19).

725ph my 2994 pb

1289pb==b e 3506pb

Fig. 19. Sitios de anclaje de los oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion de de la clona
TvCPSF-160. El esquema muestra la region de anclaje de los oligonucledtidos, en rojo se
esquematizan los oligonucledtidos comerciales para secuenciar fuera de la region codificante, en
azul se muestran los oligonulcedtidos disefiados y el sitio donde se anclan y el tamafio de los

fragmentos secuenciados.

Tras analizar los electroferogramas se encontré que la secuencia presenta el ATG del vector pQE30
en fase con el ATG del inserto del gen TvCPSF-160, se observa también la secuencia del Tag de
Histidinas, y la secuencia muestra al final el coddén de término de la traduccion (TAA), también en

fase (Fig. 20).

1 ATGINerNeleruaele CATCACCA TCACCATCAC GGATCC-Z—\ ATGTTACGCA TCGAACAATA
61 TGTGATTCCC CAGCCCCGGA ATCAGCAATT CGATGCCACC TTCCGTTTTC AAAGGCAGAT
121 TGCATTGTTA CTGCCAATGG AAACAAGCTC CAAGTCTATT CAACGAAGGA AGATGATTTA
181 AGATTAGTAT GGGAAAAGAA GTTTTGGGGT GAAATTTTCG GTGTATACAG GCATAAAAGT
241 GGTGGAGAAT ACGATTCAAT CATTGTTGGC TGCGATACAA GTAAAGTTAT TGTTCTACAG
301 GTTATAGATA ATGATTTGAA AGAAACAGAA TATCACGAAT TTAACAGACC TGGCCCACCA
361 GAGCCAGATC CACCAAAACC AGAACGTCCT TTCGATATTA GTACAAGATT ACGCAATAAA
421 ACAATTATGG ATGCCGACCC AACAGGTACA TGCCTTGCAT TATTTCTTGC TCAAAATATT
481 CTTTACGTTT TACCTCTTGC CAACAAGATT AAAATCGAAA GTACCGAAAA AGCTGGTGAT

52



541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421

GAATACCATT
TTTAAATCGC
ACTCTCGCTA
TCAACTGTTG
TCAGCATCAA
GGCTTAGTTC
ATTTACATGG
GATGAAGTTC
GTTGGTACAG
ATTTTGACTT
AATCTTGAAT
GTTTTCATGG
GAAGAAGAAC
TACCAGAAGT
TCTGTCAACA
CTCAAGCTGA
TTCAAAAAAT
GAATTCAATA
ATCTCAACAG
AACGATGAGT
AACTTCTTCA
GGTTCCTCCC
TCTTCAAATG
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CCACACAGAT
TAAAAATCCA
ACTTCAGAAA
TGTTTTAATT
TAACTCATTT
GAACGCAATT
ATACTTAGAT
ATATTCAAAA
TTATTTGTCC
TGTCAACTTA
CAGGAGCCTT
AGAAATTGAA
AAATGATCTC
CAAATCATTT
CACTCCTTGC
CGCATGTGGC
CCTTGTCAGT
ATATATCTTG
TCCAGAGATC
AGATTTCAAC
ACAAGAAGAT
TGCAAGAATT
TGACAGAGCG
TTTCGGTAAA
AACGATGACG
TCTCGGAAAA
CGTTGTCTTC
CTATCAATGG
TACTTCACGA
TTGTTTCGTC
TATCATCCCA
TGGTCCTTAC
CGAGAATATT
CCCTGTTGGA
CATCGCTTCC
TTATGAGAAT
TGAGGACTAC
AAAAGATGGT
ATTTGTACAT
CGTAGGAAGT
CCAAATCAGG
CAACGAAACA
CATGGCTATT
AAAGATCGAA
TTATCTGCTC
AAAGAAGCTC
CCTACAATAC
CTTTGACGTT
CATTGGAGGC
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3481 CGAGCAATCA GTTCTGGTCA GTTCCCAATC AAGGCTGTGA CCCAGGCAAC TCAGCAAAAT
3541 CCAAATGAAG AAATTGATGA AGAATTATTG CAGCTGCAGA CAAAGATTGG AGGCCACATC
3601 GCATGGTATG TTACTACACA TGGTAAGATC GGTGCATTCA CTCCAATTGA TGAAAACGAT
3661 CGACATAAAT TGGTCGGAGT TCAATCCGCA TACGAAAAAT CTCTTTGCGG ACTGAGCCAC
3721 TTAGAATACA GGAGTGGAAA GTTCAAGAAT ATGATTGAAC AGGATATTTT CAACCAATCT
3781 CCAAAGAATG TCATTGATTG CGACATGTTG ATTGATTTGA TTGAAGATAT GCCTGATCAC
3841 TTGAAGTTTG CAACAAAGGG ATTAAGAACA CAGGACTTCT TATCTGAATT AAGAAAGATT
3901 TACAATAATG GTGTCAATGT ATTCCAAINNA

Fig. 20. Secuencia del gen TvCPSF-160 5°-3’. En un cuadro rojo se muestran los codones de inicio y
de término de la traduccion; en el cuadro negro se observa la secuencia del Tag de Histidinas; en

un cuadro verde se muestra el ATG del inserto en fase con el ATG del plasmido pQE30.

La secuencia de TvCPSF-160 se alined con la secuencia de DNA accesada en el genoma de T.
vaginalis. Se encontraron 13 diferencias a nivel de nucledtidos, ninguna de estas genera un codon
de término, y tampoco se encontraron inserciones o deleciones (Apéndice D). La secuencia
también fue alineada con las secuencias de DNA de CPSF-160 de otros organismos. Se encontrd un
35% de identidad con la secuencia de Arabidopsis thaliana, un 35.6% de identidad con la secuencia
de Drosophila melanogaster, 33.56% con la secuancia de Homo sapiens, 34.56% con la secuencia
de Mus musculus, 36.03% con la secuencia de Trypanosoma cruzi, y finalmente un 39.37% de

identidad con la secuencia de DNA del CPSF-160 de Saccharomyces cerevisiae (Tabla. 1).

Conociendo la secuencia completa del gen TvCPSF-160 clonado, se dedujo la secuencia proteica.
Esta secuencia se compone de 1297 aminodcidos y tiene un peso estimado de 146,935Da

(147KDa) (Fig. 21).

1 MRGSHHHHHH GSMNVTHRTI CDSPAPESAI RCHLPEFSKAD CIVTANGNKL QVYSTKEDDL
61 RLVWEKKFWG EIFGVYRHKS GGEYDSIIVG CDTSKVIVLQ VIDNDLKETE YHEFNRPGPP
121 EPDPPKPERP FDISTRLRNK TIMDADPTGT CLALFLAQNI LYVLPLANKI KIESTEKAGD

181 EYHSSWKVIK DAFAYDVHTD FKSPLYRERDIMVEEDCYRNEII DA NS NeVREPHOR
241 S B KR BNV S A TRV AN SRARBENSENGEY 1 V> DP TG GFLVLSKNAT
301 IYMDHTNIVA LALNKLAYLD DEVPVDITAN GPGCHELYSK VGTAIDKSHI LLTVDQHYLS
361 ILTLHYNGVK VTNLPLNVNL NLEFHPSCFL SLNYTNNRSL VFMGSTTHDS TLSEIILEIE
421 EEELASFLVD HVMTETQONDL YQKFFKSLPR PKTLSKVKSF SVNNISYIRQ LGTVANATPC
481 LKLSQIDENE EQIAMALACG FKKYGCLHFV RSGIDPNLVS EFNIRGVTGI YSSENFSYIL
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541 ISTDEGTSVL YADSQNLPEI NDEFTSQVSK EKTLFAGDEN NFFIQITKTV VRAIKYSQED
601 GSSHTDLYSG SSPAVLDARI SSNALVVLEFD NYTICAYDRA LEPMTPLTNK YFSRIAIFGK
661 YLEVYCTTGV LRMFSVETMT EVATEFDNFKA FPDEFIAPLGK DEIPLQPSSI GIVDISEVVE
721 ESVVLLVLTP RDGPAFFYQW VESKLFFRRI KMHRFAVTSR KNIDIIPENG ISDVEDGCEV
781 TDPSNPFFIL SENGYPRIIP LSESFTCKPR AFPPVMRGPY KNHFLIADED QIRLCNLENI
841 KPEHNFFIID GCIVERIPVG MTVRRIAYCQ NPNCVAFIAS HPEPFTTENE KKIDVEVYEN
901 LOVHYQEPPS PAKVYPDEDY ETIPKWNEER YSLEFLYTKDG LQOMVDYANH EIVNTVQEFVH
961 TTPMPEDGIT LLNTYLAVGS GFLSQPEKMM RGVLYIYQIR YMONDEGENE ITLRPLYNET
1021 NKIYKNPIIE ITDNSGYMAI FCGNLLYLMR FFNENTVKIE AFLVGRFFAS SIVSLKNYLL
1081 YADSYEGFEV ARWRKYGKKL ISMARDTMTK LPLSAAFLQY EDCLGGVVED DDGNAHIFDV
1141 DEYAIPADAV VRKSIFYIGG RAISSGQFPI KAVTQATQON PNEEIDEELL QLOTKIGGHI
1201 AWYVTTHGKI GAFTPIDEND RHKLVGVQSA YEKSLCGLSH LEYRSGKFKN MIEQDIFNQS
1261 PKNVIDCDML IDLIEDMPDH LKFATKGLRT QDFLSELRKI YNNGVNVEQ*

Fig. 21. Secuencia proteica de TvCPSF-160. Secuencia proteica deducida a partir de la secuencia
de DNA del pldsmido secuenciado 4pQE30CPSF160. En color verde se observa el dominio

conservado de SFT1, en amarillo se observa el dominio conservado de CPSF160.

La secuencia proteica deducida de TvCPSF-160 (Fig. 21) se compard con la secuencia proteica
accesada en el genoma de T. vaginalis (TVAG_077030), se encontraron 7 diferencias en
aminoacidos. En la figura 24 se muestra el alineamiento de secuencias, la linea de arriba
representa la secuencia proteica de TVA_077030 y la linea de abajo representa la secuencia del
gen TvCPSF-160. En la posicion 143 se presenta un cambio de Fenilalanina (F) por Leucina (L),
ambos son aminodcidos no polares. En la posicidn 245 se presenta un cambio de Aspargina (N) por
Treonina (T) los dos son aminodcidos polares. En la posicién 364 hay un cambio de Prolina (P) por
Serina (S), en este caso se presenta un cambio de aminodcido no polar por uno polar. En la
posiciéon 590 hay un cambio de Serina (S) por Fenilalanina (F) esto representa otro cambio en la
polaridad de un aminodcido polar por un no polar. Las posiciones 656 y 794 no presentan cambios
en la polaridad hay un cambio de Treonina (T) por Aspargina (N) en ambos casos. La posicién 801
muestra un cambio de Fenilalanina (P) por Alanina (A), esta modificacién tampoco representa
cambios en la polaridad (Fig. 22). Estos cambios pueden deberse a que la cepa utilizada en el
proyecto de secuenciacién del genoma es diferente a la cepa que se utiliza en nuestro laboratorio

y con la que se desarrolld este trabajo.
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MNVTHRTICDSPAPESATRCHLPESKADCIVTANGNKLOVYSTKEDDLRLVWEKKFWGET

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt
MNVTHRTICDSPAPESATRCHLPEFSKADCIVTANGNKLOVYSTKEDDLRLVWEKKEWGE I

FGVYRHKSGGEYDSIIVGCDTSKVIVLQVIDNDLKETEYHEFNRPGPPEPDPPKPERPED

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e et e e e
FGVYRHKSGGEYDSIIVGCDTSKVIVLQVIDNDLKETEYHEFNRPGPPEPDPPKPERPED

ISTRLRNKTIMDADPTGTCLALFLAQNILYVLPLANKIKIESTEKAGDEYHSSWKVIKDA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrt =t e rrr et r et
ISTRLRNKTIMDADPTGTCLALLLAQNILYVLPLANKIKIESTEKAGDEYHSSWKVIKDA

FAYDVHTDFKSPLYRIRDMVEFLDGYKNPTLAITHELIPTWSVRLPLOKSTVAVSIVSPPL

Frrrrrrrrerrrrerrrrrrr e et e e et e e e e
FAYDVHTDFKSPLYRIRDMVFLDGYKNPTLAIIHELIPTWSVRLPLQKSTVAVSIVSPPL

KKKENVLISASIDKVTMWTSRALPHNSFGLVHVPDPIGGEFLVLSKNAIIYMDHTNIVALA

FErr=rrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e et r et
KKKETVLISASIDKVTMWTSRALPHNSFGLVHVPDPIGGFLVLSKNAIIYMDHTNIVALA

LNKLAYLDDEVPVDITANGPGCHELYSKVGTAIDKSHILLTVDQHYLSILTLHYNGVKVT

FErrrrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrrrrr e et r et
LNKLAYLDDEVPVDITANGPGCHELYSKVGTAIDKSHILLTVDQHYLSILTLHYNGVKVT

NLPLNVNLNLEFHPSCFLSLNYTNNRSLVFMGSTTHDSTLSEIILEIEEEELASFLVDHV

Fri i rrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e ettt e et
NLSLNVNLNLEFHPSCFLSLNYTNNRSLVFMGSTTHDSTLSEIILEIEEEELASFLVDHV

MTETONDLYQKFFKSLPRPKTLSKVKSEFSVNNISYIRQLGTVANATPCLKLSQIDENEEQ

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e ettt e e et e e e
MTETQNDLYQKFFKSLPRPKTLSKVKSFSVNNISYIRQLGTVANATPCLKLSQIDENEEQ

IAMALACGFKKYGCLHFVRSGIDPNLVSEEFNIRGVTGIYSSENEFSYILISTDEGTSVLYA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrr et r et
IAMALACGFKKYGCLHEFVRSGIDPNLVSEFNIRGVTGIYSSENFSYILISTDEGTSVLYA

DSONLPEINDEFTSQVSKEKTLFAGDENNFFIQITKTVVRAIKYSQEDGSSHTDLYSGSS

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e rr =it
DSONLPEINDEFTSQVSKEKTLFAGDEFNNEFFIQITKTVVRAIKYSQEDGESHTDLYSGSS
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MESVETMTEVATEFDNFKAFPDFIAPLGKDEIPLQPSSIGIVDISEVVFESVVLLVLTPRD

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
MFSVETMTEVATFDNFKAFPDFIAPLGKDEIPLQPSSIGIVDISFVVFESVVLLVLTPRD

GPAFFYQWVESKLEFFRRIKMHRFAVTSRKNIDIIPENGISDVEFDGCEVTDPSNPEFFILSE

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrr ettt et
GPAFFYQWVESKLEFFRRIKMHRFAVTSRKNIDIIPENGISDVEFDGCEVTDPSNPEFFILSE

NGYPRIIPLSESFTCKPRAFPPVMRGPYKNHFLIADEDQIRLCNLENIKPEHNFFIIDGC
FEEErrrrrrrrr=rirrrri=errrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
NGYPRIIPLSESFNCKPRAFAPVMRGPYKNHFLIADEDQIRLCNLENIKPEHNFFIIDGC

IVERIPVGMTVRRIAYCONPNCVAFIASHPEPFTTENEKKIDVEVYENLQVHYQEPPSPA
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841 IVERIPVGMTVRRIAYCQONPNCVAFIASHPEPFTTENEKKIDVEVYENLQVHYQEPPSPA

901 KVYPDEDYETIPKWNEERYSLFLYTKDGLQOMVDYANHEIVNTVQEFVHTTPMPEDGITLL

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e et e et e e e el
901 KVYPDEDYETIPKWNEERYSLFLYTKDGLQQMVDYANHEIVNTVQFVHTTPMPEDGITLL
961 NTYLAVGSGFLSQPEKMMRGVLYIYQIRYMQONDEGFNEITLRPLYNETNKIYKNPIIEIT

FErrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrrrr et r ettt r e
961 NTYLAVGSGFLSQPEKMMRGVLYIYQIRYMONDEGFNEITLRPLYNETNKIYKNPIIEIT

1021 DNSGYMAIFCGNLLYLMREFEFNENTVKIEAFLVGRFFASSIVSLKNYLLYADSYEGFEVAR

FErrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrerrrerrrrrr et r ettt r e
1021 DNSGYMAIFCGNLLYLMREFENENTVKIEAFLVGRFFASSIVSLKNYLLYADSYEGFEVAR

1081 WRKYGKKLISMARDTMTKLPLSAAFLQYEDCLGGVVFDDDGNAHIFDVDEYATIPADAVVR

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
1081 WRKYGKKLISMARDTMTKLPLSAAFLQYEDCLGGVVFDDDGNAHIFDVDEYAIPADAVVR

1141 KSIFYIGGRAISSGQFPIKAVTQATQONPNEEIDEELLQLQOQTKIGGHIAWYVTTHGKIGA

Frrrrrrreerrrrrrrrrrrr e rrrrr e e et r et
1141 KSIFYIGGRAISSGQFPIKAVTQATQQNPNEEIDEELLQLQTKIGGHIAWYVTTHGKIGA

1201 FTPIDENDRHKLVGVQSAYEKSLCGLSHLEYRSGKFKNMIEQDIFNQSPKNVIDCDMLID

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrerrerrrrrrrrerrrrrrr ettt
1201 FTPIDENDRHKLVGVQSAYEKSLCGLSHLEYRSGKFKNMIEQDIFNQSPKNVIDCDMLID

1261 LIEDMPDHLKFATKGLRTQDFLSELRKIYNNGVNVEQ

FEEEErr et ettt et e
1261 LIEDMPDHLKFATKGLRTQDFLSELRKIYNNGVNVFQ

Fig. 22. Alineamiento de las secuencias proteicas de TVAG_077030 y TvCPSF-160. Las equis en
negro representan los cambios de aminodcidos entre secuencias, la linea superior corresponde a la
secuencia de TVAG_077030, mientras que la secuencia de la linea inferior representa la secuencia

de TvCPSF-160.

Se realizé un analisis bioinformatico para buscar dominios conservados en la secuencia TvCPSF-
160 (Marchler-Bauer A. Bryant S.H. 2004, 2009, 2011), se logré identificar 2 dominios conservados
(Fig. 21). Entre los aminoacidos 207-336 se localiza una region identificada como un dominio SFT1,
dominio de procesamiento y reconocimiento de RNA (Pre-mRNA Cleavage and Polyadenylation
Specificity Factor). Entre los residuos 974-1270 se localiza una regién homdloga a una subunidad
de la proteina CPSF-160 reportada por Li y colaboradores (Li Y. y col. 2001), en donde se menciona

que es capaz de reconocer la sefial de poliadenilacion en mamiferos (AAUAAA).
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Se realizé un modelado in silico de la secuencia de TvCPSF-160, tomando como molde los primeros
1297 aminodcidos de la secuencia de TvCPSF-160. Se utilizd la herramienta bio-informatica en
linea denominada Protein structure prediction Phyre2, (Kelley L. A. Sternberg M. J. E. 2009). Se
obtuvo una precision de 82%, en el modelo es posible observar 3 estructuras probables de
B—propelas o B—barriles, estas estructuras han sido reportados como elementos en la secuencia

de Yhh1p/Cftlp, proteina homdloga de CPSF-160 en levaduras (Dichtl B. y col. 2002) (Fig. 23).

Fig. 23. Modelo estructural tedrico de la proteina TvCPSF-160 de T. vaginalis. (A) En color verde y
naranja es posible observar dos estructuras de tipo [-propelas. (B) En color azul se observa la

tercera estructura f—-propela. (C) Distribucion espacial de las estructuras f—propelas.
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7.7 NORTHERN BLOT.

Para saber si el gen TVAG_077030 clonado se expresaba en T. vaginalis se buscé la presencia del
mMRNA correspondiente mediante un andlisis de northern blot. Se extrajo RNA total a partir de
cultivos de T.vaginalis, se midié la absorbancia de las muestras a 260nm. La concentracidn de la
muestra fue de 11.48ng/ul y se visualizé en un gel de agarosa H,0 DEPC, se observo que el RNA se

encontraba integro (Fig. 24).

Fig. 24. Gel de agarosa al 0.8%. Muestras de RNA total, extraido a partir de cultivos de T.

vaginalis.

Para el northern se utilizé también mRNA, se realizé la extraccion de RNA poly(A+) mediante el kit
comercial Quickprep microRNA purification (Amersham Pharmacia Biotech, 2011). Se midié la

absorbancia de la muestra a 260nm, se obtuvo una concentracion de 0.6ug/ul (Fig. 24).

Se prepard una sonda radiactiva con un fragmento (1905pb) del plasmido pQE30CPSF160, como se
describe en materiales y métodos (Fig. 25). La sonda radiactiva se prepard con el kit comercial
Rediprime Il Random Prime Labelling System (PROMEGA, 2011), como se describe en materiales y
métodos. La sonda se hibridiz6 con la membrana del northern blot durante 39Hrs (2 Cot 1/,)

(Carletti E. y col. 2006) a 42°C. La membrana se expuso a una placa fotosensible.
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23130pb

6557pb
4361pb

2322pb

2027 ph "= s 1904 pb

564pb

Fig. 25. Gel de agarosa 0.8% TBE. Se observa un fragmento de DNA de 1904pb utilizado para
hacer la sonda radiactiva. El fragmento se obtuvo del pldsmido pQE30CPSF160 digerido con Hidlll.

Se logré observar una banda del tamafio esperado (4.1Kb), tanto en la muestra de RNA total,
como en la muestra de RNA poly(A+); esto sugiere que el mRNA del gen clonado se expresa (Fig.
26). Se observan otras dos bandas de menor tamafio, esto puede ser un pegado inespecifico a los

transcritos ribosomales debido a la baja astringencia con la que se lavé la membrana.

| MRNA (4.1Kb)

. ——RNA 285 (2.76Kb)

' Y ——rrvates (157K0)

Fig. 26. TvCPSF-160 se expresa como un transcrito de 4.1 Kb. A) Gel de agarosa 0.8% con
formaldehido utilizado para el andlisis por northern blot; se muestran los marcadores de peso

molecular (carriles 1y 2) y el RNA total de T. vaginalis (carril 3). B) Autorradiografia del ensayo de
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northern blot. Carril 1: RNA total de T. vaginalis. Carril 2: RNA poly(A+). La membrana se expuso
durante 72Hrs. La flecha indica la banda esperada para el mRNA de TvCPSF-16, cuyo peso

molecular se calculd de 4.1Kb

7.8 EXPRESION DE LA PROTEINA TVCPSF-160 A PARTIR DEL VECTOR pQE30CPSF160.

Se realizaron ensayos de expresion para la proteina TVCPSF-160 utilizando el plasmido
pPQE30CPSF160. El vector se transformd en dos cepas de E. coli, XL1Blue y BL21Star. En un primer
ensayo, se realizd un cultivo de ambas cepas en medio LB (ampicilina 100ug/ml), cada uno de los
cultivos se incubd a 37°C y a temperatura ambiente. La induccién se llevd a cabo con IPTG 1mM
cuando los cultivos alcanzaron una DOgy 0.5, durante 4Hrs. Se esperaba observar una banda de

aproximadamente 147Kda.

A
12 3 4 5 6 7 8 9
L.
B
5 6 7
220KDa 1
160KDa =
120KDae=————> . a —
~147KDa.
70KDa et

Fig. 27. Andlisis de la expresion de la proteina TvCPSF-160 por SDS-PAGE en poliacrilamida al
10% (Todas las células fueron transformadas con el vector pQE30CPSF160). Carriles 1,2:
proteinas totales del cultivo BL21Star crecido a 37°C sin inducir e inducido respectivamente.

Carriles 3,4: proteinas totales del cultivo BL21Star crecido a Temperatura Ambiente sin inducir e
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inducido respectivamente. Carriles 6,7: proteinas del cultivo XL1Blue crecido a 37°C sin inducir e
inducido respectivamente. Carriles 8,9: proteinas totales del cultivo XL1Blue crecido a
Temperatura Ambiente sin inducir e inducido respectivamente. Carril 5: se observa el marcador de
peso molecular. (B) Imagen ampliada de los carriles 5, 6, 7, donde se observa una banda con el
peso molecular esperado (147KDa), lo que puede ser una probable expresion de la proteina CPSF-

160.

Se realizé un analisis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida 10%. Fue posible observar una banda
del tamafio esperado (147KDa) aunque muy tenue en el cultivo de XL1Blue crecido a 37°C (Fig. 27).
La banda no se observa en el cultivo control, crecido en las mismas condiciones pero sin inducir
con IPTG. Se realizaron varios ensayos, tratando de encontrar condiciones éptimas de expresion,
se modificd tanto la temperatura de incubacién como el tiempo de induccién, asi como la
concentracién de poliacrilamida, para mejorar la definicion de los geles, sin embrago, no se
lograron encontrar condiciones en las que se observara una expresion mds clara de la banda

esperada.

7.9 ANALISIS DE USO DE CODONES.

Se determind el uso de codones para las primeras 750pb de la secuencia codficante del DNA de
CPSF-160, con la finalidad de compararlo con el uso de codones de E. coli, ya que las cepas XL1Blue
y BL21Star son cepas de E. coli. Se utilizé la herramienta E. coli Codon Usage Analyzer 2.1,
disponible online. La base de datos de este programa es de genes de clase Il de andlisis y

predicciones en E. coliy Salmonella (Hénaut A. Danchin A. 1996).

Los resultados muestran que en la secuencia de T. vaginalis existen codones que son poco
frecuentes en E. coli, es decir, que E. coli produce pocos tRNA para dichos codones. En la figura se
puede observar la frecuencia en el uso de codones para los primeros 50 residuos de aminoacidos,
codones como CGA, ACA, ATA, TCA, CTT, GGA, CTC, TTA y AGA presentan una frecuencia menor
del 10% (Fig. 28). Es decir, del total de tRNAs producidos por E. coli, menos del 10% corresponde a

los tRNAs requeridos para la traduccion de los mRNAs de T. vaginalis. Por lo tanto, la poca
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expresion de la proteina recombinande CPSF-160 de T. vaginalis podria deberse a que la

magquinaria traduccional de E. coli es poco eficiente para expresar esta proteina.

100
50

0.|.._.||...\\..|_\\.\....|\||..._\....|...\||__

ARGACCAATGTCGUGTGACTCCCTTAGGTAGRGAGRACCGTTAAGGGTAT
C()d()l] TATCAGCTGACCCCACCTGEATCTCACAGTTCCAGAATATACCARAATGT
GTTGTAARATTCACGARATACCTGTAGATCTTTCTACGCACTAGGATTARR

Amino AcidMVTERTICDSPAPESATRCHLPTS KADCT VTANGNELOVY STREDDLRL

Position 10 20 30 40 50

Codon
Freq.

Fig. 28. Andlis de frecuencia en el uso de codones de las primeras 150pb de la secuencia de CPSF-

160 de T. vaginalis, relativo al uso de codones de E. coli.
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8 DISCUSION.

La expresién de genes codificadores de proteinas en las células de eucariontes implica multiples
procesos de transcripcionales y post-transcripcionales, los cuales, se reconoce cada vez con mayor
frecuencia, estan interconectados (Maniatis y Reed, 2002 ; Moore y Proudfoot, 2009). El proceso
de poliadenilacidn, es decir, el corte del extremo 3’ y el evento de poliadenilacién es fundamental

para la terminacion de la transcripcién (Zhao J. y col. 1999).

En 1991 se consigid purificar el Factor especifico de Corte y Poliadenilacién (CPSF), a partir de
células de timo de ternera y células Hela (Bienroth S. 1991). Actualmente se sabe que el CPSF, en
mamiferos, esta conformado por 5 subunidades: CPSF-160, CPSF-30, CPSF-73, CPSF-100, y hFip1.
Todas las subunidades son necesarias para la division eficiente y la poliadenilacion del premRNA

(Mandel C.y col. 2008).

Se ha conseguido purificar en modelos de S. cerevisiae, una proteina homéloga al CPSF-160 de
mamiferos. Un componente del Factor de Corte CFll (Cleavage Factor Il), designado CFT1 fue
identificado por su secuencia similar a la subunidad CPSF de mamiferos (Stumpf G. Domdey H.
1996). El CPF de S. cerevisiae posee la subunidad Cftlp/Yhh1lp que conserva un 24% de identidad y
un 51% de similitud con la subunidad CPSF-160 de mamiferos (Dantonel J. y col. 1997; Dichtl B. y
col. 2002).

La hipdtesis de este trabajo es que T. vaginalis posee una proteina de tipo CPSF-160, homéloga al

CPSF-160 de mamiferos y al Yhhlp /Cft1p de levaduras.

En este trabajo se logrd identificar, clonar y secuenciar un gen que codifica para una proteina
homéloga al CPSF-160 de mamiferos y al Cft1p/Yhhlp de levaduras. El TvCPSF-160 de T. vaginalis
es homodlogo al CPSF-160 reportado para mamiferos y al Cftlp/Yhhlp de levaduras, esto se
demostré mediante andlisis bioinformaticos, comparando las secuencias de DNA y las secuencias

protéicas.

Se logré también demostrar la expresion de un mRNA en T. vaginalis, cuya secuencia es homoéloga

al DNA que codifica para la proteina tipo CPSF-160 de T. vaginalis. Sin embargo, no se logré
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expresar en E. coli de manera clara a la proteina CPSF-160 segun los resultados de los ensayos de
SDS-PAGE. Para tratar de definir si la dificultad en la expresidon estaba relacionada al uso de
codones, se determind el uso relativo de codones en T. vaginalis y E. coli. Resultd interesante el
hecho de que muchos de los codones de la secuencia del CPSF-160 de T. vaginalis, son usados con

poca frecuencia por E. coli (Hénaut A. Danchin A. 1996).

Finalmente se realizd un modelado de la secuencia proteica del CPSF-160 de T. vaginalis. La
secuencia conserva algunos dominios que resultan importantes para la funcidn tedrica de la
proteina, entre ellos los dominios de procesamiento y reconocimiento de RNA SFT1, y el dominio
CPSF A, homdlogo a las subunidades CPSF-160 reportadas; también se observaron similitudes
estructurales, tal como las -propelas, reportadas para otras proteinas de reconocimiento de RNA
(Andreas J. Keller W. 1995; Salinas C. Ay col. 1998; Li Y. y col. 2001; Dichtl, B. y col. 2002; Ivens A.
C. y col. 2005). De esta forma es que el modelo obtenido comparte caracteristicas tanto en

secuencia como en estructura respecto a los modelos de CPSF-160 conocidos.
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9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

CONCLUSIONES.

1. Se clond un gen de T. vaginalis homdélogo a los reportados para CPSF-160 de mamiferos.

2. Se obtuvo una secuencia consenso para CPSF-160 a partir del analisis del genoma accesado de
T. vaginalis.

3. Se cloné el gen CPSF-160 de T. vaginalis en el vector pCR-Blunt Il TOPO.

4. Se sub-clond el gen CPSF-160 en el vector de expresién pQE30.

5. Se secuencid el gen CPSF-160 de T. vaginalis.

6. Se observé la expresion de un mRNA de un tamafo aproximado al esperado para un gen que
codifica CPSF-160.

7. Se obtuvo un modelo tedrico de la proteina a partir de la secuencia del gen CPSF-160 de T.
vaginalis, que mostrd similitudes estructurales y de secuencia, respecto a las proteinas CPSF-160
reportadas.

8. No se consiguio expresar la proteina CPSF-160, utilizando las cepas de expresion de E. coli (M15,

XL1Blue, BL21Star y JM109).

PERSPECTIVAS.

Para conseguir la expresidn de la proteina CPSF-160, se recomienda utilizar la cepa comercial de
expresion de E. coli denominada ROSSETA, que cuenta con plasmidos que sobre expresan los
tRNAs que normalmente son poco abundantes en E. coli. Por otra parte, considerando que la
proteina CPSF-160 tiene un tamafo grande (147KDa), se recomienda intentar expresar la proteina

utilizando secciones de ésta y no la proteina completa.

Para aumentar la sensibilidad de los ensayos de expresidn se deben realizar ensayos tipo western

blot, utilizando la marca de histidinas (6His tag) que tiene la proteina. De esta manera se puede

saber si la proteina se estd expresando, pero lo hace en bajas cantidades.
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Con la proteina recombinante purificada, mediante el tag de histidinas, serd posible realizar
ensayos de retardo para conocer el tipo de interaccion de esta proteina con la sefal de

poliadenilacidon propuesta para T. vaginalis, y la interaccién con algunos otros factores proteicos.
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11 APENDICES.

10.1 APENDICE A. SOLUCIONES.

Medio TYM.
Medio TYM (500ml)

Peptona 10g

Extracto de levadura 59
Maltosa 2.5¢9

L-cisteina 0.5g

Ac. Ascérbico 0.1g
KH2PO4 0.49

K2HPO4 0.49

H20 Bidestilada Para 500ml|

Ajustar pH 6.2 con HCl y esterilizar.

Buffer PBS
PBS (1L)
NacCl 89
KCl 0.29
Na2HPO4 1.44g
KH2PO4 0.249

Ajustar pH 7.4 y esterilizar.
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Buffer TE.

TE (50ml)
Tris pH 7.4 10mM imi
EDTA 0.2mM 20ul

SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO.

Solucién I.

Glucosa 50mM
Tris-HCI pH8 25mM
EDTA pH8 10mM
Solucidn Il.

NaOH 0.2N
SDS 1%

Solucion I (100ml).

Acetato de potasio 5M 60ml

Acido acético glacial 11.5ml

Agua bidestilada estéril 28.5ml




SOLUCIONES PARA NORTHERN BLOT.

H,0 DEPC.

En 4 litros de H,0 bidestilada se agregaron 20 gotas de dietilpirocarbonato (DEPC) y se dejé en

agitacion toda la noche, al dia siguiente se esterilizé el H,0 antes de usarla.

Buffer MOPS/EDTA 10 X en H,0 DEPC

. MOPS 0.5 M
. EDTA0.01 M
. Ajustar a pH=7

SSC 20 X (sodium chloridal sodium citrate) en H,0 DEPC

J 3M NacCl

. 0.3M NajCitrato. 2H,0

o Ajustar a pH=7 com 1 M HCI
SSC 10X

o Preparar a partir de SSC 20X en H,0O DEPC



Solucion de Hibridacién.

Concentracidn final. Stock Para 20ml
Tris 50mM pH7.4 1M 1ml
Denhardt’s 100X Iml
Formamida 50% 100% 10ml

SDS 1% 10% 2ml

SSC 5X 20X Sml

H,0 1ml

Soluciéon Desnaturalizante (500ml).

4.83g NaCl

25ml de NaOH 10N

Solucidén de Neutralizacién(500ml).

125ml de Tris-HCl 2M pH7.5

87.66g NaCl
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Soluciones para expresion y analisis SDS-PAGE.

Gel inferior 10% (Separador)

- Acrilamida stock 3.5mL
- Agua 45 mL
- Buffer inferior 2.7 mL

- Persulfato de amonio 10 % 60 ulL

- TEMED 10 uL

Gel Superior 4 % (Concentrador)

- Acrilamida stock 650 uL
- Agua 3.06 mL
- Buffer superior 1.25mL

- Persulfato de amonio 10 % 20 uL

- TEMED 10ulL

Acrilamida stock 30 % (100 mL) (19:1)
- acrilamida 30 %------- 30g

- Bis-acrilamida 0.8 %------ 0.8g

Buffer inferior pH 8.8
- Tris1.5M

- SDS 0.4 %
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Buffer superior pH 6.8
- Tris 0.5 M

- SDS 0.4 %

5x SDS-PAGE sample buffer:

- 0.225 M Tris-HCI, pH 6.8

- 50 % glicerol

- 5% SDS

- 0.05% azul de bromofenol

- 0.25 M DTT

Buffer de corrida 5X 1 L

- Tris 25 mMx5=15g

- SDS0.1%x5=5¢g

- Glicina192 mM x5=72g

Se almacena a 4eC

Buffer de corrida 1X: Tomar 100 mL buffer corrida 5X + 400 mL de H20

IPTG (1 M)

238 mg/mL en H20, almacenar en alicuotas a -20 °C.



10.2 APENDICE B. SECUENCIA DEL PLASMIDO TOPOCPSF160.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

AGCGCCCAAT
ACGACAGGTT
TCACTCATTA
TTGTGAGCGG
TTAGGTGACA
CTAGTAACGG
TCGAACAATA
AAAGGCAGAT
AGATGATTTA
GCATAAAAGT
TGTTCTACAG
TGGCCCACCA
ACGCAATAAA
TCAAAATATT
AGCTGGTGAT
CCACACAGAT
TAAAAATCCA
ACTTCAGAAA
TGTTTTAATT
TAACTCATTT
GAACGCAATT
ATACTTAGAT
ATATTCAAAA
TTATTTGTCC
TGTCAACTTA
CAGGAGCCTT
AGAAATTGAA
AAATGATCTC
CAAATCATTT
CACTCCTTGC
CGCATGTGGC
CCTTGTCAGT
ATATATCTTG
TCCAGAGATC
AGATTTCAAC
ACAAGAAGAT
TGCAAGAATT
TGACAGAGCG
TTTCGGTAAA
AACGATGACG
TCTCGGAAAA
CGTTGTCTTC
CTATCAATGG
TACTTCACGA
TTGTTTCGTC
TATCATCCCA
TGGTCCTTAC
CGAGAATATT
CCCTGTTGGA
CATCGCTTCC
TTATGAGAAT
TGAGGACTAC
AAAAGATGGT
ATTTGTACAT
CGTAGGAAGT
CCAAATCAGG
CAACGAAACA
CATGGCTATT
AAAGATCGAA
TTATCTGCTC
AAAGAAGCTC

ACGCAAACCG
TCCCGACTGG
GGCACCCCAG
ATAACAATTT
CTATAGAATA
CCGCCAGTGT
TGTGATTCCC
TGCATTGTTA
AGATTAGTAT
GGTGGAGAAT
GTTATAGATA
GAGCCAGATC
ACAATTATGG
CTTTACGTTT
GAATACCATT
TTTAAATCGC
ACTCTCGCTA
TCAACTGTTG
TCAGCATCAA
GGCTTAGTTC
ATTTACATGG
GATGAAGTTC
GTTGGTACAG
ATTTTGACTT
AATCTTGAAT
GTTTTCATGG
GAAGAAGAAC
TACCAGAAGT
TCTGTCAACA
CTCAAGCTGA
TTCAAAAAAT
GAATTTAATA
ATCTCAACAG
AACGATGAGT
AACTTCTTCA
GGTTTCTCCC
TCTTCAAATG
TTGGAACCAA
TATTTATTTG
GAAGTTGCCA
GATGAGATTC
GAATCAGTTG
GTTGAATCTA
AAGAATATTG
ACAGATCCAT
CTCTCCGAGT
AAGAATCACT
AAGCCAGAAC
ATGACTGTAA
CATCCAGAAC
CTTCAGGTTC
GAAACAATTC
TTGCAACAAA
ACTACTCCGA
GGATTCTTGT
TACATGCAGA
AACAAAATTT
TTCTGCGGTA
GCTTTCCTTG
TACGCTGATT
ATTTCAATGG

CCTCTCCCCG
AAAGCGGGCA
GCTTTACACT
CACACAGGAA
CTCAAGCTAT
GCTGGAATTC
CAGCCCCGGA
CTGCCAATGG
GGGAAAAGAA
ACGATTCAAT
ATGATTTGAA
CACCAAAACC
ATGCCGACCC
TACCTCTTGC
CCAGCTGGAA
CGTTATACAG
TTATTCACGA
CGGTTTCAAT
TCGATAAAGT
ATGTTCCAGA
ACCATACAAA
CAGTCGATAT
CTATCGATAA
TACATTACAA
TTCATCCATC
GATCTACAAC
TTGCAAGCTT
TCTTTAAGTC
ACATTTCTTA
GCCAGATAGA
ACGGTTGTTT
TCCGCGGAGT
ATGAAGGAAC
TTACGAGCCA
TCCAGATCAC
ACACTGACCT
CCCTTGTTGT
TGACACCTCT
TTTATTGTAC
CATTTGATAA
CATTGCAGCC
TCCTTCTTGT
AATTATTCTT
ATATCATCCC
CAAATCCTTT
CATTCAACTG
TTTTAATTGC
ACAATTTCTT
GAAGAATTGC
CATTCACAAC
ATTACCAAGA
CTAAGTGGAA
TGGTCGATTA
TGCCAGAGGA
CTCAACCGGA
ACGATGAGGG
ACAAAAATCC
ACCTTTTGTA
TTGGAAGATT
CCTACGAAGG
CAAGAGATAC

CGCGTTGGCC
GTGAGCGCAA
TTATGCTTCC
ACAGCTATGA
GCATCAAGCT
GCCCTTCATC
ATCAGCAATT
AAACAAGCTC
GTTTTGGGGT
CATTGTTGGC
AGAAACAGAA
AGAACGTCCT
AACAGGTACA
CAACAAGATT
AGTAATTAAA
AATTCGAGAT
ATTAATTCCT
TGTTTCTCCT
TACAATGTGG
TCCAATTGGA
CATTGTTGCT
TACAGCAAAT
ATCACATATT
TGGTGTCAAA
ATGCTTCCTT
TCATGACTCA
TTTGGTCGAC
ATTACCAAGG
CATCAGACAG
TGAAAATGAA
GCATTTCGTT
TACTGGAATT
ATCCGTACTT
AGTAAGTAAG
TAAAACAGTC
CTATTCTGGC
TCTATTTGAC
CACTAACAAA
AAACGGCGTT
TTTCAAGGCA
ATCTTCAATT
TCTTACACCT
CAGAAGGATC
ATTCAACGGC
CTTTATCCTC
CAAACCACGT
GGACGAAGAC
CATCATTGAT
CTACTGCCAG
AGAGAACGAA
ACCACCTTCT
TGAAGAGCGA
CGCAAACCAC
TGGAATAACC
AAAAATGATG
ATTTAACGAG
GATTATCGAA
TCTCATGAGG
CTTTGCATCA
CTTTGAGGTC
GATGACTAAA

GATTCATTAA
CGCAATTAAT
GGCTCGTATG
CCATGATTAC
TGGTACCGAG
GGATCCATGA
CGATGCCACC
CAAGTCTATT
GAAATTTTCG
TGCGATACAA
TATCACGAAT
TTCGATATTA
TGCCTTGCAT
AAAATCGAAA
GATGCGTTCG
ATGGTTTTCT
ACATGGAGTG
CCATTAAAAA
ACATCCCGTG
GGCTTCCTTG
TTAGCATTAA
GGACCTGGTT
TTATTGACCG
GTAACAAATC
TCTCTTAACT
ACTTTGTCCG
CATGTCATGA
CCTAAAACCC
CTTGGAACTG
GAACAGATCG
CGTAGTGGTA
TATTCATCAG
TACGCCGATA
GAAAAGACTC
GTAAGAGCGA
TCTTCTCCAG
AACTATACAA
TATTTCAGCC
TTGAGAATGT
TTTCCTGATT
GGTATCGTTG
CGCGATGGCC
AAAATGCACA
ATTTCGGATG
TCGGAAAACG
GCTTTTGCCC
CAAATCAGGC
GGCTGTATTG
AACCCGAATT
AAGAAGATCG
CCAGCCAAAG
TACTCCCTGT
GAAATCGTCA
CTCCTTAACA
AGAGGAGTCC
ATCACGTTAA
ATCACGGATA
TTCTTCAACG
TCTATCGTTT
GCCAGATGGC
TTACCTCTCA

TGCAGCTGGC
GTGAGTTAGC
TTGTGTGGAA
GCCAAGCTAT
CTCGGATCCA
ATGTTACGCA
TTCCGTTTTC
CAACGAAGGA
GTGTATACAG
GTAAAGTTAT
TTAACAGACC
GTACAAGATT
TACTTCTTGC
GTACCGAAAA
CGTATGATGT
TGGACGGATA
TCAGATTACC
AAAAGGAAAC
CATTACCACA
TTCTCTCAAA
ACAAGCTCGC
GTCACGAATT
TTGACCAACA
TTTCTTTAAA
ACACGAACAA
AAATAATTTT
CAGAAACACA
TTTCAAAAGT
TTGCCAATGC
CGATGGCTCT
TCGATCCAAA
AAAACTTCTC
GCCAGAACCT
TTTTTGCAGG
TCAAATATTC
CTGTTTTGGA
TATGCGCATA
GAATCGCAAT
TTTCCGTAGA
TCATTGCTCC
ATATCTCGTT
CTGCTTTCTT
GATTCGCAGT
TTTTCGATGG
GTTACCCACG
CTGTAATGCG
TCTGCAATCT
TCGAGAGAAT
GCGTCGCTTT
ATGTCGAAGT
TTTACCCAGA
TTCTCTATAC
ATACAGTGCA
CGTATTTGGC
TTTATATTTA
GACCTTTGTA
ACTCAGGATA
AAAACACCGT
CCCTCAAGAA
GTAAATACGG
GTGCAGCATT
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3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381

CCTACAATAC
CTTTGACGTT
CATTGGAGGC
TCAGCAAAAT
AGGCCACATC
TGAAAACGAT
ACTGAGCCAC
CAACCAATCT
GCCTGATCAC
AAGAAAGATT
TCTGCAGATA
CCTATAGTGA
ACCCTGGCGT
ATAGCGAAGA
AGTTTAAGGT
GTGATATTAT
TGTCAGATAA
GCATGATGAC
ATCTCAGCCA
AAATGTCAGG
CCAGTCCGCA
GGGAAAACGC
TAGACTGGGC
GTAAGGTTGG
GGCGCAGGGG
AAGATGGATT
GGGCACAACA
GCCCGGTTCT
CAGCGCGGCT
TCACTGAAGC
CATCTCACCT
ATACGCTTGA
CACGTACTCG
GGCTCGCGCC
TCGTCGTGAC
CTGGATTCAT
CTACCCGTGA
ACGGTATCGC
TCTGAATTAT
GTATTTCACA
TTTATTTTTC
GCTTCAATAA
GCTCACCGCG
CCGGGACTTC
CAGCGCGGTC
CCTGGACGAG
CGGGCCGGCC
CCCGGCCGGL
TCATTTTTAA
CCCTTAACGT
TTCTTGAGAT
ACCAGCGGTG
CTTCAGCAGA
CTTCAAGAAC
TGCTGCCAGT
TAAGGCGCAG
GACCTACACC
AGGGAGAAAG
GGAGCTTCCA
ACTTGAGCGT
CAACGCGGCC
TGCGTTATCC
TCGCCGCAGC

GAGGATTGCT
GACGAATACG
CGAGCAATCA
CCAAATGAAG
GCATGGTATG
CGACATAAAT
TTAGAATACA
CCAAAGAATG
TTGAAGTTTG
TACAATAATG
TCCATCACAC
GTCGTATTAC
TACCCAACTT
GGCCCGCACC
TTACACCTAT
TGACACGCCG
AGTCTCCCGT
CACCGATATG
CCGCGAAAAT
CATGAGATTA
GAAACGGTGC
AAGCGCAAAG
GGTTTTATGG
GAAGCCCTGC
ATCAAGCTCT
GCACGCAGGT
GACAATCGGC
TTTTGTCAAG
ATCGTGGCTG
GGGAAGGGAC
TGCTCCTGCC
TCCGGCTACC
GATGGAAGCC
AGCCGAACTG
CCATGGCGAT
CGACTGTGGC
TATTGCTGAA
CGCTCCCGAT
TAACGCTTAC
CCGCATACAG
TAAATACATT
TAGCACGTGA
CGCGACGTCG
GTGGAGGACG
CAGGACCAGG
CTGTACGCCG
ATGACCGAGA
AACTGCGTGC
TTTAAAAGGA
GAGTTTTCGT
CCTTTTTTTC
GTTTGTTTGC
GCGCAGATAC
TCTGTAGCAC
GGCGATAAGT
CGGTCGGGCT
GAACTGAGAT
GCGGACAGGT
GGGGGAAACG
CGATTTTTGT
TTTTTACGGT
CCTGATTCTG
CGAACGACCG

TGGGAGGTGT
CGATTCCAGC
GTTCTGGTCA
AAATTGATGA
TTACTACACA
TGGTCGGAGT
GGAGTGGAAA
TCATTGATTG
CAACAAAGGG
GTGTCAATGT
TGGCGGCCGC
AATTCACTGG
AATCGCCTTG
GATCGCCCTT
AAAAGAGAGA
GGGCGACGGA
GAACTTTACC
GCCAGTGTGC
GACATCAAAA
TCAAAAAGGA
TGACCCCGGA
AGAAAGCAGG
ACAGCAAGCG
AAAGTAAACT
GATCAAGAGA
TCTCCGGCCG
TGCTCTGATG
ACCGACCTGT
GCCACGACGG
TGGCTGCTAT
GAGAAAGTAT
TGCCCATTCG
GGTCTTGTCG
TTCGCCAGGC
GCCTGCTTGC
CGGCTGGGTG
GAGCTTGGCG
TCGCAGCGCA
AATTTCCTGA
GTGGCACTTT
CAAATATGTA
GGAGGGCCAC
CCGGAGCGGT
ACTTCGCCGG
TGGTGCCGGA
AGTGGTCGGA
TCGGCGAGCA
ACTTCGTGGC
TCTAGGTGAA
TCCACTGAGC
TGCGCGTAAT
CGGATCAAGA
CAAATACTGT
CGCCTACATA
CGTGTCTTAC
GAACGGGGGG
ACCTACAGCG
ATCCGGTAAG
CCTGGTATCT
GATGCTCGTC
TCCTGGGCTT
TGGATAACCG
AGCGCAGCGA

CGTATTTGAT
AGATGCAGTT
GTTCCCAATC
AGAATTATTG
TGGTAAGATC
TCAATCCGCA
GTTCAAGAAT
CGACATGTTG
ATTAAGAACA
ATTCCAATAA
TCGAGCATGC
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
GCCGTTATCG
TGGTGATCCC
CGGTGGTGCA
CGGTCTCCGT
ACGCCATTAA
TCTTCACCTA
TGAATGTCAG
TAGCTTGCAG
AACCGGAATT
GGATGGCTTT
CAGGATGAGG
CTTGGGTGGA
CCGCCGTGTT
CCGGTGCCCT
GCGTTCCTTG
TGGGCGAAGT
CCATCATGGC
ACCACCAAGC
ATCAGGATGA
TCAAGGCGAG
CGAATATCAT
TGGCGGACCG
GCGAATGGGC
TCGCCTTCTA
TGCGGTATTT
TCGGGGAAAT
TCCGCTCATG
CATGGCCAAG
CGAGTTCTGG
TGTGGTCCGG
CAACACCCTG
GGTCGTGTCC
GCCGTGGGGG
CGAGGAGCAG
GATCCTTTTT
GTCAGACCCC
CTGCTGCTTG
GCTACCAACT
CCTTCTAGTG
CCTCGCTCTG
CGGGTTGGAC
TTCGTGCACA
TGAGCTATGA
CGGCAGGGTC
TTATAGTCCT
AGGGGGGCGG
TTGCTGGCCT
TATTACCGCC
GTCAGTGAGC

GATGACGGCA
GTCAGAAAGT
AAGGCTGTGA
CAGCTGCAGA
GGTGCATTCA
TACGAAAAAT
ATGATTGAAC
ATTGATTTGA
CAGGACTTCT
GGTACCGATG
ATCTAGAGGG
ACAACGTCGT
CCCTTTCGCC
GCGCAGCCTA
TCTGTTTGTG
CCTGGCCAGT
TATCGGGGAT
TATCGGGGAA
CCTGATGTTC
GATCCTTTTC
CTACTGGGCT
TGGGCTTACA
GCCAGCTGGG
CTCGCCGCCA
ATCGTTTCGC
GAGGCTATTC
CCGGCTGTCA
GAATGAACTG
CGCAGCTGTG
GCCGGGGCAG
TGATGCAATG
GAAACATCGC
TCTGGACGAA
CATGCCCGAC
GGTGGAAAAT
CTATCAGGAC
TGACCGCTTC
TCGCCTTCTT
TCTCCTTACG
GTGCGCGGAA
AGACAATAAC
TTGACCAGTG
ACCGACCGGC
GACGACGTGA
GCCTGGGTGT
ACGAACTTCC
CGGGAGTTCG
GACTGACACG
GATAATCTCA
GTAGAAAAGA
CAAACAAAAA
CTTTTTCCGA
TAGCCGTAGT
CTAATCCTGT
TCAAGACGAT
CAGCCCAGCT
GAAAGCGCCA
GGAACAGGAG
GTCGGGTTTC
AGCCTATGGA
TTTGCTCACA
TTTGAGTGAG
GAGGAAGCGG

ACGCTCATAT
CAATTTTCTA
CCCAGGCAAC
CAAAGATTGG
CTCCAATTGA
CTCTTTGCGG
AGGATATTTT
TTGAAGATAT
TATCTGAATT
AAGGGCGAAT
CCCAATTCGC
GACTGGGAAA
AGCTGGCGTA
TACGTACGGC
GATGTACAGA
GCACGTCTGC
GAAAGCTGGC
GAAGTGGCTG
TGGGGAATAT
ACGTAGAAAG
ATCTGGACAA
TGGCGATAGC
GCGCCCTCTG
AGGATCTGAT
ATGATTGAAC
GGCTATGACT
GCGCAGGGGC
CAAGACGAGG
CTCGACGTTG
GATCTCCTGT
CGGCGGCTGC
ATCGAGCGAG
GAGCATCAGG
GGCGAGGATC
GGCCGCTTTT
ATAGCGTTGG
CTCGTGCTTT
GACGAGTTCT
CATCTGTGCG
CCCCTATTTG
CCTGATAAAT
CCGTTCCGGT
TCGGGTTCTC
CCCTGTTCAT
GGGTGCGCGG
GGGACGCCTC
CCCTGCGCGA
TGCTAAAACT
TGACCAAAAT
TCAAAGGATC
AACCACCGCT
AGGTAACTGG
TAGGCCACCA
TACCAGTGGC
AGTTACCGGA
TGGAGCGAAC
CGCTTCCCGA
AGCGCACGAG
GCCACCTCTG
AAAACGCCAG
TGTTCTTTCC
CTGATACCGC
AAG
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10.3 APENDICE C. SECUENCIA DEL PLASMIDO pQE30CPSF160.

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

CTCGAGAAAT
ATTGTGAGCG
GGATCGCATC
TCCCCAGCCC
GTTACTGCCA
GTATGGGAAA
GAATACGATT
GATAATGATT
GATCCACCAA
ATGGATGCCG
GTTTTACCTC
CATTCCAGCT
TCGCCGTTAT
GCTATTATTC
GTTGCGGTTT
TCAATCGATA
GTTCATGTTC
ATGGACCATA
GTTCCAGTCG
ACAGCTATCG
ACTTTACATT
GAATTTCATC
ATGGGATCTA
GAACTTGCAA
AAGTTCTTTA
AACAACATTT
CTGAGCCAGA
AAATACGGTT
AATATCCGCG
ACAGATGAAG
GAGTTTACGA
TTCATCCAGA
TCCCACACTG
AATGCCCTTG
CCAATGACAC
TTTGTTTATT
GCCACATTTG
ATTCCATTGC
GTTGTCCTTC
TCTAAATTAT
ATTGATATCA
CCATCAAATC
GAGTCATTCA
CACTTTTTAA
GAACACAATT
GTAAGAAGAA
GAACCATTCA
GTTCATTACC
ATTCCTAAGT
CAAATGGTCG
CCGATGCCAG
TTGTCTCAAC
CAGAACGATG
ATTTACAAAA
GGTAACCTTT
CTTGTTGGAA
GATTCCTACG
ATGGCAAGAG
TGCTTGGGAG
TACGCGATTC

CATAAAAAAT
GATAACAATT
ACCATCACCA
CGGAATCAGC
ATGGAAACAA
AGAAGTTTTG
CAATCATTGT
TGAAAGAAAC
AACCAGAACG
ACCCAACAGG
TTGCCAACAA
GGAAAGTAAT
ACAGAATTCG
ACGAATTAAT
CAATTGTTTC
AAGTTACAAT
CAGATCCAAT
CAAACATTGT
ATATTACAGC
ATAAATCACA
ACAATGGTGT
CATCATGCTT
CAACTCATGA
GCTTTTTGGT
AGTCATTACC
CTTACATCAG
TAGATGAAAA
GTTTGCATTT
GAGTTACTGG
GAACATCCGT
GCCAAGTAAG
TCACTAAAAC
ACCTCTATTC
TTGTTCTATT
CTCTCACTAA
GTACAAACGG
ATAATTTCAA
AGCCATCTTC
TTGTTCTTAC
TCTTCAGAAG
TCCCATTCAA
CTTTCTTTAT
ACTGCAAACC
TTGCGGACGA
TCTTCATCAT
TTGCCTACTG
CAACAGAGAA
AAGAACCACC
GGAATGAAGA
ATTACGCAAA
AGGATGGAAT
CGGAAAAAAT
AGGGATTTAA
ATCCGATTAT
TGTATCTCAT
GATTCTTTGC
AAGGCTTTGA
ATACGATGAC
GTGTCGTATT
CAGCAGATGC

TTATTTGCTT
TCACACAGAA
TCACGGATCC
AATTCGATGC
GCTCCAAGTC
GGGTGAAATT
TGGCTGCGAT
AGAATATCAC
TCCTTTCGAT
TACATGCCTT
GATTAAAATC
TAAAGATGCG
AGATATGGTT
TCCTACATGG
TCCTCCATTA
GTGGACATCC
TGGAGGCTTC
TGCTTTAGCA
AAATGGACCT
TATTTTATTG
CAAAGTAACA
CCTTTCTCTT
CTCAACTTTG
CGACCATGTC
AAGGCCTAAA
ACAGCTTGGA
TGAAGAACAG
CGTTCGTAGT
AATTTATTCA
ACTTTACGCC
TAAGGAAAAG
AGTCGTAAGA
TGGCTCTTCT
TGACAACTAT
CAAATATTTC
CGTTTTGAGA
GGCATTTCCT
AATTGGTATC
ACCTCGCGAT
GATCAAAATG
CGGCATTTCG
CCTCTCGGAA
ACGTGCTTTT
AGACCAAATC
TGATGGCTGT
CCAGAACCCG
CGAAAAGAAG
TTCTCCAGCC
GCGATACTCC
CCACGAAATC
AACCCTCCTT
GATGAGAGGA
CGAGATCACG
CGAAATCACG
GAGGTTCTTC
ATCATCTATC
GGTCGCCAGA
TAAATTACCT
TGATGATGAC
AGTTGTCAGA

TGTGAGCGGA
TTCATTAAAG
ATGAATGTTA
CACCTTCCGT
TATTCAACGA
TTCGGTGTAT
ACAAGTAAAG
GAATTTAACA
ATTAGTACAA
GCATTACTTC
GAAAGTACCG
TTCGCGTATG
TTCTTGGACG
AGTGTCAGAT
AAAAAAAAGG
CGTGCATTAC
CTTGTTCTCT
TTAAACAAGC
GGTTGTCACG
ACCGTTGACC
AATCTTTCTT
AACTACACGA
TCCGAAATAA
ATGACAGAAA
ACCCTTTCAA
ACTGTTGCCA
ATCGCGATGG
GGTATCGATC
TCAGAAAACT
GATAGCCAGA
ACTCTTTTTG
GCGATCAAAT
CCAGCTGTTT
ACAATATGCG
AGCCGAATCG
ATGTTTTCCG
GATTTCATTG
GTTGATATCT
GGCCCTGCTT
CACAGATTCG
GATGTTTTCG
AACGGTTACC
GCCCCTGTAA
AGGCTCTGCA
ATTGTCGAGA
AATTGCGTCG
ATCGATGTCG
AAAGTTTACC
CTGTTTCTCT
GTCAATACAG
AACACGTATT
GTCCTTTATA
TTAAGACCTT
GATAACTCAG
AACGAAAACA
GTTTCCCTCA
TGGCGTAAAT
CTCAGTGCAG
GGCAACGCTC
AAGTCAATTT

TAACAATTAT
AGGAGAAATT
CGCATCGAAC
TTTCAAAGGC
AGGAAGATGA
ACAGGCATAA
TTATTGTTCT
GACCTGGCCC
GATTACGCAA
TTGCTCAAAA
AAAAAGCTGG
ATGTCCACAC
GATATAAAAA
TACCACTTCA
AAACTGTTTT
CACATAACTC
CAAAGAACGC
TCGCATACTT
AATTATATTC
AACATTATTT
TAAATGTCAA
ACAACAGGAG
TTTTAGAAAT
CACAAAATGA
AAGTCAAATC
ATGCCACTCC
CTCTCGCATG
CAAACCTTGT
TCTCATATAT
ACCTTCCAGA
CAGGAGATTT
ATTCACAAGA
TGGATGCAAG
CATATGACAG
CAATTTTCGG
TAGAAACGAT
CTCCTCTCGG
CGTTCGTTGT
TCTTCTATCA
CAGTTACTTC
ATGGTTGTTT
CACGTATCAT
TGCGTGGTCC
ATCTCGAGAA
GAATCCCTGT
CTTTCATCGC
AAGTTTATGA
CAGATGAGGA
ATACAAAAGA
TGCAATTTGT
TGGCCGTAGG
TTTACCAAAT
TGTACAACGA
GATACATGGC
CCGTAAAGAT
AGAATTATCT
ACGGAAAGAA
CATTCCTACA
ATATCTTTGA
TCTACATTGG

AATAGATTCA
AACTATGAGA
AATATGTGAT
AGATTGCATT
TTTAAGATTA
AAGTGGTGGA
ACAGGTTATA
ACCAGAGCCA
TAAAACAATT
TATTCTTTAC
TGATGAATAC
AGATTTTAAA
TCCAACTCTC
GAAATCAACT
AATTTCAGCA
ATTTGGCTTA
AATTATTTAC
AGATGATGAA
AAAAGTTGGT
GTCCATTTTG
CTTAAATCTT
CCTTGTTTTC
TGAAGAAGAA
TCTCTACCAG
ATTTTCTGTC
TTGCCTCAAG
TGGCTTCAAA
CAGTGAATTT
CTTGATCTCA
GATCAACGAT
CAACAACTTC
AGATGGTTTC
AATTTCTTCA
AGCGTTGGAA
TAAATATTTA
GACGGAAGTT
AAAAGATGAG
CTTCGAATCA
ATGGGTTGAA
ACGAAAGAAT
CGTCACAGAT
CCCACTCTCC
TTACAAGAAT
TATTAAGCCA
TGGAATGACT
TTCCCATCCA
GAATCTTCAG
CTACGAAACA
TGGTTTGCAA
ACATACTACT
AAGTGGATTC
CAGGTACATG
AACAAACAAA
TATTTTCTGC
CGAAGCTTTC
GCTCTACGCT
GCTCATTTCA
ATACGAGGAT
CGTTGACGAA
AGGCCGAGCA
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3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321

ATCAGTTCTG
GAAGAAATTG
TATGTTACTA
AAATTGGTCG
TACAGGAGTG
AATGTCATTG
TTTGCAACAA
AATGGTGTCA
CTGAGCTTGG
TCAGAACGCT
AGATTTTCAG
GATATATCCC
ACCTATAACC
AAGCACAAGT
GAATTTCGTA
TACACCGTTT
GATTTCCGGC
GCCTATTTCC
AGTTTCACCA
ACCATGGGCA
CATCATGCCG
TGCGATGAGT
CCTGGGGTAA
CTGGGCCTTT
GCCCTCTAGA
CTCCCGGAGA
GGCGCGTCAG
AGCGGAGTGT
ATATGCGGTG
CCGCTTCCTC
CTCACTCAAA
TGTGAGCAAA
TCCATAGGCT
GAAACCCGAC
CTCCTGTTCC
TGGCGCTTTC
AGCTGGGCTG
ATCGTCTTGA
ACAGGATTAG
ACTACGGCTA
TCGGAAAAAG
TTTTTGTTTG
TCTTTTCTAC
TGAGATTATC
CAATCTAAAG
CACCTATCTC
AGATAACTAC
ACCCACGCTC
GCAGAAGTGG
CTAGAGTAAG
TCGTGGTGTC
GGCGAGTTAC
TCGTTGTCAG
ATTCTCTTAC
AGTCATTCTG
ATAATACCGC
GGCGAAAACT
CACCCAACTG
GAAGGCAAAA
TCTTCCTTTT
TATTTGAATG
TGCCACCTGA
TCACGAGGCC

GTCAGTTCCC
ATGAAGAATT
CACATGGTAA
GAGTTCAATC
GAAAGTTCAA
ATTGCGACAT
AGGGATTAAG
ATGTATTCCA
ACTCCTGTTG
CGGTTGCCGC
GAGCTAAGGA
AATGGCATCG
AGACCGTTCA
TTTATCCGGC
TGGCAATGAA
TCCATGAGCA
AGTTTCTACA
CTAAAGGGTT
GTTTTGATTT
AATATTATAC
TTTGTGATGG
GGCAGGGCGG
TGACTCTCTA
CGTTTTATCT
GCTGCCTCGC
CGGTCACAGC
CGGGTGTTGG
ATACTGGCTT
TGAAATACCG
GCTCACTGAC
GGCGGTAATA
AGGCCAGCAA
CCGCCCCceeT
AGGACTATAA
GACCCTGCCG
TCATAGCTCA
TGTGCACGAA
GTCCAACCCG
CAGAGCGAGG
CACTAGAAGG
AGTTGGTAGC
CAAGCAGCAG
GGGGTCTGAC
AAAAAGGATC
TATATATGAG
AGCGATCTGT
GATACGGGAG
ACCGGCTCCA
TCCTGCAACT
TAGTTCGCCA
ACGCTCGTCG
ATGATCCCCC
AAGTAAGTTG
TGTCATGCCA
AGAATAGTGT
GCCACATAGC
CTCAAGGATC
ATCTTCAGCA
TGCCGCAAAA
TCAATATTAT
TATTTAGAAA
CGTCTAAGAA
CTTTCGTCTT

AATCAAGGCT
ATTGCAGCTG
GATCGGTGCA
CGCATACGAA
GAATATGATT
GTTGATTGAT
AACACAGGAC
ATAAGGTACC
ATAGATCCAG
CGGGCGTTTT
AGCTAAAATG
TAAAGAACAT
GCTGGATATT
CTTTATTCAC
AGACGGTGAG
AACTGAAACG
CATATATTCG
TATTGAGAAT
AAACGTGGCC
GCAAGGCGAC
CTTCCATGTC
GGCGTAATTT
GCTTGAGGCA
GTTGTTTGTC
GCGTTTCGGT
TTGTCTGTAA
CGGGTGTCGG
AACTATGCGG
CACAGATGCG
TCGCTGCGCT
CGGTTATCCA
AAGGCCAGGA
GACGAGCATC
AGATACCAGG
CTTACCGGAT
CGCTGTAGGT
CCCCCCGTTC
GTAAGACACG
TATGTAGGCG
ACAGTATTTG
TCTTGATCCG
ATTACGCGCA
GCTCAGTGGA
TTCACCTAGA
TAAACTTGGT
CTATTTCGTT
GGCTTACCAT
GATTTATCAG
TTATCCGCCT
GTTAATAGTT
TTTGGTATGG
ATGTTGTGCA
GCCGCAGTGT
TCCGTAAGAT
ATGCGGCGAC
AGAACTTTAA
TTACCGCTGT
TCTTTTACTT
AAGGGAATAA
TGAAGCATTT
AATAAACAAA
ACCATTATTA
CAC

GTGACCCAGG
CAGACAAAGA
TTCACTCCAA
AAATCTCTTT
GAACAGGATA
TTGATTGAAG
TTCTTATCTG
CCGGGTCGAC
TAATGACCTC
TTATTGGTGA
GAGAAAAAAA
TTTGAGGCAT
ACGGCCTTTT
ATTCTTGCCC
CTGGTGATAT
TTTTCATCGC
CAAGATGTGG
ATGTTTTTCG
AATATGGACA
AAGGTGCTGA
GGCAGAATGC
TTTTAAGGCA
TCAAATAAAA
GGTGAACGCT
GATGACGGTG
GCGGATGCCG
GGCGCAGCCA
CATCAGAGCA
TAAGGAGAAA
CGGTCGTTCG
CAGAATCAGG
ACCGTAAAAA
ACAAAAATCG
CGTTTCCCCC
ACCTGTCCGC
ATCTCAGTTC
AGCCCGACCG
ACTTATCGCC
GTGCTACAGA
GTATCTGCGC
GCAAACAAAC
GAAAAAAAGG
ACGAAAACTC
TCCTTTTAAA
CTGACAGTTA
CATCCATAGT
CTGGCCCCAG
CAATAAACCA
CCATCCAGTC
TGCGCAACGT
CTTCATTCAG
AAAAAGCGGT
TATCACTCAT
GCTTTTCTGT
CGAGTTGCTC
AAGTGCTCAT
TGAGATCCAG
TCACCAGCGT
GGGCGACACG
ATCAGGGTTA
TAGGGGTTCC
TCATGACATT

CAACTCAGCA
TTGGAGGCCA
TTGATGAAAA
GCGGACTGAG
TTTTCAACCA
ATATGCCTGA
AATTAAGAAA
CTGCAGCCAA
AGAACTCCAT
GAATCCAAGC
TCACTGGATA
TTCAGTCAGT
TAAAGACCGT
GCCTGATGAA
GGGATAGTGT
TCTGGAGTGA
CGTGTTACGG
TCTCAGCCAA
ACTTCTTCGC
TGCCGCTGGC
TTAATGAATT
GTTATTGGTG
CGAAAGGCTC
CTCCTGAGTA
AAAACCTCTG
GGAGCAGACA
TGACCCAGTC
GATTGTACTG
ATACCGCATC
GCTGCGGCGA
GGATAACGCA
GGCCGCGTTG
ACGCTCAAGT
TGGAAGCTCC
CTTTCTCCCT
GGTGTAGGTC
CTGCGCCTTA
ACTGGCAGCA
GTTCTTGAAG
TCTGCTGAAG
CACCGCTGGT
ATCTCAAGAA
ACGTTAAGGG
TTAAAAATGA
CCAATGCTTA
TGCCTGACTC
TGCTGCAATG
GCCAGCCGGA
TATTAATTGT
TGTTGCCATT
CTCCGGTTCC
TAGCTCCTTC
GGTTATGGCA
GACTGGTGAG
TTGCCCGGCG
CATTGGAAAA
TTCGATGTAA
TTCTGGGTGA
GAAATGTTGA
TTGTCTCATG
GCGCACATTT
AACCTATAAA

AAATCCAAAT
CATCGCATGG
CGATCGACAT
CCACTTAGAA
ATCTCCAAAG
TCACTTGAAG
GATTTACAAT
GCTTAATTAG
CTGGATTTGT
TAGCTTGGCG
TACCACCGTT
TGCTCAATGT
AAAGAAAAAT
TGCTCATCCG
TCACCCTTGT
ATACCACGAC
TGAAAACCTG
TCCCTGGGTG
CCCCGTTTTC
GATTCAGGTT
ACAACAGTAC
CCCTTAAACG
AGTCGAAAGA
GGACAAATCC
ACACATGCAG
AGCCCGTCAG
ACGTAGCGAT
AGAGTGCACC
AGGCGCTCTT
GCGGTATCAG
GGAAAGAACA
CTGGCGTTTT
CAGAGGTGGC
CTCGTGCGCT
TCGGGAAGCG
GTTCGCTCCA
TCCGGTAACT
GCCACTGGTA
TGGTGGCCTA
CCAGTTACCT
AGCGGTGGTT
GATCCTTTGA
ATTTTGGTCA
AGTTTTAAAT
ATCAGTGAGG
CCCGTCGTGT
ATACCGCGAG
AGGGCCGAGC
TGCCGGGAAG
GCTACAGGCA
CAACGATCAA
GGTCCTCCGA
GCACTGCATA
TACTCAACCA
TCAATACGGG
CGTTCTTCGG
CCCACTCGTG
GCAAAAACAG
ATACTCATAC
AGCGGATACA
CCCCGAAAAG
AATAGGCGTA
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10. 4 APENDICE D. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS TvCPSF160 Y LA SECUENCIA ACCESADA

TVAG_077030.

Upper line: CPSF160 TVAG 077030.seq, from 1 to 3894
Lower line: CPSF160 Secuenciado.seq, from 1 to 3894

99.67%(3881/3894) gap=0.00%(0/3894)

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

ATGAATGTTACGCATCGAACAATATGTGATTCCCCAGCCCCGGAATCAGCAATTCGATGC

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
ATGAATGTTACGCATCGAACAATATGTGATTCCCCAGCCCCGGAATCAGCAATTCGATGC

CACCTTCCGTTTTCAAAGGCAGATTGCATTGTTACTGCCAATGGAAACAAGCTCCAAGTC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e e et r e et r et
CACCTTCCGTTTTCAAAGGCAGATTGCATTGTTACTGCCAATGGAAACAAGCTCCAAGTC

TATTCAACGAAGGAAGATGATTTAAGATTAGTATGGGAAAAGAAGTTTTGGGGTGAAATT

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr et et
TATTCAACGAAGGAAGATGATTTAAGATTAGTATGGGAAAAGAAGTTTTGGGGTGAAATT

TTCGGTGTATACAGGCATAAAAGTGGTGGAGAATACGATTCAATCATTGTTGGCTGCGAT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
TTCGGTGTATACAGGCATAAAAGTGGTGGAGAATACGATTCAATCATTGTTGGCTGCGAT

ACAAGTAAAGTTATTGTTCTACAGGTTATAGATAATGATTTGAAAGAAACAGAATATCAC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
ACAAGTAAAGTTATTGTTCTACAGGTTATAGATAATGATTTGAAAGAAACAGAATATCAC

GAATTTAACAGACCTGGCCCACCAGAGCCAGATCCACCAAAACCAGAACGTCCTTTCGAT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
GAATTTAACAGACCTGGCCCACCAGAGCCAGATCCACCAAAACCAGAACGTCCTTTCGAT

ATTAGTACAAGATTACGCAATAAAACAATTATGGATGCCGACCCAACAGGTACATGCCTT

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
ATTAGTACAAGATTACGCAATAAAACAATTATGGATGCCGACCCAACAGGTACATGCCTT

GCATTACTTCTTGCTCAAAATATTCTTTACGTTTTACCTCTTGCCAACAAGATTAAAATC

FErrrr reerrrrrrrrrrrr e e et r e et e e el
GCATTATTTCTTGCTCAAAATATTCTTTACGTTTTACCTCTTGCCAACAAGATTARAATC

GAAAGTACCGAAAAAGCTGGTGATGAATACCATTCCAGCTGGAAAGTAATTAAAGATGCG

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
GAAAGTACCGAAAAAGCTGGTGATGAATACCATTCCAGCTGGAAAGTAATTAAAGATGCG

TTCGCGTATGATGTCCACACAGATTTTAAATCGCCGTTATACAGAATTCGAGATATGGTT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTCGCGTATGATGTCCACACAGATTTTAAATCGCCGTTATACAGAATTCGAGATATGGTT

TTCTTGGACGGATATAAAAATCCAACTCTCGCTATTATTCACGAATTAATTCCTACATGG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e
TTCTTGGACGGATATAAAAATCCAACTCTCGCTATTATTCACGAATTAATTCCTACATGG
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661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

1501

AGTGTCAGATTACCACTTCAGAAATCAACTGTTGCGGTTTCAATTGTTTCTCCTCCATTA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
AGTGTCAGATTACCACTTCAGAAATCAACTGTTGCGGTTTCAATTGTTTCTCCTCCATTA

AAAAAAAAGGAAACTGTTTTAATTTCAGCATCAATCGATAAAGTTACAATGTGGACATCC

FErrrrrrrerrr trrrrrrr e e et e et e e e el
AAAAAAAAGGAAAATGTTTTAATTTCAGCATCAATCGATAAAGTTACAATGTGGACATCC

CGTGCATTACCACATAACTCATTTGGCTTAGTTCATGTTCCAGATCCAATTGGAGGCTTC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e
CGTGCATTACCACATAACTCATTTGGCTTAGTTCATGTTCCAGATCCAATTGGAGGCTTIC

CTTGTTCTCTCAAAGAACGCAATTATTTACATGGACCATACAAACATTGTTGCTTTAGCA

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrr e rrrr e e et e e
CTTGTTCTCTCAAAGAACGCAATTATTTACATGGACCATACAAACATCGTTGCTTTAGCA

TTAAACAAGCTCGCATACTTAGATGATGAAGTTCCAGTCGATATTACAGCAAATGGACCT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
TTAAACAAGCTCGCATACTTAGATGATGAAGTTCCAGTCGATATTACAGCAAATGGACCT

GGTTGTCACGAATTATATTCAAAAGTTGGTACAGCTATCGATAAATCACATATTTTATTG

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
GGTTGTCACGAATTATATTCAAAAGTTGGTACAGCTATCGATAAATCACATATTTTATTG

ACCGTTGACCAACATTATTTGTCCATTTTGACTTTACATTACAATGGTGTCAAAGTAACA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e ettt e et
ACCGTTGACCAACATTATTTGTCCATTTTGACTTTACATTACAATGGTGTCAAAGTAACA

AATCTTTCTTTAAATGTCAACTTAAATCTTGAATTTCATCCATCATGCTTCCTTTCTCTT

FEErrr reerrrrrrrrrrrr e e et b e e et e e e
AATCTTCCTTTAAATGTCAACTTAAATCTTGAATTTCATCCATCATGCTTCCTTTCTCTT

AACTACACGAACAACAGGAGCCTTGTTTTCATGGGATCTACAACTCATGACTCAACTTTG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
AACTACACGAACAACAGGAGCCTTGTTTTCATGGGATCTACAACTCATGACTCAACTTTG

TCCGAAATAATTTTAGAAATTGAAGAAGAAGAACTTGCAAGCTTTTTGGTCGACCATGTC

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
TCCGAAATAATTTTAGAAATTGAAGAAGAAGAACTTGCAAGCTTTTTGGTCGACCATGTC

ATGACAGAAACACAAAATGATCTCTACCAGAAGTTCTTTAAGTCATTACCAAGGCCTAAA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
ATGACAGAAACACAAAATGATCTCTACCAGAAGTTCTTTAAGTCATTACCAAGGCCTAAA

ACCCTTTCAAAAGTCAAATCATTTTCTGTCAACAACATTTCTTACATCAGACAGCTTGGA

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACCCTTTCAAAAGTCAAATCATTTTCTGTCAACAACATTTCTTACATCAGACAGCTTGGA

ACTGTTGCCAATGCCACTCCTTGCCTCAAGCTGAGCCAGATAGATGAAAATGAAGAACAG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrr ettt et
ACTGTTGCCAATGCCACTCCTTGCCTCAAGCTGAGCCAGATAGATGAAAATGAAGAACAG

ATCGCGATGGCTCTCGCATGTGGCTTCAAAAAATACGGTTGTTTGCATTTCGTTCGTAGT
Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrr ettt et
ATCGCGATGGCTCTCGCATGTGGCTTCAAAAAATACGGTTGTTTGCATTTCGTTCGTAGT

GGTATCGATCCAAACCTTGTCAGTGAATTTAATATCCGCGGAGTTACTGGAATTTATTCA
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1501

1561

1561

1621

1621

1681

1681

1741

1741

1801

1801

1861

1861

1921

1921

1981

1981

2041

2041

2101

2101

2161

2161

2221

2221

2281

2281

2341

TCAGAAAACTTCTCATATATCTTGATCTCAACAGATGAAGGAACATCCGTACTTTACGCC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e errr e e et et r e e
TCAGAAAACTTCTCATATATCTTGATCTCAACAGATGAAGGAACATCCGTACTTTACGCC

GATAGCCAGAACCTTCCAGAGATCAACGATGAGTTTACGAGCCAAGTAAGTAAGGAAAAG

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e
GATAGCCAGAACCTTCCAGAGATCAACGATGAGTTTACGAGCCAAGTAAGTAAGGAAAAG

ACTCTTTTTGCAGGAGATTTCAACAACTTCTTCATCCAGATCACTAAAACAGTCGTAAGA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
ACTCTTTTTGCAGGAGATTTCAACAACTTCTTCATCCAGATCACTAAAACAGTCGTAAGA

GCGATCAAATATTCACAAGAAGATGGTTTCTCCCACACTGACCTCTATTCTGGCTCTTCT

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr rrrrrrr ettt
GCGATCAAATATTCACAAGAAGATGGTTCCTCCCACACTGACCTCTATTCTGGCTCTTCT

CCAGCTGTTTTGGATGCAAGAATTTCTTCAAATGCCCTTGTTGTTCTATTTGACAACTAT

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e et et e e
CCAGCTGTTTTGGATGCAAGAATTTCTTCAAATGCCCTTGTTGTTCTATTTGACAACTAT

ACAATATGCGCATATGACAGAGCGTTGGAACCAATGACACCTCTCACTAACAAATATTTC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e et et e e
ACAATATGCGCATATGACAGAGCGTTGGAACCAATGACACCTCTCACTAACARATATTTC

AGCCGAATCGCAATTTTCGGTAAATATTTATTTGTTTATTGTACAAACGGCGTTTTGAGA

FEorrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrr et rerrrr e et et
AGTCGAATCGCAATTTTCGGTAAATATTTATTCGTTTATTGTACAACCGGCGTTTTGAGA

ATGTTTTCCGTAGAAACGATGACGGAAGTTGCCACATTTGATAATTTCAAGGCATTTCCT

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
ATGTTTTCCGTAGAAACGATGACGGAAGTTGCCACATTTGATAATTTCAAGGCATTTCCT

GATTTCATTGCTCCTCTCGGAAAAGATGAGATTCCATTGCAGCCATCTTCAATTGGTATC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
GATTTCATTGCTCCTCTCGGAAAAGATGAGATTCCATTGCAGCCATCTTCAATTGGTATC

GTTGATATCTCGTTCGTTGTCTTCGAATCAGTTGTCCTTCTTGTTCTTACACCTCGCGAT

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e rerrrrrrr e
GTTGATATCTCGTTCGTTGTCTTCGAATCAGTTGTCCTTCTTGTTCTGACACCTCGCGAT

GGCCCTGCTTTCTTCTATCAATGGGTTGAATCTAAATTATTCTTCAGAAGGATCAAAATG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
GGCCCTGCTTTCTTCTATCAATGGGTTGAATCTAAATTATTCTTCAGAAGGATCAAAATG

CACAGATTCGCAGTTACTTCACGAAAGAATATTGATATCATCCCATTCAACGGCATTTCG

Frrrrrrrerrrerrrrrrrerrrerrrrrrr ettt ettt
CACAGATTCGCAGTTACTTCACGAAAGAATATTGATATCATCCCATTCAACGGCATTTCG

GATGTTTTCGATGGTTGTTTCGTCACAGATCCATCAAATCCTTTCTTTATCCTCTCGGAA

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
GATGTTTTCGATGGTTGTTTCGTCACAGATCCATCAAATCCTTTCTTTATCCTCTCGGAA

AACGGTTACCCACGTATCATCCCACTCTCCGAGTCATTCAACTGCAAACCACGTGCTTTT
FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrr et et trrrrrr e
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2341

2401

2401

2461

2461

2521

2521

2581

2581

2641

2641

2701

2701

2761

2761

2821

2821

2881

2881

2941

2941

3001

3001

3061

3061

3121

3121

3181

3181

AACGGTTACCCACGTATCATCCCACTCTCCGAGTCATTCACCTGCAAACCACGTGCTTTT

GCCCCTGTAATGCGTGGTCCTTACAAGAATCACTTTTTAATTGCGGACGAAGACCAAATC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre et r ettt r e
CCCCCTGTAATGCGTGGTCCTTACAAGAATCACTTTTTAATTGCGGACGAAGACCAAATC

AGGCTCTGCAATCTCGAGAATATTAAGCCAGAACACAATTTCTTCATCATTGATGGCTGT

Frrrrrrrrrrrerrrrrrrerrrerrrrrrrrrrr e et r e
AGGCTCTGCAATCTCGAGAATATTAAGCCAGAACACAATTTCTTCATCATTGATGGCTGT

ATTGTCGAGAGAATCCCTGTTGGAATGACTGTAAGAAGAATTGCCTACTGCCAGAACCCG

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
ATTGTCGAGAGAATCCCTGTTGGAATGACTGTAAGAAGAATTGCCTACTGCCAGAACCCG

AATTGCGTCGCTTTCATCGCTTCCCATCCAGAACCATTCACAACAGAGAACGAAAAGAAG

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e
AATTGCGTCGCTTTCATCGCTTCCCATCCAGAACCATTCACAACAGAGAACGAAAAGAAG

ATCGATGTCGAAGTTTATGAGAATCTTCAGGTTCATTACCAAGAACCACCTTCTCCAGCC

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e et et e e
ATCGATGTCGAAGTTTATGAGAATCTTCAGGTTCATTACCAAGAACCACCTTCTCCAGCC

AAAGTTTACCCAGATGAGGACTACGAAACAATTCCTAAGTGGAATGAAGAGCGATACTCC

FErrrrrrrerrrrrrrrrrrr e rrrr et r e e
AAAGTTTACCCAGATGAGGACTACGAAACAATTCCGAAGTGGAATGAAGAGCGATACTCC

CTGTTTCTCTATACAAAAGATGGTTTGCAACAAATGGTCGATTACGCAAACCACGAAATC

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
CTGTTTCTCTATACAAAAGATGGTTTGCAACAAATGGTCGATTACGCAAACCACGAAATC

GTCAATACAGTGCAATTTGTACATACTACTCCGATGCCAGAGGATGGAATAACCCTCCTT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
GTCAATACAGTGCAATTTGTACATACTACTCCGATGCCAGAGGATGGAATAACCCTCCTT

AACACGTATTTGGCCGTAGGAAGTGGATTCTTGTCTCAACCGGAAAAAATGATGAGAGGA

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre e
AACACGTATTTGGCCGTAGGAAGTGGATTCTTGTCTCAACCGGAAAAAATGATGAGAGGA

GTCCTTTATATTTACCAAATCAGGTACATGCAGAACGATGAGGGATTTAACGAGATCACG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
GTCCTTTATATTTACCAAATCAGGTACATGCAGAACGATGAGGGATTTAACGAGATCACG

TTAAGACCTTTGTACAACGAAACAAACAAAATTTACAAAAATCCGATTATCGAAATCACG

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
TTAAGACCTTTGTACAACGAAACAAACAAAATTTACAAAAATCCGATTATCGAAATCACG

GATAACTCAGGATACATGGCTATTTTCTGCGGTAACCTTTTGTATCTCATGAGGTTCTTC

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt ettt
GATAACTCAGGATACATGGCTATTTTCTGCGGTAACCTTTTGTATCTCATGAGGTTCTTC

AACGAAAACACCGTAAAGATCGAAGCTTTCCTTGTTGGAAGATTCTTTGCATCATCTATC

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrr e et e et e e e
AACGAAAACACCGTAAAGATCGAAGCTTTCCTTGTTGGAAGATTCTTTGCATCATCTATC

GTTTCCCTCAAGAATTATCTGCTCTACGCTGATTCCTACGAAGGCTTTGAGGTCGCCAGA

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt
GTTTCCCTCAAGAATTATCTGCTCTACGCTGATTCCTACGAAGGCTTTGAGGTCGCCAGA
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3241

3241

3301

3301

3361

3361

3421

3421

3481

3481

3541

3541

3601

3601

3661

3661

3721

3721

3781

3781

3841

3841

TGGCGTAAATACGGAAAGAAGCTCATTTCAATGGCAAGAGATACGATGACTAAATTACCT

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
TGGCGTAAATACGGAAAGAAGCTCATTTCAATGGCAAGAGATACGATGACTAAATTACCT

CTCAGTGCAGCATTCCTACAATACGAGGATTGCTTGGGAGGTGTCGTATTTGATGATGAC

Frrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt et
CTCAGTGCAGCATTCCTACAATACGAGGATTGCTTGGGAGGTGTCGTATTTGATGATGAC

GGCAACGCTCATATCTTTGACGTTGACGAATACGCGATTCCAGCAGATGCAGTTGTCAGA

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e e et e e e e
GGCAACGCTCATATCTTTGACGTTGACGAATACGCGATTCCAGCAGATGCAGTTGTCAGA

AAGTCAATTTTCTACATTGGAGGCCGAGCAATCAGTTCTGGTCAGTTCCCAATCAAGGCT

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e et r el
AAGTCAATTTTCTACATTGGAGGCCGAGCAATCAGTTCTGGTCAGTTCCCAATCAAGGCT

GTGACCCAGGCAACTCAGCAAAATCCAAATGAAGAAATTGATGAAGAATTATTGCAGCTG

Frrrrrrrrerrrrrrrrrrrr e et e et et e e
GTGACCCAGGCAACTCAGCAAAATCCAAATGAAGAAATTGATGAAGAATTATTGCAGCTG

CAGACAAAGATTGGAGGCCACATCGCATGGTATGTTACTACACATGGTAAGATCGGTGCA

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
CAGACAAAGATTGGAGGCCACATCGCATGGTATGTTACTACACATGGTAAGATCGGTGCA

TTCACTCCAATTGATGAAAACGATCGACATAAATTGGTCGGAGTTCAATCCGCATACGAA

FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et
TTCACTCCAATTGATGAAAACGATCGACATAAATTGGTCGGAGTTCAATCCGCATACGAA

AAATCTCTTTGCGGACTGAGCCACTTAGAATACAGGAGTGGAAAGTTCAAGAATATGATT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e et e et
AAATCTCTTTGCGGACTGAGCCACTTAGAATACAGGAGTGGAAAGTTCAAGAATATGATT

GAACAGGATATTTTCAACCAATCTCCAAAGAATGTCATTGATTGCGACATGTTGATTGAT

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
GAACAGGATATTTTCAACCAATCTCCAAAGAATGTCATTGATTGCGACATGTTGATTGAT

TTGATTGAAGATATGCCTGATCACTTGAAGTTTGCAACAAAGGGATTAAGAACACAGGAC

Frrrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr ettt e
TTGATTGAAGATATGCCTGATCACTTGAAGTTTGCAACAAAGGGATTAAGAACACAGGAC

TTCTTATCTGAATTAAGAAAGATTTACAATAATGGTGTCAATGTATTCCAATAA

FErrrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrr ettt et et et
TTCTTATCTGAATTAAGAAAGATTTACAATAATGGTGTCAATGTATTCCAATAA
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