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RESUMEN

El elemento transponible mariner puede servir como ui vector de DNA para la manipulacién
genética de mosquitos, Este trabajo demostr6 la existencia de elementos tipo mariner en A, albimanus,
un vector importante de transmisién de la malaria en Amdrica Latina,

Se diseiio un par de primers degenerados a partir de un alincamicnto de elementos mariner
de especics de insectos. Con estos primers se amplificd por PCR un fragmento de 300 ph de DNA
gendmico de A. albimanus. El producto de PCR fue clonado y secuenciado, y se verificd la
homologfa a nive! de DNA de este [ragmento con respecto a los elementos mariner de A, gambiae
(40%) y D. mauritiona (42%). Utilizando este fragmento, sc aislaron tres clonas positivas de un
banco gendmico de A. albimanus. En total, s¢ secuenciaron 875 ph y se encontrd una identidad de
43%, 4%, 42% y 45% con A. gambiae ,D. mauritiana,C. ptorapunda,y H. irritans, respectivamente.

Mediante Dat-blot s¢ estimé que el mimero de copias de este elemento tipo mariner en A,
albimanus es cercano a 100 por genoma. Ademds, mediante Southem blot se estudi6 la distribucién
gendmica de este elemento en A, albimanus y se observd que es homogénco en tamafio cuando se
usa la enzima EcoR1



INTRODBUCCION
I. ELEMENTOS TRASPONIBLES

Los elementos transponibles o transposones son una clase de secuencias dispersas de
DNA repetitivas, cuyos micmbros poseen la propiedad de cambiar su posicidn normal en el
cromosoma (Warren y Crampton, 1994), Las secuencias de DNA transponibles fueran por primera
vez identificadas en el mafz hace ya casi medio siglo. Desde entonces se han encontrado estos
elementos en todos los genomas de cucariotes (Kleckner, 1977; Kleckuer, 1981; Finnegan, 1990
Calos, 1980).

1. Clasificacién de las elementos transponibles

De acuerdo con sus mecanismos de transposicidn, fos elementos transpanibles pucden
dividirse en dos clases (Finnegan,1989). Los elementas de fa Clase [ se transponen por transcripcién
reversa formando de un intermediario de RNA; los de la Clase I se transpanen por mecanismos
de que DNA-DNA,

Los clementos de clase I pueden a su vez. dividirse en dos tipos (figura L. A). Eltipo es ¢l
mds estudiado y es estructuralmente similar a los retrovirus integrados. En este tipo se incluyen
los elementos tipo-copia en Drosophila melanogaster (Shiba y Saigo, 1983; Mount, 1985), Ty en
Saccharomyces cerevisiae (Eichinger y Bocke, 1990; Elder, 1983; Fink, 1980), IAP (Hirsch,
1993), VL30 en roedores (French y Norton, 1994), THE en humanos (Hakim, 1994), BS1 en Zea
mays y muchos otros (Jin y Bennetzen, 1994). Se caracterizan por tener largas secuencias terminales
repetidas largas (LTRs) y por la presencia de marcos abiertos de lectura (ORF), uno de los cuales
codifica para una posible transcriptasa reversa (RT), y el otro tiene similitud al gen gag de
retrovirus. Algunos elementos tienen un tercer marco abierto de lectura que esté en posicion
similar a los genes virales env. Muchos grupos han sugerido que estas elerentos pueden transpinerse
a través de un ciclo de vida retroviral modificado, utilizando un intermediario de RNA. Esto se ha
demostrado elegantemente para elementos Ty (Boeke, 1985), y es practicamente el caso para los
demis elementos de este tipo.

El segundo tipo de clementos de la Clase | es muy distinto estructuralinente de los retrovirus.
Estos incluyen elementas L1 en genomas de mamfferas (Evans y Palimiter, 1991; Furano, 1988),
I F, G (Pelisson, 1991; Minchiotti y Nacera, 1991) y jockey en D. melanogaster (Mizrokhi,
1988; Ivanov, 1991), ingi/TRS1 en Tripanosoma brucei (Kimmel, 1987), Cind en Z. mays
(Schwarz, 1987) y RI y R2 en los genes de rRNA 28S de Bombyx mori, D. melanogaster,
Ascaris lumbricus ¢ inseclos (Jukubezak, 1990; Jakubczak, 1991; Xiong y Eickbush, 1988; Adams,
1986; Dongmei, 1993), Estos elementos ticnen dos marcos abiertos de lectura como enel tipolde
clase I (figura 1), una de los cuales coditica para una posible transcriptasa reversa (Dongimei, 1993).-
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P8BS PRS

B g0 RT
5' R 3’ \
L]
]
R
L1, Jockey, R1Bm
Clase I

C STIR Transposasa ~————ST(R

*P, Ac, Mariner

LTIR 7 LTIR

*FB, TU

Clase II

Fig. 1 Elementos transponibles
Elemento clase 1
A. Elementos Retrotransponible (parccidos a retrovirus)
LTR: Repetidas terminales targas. PBS: Potencial sitio de unfon del primer (RNA;

PRS: Secuencia rica en purinas; Hay tres marcos abicrtos de lectura, el primero tiene similitud al
gen gag de rewovirus, el segundo es shnitar at gen viral pol y el tercero se encuentra en la posicién

de In gen vird env. R Potencial tanscriptasa reversa
B. Elementos sin repetidos erminales brgos (non-LTR). A: regién rica adenosing,

Elemento cluse 11
C. Etementos con repetidas invertidas ierminales cortas (STIR),
D. Elementos can repetidas invertidas tenninales fargas (LTIR),
* Ejemplos para cada tipo de elemento trnsponible



Estns dementos no ticnen secuencias terminales repetidas Jargas (non-L'TR) y ticnen una seeuencia
caracterfstica rica en A (adenasinas) en el extrema 3 de una cadena. Se encuentran en el genoma
como familias conteniendo una mezela de elementos completos ¢ incompletos. De estos dhimas,
muchos estdn truncados en cantidades variables en ¢l extrenio §' de fa cadena gue contiene Ja
secuencia rica en A.

La segunda clase de elementos transponibles incluyen elementos P (Karess y Rubin, 1984;
Bingham, 1982; Rio, 1986; O'Hare y Rubia, 1983) y habo en D. melanogaster (Danies, 1990;
Blackman, 1989; Streck, 1986), Ac/Ds y Sp/En en Z. mays (Caupland, 1988; Kunze, 1987,
Muller, 1984; Fedoroll, 1983; Aukerman, 1993), Tam en Andirrhinum majus (Sommer, 1985;
fehl, 1991) y Tel en Caenorhabditis elegans (Schukkink y Plasterk, 1990; Rosenzweig, 1983;
Ruan, 1987). 131 elemento mariner s¢ encuentra en este grupa. Tados contienen sceuencias wrminades
repetidas inversas cortas (STIR) en sus extremos, Los elementos P, Ac, y Spm/En, codifican para
al mienos una funcidn Gtil en transposicién: una transposasa, ya que los clementos climinados
internamente se transponen séla en presencia de elementos completos.

Los clementos con secuencias terminales repetidas largas inversas forman un segundo tipo
de elementos clase . Estos incluyen las elementos FB, o fold-back (Brierley y Potter, 1985;
Truett, 1981) de D. melanogaster, y los elementos TU del erizo Strangylocentratus prerpuratus.
Se sabe poco del mecanismo por el que se transponen, pero su estructura sugicre que no se
requiere un RNA intermediario. Los elementos FB y TU se repiten en ¢l genoma y se presume
que transponen en forma replicativa (Finnegan, 1989),

Algunos elementos descritos camo transponibles no entran completamente en esta
clasificacién. Como ejemplos podemos citar a los clementos DIRS-1 en Dictyostelium discoidenm
y los clementos Muen Z mays (Hardeman, 1993). Los DIRS-1 ticnen repetidos inversos tnminales
de 330 pares de bases y codifican para una posible wanscrptasa reversa, por lo que serfan elementos
clase I. Los Mu tienen repetidos inversos terminales de 215 pares de bases y no codifican una
secucncia tipo transcriptasa reversa y son presumiblemente elementas clase 11 (Finnegan, 1989).

2. Mecanisma de transposicién

Aunque existen muchos elementos transponibles diferentes, los elementos de ruptura son
centrales de toda reaccidn de transposicidn, ya que exponen las extremos 3 del elementa transponible.
Estos extremos se unen al DNA blanco (Mizuuchi, 1992). Algunas veces las neacciones de ruptura
del DNA también se dan en los extremos 5' del elemento y su aparicidn tiene una profunda
influencia en los productas de transposicién. De esta formu, aunque todas las reacciones de
transpasicidn involucean ruptura y pegado de DNA, pueden surgir diversos tipes de productos de
recombinacion, dependiendo de las cadenas de DNA que san ratas y unidas (Nancy, 1995, figura
2).
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La integracion retroviral (Berg y Howe, 1989; Mizuuchi, 1992; Goft, 1992) y la replicacion
del fago Mu (Berg y Howe, 1989; Mizuuchi, 1992; Lavoie y Chaconas, 1995) exhiben ruptura y
union dnicamente en las termimtles 3° de los elementos mdviles. En la integracidn retroviral, ¢l
genoma de RNA viral se convierte por transeripcidn reversa en DNA de doble cadena. Este
producto de DNA se corta por la integrasa codificada retroviralmente para exponer las terminales
3'-0H cn los extremos embebidos del DNA retaviral real. Las reacciones de transferencia de
cadena unen entonces estas terminales 3' expuestas a posiciones cahesivas (staggered) en el DNA
blanco, una tevminal del transposdn se une a una cadena del blanco y la otra terminal se une a una
posicion desplazada de ta otra cadena. Camo resultado, el transposdn se une covalentemente al
DNA blanco, pero es flanqueado por pequeiias brechas (gaps) que rellejan las posiciones cohesivos
(staggered) de 1a unidn al blanco. Estos "gaps” que flanquean al elemento integrado son después
reparados por funciones de reparacién del DNA en el huésped. El producto resultante, en el cual el
DNA retroviral se une covalentemente al DNA blanco se Hama “insercidn simple” (figura 2).

En el caso de Ta replicacidn del bacteriéfago Mu, el DNA del fago es embebido en el DNA
cromosomat del huésped. Las reacciones de ruptura del DNA ejecutadas por 1a protefna MuA, la
transposasa Mu-codificada, introducen cortes de cadena sencilla en ambos extremos del elenmento,
Estas rupturas exponen las terminales 3' del transposén, separdndolas def DNA bacteriano que las
flanquea, pero dejando al transposén unida covalentemente por sus terminales 5° al DNA blanco:
las terminales 3' del transpos6n son entonces unidas por reacciones de transferencia de cadena a
posiciones cohesivos (staggered) en ¢l DNA blanco. Este producto de transposicién se replica
entonces pior replicacién en el DNA huésped para generar un producto Hamado “cointegrado” en el
cual se unen el esqueleto donante (blanco) y dos copias def transposéu (figura 2).

Muchos elementos méviles se translocan por un mecanismao de “corte y pegado” que al
parecer es distinto al de la integracion retroviral y la replicacién Mu (la intraduccién de rupturas de
doble cadena en las terminales de un clemento para generar un transposon escindido que luego se
inserta en un sitio blanco). Este paradigma se establecié por vez primera para los transposones
bacterianos Tnl0 y Tn7 (Berg y Howe, 1989; Mizuuchi, 1992; Kleckner, 1995; Chalmers y
Kleckne, 1994; Craig, 1991 y 1995), pero ahora estd claro que ndmerosos clementos, incluyendo
clelemento P de Drosophila (Kautman, 1992), los elementos Te de C. elegans y otos organismos
(Luenen, 1994; Vos y Plasterk, 1994), y de 1a misma manera muchos otros sistemas de transposicion
(Berg y Howe, 1989; Calvi, 1991), usan cste mecanismo (ver ligura 2).

3, Efectos de la transposicidn en la evalucion genética

Los elementos transponibles juegan un papel impoctante en la evolucidn gendtica, Los
elementos deld transpasén pueden alterar genes y genomas de las siguientes maneras:



Cambios en patrones de herencia: Rearreglos cromosomales (tales como inversiones,
translocaciones y deleciones) pueden estimularse por eventos que involucran elementos ransponibles
(Rocder y Fink, 1983; Engels y Preston, 1984). Muchos de estos rearreglos son resultado de la
recombinacidn entre copias de un clemento esparcido en ¢l genoma.

Cambios en patrones de expresion gendtica: Los rearreglos cromosomales pucden afectar
fn expresién de los genes individuales, cuando la regidn codificante de un gen es puesta bajo In
influencia de las secuencias regulatarias de otra (Schneuwly, 1987).

Cambios en secuencias; Estos cambios se causan por un corle impreciso, generando
variaci6n de secuencias entre los genes, la cual puede ser evolutivamente ventajosa. Si Is insercion
original fue en un exén, el resultado entonces serit un alelo que codifique para el producto de un

gen alterado (Schwarz, 1985).

Amplificacién de secuencias de DNA: Los elementos transponibles pueden aumentar cl
nimero de copias de sccuencias ¢n un genoma cuando casualmente son reconocidas como
intermediarias para eventos de transposicion replicativa, o porque son incluidos en duplicaciones
producidas por recombinacion entre elementos (Macda y Smithies, 1986; Barsh, 1983; Stein,
1983; McCarrey y Thomas, {987). La recombinacidn entre copias de un elemento transponible
con Ia misma orientacién y en diferenies sitios de un cromesoma corta el DNA involucrado
cuando ocurre en un eventa intracramdtida, La recombinacin intercrométida en el mismo elemento
corta el DNA involucrado de una cadena y lo duplicaen la otra.

IL Organizacin del genoma en mosquitos

1. Cariotipos comparativos

Se ha publicado informaci6n sobre el ndmero y la morfologfa de los cromosomas que
conticnen los genomas bisicos de mds de 30 géneros y 150 especics de mosquitos (Rai, 1982).
Con la excepeibn de Chagasia bathana que tiene ocho cromosomas, el complemento bésico de
todas las cspecies examinadas estd compuesto por tres cromosomas, uno de los cuales es mds
pequefio que los otros dos. Ef cromosoma mds pequedio determina el sexo (Rao y Rai, 1987;

Zheng, 1993),
2. Tamafios de genoma

Se han detenninado cantidades de DNA nuclear haploide (IC) para 43 especies que pertenecen
a 17 géneros de cuatro twnilias de NematGeidos (Rao y Rai, 1987, Kumar y Rai, 1990). Se ha
observado entre los mosquitos una variacién de proporcidn de ocho veces en los tamafios de los
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genomas. En Aedes, los tamaiios de los genomas difieren entre sf en una proporcidn aproximada
de 2.5 veces. Existe una cosrelacidn de significancia entre las fongitudes cromosomales totales y
las cantidades de DNA haploide.

3. Organizacién gendinica

Las cantidades y organizacién de DNA repetitivo y DNA dnico se determinaron por
genética de reasociaci6n de DNA en cuatro especies de mosquite que poseen genomas de muy
diferentes tamafios: A, quadrimaculatus, Culex pipiens , Aedes albapictus y Aedes triseriatus (Black
y Rai, 1988). Las cantidades en sccuencias fold-back, repetitivas medias y altamente repetitivas
aumentaron con ¢} tamafio del genoma. La cantidad de fold-back DNA aumentS en una proporcidn
mucho més baja que la de las secuencias alta y medianamente repetitivas. Las cantidades de
repetidos cortos y largos aumentaban con el tamaiio del genoma peso los repetidos cortos aumentaban
en mayor proporcién.

4. Elementos transponibles en Anopheles

Las secuencias de DNA repetitivo constituyen una parte significativa en los genomas de los
mosquitos (Besansky y Powell, 1992). En A. gambiae ¢l DNA repetitivo consta de un 39% y
entre estas secuencias se han identificado varias clases de elementos transponibles hipotéticos. Los
retrotransposones (RTPs) non-LTR que han side completamente caracterizados; los elementos T1
ampliamente dispersos que no ticnen especificidad aparente por el sitio de insercién (Besansky,
1990a y 1990b); los elementos R1 y R2 que ocupan un sitio preciso en los espaciadores intergénicos
de los genes de rRNA localizados en 1a regién 28S con separacidn de 74 pb (John, 1991; Suan y
Frank, 1989); las familias RT1 y RT2, que también son retrotransposones non-LTR, insertadas en
la regi6n 288 del gen de rRNA a 630 pb hacia abajo (Besansky, 1992); y el clemento Q de 4.5 kb
que tiene 2 ORF largos que se superpanen (Besansky, 1994). Los elementos con invertidos
terminales cortos en sus extremos se han caracterizado hasta ahora come mariner (Jacobson, 1986;
Lidholm, 1993; Maruyama, 1991; Maruyaing, 1991; Medhora, 1988; Sedensky, 1994; Bryan,
1990). Este elemento transponible no se ha observado en otres mosquitos.

1L EL ELEMENTO TRANSPONIBLE MARINER

1, Estructura de elemento mariner

El clemento mariner se identificd por primera vez en D. mauritiana, se localiza en ef locus
del gen blanco y se designa como "White-peach® (W) porque su presencia provoca que el color
de los ojos en el insecto cambie 1 durazno (Jacobsen, 1986). El elemento activo mariner Mos 1
(de D. mauritiana) ticne 1286 pb y repetidos inversos terminales (STIR) de 28 pb, contiene un
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Fig. 3. Estructura de an elemento mariner activo de Drosophila mauritiana
Hay un marco abierto de lecturs que codifica para el gen de 1a transposasa.
STIR: Repetidas invertidas terminales cortas (Short Terminal Inverted Repeat).



tinico marco abierto de lectura ininterrumpido de 1038 pb y codifica para una protefna de 346
aminodcidos (figura 3). No hay secuencias de caja TATA u otro promotor conservadas entre los
clementos. El'marco abierto de lectura estd precedido por secuencias tipo promotor y de pegado a
ribosomas (Capy. 1992). £l sitio de terminacién y ¢l poli(A) estdn en el mismo locus.

Las tongitudes de tos clementos mariner que hasta aliora se han clonado son similares
(Bigot, 1994; Jeyaprakash, 1995; Margaret, 1994), Los principales clementos mariner tienen 28 pb
repetidos inversos terminales (STIR), pero algunos tienen nimeros diferentes (Qosumi, 1995
Roberston, 1992; Fernandez, 1993; Lidholin, 1991). También, los STIRs tienen mutaciones en
ambos extremos y entre organismos diferentes.

2. Caracterfsticas bioldgicas del elemento mariner

Los elementos mariner se diseminan esporddicamente, por ejemplo, mariner no existe en
D. melanagaster, pero ha sido identificado en D. mauritiana as{ como en muchos otros organismos
incluyendo planaria, nemdtodos y humanos (Margaret, 1994; Garcla, 1993; Robertson 1993;
Roberison y Macleod, 1993; Qosumi, 1995). La identidad de secuencias es muy baja, por cjempla,
entre 65 especies de insectos la identidad de secuencias varfa entre 37 y 56 % a nivel de secuencia
de DNA, y 23 a 45% a nivel de aminodcidos, Los ndmeros de copias son diferentes en distintos
organismos. Se han encontrado 100 copias en A. gambiae, 1000 copias en H. cecropla y 0-30
copias en Ja familia de Drosophila .

Los elementos mariner tienen formas activas ¢ inactivas. Hasta ahora, se han abtenido los
clementos activos de D. mauritiana (Mosl), D. simulans MB1), y C. ptorapinda, todos codifican
un marco abierto de lectura de transposicién intacto (Jacobson, 1986; Medhora, 1991; Robertson,
1992), Tados los demés elementos secuenciados hasta aliora contienen numerasas mutaciones y
se consideran inactivos,

El mecanismo exacto de fa transpasicidn de elemento nuariner no ha sido determinado pero
de acuerdo con su estructura, puede ser un ¢lemento de tipo | de cluse II elementos (como
clemento P) y transposicién por intermediario de DNA-DNA.

1V. IMPORTANCIA DE LA IDENTIFICACION DE ELEMENTOS MARINER EN A,
albimanus

Los clementos transponibles pueden ser una herramienta polcncini para abordar aspectos
maleculares en insectos, y son buenos candidatos para vectores de transformacin en manipulacion
genética, En el drea de thosquites transgénicos, los elementos transponibles se pueden utilizar para
incorporar genes especificos anti-maaria en poblaciones silvestres de mosquitos Anapheles para
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cl control de In malaria. La utilizaci6n de los vectores de transformacion basadas en elementos Pen
Drosophila (Rubin y Spradling, 1982; Rubin, 1981; Rubin, 1982; Spradling y Rubin, 1982) ¢s
exitosa, pera el elemento P no es capaz de transponise en mosquitos. Sin embargo, sera posible
emplear este tipa de tecnologfa en mosquitos, si se dispusiera de un elemento transponible con
propicdades similares al elemento P, El hecho de que los clementos mariner y P pertenercan al
mismo grupo de elementos transponibles sugiere que los elementos mariner podsfan ser valiosos
como vectores de transformacion. A, albimanus es el principal vector transmisor de Plasmodium
vivax (malaria) en América Latina. La identificacidn del transposén tipo mariner en A. albimanus
puede establecer un fundamento para desacrollar un vectar de transformacin en fa manipulacidn
genética de mosquitos para ct contral de la malaria.
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OBJETIVOS
Principal:
Aislar y caracterizar un(os) posible(s) transposén(es) tipo mariner de A. albimanus
Particulares:

1. Disefiar-oligonucledtidos degenerados para la amplificacién por PCR de un fragmento
del elemento mariner de A. albimanus.

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

3. Estimar ¢l nimero de copias y la distribucién genémica del elemento tipo madiner en A.
albimanus por Dot y Southern blot.
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Estrategia experimental

Glseﬂo de inicladores degenerados a partir de elementos maﬂnex)

Ampilificacién por PCR de un fragmento tipo transposén)

a partir de genémico de A. albimanus

¢

CClonacidn y secuenciacién del producto de PCR )

'

C{arca]e del fragmento con [a~"P]dCTPJ
(SONDA)

N

(Southem y Dot blot (ﬁsqueda en banco genémlco)

Y

(Caracterlzaclén de clonas posltlva

Namero de copias y
distribucién gendmica

( Secuenciacion )




MATERIALES Y METODOS
1. MEDIOS Y CEPAS

Mosquitos de la especie: A, albimanus cepa franja blaca fueron obtenidos de la colonia de
laboratorio mantenida en ¢! Centro de Investigacién sobre el Paludismo (CIP) en Tapachula,
Chiapas, México, Tanto larvas como adullos fueron utilizados para la extracciéin de DNA.

La cepa Escherichia coli XL1-blue fue utilizada para la transformacién con el pldsmido
pBluescript SK IL (-) [pBSSK(-)}. El genotipo de esta cepa es sup E44 hsdR17 recAl endAl
gyrA46 thirclAl lac-F' [proAB+ laclg lacZAM15 TnlO(tetr)).

Lacepa E. coli P23Y2 que contiene 1a forma liségena del fago P2 fue ulilizada para la
infeccidn por lambda DASH. Solamente los fagos recombinantes pueden crecer en esta cepa,

Elalmacenamiento de cultivos de bacterias importantes se hizo creciendo una colonia en
LB Ifquido por 12 horas y Hevéndola a una concentracidn finat de 25% de glicerol estéril. Alfcuotas
en tubos de 1.5 ml se guardaron a -70°C.

II. VECTORES PARA CLONACION

1, Pldsmido: Se utilizd el ptdsmido pBlueseript SK It (+). Este pldsmido posce los promotores
de transcripeién T3 y T7 flanqueando un sitio MI3mpl9 de clonacién miltiple (Promega).

2. Fago lambda DASH: Se utilizd ¢l fago lambda DASH (Stratagene) como vector de
clonacién de genoma DNA de A, albimanus. Hay promotores de transcripeién T3 y T7 y un sitio
de clonacién multiple (ver figura 12), el parte centro de fago puede ser cambiada por 9-23 kb DNA
heterblogo.

HI. DIGESTION DEL DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

A conlinuacién se describen las enzimas que se utilizaron y los amortiguadores de ensayo
descritos por los fabrcantes (a una concentracién 10X):

EcoRI (Bochringer Manheim): Tris-HCI 100 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, MgCl, 10 mM,
2-mercaptoctanol 2mM y BSA 0.1 mg/ml.

EcoRV (Boehringer Manheim): Tris-HCI 10 mM pH 8.0, NaCI 100 mM, MgCl, 6 mM,
2-mercaptoctanol 2mMy BSA 0.1 mg/ml.
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HindUI (Bochringer Manheim): Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM,
DTT I mM y BSA 0.1 mg/ml.

Sau3 Al (Boehringer Manheim) Tris-HCI 10 mM pH 7.5, NaCI 50 mM, EDTA 0.1 mM,
DTT | mM y BSA (.5 mg/ml.

La'temperatura de reaccién para todas las enzimas fue de 37°C. Las enzimas se usaron en
cantidades de 10 Unidades/ug de DNA en 10 p! de reaccién, Los ticmpos de digestién fueron de
142 hora a 4 horas segin la enzima utilizada. La reaccidn de digestién se par6 con 4 1l de solucién
de carga, y los productos de digestién se analizaron en geles de agarosa 0.8%, 1.2% y 1.5% con
TAE IX.

1V. EXTRACCION DEL DNA GENOMICO DE MOSQUITOS

Se colocan 100 mosquitos vivos en ¢l mortero con nitrégeno liquido, se trituran y se
incuba con 4 ml de buffer de extraccién a 50°C durante 1.5 horas. Se cxtrae la solucién de
mosquitos dos veces con un volumen igual de fenol (pH 8.0) y una vez con cloroformo, a 20°C,
centrifugando cada vez a 8000 rpm durante 5 minutos. Se precipita ¢l DNA con 1/10 vol. de 3 M
de acetato sodio (pH 5.2) y dos volumenes de etanol absoluto fifo y se disuclve con 1l de buffer
TE. Sc trata ¢l DNA con 10 pl (10 mg/ml) de RNAasa a 37°C, 1 hora y se extrac como ya se
menciond en la misma seccidn,

V. AMPLIFICACION DEL FRAGMENTQ "MARINER" DE A. albimanus

Para amplificar un fragmento del clemento hipotético mariner de A. albimanus, se realizé
una veaccidn en cadena de Ia polimerasa (PCR)(Saiki, 1988). E! volumen de reaccién fue de 50 il
La reacci6n consistié de DNA de A. albimanus 60 ng, oligos {(Dpl): 5 GTN ACN ATG GAY
GAR AMN TGG -3', (Dp2): 5 GG NGC RTT RTC NTG RTG RAA -3'(figura 4) | mM cada
uno, dNTPs (concentracién final) 50 mM, y Tag DNA polimerasa | Unidad (Bochringer), La
reaccién se hizo en un aparato de PCR Perkin Elmer Cetus 9600, Ia reaccién cs durante 10 ciclos
bajo las condiciones siguicntes: Desnaturalizacién a 95°C durante | minuto, apareamicnto a 36°C
durante 60 segundos y polimerizacién a 72°C durante 60 segundos. Luego durante 25 ciclos:
Desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto, aparcamiento a 52°C durante 60 segundos y
potiinerizacién a 72°C durante 60 scgundos. Al finalizar los ciclos se permitié la extensién de los
productos que pudieran quedar incompletos a 72°C durante 10 minutos. En este experimento se
incluycron otras reacciones de control positivo y negativo bajo las mismas condiciones. Por
dltimo, § pl de los productos de amplificacién de cada una de las reacciones fueron analizados por
migraci6n cn gel de agarosa al 1.5 % y el gel fue tefiido con la téenica de bromuro de etidio.
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V1. TECNICAS DE ELECTROFORESIS EN GEL

La técnica para preparacién de geles de agarosa es la descrita por Sambrook (1989), se usé
para el anflisis, aislaniento y cuantificacién de DNA.

Para el andlisis del DNA se utiliz6 gel de agarosa (BRL INC.) en Ia cdmara Bio-Rad INC.
Los fraginentos de DNA de menor tamaiio (2000-100 pb) se analizaron en concentraciones
variables de agarosa de 1% a 1.5% segin la resolucidn descada (Brown,1991). A cada muestra
(desde 50 ng hasta 500 ng de DNA si ¢l gel es analftico), se agregaron 21! de solucién de carga
para geles de agarosa por cada 10 pl de solucién de DNA. Tipicamente se incluyeron estindares de
peso molecular conocido como Ladder de 100 pb (Gibeo BRL, citades en Hartiley J, L), prira
bandas esperadas mayores de 600 pb, y sc usa DNA de A digerido con las enzimas de restriccion
HindIIl. Los geles se corricron a un voltaje de 1 a 5 Viem (la distancia en cin es igual a la distancia
entre los electrodos), en ainurtiguador TAE 1X con bromuro de ctidio 2 una concentracién final de
0.5 pg/inl. Cuando el marcador de azul de bromofenol llegaba al final del gel, se detuvo la comida,
y seexpuso el gel en un transiluminador de luz uliravioleta, Los registros fotogréficos se hicieron
enuna cimara pdluroid de enfogue fijo, con un filtro Kodak para ultravioleta.

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 %, urea 7 M, se prepararon de la
siguiente manera (Sambrook, 1989): justo antes de necesitar ¢l gel, se disolvieron 4.85 g de urea
en 3 ml de agua bidestilada, se le ngrcgafon 5 ml de la solucidn stock de acrilamida al 40 %, 665 pl
de TBE 10X, 100 p! de persulfato de amonio 25 % y 3.5 yl de TEMED(N,N,N’,N'-
tetrametilendiamina), se aforé a 10 ml y se vacfo para ser corrido en una cémara “tall mighty
small” de Hoeffer. 200 ng de oligo junto con Spl de solucién de carga se corricron a 350 Vy 15
mA hasta que el marcador azul de bromofenol llegé al final del gel.

Los geles de secuenciacién acrilamida 5%, urea 7 M, se prepararon disolviendo 63 g de
urea (grado secuenciacién), en 80 ml de agua desionizada, afiadiendo 15 ml TBE 10X, 25 ml dela
solucidn stock de acrilamida 30% (19:1) y se aforaron a 150 ml con agua desionizada, A 50 mlse
le afiadid 150 pl de persuifato de amonio 25% y 150 pl de TEMED. La soluci6n se usé para sellar
la parte inferior de la cfinara Bio-Rad para geles de secuenciacion. Una vez polimerizada, se
aftadié a tos restantes 100 mi de solucidn de acrilamida 100 pl de persulfato de amonio 25% y 100
pl de TEMED., Se vaci6 la solucién a la cdmara. Se dej6 polinerizar por lo menos 8 loras.

VIL PREPARACION Y TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES
Preparacién de células competentes (Hiroaki, 1990): Las oélular se inocularon en 500 ml de

LB (con tetraciclina 12.5 pg/m1). Se incubaron 68 horas a 18°C en agitacidn hasta una Absorvancia
de 0.5 OD a 600 nm de longitud de onda.
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El cultivo se centrifugd en tubos estériles a4 krpm, 10 minutos a 4°C y se resuspendié el
precipitado en 40 mi del amaortiguador PB, incubidndolo en hiclo por 10 minutos, Se centrifugd a 4
krpm, 10 minutos a 4°Cy se resuspendlié ia pastilla en amortiguador PB. Se hicicron alfcuotas de
0.3 ml en tubos Eppendorf estériles con DMSO 7% de 1.5 ml. Los tubos Eppendorf fucron
guardados a -70°C, lo que permite descongelar y usar cada alicuota hasta 2 veces.

VIil. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

En un tubo Eppendorf estéril se afadieron 100 pl de células competentes y | pl de una
solucién 10 ng/pl de pBSSK(-) DNA. Se incubaron en hiclo por 30 minutos y a 42°C por 90
segundos, se¢ plaquearon 200 pi por caja de Petri con LB sélido y antibidtico {Metixiling/ Ampicilina
(80/20 pg/mi)). Se incubd a 37°C durante la noche, S¢ contaron, picaron y estriaron las colonias a
cajas frescas de LB con antibitico.

IX. PREPARACION DE pBSSK(-)

Para preparar el vector pBSSK(-), se crecieron bacterias de E. coli XL1-blue transformadas
con ¢l pldsmido pBluescript SK II (-} en 50 ml de LB/ampicilina hasta saturacién. 150 ml células
fueron procesados por ¢l método de "Wizard™ Maxipreps DNA Purificaci6n System, No, 139"
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se lincarizé et plismido pBSSK(-) con la enzima EcoRV, 500 pl de pBSSK(-) (25 ng/pl),
56 1 de buffer B y 30 il de EcoRV se agregaron e incubaron 2 37°C por 1.5 horas. Se purificé el
vector por extracién con un volumen igual de fenol/clorofonno, y se precipitd con etanol.

X. LIGACION Y TRANSFORMACION

Se afiadicron 2 pl de pB SSK(-) linearizado (6 ng/pl), 1 ul de 10 X buffer tigaci6n, 1l del
producto de PCR pulido (1pg/ul), 4 pl de T4 DNA ligasa (Bochringer, 1 U/ul) (0.5 Unidades por
cada 500 ng de DNA) y se puso lareaccién a 15°C, 8 horas. Se transfirié como se describi6 para
la transformacién de células competentes.

X1 IDENTIFICACION DE COLONIAS TRANSFORMADAS
1. Digestiones enzimdticas;

Llenar un tubo Eppendorf con medio de cultivo de bacterias. Centrifugarlo 5 minutos a
méxima velocidad, Remover ¢l sobrenadante, Resuspender la pastilla de bacterias en 100 pl de
solucién de lisis (LiCl, solucién), Afiadir 100 pl de fenol. Véitex durante 10 segundos Centrifugar
10 minutos a mixima velocidad, Rccogcr el sobrenadante, Afiadirle 100 pl de cloroformo/isoamflico.
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Vértex 10 segundos. Centifugarlo como antes. Adadir 200 pl de cuanol absoluto frio. Mezetar,
Centrifugar § minutos a mdxima velocidad. Lavar la pastitia can ctanol al 70%. Resuspender en
30 pt agua o TE buifer. DNA es digerido por HindIll o EcoRYHindIIl para ¢l chequeo de
insertos.

2. Sondeo directo por PCR

Se procedi6 modilicando el método descrito en McPherson (1992). Las colonias candidatos
a posces el pldsmido con el inserto deseado se picaron y cada una se resuspendié en 100 pl de
agua tetradestilada estéril, ¢l tubo se calent6 a 95°C par 15 minutos, después de lo cual se agité y
se centrifugd para bajar los residuos. Se tomaron 10 ! de fa solucion de DINA y se realizaron PCR
con los primers degenerados (Dpl y Dp2). Las reacciones se analizaron en geles de agarosa. En
todos los casos s¢ incluyeron controles negativos (colonias sin transformar) y controles positivos
(colonins con insertos de tumafio conocido).

XII. PURIFICACION DE PLASMIDO

Para purificar los pldsmidos de las colonias seleccionadas, se crecieron bacterias de E. coli
XL1-blue transformadas con el pldsimido en 50 mi de LB/carbamicilina hasta saturacién. Las
pastifla fue procesada con ¢t método de Plasmid SELECT-250 SPIN COLUMN (S Prime->3
Prime, Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. El pldsmido resultante se linearizé con
diferentes enzimas de restriceion y se cuantificd en gel de agarosa 1%.

XL, SECUENCIACION

Los experimentas de secuenciacién fueron realizados mediante et método de terminacién
de la polimerizacién enzimdtica utitizando el fimo/™ SEQUENCING KIT de Promega.

En cuatro tubos Perkin Elmer de 150 pl se adicionaron por separado 2 pi de la mezcta de
deoxinucledtidos contenicndo el dideoxinucledtido apropiado.

En un tubo Eppendorf de 0.5 ml se adicion6 1 pl conteniendo 100 ng del plismido
purificado correspondiente, Sl de la solucién amortiguadora para Tag DNA polimerasa 5X, 2 i
conteniendo 4 fmoles del oligonucledtido comespondiente marcado en su extremo 5' con [r-"*P)ATP
y se ajustéel volumen a 16 |l con agua tridestilada estéril. Por dltimo se agreg6 Iplde Tag DNA
polimerasa grado de secuenciacién (5 U) y la mezcla se agité con la punta de la pipeta,

Sc adicionaron 4 i de esta mezela a cada uno de los tbos conteniendo la mezcla de
nucle6tidos, La reaceién se realizé durante 25 ciclos en un aparato Perkin Elmer Cetus 9600 bajo
las siguientes candiciones: desnaturatizacion a 95°C durante 30 segundos, apareamiento a 42°C

18



durante 30 segundos y polimerizacion a 72°C durante 45 segundos. AL finalizar los ciclos se
permitid la polimerizacion a 72°C durante 15 minutos.

Al terminar Ia reaccibn, las muestras se transfiricron a tubos Eppendorf de 0.5 ml y se les
adicionaron 6 ytl de soluci6n de terminacidn. Los tubos s¢ agitaron suavemente y se centrifugaron
en una microfuga Eppendordf para detener 1a reaccidn, Posteriormente fueron incubados en bafio
marfa a 95°C durante 5 minutos ¢ inmediatamente transferidos a bafio de agua-hiclo.

Las muestras fueron cargadas en un gel de poliacrilamida al 5% urea 7 M y sometidas a
clectroforesis. Los resultados fucron integrados con la utilerfa Contig del programa GeneWaorks,

XIV. PREPARACION DE LA SONDA MARCADA

El fragmento de tipo mariner se utiliz6 comao sonda en fos experimentos de Southern blot,
Dot blot e hibridacién en placa. El fragmento se marcad6 a concentracion final de 12 pM y carecié
de dCTP y se afiadié (.33 uM (concentracion final) de [0-’P]dCTP con el método de "NEN
RANDOM PRIMER EXTENSION LABELING SYSTEM, NEP-103 (DU PONT)" siguicndo
las instrucciones del fabricante,

XV.DOT BLOT

El filtro de nylon (Hybond N°, Amersham) es humedecido con agua desionizada y se
coloca en el uparato de Dot. El DNA es desnaturalizado con NaOH (.4 N en un volumen
aproximadamenie de 30 1l y se calienta en un bafio de agua de 70°C durante 10 minutos, Después
se le coloca un volumen igual de acetato de amaonio 2 M firio, Se colocan los 60 il aproximadamente
de la muestra de DNA en el aparato de Dot usando una bomba de vacio para que las muestras sean
absorbidas. Se lava el filtro con aproximadamente 200 mi de SSC 4X durante 5 minutos con leve
agitacién, Despuds se pone el filtro en una solucidn Denhardt’s 2X por lo menos una hora. Se fija
¢l DNA por luz ultravioleta en condicién standard.

El filtro es puesto en una bolsa con la solucién de prehibridacién, se deja incubando 4
horas a 42°C. Se desnaturaliza 1a sonda marcada por incubacién en agua hirviendo durante 5
minutos, y se adiciona a la solucién de prehibridacidn, Se deja hibridando por 20 horas a la
temperatura de 42°C,

El primer lavado se realiza con SSC 2X, 0.1% de SDS 45 minutos a temperatura ambiente.
El segundo es con SSC 1X, 0.1% de SDS 40 minutos a 68°C. El tercero s con SSC 0.2X, 0.1%
de SDS 60 minutos a 68°C. El filiro es expuesto en una pantatla de Phosphorlmager (Molecular
Dynamics) durante 12 horas y sc cuantific la intensidad de los dots,
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XVIL SOUTHERN BLOT

10 pg DNA de A. allimanus tueron digeridos con la endonucleasa de cestriecion EcoRly
HindlIL Los productos de digestidn se someticron a clectrofotesis, junto con 300 ng del bacteridfago
A digerido con HindHI como magcadores de tamafio, en un get de agarasa al 19%. El gel se comid
en una cémara horizontal con solucidn amortiguadora TAE IX y bromwuro de etidio 0.5 gg/ml. Al
termino de la electroforesis, el gel se expuso a luz U, V., y la posicién de los marcadares de tamaiio
fue registrada en el mismo gel con tinta china, EI DNA fue desnaturalizado con 250 mi de NaOH
0.4 M durante 30 minutos en agitacion (Southern, 1975).

Se recortaron cuatro pedazos de papel filro IMM al misme tamafio del gel. Dos de ellos
se colocaron sobre la cdmara de clectroforesis conteniendo 300 mi de NaOH 0.4 M de tal manzra
que sus extremos estuvieran en contacto con la solucién. El gel, previamente tratado, fue colocado
sobre el papel IMM para impedir el flujo de lquido por las orillas se todeo el gel con paratilm,
Sabre el gel se colacd una membrana de nylon. Posterionmente se colocaron las otras dos piezas
de papet filtro IMM sobre la membrana de nylon. Se tuvo cuidado que en ningdn caso hubiera
burbujas. Sobre estos filtros se colocé un paquete de toallas de papel recortadas un poco més
pequefias que el papel 3MM, una placa de vidrio y un peso de 500 g.

La transferencia de DNA se realizé durante 20 horas, Al término de la transferencia se
separd el get del filtro, se hidraté con agua, fue tefido con bromuro de etidio y se observé a la luz
U. V. para comprobar la transferencia. La membrana de nylon se sumergié en NaOH 0.4 M
durante 10 minutos en agitaci6n constante a temperatura ambiente. Posteriormente, se coloc6 en
200 m! de solucién de Tris HCI 0.2 m pl 7.5, SSC 0.1X y SDS 0.5% durante 10 minutos y
agitacién constante. Enseguida se secé sobre papel filtro IMM a temperatura ambiente. Se realizé
lafijacitin del DNA al filtro, la prehibridaci6n, la hibridacién con sonda, lavados y exposicién det
film como se indicé en la seccidén de Dot blot.

XVIL. CLONACION DEL GEN TIPO MARINER EN A, albimanus

La bisqueda del gen tipo mariner se realizé en una genoteca genGimica construfda por el
grupo del Dr. Fidel de fa Cruz Herndndez, (CINVESTAV, Mexico) con fragmentos Sau3Al
obtenidos por digestin parcial del DNA de A, athimanus y clonados en cl bacteriéfago A DASH.
El tfiulo de esta genoteca es de apraximadamente § X 10* recombinantes/mi y el tamatio promedio
del inserto es de 9-23 kilo pares de bases.

Una colonia de E. coli P2392 se crecid hasta la fase estacionaria en 5 ml de medio LB
suplementado con maltosia 0.02 % y MgSO, 1 mM. Se lavé con MgSO, 10 mM por centrifugacién
a 1000 g durante 7 minutos y s¢ ajust6 a D.O.600= 0.6, 300 pl de E. cali P2392 fucron infectados
con aproximadamente 26000 hacteriofagos de la genoteca. Después de incubar durante 15 minutos
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237°C y 250 tpm se adicionaron 7 mi de medio LB-agarosa (.7 % y se vaciaron a una placa de
LB. Estas titimas se incubaron a 37°C hasta que as placas de lisis resultaron visibles.

Las placas de lisis se refrigeraron al menos dos horas y posterionmente se transfirieron por
duplicado a filtros de nylon, El primer filtro sc mantuvo en la placa durante dos minutos y se
marcé con tinta china de tat forma que la marca quedara también en el agar de la placa. Et segundo
filtro se mantuvo cuatro minutos sobre fa placa y fue marcado exactanente como el primero.
Ambos filtros s¢ sumergieron en solucidn desnaturalizante durante dos minutos, en solucién
neutralizante durante 5 minutos y en SSC 2X durante 30 segundos, en el arden descrito,
Posteriormente se secaron al aire y se rcalizd la fijacién del DNA al filtro y la hibridacién con
sonda como se indicd para el Dot blot.

Estos filtros fueron utilizados para realizar una autoradiograffa con pantatta de ntensificacién
durante tres dfas a -70°C. Después de revelar se marcaron las posiciones de los filtros y se
compararon los duplicados. Solamente aquelias placas que resultaron positivas por duplicado
fueron recuperadas, Para ello se realizd un corte del pedazo de agar en donde se encontraba la placa
de lisis positiva y se sumergi6 en un tubo Eppendorf d¢ 1.5 m) conteniendo I ml de solucién
amortiguadora SM y 20 pl de cloroformo, El tube se agitd suavemente por inversién para liberar
los bacteridfagos del agar. Estos fucron sometidos a una segunda y tercera purificacion repitiendo
todo el protocolo. Después de la tercera purificaci6n se recuperaron nueve clonas positivas. El
DNA de la clona positiva fue purificado por el inétodo usade de "Molecular Cloning” (Sambrook,
1989).

XVl PCR LARGO

EI DNA de la clona positiva del banco de ADASH banco fue amplificado por los primers
I,,1,, T3 y T7 (ver figura 13). Et volumen de reaccién fue de 50 yil. La reaccidn consistié de 0.8 ng
de DNA, 300 oM de primers, 350 pM de dNTP, 2.5 Unidades d2 Tag DNA polimerasa
(Bochringer), y. 0.02 Unidades de Pfu polimerasa. La reaccién se hizo durante 25 ciclos:
- Desnaturalizacién a 94°C durante 10 scgundos, aparcamicnto a 42°C durante 30 segundos y
polimerizacién a 68°C duranic 15 minutos. Al finalizar los ciclos se permiti6 la extensién de los
productos que pudieran quedar incompletos a 68°C durante 7 minutos, Se analizaron los resultados
en gel de agarosa 1%.

XiX. ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

Para el disefio de los primers y ¢l andlisis de las secuencias obtenidas, se utilizd principalmente
¢l paquete GeneWorks de Intelligenetics INC, para Macintosh, ALIGNMENT: Alfnea las secuencias
de acuerdo a las resiones. TFASTA: Busca secuencias simifares a la secuencia en cuestion en los
bancos de dalos de secuencias peptfdicas,
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RESULTADOS

1. DISENO DE OLIGOS PARA AMPLIFICAR EL FRAGMENTO TIPO MARINER DE A.
albimanus

1. Las regiones conservadas seleccionadas

Se alinearon las secuencias peptfdicas de frapmentos de tipo mariner de varios insectos,
utilizando el programa GeneWorks (Intelligenctics) y se obtuvo el drbol filogenélico de los
transposones. Se seleccionaron y analizaron las sccuencias de la subfamilia frritans donde se
localiza A. gambiae. E} mejor alineamiento se cncontr6 para los inscctos Haematobia irritans
(Hom fly), Chrysoperla ptorapunda (Green lacewing) y A. gambiae (figura 4), Se encontracon
dos regiones con aminodcidos conservados (D1 y D2) que no contienen al aminodcido Leucina
(L) cuyo c6digo es aliamente degenerado (6 codones lo codifican). Esto iltimo més Ia distancia
entie las regiones D1 y D2, las canvierten en huenos candidados para ¢l diseiio de primers para
PCR.

2. Determinacién de la secuencia de los primers

Se alinearon por TFASTA las regiones conservadas (D1 y D2) con las secuencias de otras
30 especies de insectos. Se encontré que el 60% de la secuencia estd conservada en todos cllos
(datos no mostrados). Pero, en la posicién de "Q" (Glutamina) del D2, otros insectos preficren el
codén “H" (Histidina) en vez del "Q" y en Ia posicién "T" (Treonina) del D1, otros insectos
prefieren el cod6n "K" (Lysina) en vez del "T". Para incrementar la posibilidad de amplificacin,
se incluy6 el coddn preferencial de otros insectos con las regiones D1 y D2 y se diseiiacron los
primers Dp1y Dp2. Se obtuvieron los degencrados de Dpl de 512-veces, y de Dp2 de 256-veges,
de acuerdo con la figura 5. Los primers seleccionados son 21 pb de “upper” (Dpl), y ¢l "lower"
(Dp2) 20 pb.

Los primers sintetizados fueron purificados con n-butanol y analizados en gel de poliacrilamida
al 20%. El tamafio encontrado del "upper primer” (Dpl) cs de 21 pb y del "lower primer” (Dp2)
de 20 pb, de acuerdo con Ia figura 6.

IL IDENTIFICACION DEL FRAGMENTO TIPO MARINER

Considerando Ia degencracién de los primers, la eficiencia de amplificaci6n, y la especificidad
para la reaccién de PCR, la concentracién de primers usada fue més alta que la acostumbrada, para
este tipo de experimento, La concentracion final para cada primer es usualmente 1 uM, y se us6 1
mM. Se utilizaron dos estrategias dilerentes de aparcamiento, una donde la temperatura es 36°C Y
lanotra 52°C, que es la temperatura de aparcamicnto dptima,
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DI: AA: NH2-V T M D E T W -COOM
(K)

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

Primer Dp1:  5'- GTN ACN ATG GAY GAR AMNITGG -3'=>

(21 mero, degeneracion de 512 veces)

D2: AA: NH2Z-F H Q D N A P -COOH
H)
NT: 5'- TTY CAY CAR GAY AAY GCN CCN -3'
(CAY)

(Complemento) 3'- AAR GTR GTY CTR TTR CGN GGN -§'
(GTR)
3'- AAR GTR [GTNJCTR TTR CGN GGN -5*
Primer Dp2: 5™~ GG NGC RTT RTC NTQ RTG RAA -3'=>

(20 mero, degeneracién de 256 veces)

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

* Coddn de preferencia de muchos insectos,
* (Y=T oC;R=A0 G, M~A o C;N=A,C, T, 0G)




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

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



Como indica la figura 7, el control positivo de ambos A. gambiae y abeja fucron del
tamaio esperado (cerca de 300 pb), el contral negativo de E. coli no mostré una banda cn esa
posicidn. Para ¢l caso de A. albimanus se aprecia una banda similar a la de A. gambiage. Los
resultados indican que la amplificacidn es especffica y que el elemento tipo mariner probablemente
exista en A. albimanus.

Los productos de PCR se clonaron como se describié en Material y Métodos. Una de las
colonias, llamada pBM1 (figura 8), es secuenciado. La secuencia que se caracterizd fue de 282 pb
de largo, se llama fragmento-LK (figura 9).

NI. CARACTERIZACION DEL FRAGMENTO-LK
1. Identidad de la secuencia del fragmento-LK con elementos mariner

La secuencia determinada de A. albimanus (fragmento-LK) fue comparada con las secuencias
de clementos "mariner” de A. gambiae y D. mauritiana respectivamente con el programa GeneWorks
Inc. La identidad de la secuencia de nucledtidos entre A. albimanus y A. gambiae (ue de 40%, entre
A. albimanus y D. mauritiana fue de 42%, que puede ser comparada con la identidad de las
secuencias de las diferentes especies de insectos que es de 37-56%. Los resultados sugieren que fa
secuencia encontrada puede ser un fragmento tipo mariner, para ser utilizado como sonda cn
experimentos posteriores.

2, Distribucién gendmica del clemento en A, albimanus

Se digirieron 10 g de DNA gendmico de A. albimanus con HindIIl y EcoRI, los cuales
no existen en los elementos "mariner”. Se llevé a cabo una hibridacidn tipo Southem-blot en
condiciones de astringencia alta con el fragmento-LK marcado con [a-**P}dCTP. Al hibridar la
sonda con la digestién de DNA gendmico de A, albimanus se aparean al menos 3 bandas para la
enzima HindlIl: 3kb, 3.2kb y 10kb, pero sélo una banda de enzima EcoRI (figura 10) en la
posicion de 4.3 Kb, la cual es similar a los resultados de C. brigy y Hyalophora cecropia
(Margaret, 1994; Lidholm, 1991).

3. Ndmero de coplas en genoma de A, albimanus

Para determinar el mimero de copias de los elementos en el genoma de A, albimanus se
utilizé la técnica de Dot-blot. Se usaron el fragmento-LK DNA de E. cali  como un control
positivo y un control negativo. Después de I hibridacién con la sonda fragmento-LK marcado con
(o-*P}dCTP, la sefial fue cuantificada por densitometrfa y el ndmero de copias s estimé por la
intcnsidad de sefial. Los resultados muestran al menos 100 copias del elemento en el genoma de A.
albimanus (figura 11, A) similar en A. gambiae (figura 11. B y Tabla 1). Los resultados indican
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Fig. 7. Productos de PCR anafizados en gel de agarosa 2%
tefildo con Bromuro de Etidio.

Se colocd la décima parte de la reaccién por cada inuestra
M. Marcador (ladder 100 pb). 1. A. gambiae.

2. Abeja. 3. DNA gendmico humano
4. Amiba, 5. A, albimanus.

6. Salmonella typhi. 7. E coll.



2.96kb

Fig. 8. la colonia pBSMI identificada por
patrén  de  restriceion

1. Plasmido pBSSK(-) digerido con EcoRV,
2. Plasmido pBSMI sin digestion,

3. pBSM1 digerido con EeoRl/Hlindill.

4, pBSM1 digerido con Hindiil,
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Fig. 9. Secuencia del fragmento tipo mariner

A. Estrategia de la secuencia
B. Secuencia del elemento tipo mariner (fragmento-LK)
de A. albimanus (5'=>3")
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4.3kb

Fig. 10. Southern biot

10 yg de DNA de A. albimanus digeridos con HindllI (1)
y EcoRI (2) respectivamente, transferido a nylon, e hibridizado
con el fragmento-LK mariner marcado con [o-32P]dCTP en
condiclonesastringentes altas.
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Fig. 11. Dot blot

Diferentes DNAs se colocaron sobre las membranas de nylon y se
hibridaron con el fragmento-lLK mariner marcado con la-32p1dCr,

(1). Comparacién de A. gambiac con A. albimanus
A. DNA gendmico de A, gambiae. B. DNA genontico de A, albimanus.

a 6.5 pg. b. 1.3 ug. ¢ 013 pg.
(2). Comparacién con controles positivo y negativo
A. A alhimanus DNA B. Fragmento-lX mariner. G, E coli
a. 5X108 motéculas, b, $X107 moléculas,

¢, 5X10°9 motécutas. d. 5X10% moléculas



que ¢l fragmento ¢s de tipo de secuencias repetidas moderadas en el genoma, lo que es una
caracterfstica de elementos wansponibles (Brian, 1994).

IV. AISLANDO EL GEN COMPLETO DE TIPO MARINER EN A. albimanus
1. Colonias de! banco gendmico de A. albimanus

El banco de DNA gendmico de A. albimanus fue hibridado con el fragmento-LK marcado
radiactivamenic en condiciones altamente astringentes (ver Material y Métodos). Se aislaron las
tres clonas con sefial positiva mds intensa, denominadas AaMc1, AaMc2 y AaMc6. Se muestra la
clona AaMcl enla figura 12,

2. Caracterizacién de la orientacion del imserto en la colonia

La orientacidén del inserto en las colonias fue determinada por PCR largo. Se hicieron cinco
reacciones de PCR que abarcan: 1,-T3 primer, 1,-T7 primer, [,-T3 primer, 1,-T7 primer, T3
primer-T7 primer (figura 13 y 14). La reaccién fue llevada a cabo en las condiciones del tiempo de
desnaturalizacién corta, pH alto, tiempo de extensién largo y con mezcla de enzimas Tag DNA
polimerasa y Plu polimerasa. Entre las tres colonias analizadas, se obtuvieron dos clases: las
colonias AaMc! y AaMc2 mostraron por igual las bandas de 4.5 kb y 8 kb; la colonia AaMc6
presenta las bandas de 6.5 kb y 1.9 kb. Se muestra la clona AaMc! en figura 14 A Y B.

3. Secuenciando ¢l producto de PCR largo con "primer watking"

De acuerdo con la orientacidn del fragmento tipo mariner de la colonia, el producto de PCR
largo lue secuenciado directamente por “primer-walking". En el método, se parti6 del primer I,
designado a partir'de! fragmento-LK. El segunda primer fue escogido basandose en el resultado
del primer-walking inicial (figura 14 C). La secuencia obtenida de 875 pb se muestra en figura 13.

4, Analisis de la secuencia
La secuencia determinada fue alincada con los clementos mariner de A, gambiae, C.
prorapunda, D. mauritiana, y H. irritans. La homologfa de las secuencias es 43%, 41%, 44% y

45% a nivel dc DNA respectivamente, y se encuentran dentro de los homologfas con las secuencias
de todos los insectos que son de 37-56% (Tabla 2, y figura 15).
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DNA de mosguito
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#futoradiografia Colomia  positiva

Fig. 12. Aislando el gen completo de tipo mariner de banco gendmico de A albimanus
A 1a estrategia del ailamiento; B. Una clona positiva AaMcl.




lﬁITACAAT_G.G_ATGAGACG_TQ_dI‘GAGACTGG GT'GTCCAGCA AAACGTTCCC

(Dpl)

GCATTTAAGA
CTACTGGAAA
CCCACGTTGEC
[Ascarceer
TGCTTAATTG
GCAAATARAA

AAGCACCAGG

TICGTTTOIL_GITGACCCAT TACTTCGTI
(W1, 1I1)
AGTTCCCTTC CTTCGCCACT TCAATTTGTT

GCTTTATATT

CCTTTCATTIG

CGTAATTACA ACARACAGCA GILTCAGTICT CTATGGGCAG
(12)

TCGCCTGCCG TTTACTGGCA CCTTCCTCCA

ACIPTCCACCA AGCAACAGCA TAAAACGATT
(Dp2)
TTCTTGITGA TTCCATTCCT AGACCTGGAA

AAAAMAAATA GACCAGATGG AGGAAAGTCC

GPTGACTTIC AAAACTCCAT TTQGGCGAAA CGCGTTGTIT

TATCTTTTTC
TTTCCCGAAC
TCAGTCCCCG
GGCGAGTGCC
CTGGATCGAG
CCAAAATTIG
TGTTCGAGAT
TGATATGACA
ATTTATGCTC

(W2)
TCGCGAAAGG TGCAGCCTGC TGCGACTGTC

AACCGACACT GTCGTGGGCA CTCCTTGGCT
AGAAAGGTGT AAATAGGTCT CTGGGACTAG
TCAGTCGTCT CAGTTCTGAC CACGAGCAGT
TTGATAGTAC AGGTGACAGG CAGGCTCGAC
TTATCTTGAT TTTGGGGCAC CGCTGCGTAG
CGACTTCTCC GTGGCCTCGC ACTGCTGGAC
GAACACCGCT CGCATACGTG GCATGCATAT
GACGGACACT CGGGG 4

CTTAATAGTT
GGTACGCACC
TGGCAAAANC
ACTTGCAGAA
TGCTACATTC
TGAAGGAAGA
AAAGGACGAG
CGGAGAGGTT
TCTGGCCACG
TATTCCATTC
GCCCCGGGTT
TGCTCGGGCGG

TTGATTGATA
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Pig. 13, Secuencia de tipo mariner en Anophelss albimanus

Dl y D2: Las vegiones de los primers degenerados 1y 2 usado para

amplificar el fragmento tipo wariner de DNA gendwico de A, albimanus;

Wl o Il: Walklnyg priwer 1 o primer usado para PCR largo; 1i: Primer

usado para PCR largo; W2: Walking priwmer 2.
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Tabla 1. Comparacion del nimero de copias de los
elementos mariner de diferentes insectos

Especies No. de copias
D. mauritiana 30
H. cecropia 1000
M. occidentalis 12
A. gambiae 100
A. albimanus * 100

* El nimero de coplas de este trabajo, el cdlculo esta
basado en 1a Intensidad de seilal de las manchas y la cantidad e
moléculas en elias, El numero de coplas de otros insectos ¢s el
cltado de publicaclones. (Warren and Crampton, 1994;
Jeyaprakash, 1995).

Tabla 2. Comparacién del alineamiento
del DNA de elementos mariner

Especies Identidad de secuencias
A. albimanus 43%

A. gambiae

A. albimanus 44%
D.mauritiana

A. albimanus 41%

G. lacewing

A. albimanus 45%

Horn fly

Todas las especles de insectos * 37-56%

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

transposable element Is widespread in Insects.
Nature,1993,362,241-245.



Figura 15. Alineamiento del elemento tipo mariner de A. gambiae con la secuencia AaMcl
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DISCUSION

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

I. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La baja homologfa entre las secuencias de los elementos "mariner” de diferentes organisinos
dificulta el encontrar al elemento por un método de hibridacién nucleotfdica, dado que con una
divergencia mayor del 30% la hibridizacién no funcionarfa bien. El uso de PCR con oligos
degenerados es una bucna estrategia para buscar un elemento en organismos. Roberston utilizd
secuencias de genes de una transposasa hipotética dentro de los elementos "mariner” de D, mauritiana
y H. cecrapia, para construir primers degenerados y amplific6 exitdsamente regiones de elementos
tipo “mariner” de 63 insectos por PCR (Robertson, 1993). Sin embargo, el fragmento de A.
albimanus no pudo ser identificado. La razén puede radicar en que Drosophila y H. cecropia no
son especies cercanas a A, albimanus. Como se sabe, si existe una disparidad (mismatch) en el
extremo 3' de los primers, la amplificacién con PCR puede no ser efectiva. En este trabajo
disefiamos nuevos primers a partir de los clementos tipo mariner de la familia A, gambiae. El
elemento tipo mariner en A. albimanus fue obtenido exitGsamente. Al comparar huestros primers
con los que utilizé Roberston, se encontraron muchas vantajas en los nuestros. Por ejemplo:
Nuestros primers se dirigen a secuencias mds conservadas en insectos, la degeneracién ¢s mucho
més baja, su secuencia no codifica para aminoAcidos con c6digo altamente degenerado, y no ticnen
degeneracién cn el extremo 3'.

Il. MANERA DE EXTENSION DE LOS ELEMENTOS MARINER

Los clementos mariner pueden transferirse verticalmente, Este ha sido demostrado por
microinyeccién de pidsmidos que conticnen la secuencia Mosl completa de D. mauritiana en
huevos de D. melanogaster, en donde se observa que este elemento es establemente integrado a
cromosomas de lfnea germinal de D, melanogaster (Garza, 1991). La transmisién horizontal de
mariner ocurre entre especies (Robertson y Macleod, 1993; Oosuini, 1995; Lidholm, 1991), por
ejemplo, las clonas mayoritarias de 1a H. irritans y A, gambiae cstdn intimamente relacionadas
(identidad de 91-96% en DNA y 80-90% en aminofcidos), pero la H. irritans y A. gambiae
representan los subérdenes Cyclorrhapha y Nematdcero respectivamente, que compartieron un
ancestro comin hace al menos 200 millones de afios. Por otra parte, en este trabajo, se encontro
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que la identidad de secuencias de nucledtidos entre A. gambiae y A. atbimanus es de 43% y eatre
A. albimanus 'y D. mauritiana es de 44% las dos observacianes anteriores sugicren que los
clementos se dispersaron en Anopheles de maneea horizontal.

1II. NUMEROQ DE COPIAS Y DISTRIBUCION GENOMICA DEL TIPO MARINER EN A,
albimanus

El niimero de copias de los elementos "mariner” en A, albimanus s de 100, el cual es
similar a A. gambiae pero diferente de otros organismos tales como Cecropia (1000) y D.
mauritiana (30). En cuanto & la cantidad en los organismos esta no puede ser explicada solamente
por el tamafio del genoma, parque el genoma de Cecrapia es ligeramente més grande que el de
Drosophila, pero ¢l nimero de copias de los elementos tipo mariner en Cecropia es de 30 veces
miés que en D. mauritiana (Lidholin, 1991), El genoma del mosquito es 8 veces mayor que el de
Drosophila, pero el nimero de copias de los elementos "mariner” en A, albimanus es s6lo 3 veces
mis que en Drosophila. Ademds, aungue el DNA repetido se ha asociado a la presencia de
clementos méviles de DNA, no hay relacidn entre fa cantidad de DNA repetidoen Ceropia (30%);
Drosophila (10-15%) y mosquito (39%) y ¢l ndmero de copias de los elementos mariner en estos
mismos organismos. Probablemente, las diferencias en los controles de transposicién invalucran
factores cromosomales y/o citoplasméticos que son espectlicos de los ¢lementos “tnariner” y su
huésped.

En Southem-blot solamente se aprecia una banda cuandn el DNA gendmico se digirié con
la enzima EcoR1 lo que indica que Ia distribuci6n genémica del elemento en A, albimanus es dnica,
1a poblacién de los elementos en el genoma ¢s altamente homogénea en tamafio en este caso
(figura 16).

IV. COMPARACION DE LA SEQUENCIA DEL CLONA AaMcl DE A. albimanus CON
QTROS ELEMENTOS MARINER DE LA FAMILIA IRRITANS

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

gambiae sugiere que la secuencia AaMc1 puede ser un clemento tipo mariner porque la homologia

_ se localizo en el rango (37-56%) de Ja homologia entre todos los inscctos. La alincaci6n de la

secuencia AaMcl conlos elementos tipo mariner en la familia irritans como H, irritans (homologfa
de 45%) y C. ptorapunda (homologfa de 41%) estd dentro de un rango similar,

Sin embargo, no se encuentra ningdn marco abierto de lectura en la secuencia AaMcl. Este
resultado es esperado considerando las camcteristicas del clemento mariner. Investigaciones previas
demostraron que los elementos mariner ticnen muchas mutaciones al azar, En 65 especies de
inscctos, la homologfa de Jos elementos mariner del aminodcido (23-45%) es mds baja que los
nucleotidos (37-56%) indicando que la mutacién ocurre en la primera o segunda base del codén,
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1o solo en la tercera posicion. Porque si se introduce una mutacién puntual en el primer o segundo
nuclebtido del codon, la secuencia peptidica se verd afectada en mayor grado que la secuencia
nucleotfdica (el codén serd afectado en un 33.33%, micntras que e} aminodcido serd mayor, o sca
100% de afectacidn). En el caso de que la mutacién ocurra al azar en ¢l gen, las regiones funcionales
pueden afectarse facitmente, igualmente las temminales invertidas repetidas pueden sufrir imutaciones,
asf que es muy dific{ mantener intacto el marco abierta de lectura en ¢l genoma, De hechao, hasta
ahora, aunque los clementos mariner pueden ser identificados en diferentes organismos y especies,
solo los clementos Mos! (D. mauritiana), Mb} (D. simulans ), y C. ptorapunda tiencn intacto el
marco abierto de lectura y son considerados elementos activos (Jacobson, 1986; Medhora, 1991;
Robertson, 1992). Todos los demds elementos secuenciados conticnen numerosas mulaciones,como
los cambios de base, deleciones, movimiento de los marcos y codones de wrminacién. Luego
entonces el elemento C. prorapunda con marco abierto de lectura s¢ encontrd entre seis diferenies
clonas de las cuales 5 resultaron ser elementos inactivos, Tambien, todos los elementos mariner
completos clonados hasta ahora tienen mutacioness y diferencias de largo en sus 28 pb de las
terminales invertidas repetidas (STIR) (C. prarapunda, 21pb; C. elegans, sin STIR; Humano, 29
pb; H. cecropia, 38ph).

En este trabajo no se encontraron marcos abiertos de lectura (ORF) indicativos de que ¢l
elemento identificado es un elemento tipo mariner que existe en forma inactiva en el genoma de A.
albimanus. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que existan otros elementos
mariner activos en A, albimanus. Esta posibilidad puede ser explorada en investigaciones futuras
mediante un esfuerzo més amplio de secuenciacién.
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CONCLUSIONES
Al finalizar este trabajo llegamos a las siguientes conclusiones:
1. El elemento tipo mariner existe en A. albimanus, lo cual s¢ demostré por PCRs degencrados.

2. Hay copias miiltiples del elemento tipo mariner en A. albimanus ¢l cual es similar en A.
gambiae, lo que fue veriticado por ¢l Dot-blot.

3. La poblacién de los clementos tipo mariner en el genoma tiene un tamaiio altamente homogéne
lo que se demostré por Southern blot.

4, Los clementos se extienden entre ¢l género Anopheles de manera horizontal, lo que se dedujo a
través de la comparacién de Ia identidad entre las secuencias.

42



REFERENCES

Adams, D. 8., Eickbush, T. H,, Herrera, R. J. and Lizardi, P. M., A highty reirerated family of
transcribed oligo(A)-terminated, interspersed DNA clements in the genome of Bombyx mori. ]
Mol Biol, 1986, [87, 465-478.

Auvkerman M. J. and Schmidy, R. J., A [68 bp derivalive of Suppressor-mutator/Enhancer is
responsible for the maize 02-23 mutation. Plant Mol Biol, 1993, 21(2):355-62.

Barsh, G. §., Sceburg, P. H. and Gelinas, R. E., The human growth hormone gene family:
structure and evolution of the chromosomal locus, Nuel Acids Res. 1983, [1, 3939-3958.

Berg, E. and Howe, M. M., Mobile DNA, American Society for Microbiology, Washington, DC.
1989.

Besansky, N. J., Paskewitz, $. M., Mills Hamm, D. and Collins, F. H., Distinct familics of
site-specific retrotransposons occupy idential positions in the rRNA genes af A. gambiae. Mol Cell

Biol. 1992, 12, 5102-5110,

Besansky, N. 1, Bedell, J. A. and Mukabayire, 0., Q: a new retrotranspason from the mosquito
A. gambiae. Insect Molecular Biology, 1994, 3(1), 49-56.

Besansky, N. J., Evolution of the TT retroposon family in the A. gambiae complex. Mol Biol
Evol, 1990, 7, 229-246.

Besansky, N. J., A retrotransposable element from the mosquito A. gambiae. Mol Cell Biol, 1990,
10, 863-871.

Besansky, N. J. and Powell, J, R, Reassociation kinetics of A. gambiae (Diptera: Culicidac) DNA.
J Med Entomol, 1992, 29: 125-128.

Bigot, Y., Hamelin, M. H., Capy, P. and Periquet, G., Mariner-like elements in hymenopteran
species: insertion site and distribution. Proc Natl Acad Sci USA, 1994,91, 3408-3412,

Bingham, P. M., Kidwell, M. G. and Rubin, G. M., The molecular basis of P-M hybrid dysgenesis:
The role of the P clement, A P strain-specific transposon family, Cell, 1982, 29, 995-1004.

Black, W.C. and Rai, K. S., Genome evolution in mosquitos: Intraspecific and interspecific
variation in repetitive DNA amounts and organization, Genetical Research, 1988, 51:185-196,

43



Blackman, R. K., Koehler, M. M. D., Grimaila, R, and Gelbart, W. M., Identificatian of a
fully-functional hobo transposatile element and its use for germ-line transformation of Drosophila.
EMBO 1. 1989, 8, 211-217.

Bocke, J. D., Grafinkel, D, J., Styles, C. A. and Fink, G. R. Ty clements transpose through an
RNA intermediate, Cell, 1985, 40, 491-500.

Brian, C., P. Snicgowski and W, Stephan. The evolutionary dynamics of repetitive DNA in
cukaryotes, Nature, 1994, Vol, 371, 215-220.

Brierley, H. L. and Potter, S. S., Distinct characteristics of loop sequences of two Drosoptila
- foldback transposable clements, Nucl Acids Res. 1985, 13, 485-500.

Brown T, A., Lali FAX. Bios Scientific Publishers, 1991, Blackwell Scientific Publications.

Bryan, G., Garza, D, and Hartl, D. L., Insertion and excision of the transposable element mariner
in Drosophila, Genetics, 1990, 125, 103-114,

Calos, M. P, and Miller, J, H., Transposable elements, Cell, 1980, 20, 579-595.
Calvi, B. R, Hong, T. J., Findley, S. D, and Gelbart, W., Evidence for a common rcvolutiohary
origin inverted repeat transposons in Drosophila and plants: hobo, Activitor and Tam3. Cell, 1991,

66(3), 465-471.

Capy, P., David, J. R. and Hartl, D. L., Evolution of the transposable element mariner in the
Drosophila melanogaster species group, Genetica. 1992; 86: 37-46.

Chalmers, R, M. and Kleckne, N., Tn10/1S10 transposase purification, activation, and in vitro
reaction, J, Biol Chem, 1994, 269(11), 8029-8035.

Coupland, G., Baker, B., Schell, J. and Starlinger, P., Characterization of the maize transposable
clement Ac by internal deletions, EMBO J. 1988, 7, 3653-3659.

Craig, N. L., Tn7: a target site-specific transposon, Mol Microbiol, 1991, 5(1), 2569-2573.

Danies, S. B., Chovnick, A. and Boussy, I. A., Distribution of habo transposabile elements in the
genus Drosophila. Mol Biol Evol, 1990, 7, 589-606. '

44



Dongmei D, L., Malka, H, K., John. L. J. and Eickbush, T. I, Recerse transcription of R2Bm
RNA is primed by a nick at the chromosomal target site: a mechanism for non-LTR retrotransposition,
Cell, 1993, 72, 595-605.

Eibel, H. and Philippsen, P., Preferential integration of yeast wransposable element Ty into a
promoter region, Nature, 1984, 307, 386-388.

Eichinger, D. J. and Bocke, J. D., A specific terminal structure is required for Tyl transposition,
~ Gene Dev. 1990, 4, 324-330.

Elder, R, T., Loh, E. Y. and Davis, R. W. RNA from the yeast transposable clement Ty has both
ends in the direct repeats, a structure similar to retrovirous RNA, Proc Natl Acaid Sci USA. 1983,
80, 2432-2430.

Engels, W. R, and Preston, C. R, Formation of chromosome rearrangements by P factors in
Drosophila. Genetics. 1984, 107, 657-678,

Evans, J. P. and Palmiter, R. D., Retrotransposition of a mouse L1 element. Proc Natl Acad Sci
USA. 1991, 88, 8792-8795.

Fedoroff, N., About maize transposable elements and development, Celt, 1989, 56. 181-191.

Fedoroff, N., Wessler, S. and Shure, M., Isolation of the transposable maize controlling elements
Ac and Ds. Cell. 1983, 35, 235-242,

Fernandez, J. G., Marfany G., Baguna, J. and Salo E, Infiltration of mariner elements, Nature,
1993, 364: 109,

Fink, G, Farnbnugh. P., Roeder, G. and Chaleff, D. Transposable elements (Ty) in yeast. Cold
Spring Harbor Symp Quant Biol, 1980, 445, 575-580.

Finnegan, 1D, J., Transposable element and DNA teansposition in eukaryotes, Curr Biol. 1990,
2:471-471.

Finnegan, D. J., Eukaryoti¢ transposable clements and genome evolution, Trends Genet. 1989, 5.
103-107.

fmol™ DNA sequencing System, Promega Corporation.

45



French N. 8. and Norton 1. D., Analysis of retrotransposon families in genamic DNA by two-
dimensianal restriction mapping: detection of VL30 insertions in mouse thymie lymphoma, Biochim
Biophys Acta, 1994, 1219(2):484-92,

Furano, A. V., Rohb, S. M. and Rohb, F. T., The structure of the regulatory region of the rat L1
(LIRn, long interspersed repeated) DNA faily of transposable elements, Nucl Acids Res. 1988,
16.9215-9231.

Garcia J. F.,, Marfany, G., Baguiia, J. and Salo, E., Infiltrition of mariner clements, Nature, 1993,
364, 109-110,

Garza, D., Medhora, M., Koga, A. and Hartl, D. L., Introduction of the transposable elenwent
mariner into the germline of Drosophila melanogaster. Genelics, 1994, 128, 303-310

Goft, 8. P., Genetics of retroviral integration, Annu Rev Genet, 1992, 26, 527-544,

Hakim, 1., Amariglio N., Grossman Z., Simoni-Brok F., Ohno 8. and Rechavi G., The genome of
the THE I human transposable repetitive elements is composed of a basic motif lomologous to an
ancestral immunoglobulin gene sequence, Proc Natl Acad Sci USA, 1994, 91(17):7967-7969.

Hardeman K. J. and Chandler V. L., Two maize genes are each targeted predominantly by distinct
classes of Mu clements, Genetics, 1993, 135(4), 1141-1150.

Hartley J. L. and Gregory T. J. Cloning multiple copies of a DNA secgment, Gene, 1981, 13,
347-350.

Hebl, R., Nacken, W, K. F., Krause, A., Sacdler, H. and Sommer, H., Structural analysis of
Tam3, a transposable element from Antirrhinum majus, reveals homologices to the Ac element
from maize. Plant Mol Biol, 1991, 16, 369-371.

Hiroaki, I., Hiroshi N. and Hirofo O., High Efficicncy transformation of Eschrichia coli with
plasmids, Gene, 1990, 96, 23-28,

Hirsch, H. H., Nair, A. P. and Moroni, C., Suppressible and nonsuppressible autocrine mast cell
tumors are distinguished by insertion of an endogenous retroviral element (FAP) into the interleukin
3 gene, J Exp Med, 1993, 178(2):403-11.

Ivanov, V. A., Melnikov, A. A., Siunov, A. V., Fodor, I L and Hyin, Y. V. Anthentic reserse

transcriptase is coded by jackey, a mobile Drasophita element related 10 mammaliam LINES,
EMBO J. 1991, 10. 2489-2495.

46



Jacobson, J. W., Medhora, M. M. and Hartl, D, L., Molecular stracture of a somatically unstable
transposable element in Drosophila. Proc Natl Acad Sci USA, 1986, 83, 8684-8688.

Jakubezak, J. L., Xiong, Y. and Eickbush, T. H. Tyge | (R1) and type 1T (R2) ribosomal DNA
insertions of Drosophila melangaster are retrotransposable clelements closely related o thoses of
Bombyx mori. ] Mol Biol, 1990, 212, 37-52,

Jakubezak, 1. L., Burke, W. D, and Eickbush, T. H., Retrotransposable elements R1 and R2
interrupt the rRNA genes of most insects. Proc Natt Acad Sci USA. 1991, 88. 3295-3299.

Jeyaprakash A. and Hoy, M. A, Complete sequence of a mariner transposable element from the
predatory mite Metaseiulus occidentalis isolated by an inverse PCR appaoach, Insect Mol Biol. 1995,
4(1): 31-39.

Jin Y. K. and Bennetzen J. L., Integration and nonrandom mutation of a plasma membrane
proton ATPase gene fragment within the Bsl retroclement of maize. Plant Cell, 1994, 6(8):1177-

1186.

Karess, R. E. and Rubin, G. M., Analysis of P element functions in Drosaphila. Cell. 1984, 38,
135-146.

Kaufman, P. D. and Rio, D. C,, P clement transposition in vitro proceeds by a cut-and-paste
mechanism and uses GTP as a cofactor, Cell, 1992, 69, 27-31.

Kimmel, B. E., Ole-MoiYai, O. K. and Young, J. R., Ingi, a 5.2kb dispersed sequence element
from Trypanosoma brucei that carries half a smaller mohile clement at their end, has homology
with mammalian LINEs. Mol Cell Biol, 1987, 7, 1465-1475.

Kleckner, N. Transposable elemnts in procaryotes, Cell, 1977, 11, 713-721.

Kleckner, N. Transposable elements in prokaryotes, Ann Rev Genet. 1981, 15, 341-404.

Kunze, R., Stochaj, U., Laufs, J, and Stardinger, P., Transcription of transposable clement Activator
(Ac) of Zea mays L. EMBO J. 1987, 6, 1555-1563.

Kumar, A. and Rai, K. S., Intraspecific variation in nuclear DNA content among world populations
of a mosquito, Aedes albopictus (Skuse). Theoretical and Applied Geuetics, 1990, 79: 748-752.

Lidholm, D. A.,Gudmundsson, G. H. and Boman, G. H.,, A highly repetitive, mariner-like element
in the genome of Hyalophora cecropia, J Biol Chem, 1991, 266,11518-11521.

47



Lidhotm, D. A., Lohe, A, R. and Hart, D. L., The transposable element mariner mediates germline
transtarmation in Drosophila melanogaster, Genetics, 1993, 134, 859-868.

Macda, N. and Swithies, O., The evolution of multiigene familics: human haptoglobin genes.
Annu Rev Genet. 1986, 20, 81-108.

Margaret, M. S., Hudson, S. J., Everson, B. and Morgan, P. G., Identification of a mariner-like
repetitive sequence in C. elegans, Nucl Acids Res, 1994, 22(9), 1719-1723

Maruyama, K. and Hartl, D. L., Evidence for interspecific transfer of the transposable element
mariner between Drosophila and Zaprionus, J Mol Evol, 1991, 33, 514-524.

Maruyama, K. and Hartl, D. L. Evolution of the transposable element mariner in Drosophila
species, Genetics, 1991, 128, 319-329.

McCarrey, J. R. and Thomas, K., Human testis-specific PGK gene lacks introns and possesses
characteristics of a processed gene. Nawre, 1987, 326, 501-505.

McPherson M. J., Quirke P. and Taylor.'G. R., PCR a practical approach, The practical approach
series, IRL Press, 1992,

Medhora, M. M., MacPeck, A. H. and Hartl, D. L. Excision of the Drosophila transposable
clement mariner, identification and characterization of the Mos factor, EMBO J, 1988, 7, 2185-2189.

Medhora, M. M., Maruyama, K. and Hartl, D, L., Molecular and lunctional analysis of the
mariner mutator element Mos! in Drosophila. Genetics, 1991, 128,311-318,

Minchiotti, G, and Di Nocera, P. P., Coﬁvergcn! transcription initiates from oppositely oriented
promoters within the 5* end region of Drosophila melanogaster F clements, Mol Cell Biol, 1991,
11, 5171-5180.

Mizsokhi, L. J., Georgicva, S. G. and liyin, Y. V., jockey, a mobile Drosophila element similar to
mammalima LINEs, is transcribed from the internal promoter by RNA polymerase 11, Cell, 1988,
54, 685-691. ‘

Mizuuchi, K., Transpositional recombination: Mechanistic insights from studics of Mu and other
elements, Annu Rev Biochem. 1992, 61, 1011-1051.

Mizuuchi, M. Baker, T. A. and Mizuuchi, K., Assembly of the nctive form of the transposase-Mu
DNA complex: A critical control point in Mu transpaosition, Cell, 1992, 70, 303-311,

48



Mount, S. M. and Rubin, G. M. Complete nucleotide sequence of the Drosophila transposable
clement copia: homology between copia and retrovial proteins. Mol Cell Bial, {985, 5, 1630-1638.

Muller-Neumann, M., Yoder, J. L. and Starlinger, P. The DNA sequence of the transposable
clement Ac of Zea mays L. Mol Gen Genet. 1984, 198, 19-24.

Nancy L. Craig. Unity in transposition reactions, Science, 1995, 270, 253-254.

NEW random primer extension labeling system, NEP-103, Biotechnology Systems NEW Research
Products, DU PONT.

O'Hare, K. and Rubin, G. M. Structures of P transposable clements and their sites of insertion and
excision in the Drosophila melanogaster genome. Cell, 1983, 34, 25-35.

Oosumi, T. and W. R. Belknap, and B, Garlick, Mariner transposons in humans, Nature, 1995,
378, 672.

Pelisson, A., Finnegan, D. J, and Bucheton, A. Evidence for retrotransposition of the I factor, a
LINE element of Drosophila melanogaster, Proc Natt Acad Sci USA. 1991, 88, 4907-4910.

Plasmid SELECT-250%, 5 Prime-> 3 Prime, Inc.
Presnall, J. K. and Hoy, M. A., Stable genetic transformation of a beneficial anthropod, Meraseiulus

occidentalls (Acan: Phiytoselldac), by a microinjection technigue. Proc Natt Acad Sci USA, 1992,
89, 7732-7736.

Rai, K. S., Pashiey, D. P. and Munstermann, L. E., Genetics of Speciation in Aedine mosquitos,
In: Recent Developments in the Genetics of Insect Discase Vectors (W. M. Steiner, W. J. Tabachnick,

K. S. Rai and S. Narang. editors) Stipes Publishing Co., 1982, 84-129.

Rao, P.N. and Rai, K. S., Inter and intraspecific variation in nuclear DNA contents in Aedes
mosquitos. Heredity, 1987, 59: 253-258.

Rao P.N. and Rai, K. S., Comparative Rnryotypcs and cliromosomal evolution in some genera of
Nematocerous (Diplera; Nematocera) families. Ann Entomol Soc Amer, 1987, 80: 321-332,

Rio, D. C,, Laski, F. A. and Rubin, G, M, Identification and immunochemical analysis of biologically
active Drosophila P element transposase. Cell, 1986, 44, 21-32.

o ESTA TE




Robertson, H. M. The mariner transposahle clement is widespread in insects. Nature, 1993, 362,
241-245.

Robertson, H. M. and Macleod E. G. Five major subfamilies of mariner transposable clements in
insects, including the Mediterranean fruit fly and related arthropods. Insect Mol Biol, 1993, 2(3),125-
139.

Robertson, H. M., Lampe, D.J. and Macleod, F.G., A meriner transposable element from a
lacewing, Nucl Acids Res, 1992, 20, 6409-6414,

Roeder, G. S. and Fink, G. R. in Mobile genetic elements (Shapiro, J., ed), Academic press, 1983,
299-328.

Rosenzweig, B., Lizo. L. W. and Hirsh, D., Sequence of the C. elegans transposable element
Tel. Nucl Acids Res. 1983, 11, 4201-4209.

Ruan, K., and Emmons, S. W., Precise and imprecise somatic excision of the transposon Tel in
the nematode C. elegans. Nucl Acads Res. 1987, 15, 6875-6881.

Rubin, G M. and Spradling, A. C., Genetic transformation of Drosophila with transposable
clement vectors. Science, 1982, 218, 348-353.

Rubin, G. M, and Spradling, A. C. Vectors for P element mediated gene transter in Drosophila.
Nucl Acids Res. 1981, 11, 6341-6351.

Rubin, G. M., Kidwell, M. G. and Ringhamn, P. M., The molecular basis ot P-M hybrid dysgenesis:
the nature ot induced mutations. Cell, 1982, 29, 987-994.

Saiki, R. K, Gelfand, D, H,, Stoffel, S., Scharf, S. J. and Higuchi, R., Primer-directed enzymatic
amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science, 1988, 239, 487-491.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd
edition (Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press), 1989.

Sanger, F., Nicklen, S. and Coulson, A. R., DNA sequencing with chain-terminating inhibitors.
Proc Natl Acad Sci USA, 1977, 74, 5463-5468.

Schukkink, R. F. and Plasterk, R, H. A., TcA, the putative transposase of the C. elegans Tcl
transposon, has an N-terminal DNA binding domain. Nucl Acids Res. 1990, 18, 895-900.

50



Schwarz, 8. Z., Leclercq, L., Gobel, E. and Saedler, H., Cind, an insert altering the structure of the
Al gene in Zea mays, exhibits propertics of non-viral retrotransposons. EMBO J. 1987, 6,
3873-3880.

Sedensky, M. M., Hudson, 8. J., Everson, B. and Morgan, P. G., Identification of’ a mariner-like
repetitive sequence in C. elegans, Nucl Acids Res. 1994, 22, 1719-1723.

Shiba, T. and Saigo, K., Retrovious-like particles containing RNA homalogous to the transposable
ctement copia in Drosophila melanogaster, Nature, 1983, 302, 119-124,

Sommer, H., Carpenter, R., Harrison, B. )., and Seadler, H., The transposable element Tam3 of
Antirvhinwm majus generates a novel type of sequence alteration upon excision. Mol Gen Genet
1985, 199, 225-231. :

Southern, E., Detection of specific sequences among DNA fragments seperated by gel
clectrophoresis, § Mol Biol, 1975, 98, 503-508.

Spradling, A. C. and Rubin, G. M., Transposition of cloned P elements into Drosophila germ line
chromosomes. Science, 1982, 218, 347,

Streck, R. D., MacGalley, J. E. and Beckendorf, S. K. The structure of hoho transposable
clements and their insertion sites, EMBO J. 1986, 5, 3615-3623.

Suan M. Paskewitz and Frank H. Collins, Site-specific ribosomal DNA insertion elements in A.
gambiae and A. arabiensis: nucleotide sequence of gene-clement boundaries. Nucl Acids Res.

1989, 17, 8125-8133.

Truett, M. A, Jones, R. S, and Potter, S. S., Unusual structure of the FB family of trnsposable
clements in Drosophila. Cell, 1981, 24, 753-763.

Van Luenen, H. G., Colloms S. D. and Plasterk, R., H., The mechanism of transposition of Tc3 in
C. elegans. Cell, 1994, 79, 293-301,

Vicki M., Jonathan, O., Carlson, B. R. M. and Barry, J. B., Microinjection of DNA into Aedes
triseriatus ova and detection of integration. Am J Trop Med Hyg, 1988, 39(5), 502-510.

Vos, J. C. and Plasterk, R., Tcl transposase of Ceanorhabditis elegans is an endonuclease with a
bipartite DNA binding domain, EMBO J, 1994, 13, 6125-6132.

51



Warren, A, M. and J. M. Crampton. Mariner: its prospects as a DNA vector for the genctic
manipulation of medically important insccts, Parasitologgy Today, 1994, 10(2), 58-63.

d ™.

Wizard ™ Maxipreps DNA Purification System, No.139, Promega,

World Health Organization, Prospects for malaria control by genetic manipulation of its vectors.
TDR/BCV/MAL-ENT/1.3. WHO., Geneva, 1991,

Xiong, Y. and Eickbush, T. H., Origin and evalution of retroclements based upon their reverse
transcriptase sequences, EMBO J. 1990, 9: 3353-3362.

Xiong, Y. and Eickbush, T, H., The site specific ribosomal DNA insertion element R1Bm
belongs to a class of non-Jong-terminal repeat rerotransposons, Mot Cell Biol, 1988, 8, 114-123,

Zheng, L., Collins, F. H., Kumar, V. and Kafatos, F. C., A detailed genetic map for the X
chromosome of the malaria vector A. gambiae. Science, 1993, 261, 605-608.

52



	Portada 
	Índice Temático
	Resumen
	Introducción 
	Objetivos 
	Material y Métodos 
	Resultados 
	Discusión 
	Conclusiones 
	Referencias 



