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TRIATOMINOS Y ENFERMEDAD DE CHAGAS

Los triatominos son insectos hematdéfagos pertenecientes a la subfamilia Triatominae
(Hemiptera — Reduviidae). En Sudamérica son comunmente conocidos como “vinchucas”,
que en el idioma Quechua significa “el que se deja caer”, quizas por la forma en que estos
insectos caen desde el techo sobre sus victimas.

Estos insectos revisten importancia médica por ser vectores del parasito Trypanosoma cruzi
(Fig. 1), agente etioldgico de la Enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana. Esta
enfermedad es exclusiva del continente americano, donde se encuentran infectadas
aproximadamente 10 millones de personas y 60 millones en riesgo de infeccion (Schofield et
al., 2006). En general, la fase inicial es asintomatica, aunque puede manifestarse edema en
los parpados (signo de Romana) y/o chagomas (tumoraciones subcutaneas). En la fase
cronica, pueden observarse cardiomiopatias y megasindromes, tales como megaesofago y
megacolon (PAHO 1994).
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Fig. 1 — Ciclo vital de Trypanosoma cruzi. En color azul se muestra el ciclo en humanos: un insecto
infectado defeca cerca del sitio de la picadura (1). Sus heces contienen la forma tripomastigota
metaciclica (infecciosa) (2), que ingresa a través de heridas o membranas mucosas, infecta células
cercanas y se diferencia en la forma amastigota intracelular (replicativa en vertebrados) (3). Esta se
multiplica y se diferencia en la forma tripomastigota sanguinea, que se libera a la sangre por la lisis de
las células infectadas e infecta a mas células (4). En color rojo se muestra el ciclo en triatominos: un
insecto no infectado pica a un vertebrado infectado, ingiere a la forma tripomastigota sanguinea (5), la
cual se diferencia en el intestino medio en la forma epimastigota (replicativa en el vector) (6). Esta se
multiplica (7) y se diferencia en tripomastigota metaciclica (8) que migrara al intestino posterior para
ser excretado cuando el triatomino ahora infectado, pique a otro vertebrado (1).

Ocasionalmente la transmision puede darse a través de alimentos contaminados,
transfusiones de sangre y transplante de érganos provenientes de individuos infectados, o
por infeccion congénita cuando la madre es portadora.



Taxonomia y ecologia de triatominos

Actualmente, se identifican 140 especies de triatominos, clasificadas en 5 tribus y 15
géneros (Lent y Wygodzinky 1979; Schofield y Galvao 2009) (Tabla 1). Todas son capaces
de transmitir al Trypanosoma cruzi, pero solo aquellas especies que se han adaptado para
vivir en contacto cercano con los humanos, son epidemiolégicamente importantes. Algunos
triatominos viven en habitats domésticos, dentro de las casas (intradomicilio) o en los
alrededores (peridomicilio); pero la mayoria lo hace en habitats silvestres (palmeras, rocas,
cavernas, cascara de arboles). Algunas especies pueden vivir en los dos ambientes,
alternando entre ellos segun las condiciones sean mas favorables.

Tabla 1 — Clasificacion de los Triatominae

Tribu Género Numero de especies
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Control de Chagas y control de triatominos

Debido a que aun no se han desarrollado vacunas contra Trypanosoma cruzi ni tratamiento
eficaz para la fase crénica de la infeccidn, el control de la enfermedad se basa en la
erradicacion del vector mediante el uso de insecticidas residuales. Este tratamiento es
efectivo en paises donde los triatominos son exclusivamente domésticos, ya que no pueden
infestar ambientes silvestres, pero no es efectivo en paises donde pueden refugiarse en
habitats silvestres y recolonizar después los domésticos.

Por este motivo es importante conocer los nichos de los triatominos (domésticos o
silvestres), su distribucién geogréfica, sus capacidades de dispersion y recolonizacion, y por
ende, su relevancia como vectores de la enfermedad (Carcavallo et al, 1998).
Tradicionalmente se utiliza la sistematica y genética poblacional para estudiar la biologia de
estos insectos, pero la rapida evolucién de caracteres tales como el tamafio y el color, y la
existencia de especies cripticas (especies extremadamente similares en morfologia,
fisiologia y comportamiento, pero reproductivamente aisladas entre si), dificultan la
clasificaciéon y andlisis de los triatominos. Es aqui donde la citogenética y biologia molecular
contribuyen a su estudio, aportando conocimiento sobre su taxonomia, ecologia, evolucion
y capacidad adaptativa.



Variabilidad genémica en triatominos

El numero de cromosomas en los triatominos es poco variable (Pérez et al., 2002). La
mayoria de los triatominos posee el mismo numero de cromosomas autosémicos (20),
aunque puede variar el nuUmero de cromosomas sexuales. A pesar de la conservacion del
complemento cromosémico, la técnica de bandeo C revela distintos patrones de bandas
entre especies, lo que indica una enorme variabilidad en la cantidad, localizacion y tamafio
de la heterocromatina constitutiva en los triatominos. La cantidad de heterocromatina varia
entre 0 y 45% del total del complemento autosémico (Panzera et al., 1995; 1998), mientras
que los bloques heterocromaticos pueden ser pequefios, como en especies de Rhodnius, o
grandes, como en una especie de Triatoma (Panzera et al., 2010). Generalmente se
localizan en los teldmeros, pero pueden observarse bandas intersticiales (Panzera et al.,
1992; 1997).

Por otro lado, mediante citometria de flujo, se encontraron variaciones en el contenido total
de DNA haploide, que se correlaciona positivamente con la cantidad de heterocromatina
(Panzera et al., 1995). El tamafio del genoma puede variar ampliamente: 0.7 pg en especies
de Rhodnius, 1.4 pg en Panstrongylus, y dentro del género Triatoma, desde 0.8 hasta 2.9 pg
(Panzera et al., 2004; 2006; 2007; Bargues et al., 2006).

Estas variaciones no ocurren Unicamente entre especies poco relacionadas, sino que
también se observan entre grupos de especies (complejos y subcomplejos) que comparten
un ancestro comun (grupo monofilético). Uno de los ejemplos mas notorios lo constituye el
subcomplejo Infestans, integrado por Triatoma infestans, T. delpontei y T. platensis. Estas
especies estan muy emparentadas, pero difieren muchisimo en su cantidad de DNA y
patrones heterocromaticos (Panzera et al., 1995).

La especie Triatoma infestans, el vector mas importante de Sudamérica, presenta incluso un
interesante polimorfismo en las bandas C de distintas poblaciones, asociado a la variaciéon
en su tamafno gendémico (Panzera et al., 2004). La poblacion “no Andina”, localizada en
Argentina, Paraguay, Brasil, Uruguay y Chaco Boliviano (Fig. 2a), es exclusivamente
domeéstica. La poblacion “Andina”, localizada en las regiones andinas de Bolivia y Peru (Fig.
2A), puede ser doméstica o silvestre, y presenta 50% mas de heterocromatina y 35% mas
de DNA total que la poblacidon “no Andina” (Panzera et al., 2004). También se observaron
diferencias en la localizacién y tamafio de bloques heterocroméaticos (Fig. 2B) (Panzera et
al., 2010). Estudios basados en marcadores mitocondriales y nucleares también sustentan
esta division (Monteiro et al., 1999; Bargues et al., 2006; Piccinali et al., 2009).
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Fig. 2 — Poblaciones “Andina” y “no Andina” de Triatoma infestans. A: localizacion
geografica de ambas poblaciones (modificado de (Panzera et al., 2004). B: variaciones
en la cantidad de bloques heterocrométicos: imagen superior, poblaciéon “no Andina”
(bloques en algunos cromosomas), imagen inferior, poblacion “Andina” (bloques en la
mayoria) (de Panzera et al., 2010).

Estas variaciones gendmicas podrian estar asociadas con la capacidad de Triatoma
infestans de adaptarse a nuevas condiciones ambientales. La menor cantidad o pérdida de
DNA/heterocromatina en la poblacion “no Andina” puede relacionarse con su rapida
expansion geografica y adaptacion a ambientes domésticos, pero también con su
aparentemente incapacidad de reinfestar ambientes silvestres (Panzera et al., 2004).



TRIATOMINOS Y ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Las diferencias en la cantidad de DNA y en los patrones de heterocromatina entre
poblaciones de una misma especie, o entre especies evolutivamente cercanas,
generalmente se deben a diferencias en la frecuencia y tipo de secuencias repetidas
(Gregory 2005). Entre estas secuencias repetidas, se encuentran los elementos
transponibles (Ets), secuencias repetidas dispersas que tienen la capacidad de cambiar su
localizacién en el genoma de sus huéspedes. Su movilizacién suele tener importantes
consecuencias para el huésped: cambios en la expresion génica; reordenamientos
cromosomicos; generacion de nuevos genes y funciones. También pueden intervenir en la
evoluciéon de las especies al actuar como mecanismos de aislamiento reproductivo y
adaptacion (Mackay 1989; Capy 1998).

Existen diversos trabajos sobre el papel de los Ets en la formacion de la heterocromatina.
Dorer y Henikoff (1994) y Fanti y colaboradores (1998) demostraron que el silenciamiento de
genes puede ser inducido por Ets. Dimitri y colaboradores (1997) y Dimitri y Junakovic
(1999) evidenciaron que los Ets contribuyeron a cambios en la cantidad y distribucion de la
heterocromatina. Steinemann y Steinemann (2005) sugirieron que, durante la evolucion del
cromosoma Y, la acumulacion de Ets (especialmente retroelementos) remodeld la estructura
de la eucromatina del cromosoma ancestral para convertirla en heterocromatina.

Estudios realizados hasta ahora sugieren que la variacion en heterocromatina podria
deberse, al menos en parte, a la amplificacion o actividad diferencial de Ets. En base a esto,
se comenzo el estudio de los Ets en los triatominos con el objetivo de relacionar la variacion
citogenética con cambios en secuencias especificas del genoma de estas especies. Los
estudios se centraron en retroelementos LTR, pues son muy dispersos entre los distintos
organismos.

Retroelementos LTR

Los retroelementos LTR son una clase de Ets, que utilizan un intermediario RNA para
movilizarse dentro del genoma. Se caracterizan por poseen repetidos terminales directos en
sus extremos o LTRs (Long Terminal Repeats), que flanquean dos o tres marcos de lectura
abierto u ORFs (Open Reading Frames) (Fig. 3).
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Fig. 3 — Organizacion general de un Retroelemento LTR.

Ambos LTRs contienen todos los elementos regulatorios en cis requeridos para la
transcripcién y poliadenilacién: el LTR 5 contiene un promotor (TATA box) que inicia la
transcripcion del retroelemento, y el LTR 3’ posee la sefal de poliadenilacion AAUAAA. Rio
abajo del LTR 5’ se encuentra el sitio de union al cebador o PBS (Primer Binding Site), y rio
arriba del 3', el tracto polipurinico o PPT (Poly Purinic Tract) (Morgante et al., 2002).



Los retroelementos LTR poseen dos o tres ORFs: Gag, Pol, y eventualmente, Env, que
codifican las proteinas necesarias para la movilizacion del retroelemento (Fig. 4). El ORF
Gag codifica proteinas estructurales: la proteina de matriz (MA), capside (CP) y
nucleocapside (NC). EI ORF Pol codifica proteinas para la transposicion: proteasa (PR),
retrotranscriptasa (RT), RNAsa H (RNH) e integrasa (IN). EIl ORF Env codifica una
glicoproteina de envoltura que, en una infeccién de un retrovirus de vertebrados, permitiria
la entrada a la célula.
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Fig. 4 - El retroelemento LTR es transcripto en mRNA que codifica todas las proteinas
requeridas para su transposicion (estructurales y de replicacion). Posteriormente se
forma una particula tipo virus que contiene al mRNA, y dentro de la cual, sucede la
retrotranscripcion en cDNA. Este se dirige hacia el nucleo y se inserta en el genoma
celular (modificado de Havecker et al., 2004).

El retroelemento LTR es transcrito por la RNA polimerasa Il DNA dependiente celular, que
reconoce el TATA box localizado en el LTR 5'. El gen Gag se expresa mediante un mRNA
monocistrénico, mientras que el gen Pol requiere un mRNA policistréonico que incluye la
secuencia codificante de Gag, a través de la supresion del coddn de terminacién o por
desplazamiento ribosémico. EI mRNA Env es monocistronico, y se forma por la remocién de
las regiones codificantes de Gag y Pol del transcripto primario.

Las poliproteinas Gag y Gag — Pol se autoensamblan en el citoplasma para formar
particulas tipo virus o VLPs (Virus-Like Particles), que no brotan (tal vez por la ausencia de
una senal en el dominio matriz) (Ribet et al., 2007). Posteriormente las poliproteinas Gag y
Gag — Pol son clivadas en sus proteinas individuales funcionales por la proteasa. En
aquellos retroelementos LTR que expresan la proteina Env, ésta es procesada por enzimas
celulares y expuesta en la superficie de la membrana plasmatica.

Dentro de la particula ensamblada, el mRNA es retrotranscripto a cDNA por la
retrotranscriptasa (Mellor et al., 1985), que utiliza como cebador a un tRNA celular. Luego, la
accion de la RNAsa H permite la transferencia del DNA recién sintetizado a otro molde RNA
para que se complete la sintesis de la hebra negativa, y genera los cebadores para la
sintesis de la hebra positiva. Finalmente, se obtiene un cDNA doble hebra.

El cDNA generado en la retrotranscripcion se encuentra dentro un complejo de
preintegracion derivado de la VLP. La entrada al nucleo puede requerir la ruptura de la
membrana nuclear durante la mitosis, o una sefal de localizacion nuclear en el complejo de
preintegracién durante la interfase (Moore et al., 1998). En genomas compactos como el de
levadura, la insercion parece ser sitio — especifica (Sandmeyer et al., 1990; Voytas y Boeke
1993; Kinsey y Sandmeyer 1995; Zou et al.,, 1996), mientras que en genomas con mayor
proporcion de secuencias intragénicas (Drosophila, mamiferos), la insercion seria azarosa
(Labrador y Corces 1997).



Los retroelementos LTR pueden agruparse en tres familias en base a la similitud de la
secuencia nucleotidica del dominio retrotranscriptasa: Ty1/Copia, Ty3/Gypsy y Bel/Pao.
Estas familias contienen a los retrotransposones LTR y a los retrovirus enddégenos de
invertebrados. También se pueden encontrar diferencias en el orden del ORF Pol: en
Ty1/Copia el orden es PR — IN — RT — RNH, mientras que en Ty3/Gypsy y Bel/Pao es PR —
RT — RNH — IN (Fig. 5).

Ty3/Gypsy - R U5 ﬁ CP NC - RT RNH 1IN ENY - R U5
Ty1fCopia - R U5 - CP NC - IN [RT RNH ENY - R U5
Bel/Pao - R U5 - CP NC - RT RNH 1IN ENY - R U5

Fig. 5 — Estructura de las familias de retroelementos LTR. Las tres familias pueden
contener el ORF Env, alteraciones en el orden del ORF Pol, y en el caso de Ty3/Gypsy,
algunos elementos pueden no contener el dominio matriz dentro del ORF Gag.

Existen nuevos elementos transponibles que no pueden clasificarse con los criterios
actuales. Por ejemplo, el retrotransposén Gmr1 del pez Gadus morhua, seria miembro de la
familia Ty3/Gypsy por la similitud de la secuencia de su retrotranscriptasa, pero el orden de
los dominios del ORF Pol corresponde al de la familia Ty1/Copia (Butler et al., 2001).

Retroelementos en triatominos

Para comenzar el estudio de retroelementos LTR en triatominos, se selecciono la especie
Triatoma infestans, porque exhibe el polimorfismo mas importante en cantidad y localizacion
de bloques heterocromaticos (Panzera et al., 1992; 2004; 2010).

El estudio se basé en el gen de la enzima retrotranscriptasa, porque se encuentra en una
amplia variedad de Ets: retrotransposones LTR y no LTR, intrones del grupo Il, virus RNA
hebra positiva, hepadnavirus, caulimovirus y Retroviridae. Aunque la secuencia nucleotidica
del gen no es muy conservada entre los diversos Ets, la enzima posee la tasa relativa mas
baja de cambio (McClure 1991) y una gran conservacion aminoacidica propiciada por la
degeneracion del codigo genético, indicando una alta conservacion funcional. Se han
identificado siete regiones aminoacidicas conservadas, que estarian involucradas en la
actividad enzimatica, e incluso se corresponderian con los centros cataliticos (Xiong vy
Eickbush 1990) (Fig. 6). Probablemente sea una proteina muy antigua, de cuya secuencia
ancestral habrian derivado la mayoria de las actuales.
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Fig. 6 — Alineamiento multiple de los dominios conservados de la retrotranscriptasa de
los prototipos de cada una de las familias de retroelementos LTR. Residuos
aminoacidicos idénticos y similares quimicamente estan sombreados en negro y en gris
respectivamente. Los numeros entre los bloques corresponden al numero de
aminoacidos variables.

Mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR (Polymerase Chain
Reaction), se amplificaron los primeros cinco dominios conservados de la retrotranscriptasa,
en individuos de Triatoma infestans. Se utilizaron cebadores degenerados, disefiados en
base a las secuencias aminoacidicas de motivos localizados en los extremos amino y
carboxi terminal (Flavell et al., 1992).

El producto de PCR fue clonado y secuenciado. Posee un tamano adecuado de 577 pb y su
traduccién conceptual permitié identificar un ORF intacto. Mediante analisis filogenéticos de
la secuencia aminoacidica de la retrotranscriptasa se determind que el retroelemento en
cuestién pertenece a la familia Pao/BEL de los retroelementos LTR. Posteriormente en la
Seccion se disenaron cebadores especificos para la especie Triatoma infestans que fueron
utilizados en este trabajo (Fig. 7). Este elemento transponible, representa el primer
retrotransposén LTR identificado en triatominos, y fue designado como Triato1 (Rose 2003).
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Triatol ACCGCGTTCCTGCACGGGCCTCACTAAATAATTTIGGAGCGCCGGTTACGGAGTAAACCCACACTTCATACAGAATATICTAAATTTATGCAGGAATA
Frame 3 E v B A R A 8 L N g L E R R L R g K P T L H T E 2 8 K F M Q E ¥

Cebador eSpecico )

Triatoel CCTACGGTTGAACCATATGACTGCAGGCIGACACTTICGTIGGACTACATTATICCTCATCGTGTGGETGACCAAGGGCCCCTICCGACICCGCICGTGTIC
Frame 3 L R L H T E A D T E; v D ¥ T H R VN T K €} P g D 8 v

Triato1 CEAGTGETGTTCAACGCCTCCGCCAAGGACATTAATTATCTGTCACTCAACGACCGCCTACTACCTGGCCCAAAGCTCCAGCGCGACATTTGTTICGA
Frame 3 R v v F N A £ A K D i N ¥ L s L N D R L L P = P K L Q iz G 3 C: 5
Triato1 TACTACTCTCTTTTAGCCTTAACCCTATTECCCTCACCECGCTGACATTGCGAAARARATETACCGCCA sTTCTTATACGCCCGECAAGACCGATETCACCA
Frame3 T L L s F R L N P I A L L A D E K M b R Q v L E R P Q D R C H Q
Triato1 SCACATTATGTGTCGCCCCGACCCCAAAGGCGAGGTCAAGGAAATCGGAATTAAATACCGTAACATATGGC TTAACGCCATCCGCCTTTTTGGCCCAA
Frame 3 H z M = R P D P K G E v K E M E L N T v T Y G L T P 8 A F L A Q
Triato1 CGCGTTTTGTTACAGCTCGTTCAAGACCATGGGGGAACGTACCCCTTAGCTTTCAATGCCAT TAAAACATGCACCTACGTCGACGATATGCT

Frame 3 R v L L Q L v Q D H G = T Y B L A F N A I K Y (s i ¥ A D D M

Fig. 7 — Secuencia nucleotidica parcial de la retrotranscriptasa de Triato1 en Triatoma infestans. En
color azul se muestran los cebadores degenerados que amplificaban una region de 577 pb, y en
color rojo se muestran los cebadores especificos que amplifican una regién de 504 pb. Debajo de
la secuencia nucleotidica se indica la secuencia aminoacidica segun la traduccion conceptual
realizada para el tercer marco de lectura.

Andlisis de hibridizacion de fluorescencia in situ o FISH (Fluorescence in situ Hybridisation)
(datos no publicados) y la deteccion de transcriptos codificantes para el dominio
retrotranscriptasa (Romero et al., 2005), sugieren que Triato1 se localizaria en la
heterocromatina y seria activo. Esto es sustentado por reportes previos de retroelementos
LTR potencialmente activos en la heterocromatina de Drosophila melanogaster,
pertenecientes también a la familia Pao/BEL (Kogan et al., 2003; Marsano et al., 2004).

La caracterizacion de Triato1 en distintas especies y poblaciones de triatominos podria
contribuir a la taxonomia de estos insectos, asi como también al estudio de su evolucion
genomica y especiacion. En este Trabajo Especial Il se continu6é con el trabajo sobre este
retroelemento.
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OBJETIVOS

Objetivo general

= Analizar la presencia y distribucion del elemento transponible Triato? en distintas
especies de triatominos.

Objetivos especificos

= Estudiar la presencia y distribucion de Triato1 en los triatominos, mediante la
amplificacion parcial del dominio retrotranscriptasa con cebadores especificos para
Triatoma infestans.

Confirmar la presencia de Triato1 y observar su localizacion en el genoma de diferentes
especies de triatominos, utilizandolo como sonda en analisis de Southern Blot.

Clonar y secuenciar el dominio retrotranscriptasa de Triato1 en Triatoma rubrovaria, para
Su comparacion con secuencias de otras especies del género Triatoma.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de DNA genémico.

Se extrajo DNA gendmico a partir de musculo de patas de insectos adultos del género
Triatoma (T. infestans, T. brasiliensis, T. carcavalloi, T. delpontei, T. nitida, T. platensis, T.
rubrovaria, T. sordida), Mepraia (M. spinolai y M. gajardoi), y de las especies Panstrongylus
chinai y Rhodnius prolixus. El protocolo utilizado se encuentra en un anexo al final de este
trabajo.

Nota: los individuos de T. infestans pertenecian a poblaciones no andinas.

PCR con primers especificos

El volumen de reaccion fue de 10ul y contenia buffer de reaccién 10x (200 mM Tris Hcl pH
8.4; 500 mM KCI), 5 mM MgCI2, 0.5 mM mix de dNTPs, 0.3 uM de cada primer especifico,
0.5 U Taq polimerasa, y aprox. 10 ng de DNA. Se utilizé un termociclador Perkin EImer 2400.
El producto de PCR tendra un tamafio de 504 pb.

Primer forward (TriatoF): 5° CACGGGCCTCACTAAATA 3'
Primer reverse (TriatoR): 5" CATGGTCTTGAACGAGCT 3'

Las condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacién (94°C — 5"); 35 ciclos (94°C — 30",
48°C — 30", 72°C — 60"); extension final (72°C — 7'). Los productos de amplificacion se
visualizaron en geles de agarosa 0.8%, y se purificaron con el QIAQuick Gel Extraction Kit
(QIAGen), segun las indicaciones del mismo.

Southern Blot

Para el Souther Blot se utilizé6 un procedimiento estandar (Sambrook et al., 1989), el cual se
puede consultar en el anexo.

Se digirieron 3 ug de DNA gendmico de cuatro especies de triatominos (T. infestans, T.
delpontei, T. rubrovaria'y M. spinolai) en dos ensayos de restriccidon: uno con 30u de Pstl (20
minutos, 37°C), y otro con 30u de Pstl (20 minutos a 37°C)+20u de EcoRI (over night, 37°C).

Nota: la secuencia parcial de la retrotranscriptasa de Triato1 no posee sitios de reconocimiento para Pstl y EcoRI.

Las digestiones se sometieron a una electroforesis donde se incluyé un marcador de peso
molecular (Gene Ruler 1Kb DNA ladder, Fermentas) y un producto de PCR de T. infestans
con los cebadores especificos como control positivo.

La sonda marcada con fluoresceina fue sintetizada con el kit Gene Images Random Prime
Labelling Module (Amersham), a partir de un amplicén clonado de la especie Triatoma
platensis. Este amplicon se obtuvo por la escision del inserto de un vector de clonacion, con
la enzima EcoR | (ver antecedentes). La sefal de hibridizacion fue detectada mediante
anticuerpos anti-fluoresceina conjugados con una fosfatasa alcalina del kit Gene Images
CDP-Star Detection Module (Amersham).
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Clonacion

Para clonar Triato? en T. rubrovaria, se utilizé el InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas),
que permite ligar el producto de PCR a un vector de clonacién, y preparar y transformar
bacterias competentes (anexo).

El DNA plasmidico de las colonias blancas, transformadas con el vector recombinante, fue
extraido, cuantificado y confirmado con los cebadores especificos de Triato1.

Secuenciacion

Los DNAs plasmidicos de aquellas colonias que amplificaron un producto del tamafo
esperado, fueron enviadas para su secuenciacion automatica (ATGen) con el primer
pUC/M13 F del vector.

Primer forward (pUC/M13 F): 5° GTAAAACGACGGCCAGT 3'
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RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacion parcial del dominio retrotranscriptasa con cebadores especificos

En el presente trabajo, se emplearon por primera vez los cebadores especificos para
Triatoma infestans (disefiados en la Seccién Genética Evolutiva), y se ajustaron las
condiciones para amplificar parcialmente a Triato1.

Mediante electroforesis en gel de agarosa se constaté que todos los DNAs gendmicos
extraidos presentaban buenas calidades, sin evidencia de proteinas ni RNAs.

En varias de las especies se obtuvo un producto de amplificacion del tamafio esperado (504
pb), excepto en T. nitida, R. prolixus y P. chinai donde no se amplificd. En la Fig. 10 se
observan los productos de amplificacion de algunas de las especies estudiadas.

Fig. 10 — Amplificaciéon del dominio
retrotranscriptasa en distintas
especies de triatominos. Carriles: 1 —
FastRuler™ Low Range DNA Ladder
(Fermentas); 2 — T. infestans; 3 — T.
delpontei; 4 — T. platensis; 5 — T.
brasiliensis; 6 — T. sordida; 7 — T.
carcavalloi; 8 — T. rubrovaria

La amplificacion con cebadores especificos para Triatoma infestans indica que los sitios de
union a los cebadores son conservados, asi como el tamano del dominio amplificado.

En el caso de las especies donde no se obtuvo amplificacién, se descarta que el
responsable fuese el DNA molde, debido la calidad del mismo fue constatada por
amplificacion con cebadores especificos para secuencias ribosomales.

En la Tabla 2 se describe la distribucion geografica de las especies estudiadas en este
trabajo. La amplificacion de Triato1 en especies del género Triatoma de América del Sur,
pero no en especies del Norte o de los géneros Rhodnius y Panstrongylus, podria deberse a
que era ancestral a todos los triatominos y se perdié en algunos linajes, o que es exclusivo
de especies sudamericanas del género Triatoma (Grupo Infestans). La segunda opcion es la
mejor sustentada por diversos trabajos que sugieren que las especies del sur y del norte
evolucionaron independiente (Panzera et al., 1998; Bargues et al., 2000; Dujardin et al.,
2000). No obstante, la no amplificacion de Triato1 no significa que no se encuentre en las
especies estudiadas, sino que la secuencia de unién a los cebadores especificos pudo
divergir lo suficiente como para no amplificar.

16



Tabla 2. Especies utilizadas SSchofieId y Galvao 2009)

Tribu Género Grupo Distr. geografica Complejo  Subcomplejo Especies
Triatomini  Triatoma Rubrofasciata Ameérica del Norte Protracta Nitida
Viejo Mundo
Infestans América del Sur Infestans Brasiliensis brasiliensis
Infestans infestans
delpontei
platensis
Rubrovaria carcavalloi
rubrovaria
Sordida Sordida
Mepraia gajardoi
spinolai
Panstrongylus Ameérica del Sur Chinai
Rhodniini  Rhodnius Ameérica del Sur Prolixus Prolixus
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Southern Blot de Triato1 en triatominos

En la Fig. 11 se visualiza la hibridacion de la sonda (Triato7) en ambos ensayos de
restriccion para cada especie, principalmente en un fragmento de 4.7 Kb para la digestién
con Pst | y en un fragmento de 4.1 Kb para Pst | + EcoR I

4:1 Kb

—-Qu
.

Fig. 11 — Southern Blot de DNAs gendmicos digeridos con enzimas de restriccion. Carriles:
1 — T infestans con Pst |; 2 — T. delpontei con Pst I; 3 — T. rubrovaria con Pst |; 4 — M.
spinolai con Pst |; 5 — T. infestans con Pst | + EcoR |; 6 — T. delpontei con Pst | + EcoR |; 7 —
T. rubrovaria con Pst | + EcoR |; 8 — 4 — M. spinolai con Pst | + EcoRlI.

El mismo patron de hibridacidon para las cuatro especies, en cada ensayo, sugiere la
existencia de varias copias de Triato1 en el genoma. El hecho de que se observe una banda
principal en un fragmento del mismo tamano, puede ser porque Triato1 se integra en una
region especifica que posee uno o ambos sitios de restriccion, o porque los sitios de corte
estan dentro del elemento. Independientemente de la razén, el resultado sugiere que el
elemento transponible ha conservado su secuencia o localizacién. Esta conservacion podria
ser posible si Triato1 fuese un elemento activo, como ha sido previamente sugerido por la
identificacion de un ORF intacto para la retrotranscriptasa y deteccion de transcriptos en
Triatoma infestans (Romero et al., 2005).

Diferencias en la cantidad de DNA entre especies cercanas, pueden deberse a diferencias
en la frecuencia de Ets, constituyentes de la heterocromatina (Gregory 2005). Por este
motivo se esperaba patrones de hibridacion diferentes entre especies con variabilidad
heterocromatica, al menos entre T. infestans y T. delpontei que pertenecen al subcomplejo
Infestans (Panzera et al., 1995). Posiblemente la conservacion de los sitios de integracion
y/o restriccion, y la existencia de sitios hotspots para la insercion de Ets (Lansman 1987), no
permiten observar estas diferencias. Tampoco se puede descartar que las diferencias entre
las especies sean causadas por variaciones del numero de elementos, ya que esto no
puede ser observado claramente en el Southern. En este caso se requeriria cuantificar el
numero de copias del elemento mediante otras técnicas, por ej. PCR en tiempo real. Esta
misma técnica podria utilizarse para cuantificar la expresion de los elementos y evaluar si
existen diferencias entre las especies o poblaciones.

Otra alternativa es que otros Ets en el genoma de triatominos sean los responsables de las
variaciones genomicas entre las especies. Recientemente se identificaron ESTs (Expressed
Sequence Tag) de Triatoma infestans, cuyos productos de traduccion son similares a
secuencias aminoacidicas de la retrotranscriptasa de distintas especies de Drosophila, lo
cual apoya la expresion de al menos este dominio (Ribeiro et al., 2008). Ninguno de estos
ESTs tiene similitud con las secuencias de retrotranscriptasa aqui reportadas, lo que podria
significar la presencia de otros elementos transponibles en el genoma de Triatoma infestans
y posiblemente otros triatominos.
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Secuenciacion de Triato1 en Triatoma rubrovaria

Se recurrio a la clonacién con plasmidos como paso previo a la secuenciacion, para producir
clones (o colonias bacterianas) portadores de una unica secuencia de Triato1. Esto evita la
secuenciacion de la mezcla de variantes del retrotransposén, que se obtendria si se
secuenciara directamente un producto de PCR.

Los DNAs plasmidicos extraidos de 8 colonias blancas (con plasmido recombinante) y una
azul (con plasmido recircularizado), fueron sometidos a una electroforesis en gel de agarosa
para cuantificar. El PCR screening con los cebadores de Triato1 revelé que solamente una
colonia (col16) portaba el inserto de interés.

La secuencia del dominio retrotranscriptasa de la colonia 16 de T. rubrovaria se aline6 con
las de T. infestans, T. delpontei, T. platensis y T. brasiliensis (Fig. 12); que fueron
previamente secuenciadas a partir del producto de amplificacion con cebadores
degenerados. Estas especies, incluyendo a T. rubrovaria, pertenecen al complejo Infestans
(Tabla 2).

Tinf

col16 Trub
Tdpt :

L FGAGCECCGGTTACEGA
TEra TAAATAATTITGGAGCGCCGGETTACGGAG

120 160 170 180 190 200
| ] i | . '

J GECCCCTCCGACTCCGCTCG TR THCGAGTGGTET CECCT

GECCCCTOCGACTOCGCRCETE TR CRAGT —-TET CECCT

GECCCCTCCGACTCCGCTCE TG TG CEAGTGETET CECCT

Tinf
col16 Trub
Tdpt T

Tpla GECCCCTCCGACTCCGOTOG TG TG CHAGTGETET CECCT
TEra GECCCCTCCGACTCCGCECGTGTE CEARTGETETTCARCECDT
220 "30 2 "?U 280

Tinf e ATCTGTCACTEAACEAL CECOTA CTAC CTEER PR ARGCTECAGCECGALA T CGATACTACT CTCTTTTAGE ©

|:|:|I1 E Trub cee ; "GCCTACTAC CTGG ; AGCE S TT O CTACTCTCTTTTAGE C

IJ x s A A CTACTCTCTTTTAGE

Ea oG G \TCTGTCAC \GCGCCTA CTACCTEGE GUTCCAGOGCGACATTTGTTC CTACTCTCTTTTAGE C
T \CCGCCTACTACGTEGE GUTCCAGCGCGACATTTG TT CEATACTACT CTCEMI TTAGE CTTAAC

. 310 320 330 340 350 380 380 400
T”H-ET p CCTA ATGTACCGCCAGGTTCTTATA ol CC ATETETCGCCCCGACCCCAR
Lo (UL ETACCECCAGETTCT \ TATGTETCGE CCCGACLEE
Tpt ATETETCGC OO
TE a ATGTGETCGE CL
Thra ATETETCGCCCCGACCCCAR

] i ! 490 5q|3
Tinf AGGCEA AAC GCCATCCECCTTTTTEGCCCAACCES TTT TG TTACAGCTCE TTCARGALCA
col16 Trub 66 0 GUCATCCGCCTTTTTEGOL GTGTTTTGT GUTCGTTE
Tdpt A 0 GUCATCCGCCTTTTTEGOL GTGTTTTGT GUTCGTTE

A 4 | ¢ CHGCCATCCGOCTTTTTRGOC GTGTTTTET WCTCGTTC

TEra AGGCEAGG TCA TACCET AACATATGGCTTAAD GCCATCCEC-TTTTTGEGCCCAACETGTTTTGTTACAGCTOGETC

Fig 12 — Alineamiento de la secuencia nucleotidica del dominio retrotranscriptasa de T.
infestans (Tinf), T. delpontei (Tdpt), T. platensis (Tpla), T. brasiliensis (Tbra), T. rubrovaria
(col16 Trub). En colores pueden verse los polimorfismos entre las secuencias. La
numeracion corresponde a las posiciones de los nucléotidos en la secuencia de T
infestans. (Software Geneious 5.1.6; demo).

A través del alineamiento, se puede observar una importante conservacion nucleotidica del
dominio retrotranscriptasa en triatominos, lo que se podia sospechar con la amplificacion en
las distintas especies con cebadores especificos. Este nivel de conservacion puede ser
resultado de algun posible evento de transferencia horizontal entre las especies (Silva et al.,
2004), o de la baja tasa de cambio que presenta la enzima retrotranscriptasa (McClure
1988).
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Respecto a la secuencia de T infestans, la de T. rubrovaria presenta 8 sustituciones
nucleotidicas (5 transiciones, 3 transversiones), y dos deleciones que provocan
desplazamientos en el marco de lectura y codones stop prematuros (Fig. 13). Las
sustituciones que preceden a las deleciones, son todas sinénimas. El hecho de que el marco
de lectura esté alterado por deleciones sugiere que el elemento no es activo en esta
especie, lo cual es interesante porque Triatoma rubrovaria no tiene heterocromatina
autondmica (Panzera et al., 1995; 1998)

A

Tinf
Trub call6 |

Tinf
Trub collé

Tint
Trub collé

Tinf C
Trub collG o

Tinf ¥
Trub callé

Tinf
Trub collg

Tint
Trub col16

B

Tinfa2
Trub col16

10
AWEADT
Fi- - L

Tinfa2 SLNDRLLP
Trub coll 6 HETEAYYL

Tinfa2 TLTESA
Trub col16 MA*E

Fig. 13 — Alineamientos de la secuencia de la retrotranscriptasa de Triato1, para las
especies T. infestans y T. rubrovaria. A: alineamiento nucleotidico del gen retrotranscriptasa;
en colores se distinguen las sustituciones e inserciones/deleciones nucleotidicas. B:
alineamiento de la traduccion conceptual; sombreado en negro se resaltan los aminoacidos
conservados.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

= Diversas especies de triatominos, particularmente aquellas dentro del Grupo Infestans,
contienen al retrotransposon LTR Triato1.

= La aparente ausencia de Triato1 en otras especies puede ser porque no se encuentra, o
porque su secuencia divergié lo suficiente para no ser amplificado.

Los analisis de Southern Blot muestran que existen varias copias Triato1 y que
conservaron su secuencia o localizacién genomica.

Alineamientos de las secuencias nucleotidicas del dominio retrotranscriptasa en
Triatoma rubrovaria sugiere una conservacion relativamente alta, aunque la presencia
de codones stop o deleciones en el marco de lectura indican que existen copias
defectuosas.

La presencia de Triato1 en las especies donde fue identificado, asi como su aparente
ausencia en otras, permitiria su utilizacion como marcador molecular interespecifico en
triatominos. Para esto es importante determinar su secuencia completa y analizar su
variabilidad en un mayor numero de especies, incluyendo mas géneros de Triatominae.

Por otro lado, la comparacion de su expresion y nimero de copias en poblaciones “Andina”
y “no Andina” de Triatoma infestans, podrian asociar su expansion o actividad
transposicional con diferencias en el tamafio gendémico observado en dichas poblaciones.
En las poblaciones “Andinas” donde es mayor el porcentaje de heterocromatina, se
esperaria que Triato1 fuese un elemento capaz de transponerse, o que al menos tuviese un
mayor numero de copias. La amplificacion y secuenciacion de Triato1, y cuantificacion del
numero de copias permitiria conocer o al menos estimar el rol de este retroelemento en la
evolucién y especiacion de los triatominos.
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ANEXO: PROTOCOLOS

Extraccion de DNA genémico.

1.

7.

Con la ayuda de una tijera se disgreg6 la pata de un triatomino en un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml, que contenia buffer de lisis (100 mM EDTA pH 8.0; 10 mM
Tris-Cl pH 8.0; 100 mM NaCl). Para estar en buenas condiciones, el musculo debe ser
blando y de color blanco.

Se completd el buffer de lisis con la adicion de SDS 10 % y proteinasa K. Se incubd a
55°C durante 4 hs.

Se realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo:isoamil y una con cloroformo, cada
una seguida por una centrifugacion a 13000 rpm durante 5 minutos y recuperacion de la
fase superior.

Se precipitd el DNA con 0.1 volumen de acetato de sodio 3 Mm (pH 5.2) y 2.5
volumenes de etanol 100 %, a -20°C toda la noche.

Se centrifugdé a 12000 rpm por 15' y se descartd el sobrenadante.

El pellet se lavd con etanol 70 %, seguido de una centrifugacion a 12.000 rpm por 15
minutos y descarte del sobrenadante.

Se seco el pellet y se resuspendié en H20 libre de DNAsa.

Los DNA genomicos fueron cuantificados mediante electroforesis en gel de agarosa, con la
ayuda de un marcador de peso molecular.
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Southern Blot

| — Restriccion de DNA gendémico y electroforesis.

Se digirieron 3 ug de DNA gendmico de cuatro especies de triatominos (7. infestans, T.
delpontei, T. rubrovaria 'y M. spinolai) en dos ensayos de restriccion: uno con 30u de Pstl (20
minutos, 37°C), y otro con 30u de Pstl (20 minutos a 37°C)+20u de EcoRI (over night, 37°C).

Nota: la secuencia parcial de la retrotranscriptasa de Triato1 no posee sitios de reconocimiento para Pstl y EcoRI.

Los fragmentos generados fueron separados en una electroforesis en gel de agarosa 1.3 %.
a 40 V durante toda la noche. Se incluyeron un marcador de peso molecular (Gene Ruler
1Kb DNA ladder, Fermentas) y un producto de PCR de T. infestans con los primers
especificos (control + ).

Il - Tratamiento del gel

El DNA fue desnaturalizado in situ, mediante depurinizaciéon (0.2 N HCI), desnaturalizacién
(0.4 N NaOH, 1 M NaCl), y neutralizacion (1 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI pH 7.4).

lll - Tratamiento de la membrana y transferencia

Como soporte solido en la transferencia, se utilizé una membrana de nylon HybondTM N+
(Amersham), cuya carga positiva favorece la unién de los acidos nucleicos. Se cortdé un
trozo de membrana con las mismas dimensiones del gel, y posteriormente se humedecio en
buffer salino de citrato de sodio o SSC 10x (0.15 M Na3citrate, 1.5 M NaCl).

La transferencia de los acidos nucleicos desde el gel de agarosa hacia la membrana de
nylon ocurre por capilaridad: se armé un dispositivo (Fig. 8) donde el gel y la membrana se
saturaron en la solucion de transferencia (SSC) a una concentracion 10x, y papel Watman
por encima de ellos, saturado con una solucién 5x. Encima del papel Watman, se colocaron
toallas absorbentes secas. La transferencia duré toda la noche.

Peso

Toallas papel Fig. 8 — Dispositivo para
Southern Blot.

Membrana

Gel agarosa

I Soporte \ ~I> SSC

Al dia siguiente, se desarmé cuidadosamente el dispositivo, y con un lapiz se marcaron los
pocillos del gel en la membrana como punto de referencia de la migracién de los
fragmentos. La transferencia total de los acidos nucleicos hacia la membrana fue confirmada
por observacion del gel en UV. Para fijar el DNA transferido a la membrana, se lo unié
covalentemente a la misma, a través de la exposicion a UV.
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IV — Prehibridacion

Se prehumedecio la membrana en SSC 5x, se enrolld y colocd en un tubo de hibridacion,
con los DNAs mirando hacia adentro, evitandose la formacién de burbujas entre la
membrana y la pared del tubo. Se descarté el SSC y se adicioné el buffer de hibridacion (0.5
M NaCl, 5% m/v + agente bloqueante (Kit Gene Images Random Primer Labelling Module,
Amersham)). La prehibridacién se llevd a cabo a 42°C con constante agitacion por 30
minutos.

V — Marcaje de la sonda

A través del kit Gene Images Random Prime Labelling Module (Amersham), que contiene el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli, se sintetizé la sonda a partir de un
amplicén clonado. Este, correspondiente a la especie Triatoma platensis, se obtuvo por la
escision del inserto de un vector de clonacion, con la enzima EcoR | (ver antecedentes).

En esta reaccion de polimerizacion, se incorpora Fluoresceina — 11 — dUTP (FI-dUTP) en
vez de dTTP, de tal forma que la sonda se sintetiza ya marcada con fluoresceina. La sonda
se desnaturalizo y se utilizé directamente para la hibridacion. Se incubd a 42°C ON.

VI — Posthibridacion

Se descart6 el buffer de hibridacion, se adicion6 SSC 5x y se agitdé por 5 minutos. Se
descartd el SSC 5x y se adiciond buffer primario (SDS 10% + SSC 20x) precalentado a
50°C.

Se transfirio la membrana a un recipiente con buffer secundario (SSC 2x) en exceso y se
incubd con agitacion constante a temperatura ambiente durante 5 minutos.

VIl — Generacion de senal y deteccidon

La sefal de hibridizacion fue detectada mediante anticuerpos anti-fluoresceina conjugados
con una fosfatasa alcalina del kit Gene Images CDP-Star Detection Module (Amersham). Se
mezclaron los reactivos de deteccion (reactivos 1 y 2) en cantidades iguales y se los incubd
con la membrana a temperatura ambiente durante 1 minuto. Luego se drend el exceso de la
mezcla colocando la membrana sobre papel filtro, y se envolvidé la misma en SaranWrap,
con cuidado de no dejar burbujas.

Se apago la luz y se colocéd la membrana dentro de un cassette con la cara conteniendo el
DNA fijado hacia arriba. Encima se colocé una placa radiografica y se expuso por 2 hs.
Posteriormente, se pasé la placa por revelador y fijador.

Los reactivos de deteccion utilizan la fosfatasa unida a la sonda marcada (a través del

anticuerpo anti-fluoresceina) para catalizar la descomposiciéon del sustrato dioxetano,
generando la senal que impactara en la placa radiografica.
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Clonacion

Para clonar Triato? en T. rubrovaria, se utilizé el InsTAclone™ PCR Cloning Kit (Fermentas),
que permite ligar el producto de PCR a un vector de clonacién, y preparar y transformar
bacterias competentes.

Para la ligacion, el kit provee de un vector linealizado (pTZ57R/T) que posee un dT adicional
en cada extremo 3' del mismo. Debido a que la Tag DNA polimerasa utilizada para amplificar
Triato1 adiciona un dA en cada extremo 3' del amplicon, a través de su actividad transferasa
terminal, se favorece la ligacion y se previene la recircularizaciéon del vector.

Para la preparacion y transformacion de células competentes, el kit provee un Medio C que
permite preparar bacterias competentes de forma quimica, y de la solucién T, para la
transformacion. Tanto la composicion del Medio C como de la solucién T, no son
proporcionadas por el proveedor.

I - Ligacion

El volumen de reaccion fue de 30 ul, y contenia 90 ng de producto de PCR sin purificar de
Triatoma rubrovaria (cantidad recomendada por el fabricante para un fragmento de 500 pb);
165 ng vector pTZ57R/T, buffer de ligacion 5x, 5 u de T4 DNA ligasa, y cantidad suficiente de
agua. Se incub6 a temperatura ambiente (22°C) por una hora.

Il - Transformacion
Dia 1
Se inoculd una colonia de Escherichia coli XL1-Blue no competentes provenientes de una

placa LB agar con tetraciclina (30 ug/ul), en Medio C (kit), y se incubé a 37°C durante toda la
noche, con agitacion.

Dia 2
1. Para formar la solucion T, se mezclaron los componentes (A) y (B), en volumenes
iguales.

2. Se subcultivaron las colonias del dia 1 en Medio C precalentado a 37°C, y se incubaron a
37°C durante 20 min, con agitacion.

Se centrifugd 1 min y se descarté el sobrenadante.
El pellet celular fue resuspendido en 150 ul de solucién T, y se incubd en hielo por 5 min.
Se centrifugd 1 min y se descarté el sobrenadante.

El pellet se resuspendié en 60 ul de solucién T, y se incubd en hielo por 5 min.

N o o b~

Se dispusieron 2.5 ul de la reaccion de ligacién en un tubo de microcentrifuga, y se dejé
enfriar en hielo por 2 min.

8. Al tubo de microcentrifuga se agregaron 50 ul de las células competentes preparadas
con la solucion T. Se incubd en hielo por 5 min.

9. Las células se plaquearon inmediatamente en placas de LB agar calentadas a 37°C, con
ampicilina (100 ug/ul), y XGal () e IPTG (). Se incubaron toda la noche a 37°C.
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Il — Identificacion de colonias con vectores recombinantes

El vector pTZ57R/T posee un gen de resistencia al antibiético ampicilina y un gen lacZ que
codifica para la enzima -galactosidasa, pero que es defectivo en su porcion 3' (enzima
truncada). Las bacterias E. coli XL1-Blue son sensibles a la ampicilina y poseen el mismo
gen lacZ pero defectivo en su porcion 5' (un codon AUG interno permite traducir el extremo
carboxilo).

La enzima [B-galactosidasa cataliza la hidrdlisis del X-gal presente en las placas en
productos que forman un precipitado azul. Los fragmentos amino y carboxilo no tienen
actividad por si mismos, pero pueden a-complementarse en una bacteria transformada para
dar lugar a la proteina funcional. IPTG es un inductor de la produccién de B-galactosidasa
que inhibe al represor lac.

Dentro del gen lacZ del vector, se encuentra el “polylinker”, una secuencia introducida
artificialmente que posee sitios de restriccion para varias enzimas. En esta region el vector
esta clivado para una eventualmente ligacion del producto de PCR. Este “polylinker” no
altera el marco de lectura del gen lacZ ni tampoco la actividad potencial del fragmento
enzimatico.

Las bacterias que no fueron transformadas no creceran en las placas con ampicilina, pues
no adquirieron el gen de resistencia localizado en el vector. Las bacterias transformadas
creceran, pudiendo haber incorporado el vector recircularizado (solo vector) o el
recombinante (vector + producto PCR). Esto se resuelve a través de la actividad de la 3-
galactosidasa (Fig. 9)

Aquellas bacterias que incorporaron el vector recircularizado producen la enzima funcional
por a-complementacion y degradan al X-gal, coloreandose de azul. Aquellas bacterias que
incorporaron el vector recombinante, no expresan la enzima porque el producto de PCR
interrumpe al gen lacZ del vector, no degradan al X-gal y quedan blancas.

vector linealizade

A
I“"O lacZ

vector recircularizado vector con inserto
{lacZ funcional) O O (lacZ intermumpido)

X-Gal + IPTG
+ Ampicilina

Fig. 9 — Identificacion de clones recombinantes.
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IV — Minipreps

Para extraer el DNA plasmidico se inocularon colonias blancas y una colonia azul (control
negativo) en medio LB liquido con ampicilina. Se incubaron durante toda la noche a 37°C
con agitacion. Se utilizé un protocolo de extraccion de plasmidos en escala pequefa
(Sambrook et al., 1989) que posee los siguientes pasos:

1. Se centrifugo el cultivo liquido a 14000 rpm durante 30 seg, se descarto el sobrenadante
y se seco el pellet.

Se resuspendio el pellet en solucion | (10 mM EDTA; 25 mM Tris; 50 mM glucosa).

Se agrego solucién Il recién preparada (2 mM NaOH; 1 % SDS), y se coloco en hielo
para evitar la actividad de DNAsas.

4. Se agreg6 solucién 1l fria (3 M KAc; 2 M acido acético glacial) y se colocé en hielo por
3-5 min.

5. Se centrifugd a 14000 rpm durante 5 min y se traspaso el sobrenadante a un nuevo
tubo.

6. Se agregd RNAsa para una concentracién final 450 ug/ul y se incubd a 37°C durante 30
min.

7. Se realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo:isoamil y una con cloroformo, cada
una seguida por una centrifugacion a 13000 rpm durante 5 minutos y recuperacion de la
fase superior.

8. Se precipitd el DNA con 2 volumenes de etanol 100% frio, a temperatura ambiente por 5
min.

9. Se centrifugd a 14000 rpm por 15 min y se descarté el sobrenadante.

10. El pellet se lavo con etanol 70%, se centrifugd a 14000 rpm por 10 min y se descarto el
sobrenadante.

11. Se seco el pellet y se resuspendié en H20 libre de DNAsa

Los DNA plasmidicos fueron cuantificados mediante electroforesis en gel de agarosa, con la
ayuda de un marcador de peso molecular para cuantificar.

V — Confirmacién por PCR

Una vez cuantificados los minipreps, se procedié a la confirmacion de plasmidos
recombinantes mediante PCR con los primers especificos de Triato1, utilizando las mismas
condiciones de amplificacion del DNA gendmico. Se utilizaron 8 colonias blancas y una
colonia azul como control negativo. Los productos de amplificacion fueron visualizados en
geles de agarosa 0.8%.
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