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RESUMEN

Los microsatélites pueden ser definidos como secuencias cortas repetidas de
ADN, con un tamafio de 6 pb o menos. Cientos de microsatélites han sido identificados y
han comenZédo ha aplicarse como marcadores genéticos, a una gran variedad de estudios
genéticos de poblacion. Estos marcadores son codominantes, altamente polimérficos y
distribuidos densamente a lo largo de todo el genoma eucaridtico, lo que permite aislarlos
mediante métodos estandares de clonacién e hibridacién. Se ha observado que
microsatélites de una especie pueden ser utilizados en individuos de la misma familia, sin
embargo, el grado de polimorfismo desplegado por un microsatélite es variable en
especies diferentes. Otro problema presente es que productos del mismo tamafio, pueden
provenir de eventos mutacionales distintos (homoplasia). El lobo marino de California
(Zalophus californianus californianus) es una especie de la cuél genéticamente se conoce
muy poco, por lo que es necesario realizar estudios con diferentes técnicas moleculares
para obtener mas datos acerca de estos organismos. En el estudio de la genética de
poblaciones y de la ecologia molecular de los pinnipedos, actualmente existen
microsatélites de foca gris (Halichoerus grypus), foca comin (Phocayvituli;‘m) y del lobo
fino de dos pelos (drctozephalus gacella) que han sido utilizados en otras especies de
pinnipedos. Sin embargo, para obtener un marcador molecular que pueda ser eficaz en
estos estudios y reducif el intervalo de error por homoplasia, en este trabajo se obtuvieron
microsatélites del lobo marino de California. Para la obtencion de estos microsatélites se
clonaron 910,000 bb del genoma del lobo marino de California en 1,302 clonas de E. coli
DH5o. Se realizé6 un rastreo (screening) de microsatélites dinucledtidos con la sonda
(TG)10y se obtuvieron 52 clonas que hibridaron positivamente con la sonda. Se estimé el
tamafio de los fragmentos obtenidos a partir de estas clonas. En este estudio se obtuvieron
7 microsatélites dinucledtidos y se disefiaron 7 pares de cebadores especificos para el

lobo marino de California.
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INTRODUCCION

1. Marcadores moleculares.

En los estudios de genética de poblaciones, se utilizan distintas técnicas
moleculares, como el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion
(restriction fragment length polymorphism o RFLP) de ADN mitocondrial (ADNmt), la
secuenciaciéon de segmentos de ADN y los VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats). Sus aplicaciones incluyen la estimacion de la variacion dentro y entre
poblaciones, los niveles de flujo génico, el tamafio efectivo de la poblacién, los patrones
de biogeografia histérica y los andlisis de paternidad y parentesco entre otros (Dowling
et al., 1990). El tipo de marcador molecular que se elige depende en gran medida del

nivel de resolucién y la problematica que se estd abordando.

El ADNmt es un marcador valioso para la determinacion de la variacion dentro y
entre poblaciones; y en estudios filogenéticos. La carencia de recombinaciéon permite
que el genoma mitocondrial sea heredado como un solo locus sin par homoélogo. Sin
embargo, la estimacion de la diversidad génica obtenida por este medio puede tener un
mayor error estandar que las estimaciones comparables realizadas utilizando un gran

numero de loci nucleares.

Dado que el ADNmt es heredado maternalmente en muchos animales, se han

encontrado discrepancias en algunos estudios poblacionales, cuando el ADNmt y el




nuclear han sido examinados (Burg et al., 1999). Estas discrepancias, se encuentran en
analisis de poblaciones de organismos que presentan modelos de migracion especifica de
sexos, especialmente organismos marinos, tales como ballenas jorobadas (Palumbi y
Baker, 1994) y focas comunes (Burg ef al., 1999). Sin embargo, estas diferencias mas
que un problema, han sido de gran ayuda para realizar andlisis de estructura de

poblaciones y migraciones diferencial por sexos en este tipo de organismos.

El descubrimiento de que muchos genomas eucariticos contienen secuencias de
ADN nucleares altamente repetitivos provey6 una nueva fuente de marcadores nucleares
polimérficos que pueden  ser utilizados para diversos propésitos, incluyendo
aplicaciones en ciencia forense, andlisis de paternidad, estimaci6n de relaciones

genéticas y genética cuantitativa (Carvalho, 1998).

Actualmente, los marcadores nucleares mas utilizados son los microsatélites, los
cuales pertenecen a un grupo de secuencias repetidas en tindem (VNTR’S) que se
encuentran abundantemente en los genomas eucarifticos y son ademds altamente

polimérficos.

Estos marcadores nos permiten obtener datos de parentesco, a niveles de
identificacién de cada individuo, por lo que es posible realizar andlisis de
comportamiento reproductivo, conducta, migraciones, indice de endogamia, efecto

fundador y estructuracién genética de grupos dentro de la poblacion.



2. Microsatélites.

Los microsatélites son secuencias éimples de repeticiones cortas en tandem, de
no mas de 6 pares de bases (Schlbtterer y Pemberton, 1994; Lambert y Millar, 1995;
Jarne y Lagoda, 1996). Se consideran marcadores codominantes, altamente polimorficos
y densamente distribuidos a través de los genomas eucari6ticos (Goldstein y Schldtterer,
1999). Estos son capaces de idenﬁﬁcar individualmente a un organismo y establecer la

variabilidad genética de una poblacién.

Los microsatélites se pueden amplificar por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), para ser analizados electroforéticamente en
funcién de la variacién de su tamafio (Wrihgt y Bentzen, 1994), por lo que estos
marcadores proveen una evaluacién rapida y representativa de variabilidad en la
secuencia nuclear, con niveles de heterocigosis frecuentemente mayores al 70%

(Carvalho, 1998).

Existe una relacion entre el tamafio de las repeticiones, la composicion del
microsatélite y la heterocigosis (Weber, 1990). El nivel de heterocigosis est4 en funcion
del nimero de variantes alélicas; a mayor heterocigosis, mayor sera la resolucidon para
caracterizar individuos y poblaciones, aunque su significancia dependera del nimero de

loci y de individuos analizados.

El hecho de que los microsatélites se distribuyen a lo largo de todo el genoma

eucaridtico permite aislarlos facilmente por medio de métodos esténdar de clonacién.




Los microsatélites se encuentran flanqueados por secuencias conservadas lo que le
confiere especificidad a cada locus de microsatélite (Estoup y Turgeon, 1996). Por lo
tanto, una vez que se conoce la secuencia del locus del microsatélite, se pueden disefiar
cebadores (primers) en las secuencias conservadas que los flanquean.

Los cebadores de microsatélites frecuentemente amplifican secuencias comunes
a muchas especies relacionadas filogenéticamente a nivel de género, y ocasionalmente

han amplificado entre organismos a nivel taxondémico de familia.

El analisis de bases de datos de ADN reveld que las posiciones de las secuencias
conservadas que flanquean a los microsatélites dinucledtidos se encuentran
frecuentemente conservadas entre especies de mamiferos, permitiendo la utilizacién de

microsatélites entre especies relacionadas (Moore ef al., 1991).

Sin embargo, los niveles de polimorfismo desplegado por un microsatélite en
especies diferentes es variable (Moore et al., 1991). La eficiencia con la que los loci de
microsatélites especificos pueden ser utilizados en otras especies, debe ser
empiricamente determinado en cada especie. Por ejemplo, de 48 cebadores polimérficos
y especificos identificados en ganado vacuno, 20 fueron variables en ovejas y ninguno

en caballos. (Moore et al., 1991).
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Otro problema derivado de trabajar con microsatélites no especificos (de
especies distintas), es la homoplasia. Este fue un concepto utilizado por evolucionistas,
para caracterizar el hecho de que un caracter presente en dos especies, no es derivado del
mismo caracter en una especie ancestral comun; la similitud se debe directamente a
factores tales como la convergencia, el paralelismo o la reversién (Goldstein y
Schistterer, 1999). Trasladado al nivel genético, esto quiere decir que dos alelos son
homopléasicos cuando son idénticos en estado, a pesar de que no son idénticos por

descendencia (Goldstein y Schlétterer, 1999)

En el caso particular de los microsatélites, alelos del mismo tamafio pueden
provenir de eventos mutacionales distintos. Por ejemplo, en estudios con dos especies
de abejas (dpis mellifera y Bombus terrestris), no fue encontrada ninguna diferencia
entre electroformas (productos de PCR del mismo tamafio), que vienen de la misma
subespecie (Estoup et al, 1995). En contraste, fueron detectadas diferencias en las
secuencias en subespecies relacionadas distantemente, mostrando que el tamafio de
homoplasia frecuentemente se presenta en estos niveles de diferenciacion de la

poblacion (Estoup ef al., 1995).

Por lo tanto, para un andlisis Optimo con microsatélites, es preferible la
utilizacion de cebadores de la especie que se va a estudiar. Esto ayudaré a reducir datos
erroneos de homoplasia y de diferencias polimérficas entre especies a partir de un

mismo locus de microsatélite especifico.



3. El lobo marino de California, Zalophus californianus californianus (Lesson,

1828) Allen, 1880: Modelo de estudio.

El lobo marino de California desde 1800 y hasta 1972 se cazd comercialmente
(Cass, 1985), lo que diezmd la poblacion. Sin embargo‘, desde 1982 el lobo marino se
encuentra en veda permanente por el gobiemd de México (Ley Federal de Pesca, 1986).
Actualmente, algunos autores consideran que la poblacién se ha recuperado (Zavala,

1990; Lowry et al., 1992).

Sin embargo, el hecho de que el numero de individuos se ha incrementado, no
revela por si solo que la poblacion se encuentre recuperada. Es probable que la
poblacién haya sufrido un cuello de botella que haya disminuido su variabilidad
genética, como se ha demostrado que sucedi6 con el lobo marino de Steller (York et al.,

1996), especie que también fue explotada.

Actualmente la poblacién del lobo marino en México, se ha estimado en 74,467
individuos en la costa occidental de la Peninsula de Baja California (Lowry et al., 1992)
y 28,220 en el Golfo de California (Zavala, 1990). Este nimero relativamente elevado
de organismos, ha generado interacciones con pesquerias, ya que estos organismos se
concentran en las zonas de mayor productividad y frecuentemente compiten por la
pesca. Debido a lo anterior, es necesario implementar un plan de manejo adecuado para

la conservacién y regulacion de esta especie.



Sin embargo, para poder implementar normas que regulen el manejo adecuado
de la especie, es necesario conocer los aspectos genéticos de esta poblacion, que a pesar

de haber incrementado su nimero, se desconoce atn su variabilidad genética.

El conocimiento acerca de la genética de la poblacion del lobo marino de
California es limitado, s6lo un trabajo ha sido publicado relacionado respecto a este
tema (Maldonado et al., 1995). En este trabajo se encontraron diferencias genotipicas a
nivel de ADNmt entre las poblaciones del Pacifico y las del Golfo, no obstante, el
ntmero de organismos muestreados fue relativamente bajo (40 individuos en total) y

s6lo cuatro loberas fueron comparadas.

El presente trabajo es parte de un proyecto del grupo de biologia molecular de la
facultad de ciencias marinas, UABC, que pretende abarcar el estudio genético de las
poblaciones del lobo marino de California, tanto en el Pacifico norte, como en el Golfo
de California. Este proyecto actualmente es realizado por la M. en C. Yolanda Schramm
Urrutia, bajo la direcci(’)n del Dr. Jorge de la Rosa Vélez. La primera parte de este
proyecto se realizé a través del andlisis del ADNmt, mientras que la segunda parte
involucrar4 el analisis de microsatélites amplificados con los cebadores generados en el

presente trabajo.

Como se menciond anteriormente, el andlisis de la secuencias de ADNmt, genera

informacién valiosa, relacionados con datos filogenéticos y de estructura genética de la



poblacién en una escala macro geografica, para un analisis genético completo es

necesario complementar esta informacion con datos obtenidos a nivel nuclear.

Los microsatélites nos permiten obtener informacién de la estructura genética
dentro de la poblacién, asi como de eventos poblacionales a una escala de tiempo menor,
tales como la endogamia, los cuellos de botella o los efectos fundadores; y al comparar
los datos con los obtenidos con el ADNmt, es posible analizar la migracioén diferencial

pOT SeX0s.

Los eventos de caza extensiva, la recolonizacién de esta zona durante la ultima
glaciacion, la filopatria al sitio observada en hembras, asi como el comportamiento
reproductivo estacional y de machos territoriales, hacen de estos marcadores las

herramientas moleculares adecuadas para el analisis genético de esta especie.
3 Uso de microsatélites en pinnipedos.

Se han utilizado distintos métodos para el andlisis de la estructura de las
poblaciones en pinnipedos, asi como de su comportamiento reproductivo y ecolégico.

Las técnicas involucran, marcaje, radiotelemetria y observaciones directas, entre otras.

No obstante, atin quedan problemas y preguntas sin resolver en el estudio de
\
estos organismos. Con el involucramiento de las técnicas moleculares en este campo, se

han comenzado a resolver incégnitas que hasta la fecha no habian sido resueltas con las



técnicas habituales. Tal es el caso del comportamiento reproductivo, el cual en varias
especies de pinnipedos ha sido documentado mediante observaciones directas en campo
de copulas y comportamiento durante la temporada reproductiva. Sin embargo, los
analisis realizados utilizando técnicas moleculares para asignar paternidad y relaciones
familiares entre individuos, han demostrado que, en algunos casos, las cdpulas
observadas de los machos, no coinciden con la paternidad asignada a las crias en el
territorio donde se realiza la cépula, como sucede-con el lobo fino de dos pelos (Gemmel

et al., 2001).

También han aportado datos valiosos en cuanto a las migraciones de estos
organismos, midiendo el flujo génico entre poblaciones, datos que complementan los
obtenidos mediante telemetria, como sucedié con estudios en foca comtn (Burg ef al.,

1999).

La mayoria de los estudios de poblaciones recientes en pinnipedos, involucran
algn tipo de marcador molecular en sus estudios, principalmente ADNmt y
microsatélites. El poder de resoluciéon de estas dos técnicas ya ha sido discutido

ampliamente en los temas anteriores.

El estudio de pinnipedos utilizando la técnica de microsatélites en el analisis
genético de estas poblaciones, es relativamente nuevo: En 1995, Allen et al.,
desarrollaron un grupo de cebadores para microsatélites que representan ocho loci, los

cuales fueron utilizados para medir la variacién genética y la diferenciacién entre dos
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colonias de reproduccion de foca gris (Halichoerus grypous), en Inglaterra. En este
estudio, se encontré evidencia de diferenciacion genética entre las dos colonias de
reproduccion, a pesar de que se encontraban separadas por s6lo ~500 km. El grado de
resolucion y la relativa facilidad para realizar andlisis a partir de pequefias muestras de
tejido, impulsaron a varios investigadores a seguir obteniendo un grupo mas numeroso

de loci de microsatélites con lo cuales poder trabajar.

Para foca comun (Phoca vitulina concolour), Coltman et al. (1996) reportaron el
rastreo de 5,000 clonas recombinantes, con la sonda dinucleotida (CA);s. Sesenta y seis
clonas hibridaron con la sonda, de las cuales 34 tuvieron por lo menos cinco repeticiones
de dinucleétidos seguidos. Disefiaron cebadores para 12 loci con al menos 9

repeticiones. De éstos, s6lo 7 loci amplificaron exitosamente.

Debido al interés por realizar anélisis de pinnipedos con microsatélites Gemmel
et al. (1997), analizaron 20 cebadores para microsatélites de diferentes especies de
pinnipedos, los cﬁales fueron probados en 18 especies de estos organismos. Se encontro
que un gran nimero de cebadores amplifican loci polimérficos exitosamente en diversas
especies de pinnipedos, lo que permiti6 que a partir de estos loci pudieran seguir

realizando estudios genéticos en pinnipedos.

Un afio después, se utilizaron estos microsatélites para evaluar la variabilidad

genética de la poblacion de foca comin (Goodman, 1998), asi como también para




11

analizar el éxito de apareamiento en los machos, demostrando la eficacia del sistema de

apareamiento acuético en estos organismos (Gemmel ef al., 1998).

En 1999, Burg et al., realizaron estudios de variabilidad genética en varias
poblaciones de foca gris, aportando, a la vez, dos nuevos loci de microsatélites en esta
especie. Ademds, probaron la eficacia de estos marcadores al obtener resultados que
indicaban una migracién mas alta por parte de los machos en comparacion con las

hembras.

Un estudio reciente de andlisis de paternidad del lobo fino de dos pelos
(Arctocephalus gacela), demostr6 la eficacia de estos marcadores en el estudio del
comportamiento reproductivo en pinnipedos. La evidencia genética y de
comportamiento en este estudio, sugirié que un niimero de estrategias alternativas de

apareamiento puede existir dentro de esta poblacion (Gemmel ef al., 2001).

La foca monje de Hawai también fue objeto de estudio utilizando esta técnica.
De 27 loci aislados de otras especies de focas, sélo tres fueron polimérficos en una
recolecta inicial de un individuo por cada colonia (Kretzmann et al, 2001). En este
estudio determinaron una variacién extremadamente baja, consistente con otras medidas

de variabilidad genética en esa especie.

La baja cantidad de loci polimérficos fue atribuida principalmente a un cuello de

botella severo reciente. Sin embargo, también es posible que este resultado se relacione
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con la diferencia de variabilidad en el grado de polimorfismo de un microsatélite en

especies distintas.

Como se mencioné anteriormente, el uso de microsatélites pertenecientes a otras
especies puede generar que las relaciones entre el tamafio de las repeticiones y la
heterocigosis presente en la especie original, no permanezca para nuevas especies

(Weber, 1990, Moore et al., 1991).

Las ventajas combinadas de alta diversidad alélica y alta heterocigosis, junto con
el potencial para un rdpido andlisis automatizado de grandes tamafios de muestra, han
puesto a los microsatélites en el centro de las propuestas de investigacion en genética de

poblaciones y ecologia molecular.

Es significativo observar que a partir de la obtencién de algunos loci de
microsatélites en tres especies de pinnipedos, fue posible realizar los trabajos arriba
mencionados. Estb hace suponer que con un mayor nimero de loci, pertenecientes a
otros pinnipedos, serd posible realizar un nimero més amplio de estudios en diferentes

especies de estos organismos.

Como se mencioné anteriormente, es importante para planes de manejo y
conservacion la evaluacion de la variabilidad genética y de la estructura poblacional del

lobo marino de California. Sin embargo, a pesar de que ya existen loci de microsatélites
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para otras especies de pinnipedos, la mayoria pertenece a diferentes familias

taxonomicas, principalmente a focidos ( familia Phocidae).

Es importante tener en cuenta que si se quiere obtener una mejor especificidad y
sensibilidad de estos marcadores para conseguir resultados eficientes en el andlisis
poblacional, es de suma importancia la utilizacién de marcadores genéticos especificos
para la misma especie. Por lo que el objetivo principal de este trabajo fue la obtencion de
microsatélites dinucledtidos a través de la clonacién de fragmentos de ADN, rastreo
(screening) con una sonda dinucledtida y finalmente el disefio de los cebadores

especificos para los loci encontrados.

Se espera que a partir de estos cebadores se pueda contribuir a realizar el estudio
de la estructura poblacional y del comportamiento reproductivo en el lobo marino de

California.
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MATERIALES Y METODOS'.

e
1. Preparacion de ADN genémico de alto peso molecular.

La extraccién de ADN gendémico se realiz6 a partir de tejido epidérmico de Zalophus
californianus californianus. Fueron probadas 11 muestras de diferentes loberas del
Pacifico de Baja California y del Golfo de California. Estas muestras fucron
proporcionadas por la M. en C. Yolanda Schramm y obtenidas bajo el permiso No.
D00750.8106/97 de SEMARNAP, para colecta de muestras. La muestra utilizada
pertenece a un organismo de la lobera San Jorge, localizada en el Golfo de California,

Meéxico.

1.1 Digestion de tejido.

Para la extraccién de ADN se cort6 finamente 0.5 g de tejido, con la ayuda de
bisturi y pinzas. Se realizé la digestion del tejido con 40 pl de proteinasa K
(concentracion final 10 pg / ml), 40 pl de SDS (concentracion final 1 %) y 400 ul de
amortiguador de extraccién durante aproximadamente 20 horas con agitacion
constante a temperatura ambiente. Para la separacion de proteinas y la extraccion de

acidos nucleicos, se utilizé el método fenol-cloroformo, seguido por una

! Nota: Los protocolos de los kits empleados en este estudio se encuentran en el anexo 1. La preparacion
de los reactivos utilizados en los procedimientos se encuentran en el anexo 2 y los acrénimos son
presentados al final de este anexo.
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precipitacién con etanol/acetato de sodio (Sambrook et al., 1989; Palsbel, 1991%) que

se describe a continuacién.

1.2 Método fenol/cloroformo.

El producto de la digestién enzimdtica se centrifugé a 5,000 x g durante 5
minutos. Se agregaron 400 pl de fenol equilibrado y Se agité enérgicamente hasta
formar una emulsién . Se centrifugé a 12,000 x g durante 15 minutos. Se transfiri6 la
fase acuosa a un tubo que contenia 200 pl de fenol equilibrado y 200 pl de
cloroformo: alcohol isopropilico (24:1) y se agit6. Se centrifugd a 12,000 x g durante
7 minutos. Se transfirié la fase acuosa a un tubo que contenia 400 pl de cloroformo :
alcohol isopropilico y se agit6. Posteriormente se centrifugo a 12,000 x g durante 3

minutos. Finalmente, se repitié el paso anterior.

1.3 Precipitacién con etanol / acetato de sodio

Se agregaron 50 pl de acetato de sodio 3M y 1 ml de etanol absoluto frio. Se dejé
precipitar durante 2 horas a — 80°C y se centrifugé a 12,000 x g a 4°C por 10
minutos. El precipitado obtenido fue lavado con 500 pl de etanol al 70% y se
centrifugd bajo las condiciones anteriores. Se desech6 el sobrenadante y se dejé

secar el precipitado completamente.

2 per Pasbal, 1991. Informe Interno. Department of Population Biology, Zoological Institute, University
of Copenhagen.
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Después de resuspender el precipitado en 200 ul de amortiguador TE, la
concentracion fue medida utilizando electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 80
volts, mediante una comparacion visual contra un estandar de ADN, sometido a las

mismas condiciones de electroforesis (Sambrook et al., 1989).

1.4 Purificacién de ADN

Para eliminar el ARN presente en la muestra, se afiadieron 20 pl de solucién de
ARNasa 1x a los 200 pl de la solucién de ADN. Se realizé una purificacién para
eliminar sales y otros contaminantes, para lo que se utiliz6 un kit comercial
(GLASSMAX DNA Isolation Spin Cartridge System, GIBCOBRL®) y se resuspendi6

en 206 ul de agua destilada y estéril.

2 Digestion del ADN con la enzima de restriccién Mbol y seleccion del tamaiio.
2.1 Digestion.

Se digirieron aproximadamente 50 pg de ADN genémico con 1ul (10u) de la
enzima Mbol (GIBCOBRL® ) (sitio de restriccion: GATC) durante 12 horas a 37°C.
Para producir un nimero grande de fragmentos que se encuentraron en el intervalo

de interés (100 pb - 2,500 pb).

2.2 Seleccion de tamaiio.
Los productos de la digestién fueron separados en un gel de agarosa al 1.5% a 80

voltios por 1 hora , junto con un marcador de peso molecular con intervalos de 250
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pb (GIBCOBRL® ). Los fragmentos con un tamafio entre 400 y 1000 pb se extrajeron
del gel utilizando el kit CONCERT ™ Gel Extraction Systems (GIBCOBRL®). Con

una hoja de bisturi se cort6 la seccién de gel que contenia los fragmentos deseados.

El protocolo del kit comercial fue ligeramente modificado, ya que se increment6
a 65°C y 20 minutos la temperatura y el tiempo de solubilidad del gel,
respectivamente.  Para recuperar el ADN, se utilizaron 50pl de TE a 70°C.
Finalmente fue precipitado con etanol / acetato de sodio y resuspendido en 15 pl de

agua destilada y estéril.

3 Digestién, desfoforilacién y ligacién.
3.1 Digestion con BamHI.

Se digirieron 50 ng del vector pUC18 con 10u de la endonucleasa de restricciéon
Bam HI (GIBCOBRL®) (sitio de restriccion GGATCC). Esta mezcla se incub6 por
10 minutos a 37°C y se inactiv6 a 65°C durante 15 minutos. Los extremos generados
por la enzima Bam HI son compatibles con los fragmentos generados a partir del

ADN gen6mico por la enzima Mbol.

3.2 Desfosforilacién con fosfatasa alcalina.

Para desfosforilar el vector se utiliz6 1u de fosfatasa alcalina de camardén
(Boehringer Mannheim). El producto se incubé por 10 minutos a 37°C y se inactivo

a 65°C durante 15 minutos.
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3.3 Ligacion del fragmento de ADN genémico al vector.

Fueron utilizados 150 ng de ADN genémico digerido con Mbol, 50 ng del
plasmido digerido con BamH1 y desfosforilado, y Su de la enzima ligasa T4
(Boheringer Mannheim). Se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% (45

min., a 80V) para comprobar la ligacién de los fragmentos con el plasmido.

4 Transformacion y seleccién de células transformadas.
4.1 Transformacion.
Las células competentes E. coli DH5a ( MAX EFFICIENCY, GIBCOBRL®)
fueron transformadas mediante el protocolo proporcionado por el fabricante, con

algunas modificaciones, las cuales se describen a continuacion.

Se colocaron 50 pl de células competentes en 2 tubos (Eppendorf) de 1.5 ml
previamente enfriados. En un tubo se adicion6 1ul (8 ng) de la reaccion de
ligamiento y en el otro 0.5 pul (5 ng). Se incubaron las células en hielo durante 30
minutos y se realizé un choque térmico durante 1 minuto en bafio marfa a 42°C, sin
agitar. Se colocaron las células en hielo por 2 minutos y se le afiadieron 900 pl de
medio de cultivo SOC. Se incubaron con movimiento (250 r.p.m.) a 37°C durante

una hora.
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4.2 Seleccién de colonias con inserto de ADN genémico.

En dos cajas de Petri que contenfan LB sélido, IPTG, (concentracion final
20pg/ml), X-Gal (concentracion final, 200 pg / ml) y ampicilina (concentracién final
IOOgg / ml), se esparcieron 100 pl del cultivo en cada caja y fueron incubadas a
37°C durante 16 horas (Sambrook et al., 1989). Las colonias blancas que contenian

el fragmento fueron seleccionadas

Las colonias con inserto (clonas) fueron transferidas a cajas de Petri con medio
LB s6lido y ampicilina, para clasificarlas, mediante el uso de una plantilla numérica

que permitié ordenar las clonas en funcién de un cédigo alfanumérico (Fig. 1).

clasificacitn de clonas Tamlo
ey

Plantilla numética

Figura 1. Transferencia de las clonas a otra caja de Petri (con LB sélido) para ordenarlas y
clasificarlas. La caja de Petri con las clonas se coloca sobre una plantilla y con ayuda de un palillo, se
transfieren a otra caja de Petri sobre otra plantilla en la celda adecuada y numerada.

Cada clona fue transferida por duplicado. Una serie de cajas de Petri con las
clonas fue guardada a 4°C, mientras que la otra serie fue utilizada para la hibridacion

de las colonias como se describe a continuacion.



5 Rastreo de la biblioteca genémica parcial e hibridacion.

5.1 Transferencia a membranas.

Las clonas fueron transferidas a membranas de nailon cargadas positivamente

(Roche Diagnostics GmbH) y marcadas para indicar el orden de la primera colonia

(Fig. 2a, b). Se colocod una membrana sobre cada caja de Petri durante 10 minutos, y

se ejercid presion suave sobre la membrana. Se transfirieron las membranas (lado

bacteriano hacia arriba) con la ayuda de pinzas, sobre las hojas de papel (W hatman®,

#3) empapadas con la solucién de desnaturalizacion. Se dejo reposar durante 10

minutos.

a)  golonias
r Transferencia
seleccionadas e,

~,

S = ks W

Bolsa de membrana de
Hibridacidon nailon

.
Detecciél;l

Figura 2. En la grafica se esquematiza los pasos principales del rastreo de microsatélites en las

" colonias seleccionadas. a) Colonias seleccionadas (blancas); b) las colonias son transferidas a una
membrana de nailon; c) hibridacién en la membrana con la sonda TGy ), d) deteccién de las clonas
que hibridaron con la sonda en una bolsa de hibridacion y €) ubicacion de las colonias detectadas en

la membrana.
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Se llevo a cabo el mismo procedimiento con la solucién de neutralizacion (pH
7.5) y, posteriormente, con la solucién de lavado. Finalmente, las membranas con las

clonas fueron fijadas a 80°C durante 2 horas.

5.2 Marcado de la sonda (TG)yo.

El rastreo de microsatélites en la biblioteca gendmica parcial, fue realizado con el
oligonucleétido (TG)yo. Este oligonucleétido fue previamente marcado con
digoxigenina. Para el marcaje de la sonda se utiliz6 el protocolo de DIG-High Prime
(Boerhringer Mannheim GmbH) y para la cuantificacién de la sonda marcada, el
protocolo del kit DIG DNA Labeling and Detection (Boerhringer Mannheim

GmbH).

5.3 Rastreo de la biblioteca genémica parcial.
5.3.1 Lisis y pre-hibridacién.

Las membranas con las clonas se colocaron en tubos de hibridacién de 250 ml (3
membranas por tubo). La lisis de las clonas fue realizada en una soluci6n de 250 ul
de proteinasa K (concentracién final de 10 pg / ml) y 25 ml de la solucién de
lavado 1(L1) dos veces, durante 10 minutos a 45°C. En 50 ml de amortiguador de

hibridacién se realizé una pre-hibridacion durante 2 horas a 45°C.

5.3.2 Hibridacion.
Para la hibridacién se utilizé la sonda (TG)io marcada con digoxigenina a una

concentracién final de 2 ng/pl en 6 ml de solucién amortiguadora de hibridacion
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durante 16 horas (toda la noche) a 45°C (Fig. 2 ¢). Se lavo 2 veces en 50 ml de la
solucién de lavado 1 (L1) durante 15 minutos, seguido de otro lavado (2 veces) en
50 ml de la solucién de lavado 2 (L2) durante 10 minutos. Se realizaron dos dltimos
lavados, uno en 50 ml de amortiguador B1 durante 5 minutos y otro en 70 ml de

amortiguador B2 durante 40 minutos. Todos los lavados fueron realizados a 45°C.

5.3.3 Incubacion con anticuerpos.
Las membranas se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en 50
ml de amortiguador B2 con 10 pl de Anti-Digoxigenin-AP (750 mU) (Boerhringer

Mannheim GMBH) (concentracion final de 150mU/ml).

5.3.4 Deteccion.
Las membranas producto de la incubacion con anticuerpos se lavaron dos veces
en 50 ml de amortiguador B1 por 12 minutos y una vez en 50 ml de amortiguador B3

durante 5 minutos; ambos lavados fueron realizados a temperatura ambiente.

Las clonas fueron detectadas colocando cada membrana en una bolsa de
hibridacién (Fig. 2 d, e) con 10 pl de amortiguador B3 y 150 ul de de NBT/BCIP, y

se guardo por 2 horas en cuarto oscuro.

Las clonas positivas detectadas a partir del rastreo fueron seleccionadas de la

serie previamente guardada a 4°C y transferidas a una caja de Petri con medio LB y



ampicilina (100pg/ml). Esta caja de Petri fue marcada con el nombre del

microsatélite y se reclasifico la biblioteca parcial.

5.4 Guardado de clonas positivas en glicerol.
Con ayuda de un palillo estéril, se tom6 una fraccién de una colonia y se colocé en
un tubo de polipropileno (de 12 ml) con 3 ml de LB con ampicilina. Se incubd toda la

noche a 37°C en agitacion constante (225 rpm).

En un tubo de 1.5 ml (Eppendorf) se afiadieron 700 pl del cultivo del medio LB
liquido y 300 pl de glicerol estéril. Las fases del cultivo y el glicerol, se mezclaron y

congelaron con hielo seco y etanol. Finalimente fueron guardadas a -80°C.

6 Estimacién del tamaiio de los fragmentos clonados.

Para la estimacion del tamafio los fragmentos clonados, se utilizaron dos técnicas
alternativas. La primer técnica se realizé mediante la amplificacién de los fragmentos
clonados y la segunda por medio de lisis alcalina seguida de digestion enzimatica del

inserto en pUC18.

6.1 Amplificacién (PCR) y estimacién del tamaiio de los fragmentos clonados

Se extrajo el plasmido de las clonas positivas que hibridaron con la sonda,
realizando una lisis de las bacterias en 20 pl de agua destilada y estéril, a 100°C durante

5 minutos. Se utilizaron 3 pl diluidos 1:1 en agua destilada y estéril.
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Para la amplificacién se tomé 1 pl de la solucion con ADN como molde, 10
pmoles de cada cebador M13 / pUC forward y reverse (GIBCO BRL®) (fig. 3), y 20 pl
de PCR super Mix (Tris-HC1 22 mM (pH 8.4), KCI 55 mM, MgCl, 1.65 mM, dGTP 220
uM, dATP, dTTP 220 uM, dCTP 220 uM, Taq polimerasa recombinante 22 u/ml.;
GIBCO BRL®). Para esta amplificacién se utiliz6 el termociclador DNA Thermal
Cycler modelo 480 (PERKIN ELMER). El desarrollo de la amplificacion se llevé a cabo

segtn el protocolo descrito en la Tabla L.

Tabla I. Condiciones del termociclador para la amplificacién. Columnas 1: nimero de ciclos, 2: el
tiempo, 3: la temperatura para cada paso del PCR y 4: los ciclos utilizados durante la amplificacién.

Numero de ciclos Tiempo Temperatura Ciclo
1 ciclo 5 minutos 96°C Desnaturalizacién inicial‘
1 minuto 96°C Desnaturalizacion
5 ciclos 1 minuto 60°C Reincorporacion
4 minutos 72°C Extensi6n (sintesis)
1 minuto 94°C Desnaturalizacién
25 ciclos - 1 minuto 43°C Reincorporacién
4 minutos 72°C Extensién (sintesis)
1 ciclo 10 minutos 72°C Extensi6n (sintesis) final

Para verificar el tamaiio del producto amplificado, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 1% (45 min, a 80V), junto con un marcador molecular con

intervalos de 250 pb.
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Los cebadores M13/pUC amplifican a partir de una region cercana al inicio del
sitio de clonacion multiple (MCS) del plasmido, cuyo tamafio es de 122 pb (Fig.3). Por
lo que para la determinacién del tamafio real de los fragmentos genomicos se resto al

tamafio estimado dicha region (122 pb).

Cebador M13/pUC Forward

o
id
\d
IllIllllIIII’ e®
L
5’—

GTAAAACGACGGCCAGTGCCA
3’ -CATTTTGCTGCCGGTCAC
5/

TCATGGTCATAGCTGTTTCCTG-3'
SCATTAGTACCAGTATCGACAARGGAC-

BamH1 Cebador M13/Puc Reverse

Figura 3. Segmento del pldsmido (secuencia 5°-3’ y su secuencia complementaria) amplificado con los

cebadores Forward y Reverse M13/pUC GIBCOBRL®). Las flechas negras indican la direccion de la
amplificacién, las flechas azules indican el sitios de corte de BamH1 y el lugar exacto de la insercion del
fragmento genoémico. La regiéon marcada en amarillo corresponde a la secuencia de los cebadores; la
region marcada en azul corresponde al sitio de clonacion miltiple (MCS).

Finalmente, se extrajo del gel el fragmento amplificado de tamafio deseado (entre

400 pb y 1000 pb) con ayuda del kit CONCERT ™ Gel Extraction Systems

(GIBCOBRL®) para su posterior secuenciacion.
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6.2  Digestion del plasmido de las clonas positivas y estimacion del tamaiio de los
fragmentos.
6.2.1 Extraccion del ADN de las clonas positivas (técnica minipreps).

Se inoculd cada clona en 3 ml de LB liquido dentro de un tubo de polipropileno
de 12 rﬁl y se incub6 toda la noche a 37°C. Cada tubo fue marcado de acuerdo al nimero
de la clona correspondiente. Se centrifugaron los 3 ml de cada cultivé, divididos

equitativamente en 2 tubos de 1.5 ml (Eppendorf) a 12,000 x g durante 2 min.

Se descart6 el medio de cultivo y se resuspendi6 cada precipitado en 150 pl de
GTE. A cada tubo se adicionaron 300 pl de solucién de lisis recién preparada y se

mezcld enérgicamente. Posteriormente se incub6 durante 5 minutos en hielo.

La solucién resultante se centrifugd 12000 x g, a 4°C durante 10 minutos y se
transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, al cual se le agregaron 500 pl de fenol:
cloroformo: alcohol isopropilico 24:24:1. Esta mezcla se agit6 vigorosamente hasta
hacer una emulsién. Inmediatamente se centrifugdé 12,000 x g por 1 minuto y el
sobrenadante se transfirié a un tubo que contenia 1 ml de etanol absoluto frio. El

contenido del tubo se mezcl6 completamente e incubd en hielo durante 10 minutos.

Se centrifugd a 12,000 x g por 10 minutos y se elimind el sobrenadante (etanol).

El precipitado obtenido fue lavado con 1 ml de etanol al 70% y centrifugado bajo las

® Nota: miniprep viene de la palabra en inglés minipreparation.
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condiciones anteriores. Se repitio el paso anterior. Se desecho el sobrenadante y se dejé
secar el precipitado completamente. Este precipitado fue resuspendido en 100 pl de TE .
El ARN fue eliminado afiadiendo 10 pl de solucién de RNAsa 1x a los 100 pl de
soluciéon con ADN. Se realizo una purificacion para eliminar sales y otros contaminantes
utilizando el kit CONCERT ™ PCR Extraction Systems (GIBCOBRL®).
El producto de la purificacién fue guardado y etiquetado para su uso posterior,

tanto en la digestion, como en la secuenciacion.

6.2.2 Digestion del plasmido con Pvull y estimacién del tamaiio de los fragmentos.

Se digirieron 20 pg del plasmido con 20u de la enzima de restriccion Pvull
(GIBCOBRL®), que corta un fragmento de 322 pb el cual incluye la regién de insercion
del plasmido (MCS) (Fig. 4). Esta digestion se incubé a 37°C durante aproximadamente

36 horas.

322 ph

Figura 4. Plasmido pUC18. Se indican los sitios de corte de Pvull, el corchete
indica el fragmento generado con la digestion, y MCS es el sitio de clonacion.
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El tamafio del fragmento digerido se verificé por medio una electroforesis en gel
de agarosa al 1% (45 min, a 80V), junto con un marcador de peso molecular con

intervalos de 250 pb.

7 Secuenciacién y deteccién de microsatélites.
7.1 Secuenciacién .

Los productos de la extraccion del gel (técnica PCR) y de la extraccion del plasmido
(técnica miniprep), que presumiblemente contenian microsatélites fueron enviados para
su secuenciacién al Microchemical Core Facility (San Diego State University, E.U.),
donde utilizan el secuenciador ABI Prism 377 DNA. Para la secuenciacion fueron
utilizados los cebadores universales —21 M13 forward y reverse (Fig. 3), para obtener la

secuencia 5°-3’ y la hebra complementaria de cada fragmento clonado.

7.1.1 Eliminacién de bases ambiguas.
La eliminacién de las bases ambiguas (N’s) se realiz6 utilizando el programa

DNAstar, donde se acoplaron ambas secuencias (forward y reverse) (Fig. 3).

Se editaron las secuencias con “Edit Seq” ( del programa DNAstar) eliminando
la secuencia perteneciente al plasmido (secuencia conocida). Se utilizé “Reverse
Complement” dentro del editor “Edit Seq” con cada secuencia reverse para generar

una copia complementaria (secuencia forward-r).
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Ejemplo:

Secuencia reverse:

3¢ ~CATTTTGCTGCCGGTCACGGTTCGAACGTACGGACGTCCAGCTGAGATCTCCT. CCATGGCTCGAGCT TAAGCATTAGTACCAGTATCGACAAAGGAL -5

Secuencia forward-r generada a partir de la secuencia reverse:

5 ~GTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAAT TCGTAATCATGGTCATAGCTGTITCCTG-3/

Cada secuencia forward-r fue alineada con su secuencia forward utilizando

“MegAlign” (opcién “Clustal”) y las N’s fueron eliminadas por comparacion.

7.2 Deteccién de microsatélites en las secuencias.

Se seleccionaron las clonas cuyas secuencias contenian microsatélites
(secuencias simples) de més de 5 repeticiones sin ambigiiedades (N’s). Los
microsatélites obtenidos fueron clasificados en compuestos, perfectos e imperfectos,

segtin lo propuesto por Weber (1990).

8 Diseiio de los cebadores
Los cebadores se disefiaron y seleccionaron en el programa “DNAstar” para

PC, utilizando “Primer Select” de acuerdo a los siguientes criterios:

A) Ambas secuencias (forward y reverse), deben ser leidas inequivocamente (sin
nucleétidos indeterminados).
C) No se deben encontrar ni demasiado cerca, ni demasiado lejos del microsatélite

(deben generar fragmentos de entre 100 pb a 250 pb).
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C) El tamafio de los cebadores debe oscilar entre 18 y 25 secuencias nucleotidicas al
azar (sin repeticiones y con una sucesion al azar de nucleétidos).

E) Deben presentar un alto contenido de G y C ( no menos de 50%), distribuido
regglarmente a lo largo de la secuencia del cebador (evitar series de A y T de mas de
5 nucleétidos).

F) El Tm de los dos pares de cebadores debe ser aproximadamente igual y oscilar
entre los 45°C y 65°C.

G) Los cebadores no deben formar estructuras secundarias (hairpin).

H) La formacién de dimeros debe ser baja (sin homologias intra-cebador, ni inter-
cebadores).

I) Se debe evitar la formacion de productos alternos.

Como estrategia alternativa, a partir de aquellas secuencias que el programa no
pudo generar cebadores, se disefiaron al azar cebadores forward (denominados como
upper en el programa) de la regién 10 a partir del microsatélite en direccion 3°-5°,
hasta la regién 100. Este cebador se utilizé dentro de Primer Select para que el
programa generara el o los cebadores complementarios. Aquellos cebadores que
presentaron dimerizaci6n, tanto consigo mismos como con su complementario de
mas de 3 pb, fueron eliminados. Se uitiliz6 tambien la opcién “Upper Primer
Workbench” o “Lower Primer Workbench” (dependiendo del cebador), la cual
permitié ir eliminando bases al mismo tiempo que se analizaba la formaciéon de

dimeros.



Para validar el disefio tedrico de los cebadores, se realiz6 un andlisis y
comparacién con 4 pares de cebadores de microsatélites pertenecientes a organismos
del mismo Suborden (Pinnipedia): Tres pares de foca gris (Halichoerus grypus) y un
par .de foca comun (Phoca vitulina) (Allen et al., 1995). Estos cebadores han sido
utilizados eficazmente en distintos analisis poblacionales y de ecologia molecular de

pinnipedos.
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1 Preparacién de ADN genémico de alto peso molecular

De la extraccion realizada a partir del tejido epidérmico de 12 organismos de
diferentes loberas, se obtuvo ADN de calidad adecuada (Fig. 5). Todas las extracciones

presentaron una alta concentracion de ADN y nula degradacién, con excepcion del
carril 11 (Fig. 5).

Se eligi6 la extraccion de ADN total del organismo de la lobera San Jorge (carril 1,
Fig. 5) para efectuar la clonacién. La concentracion, fue de 10 pg/pl, previa a la

limpieza del producto de PCR. La concentracion final fue estimada en 5 pg/pl.

S Ma L I G E CdCoC BE A M

sl SR vew ol Yod o

Carril#1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 5. Electroforegrama en agarosa al 1% de ADN total de 12 organismos de Z
californianus califonianus de diferentes. Los carriles pertenecen a la iniciales del nombre de
cada lobera donde se tom6 la muestra, carriles: SJ (San Jorge), Ma (Margarita), L (Lobos), I
(Islotes), G (Granito), E (Esteban), Cd (Cedros), C0O (Coronados), C (Cantiles), B (Benitos), A
(Asuncién), y el carril 13 (M) corresponde al marcador de peso molecular.

2 Digestién del ADN con la enzima de restriccion Mbol y seleccion del tamaiio.

Los fragmentos obtenidos a partir de la digestion del ADN gendmico con la enzima

Mbol, correspondieron a un tamafio aproximado entre 100 y 2500 pb (Fig. 6A). El corte
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efectuado en el gel fue para obtener fragmentos de entre 400 y 1000 pb (Fig. 6B). La

concentracion final de este intervalo de tamafio fue de 150 pg / pl.

Figura 6. Electroforegrama en agarosa al 1% de los productos de digestiéon del ADN total de
Z. californianus californianus. A) Carril 1: ADN total sin digerir; carril 2: producto de la
digestion con Mbol; M: marcador de peso molecular de 250 pb. B) Carril 1: Producto del
corte efectuado en el gel para obtener fragmentos de entre 400 y 1000 pb; M: marcador de
peso molecular de 250 pb.

3 Digestion, desfosforilacién y ligacion.

La digestion con BamHI lineariz6 adecuadamente al plasmido pUCI18, lo cual se

constatdé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% durante 1 hora a 60V (Fig. 7).

Una vez realizada la ligacién, se comprobd la efectividad de ésta digiriendo al
pUC18 nativo y con inserto con BamHI, y efectuando una electroforesis en agarosa al
1%, durante 1 hora a 60V (Fig. 7). Las bandas reveladas indicaron la presencia de

fragmentos ligados con tamaifios entre 400 y 1,000 pb.
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4 Transformacién bacteriana y seleccién de células transformadas.

Una biblioteca gendmica parcial de 1302 colonias se obtuvo de la transformacion
realizada con las células competentes de E.coli DH5a (GIBCOBRL®). El promedio de
fragmentos fue de 700 pb, por lo que se clon6 aproximadamente un total de 9.1X10° pb

del genoma del lobo marino de California.

1000
750

500

250

Figura 7. Electroforegrama en agarosa al 1% de pUC18 nativo y ligado. Carril 1: pUC18 nativo; carriles 2
y 4: pUCI18 linearizado con insertos entre 400 y 900 pb; carril 3: pUC18 nativo linearizado; M: marcador
de peso molecular.

5 Rastreo (screening) de la biblioteca genémica parcial e hibridacion.

La concentraciéon de la sonda (TG);p marcada con digoxigenina fue de
aproximadamente 400 ng/pl, de la cual se utilizaron 80 ng por cada 3 membranas en la

hibridacidén de las clonas transferidas a 1a membrana de nailon.

Un total de 52 clonas que hibridaron positivamente con el oligonucleétido (TG)y se
obtuvieron del rastreo realizado en la biblioteca genémica parcial de 1302 clonas. Las
clonas reclasificadas y transferidas a una caja de Petri con LB y ampicilina/(100mg/ml),

fueron nombradas de acuerdo al nimero en la plantilla.
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6 Estimacion del tamaiio del inserto.

Se presentan los resultados de las dos técnicas alternativas utilizadas para estimar el

tamafio del inserto: PCRy digestion con la enzima Pvull.
6.1 Amplificacion de fragmentos genémicos clonados (PCR).

De 14 clonas seleccionadas al azar a partir de las que hibridaron, se amplificaron los

fragmentos de ADN plasmidico resultando en insertos desde 500 a 900 pb (Fig. 8).

M 49 48 47 46 45 44 43 42 M

§ 1000
E 750
500

250

Figura 8. Electroforegrama en agarosa al 1% de algunos fragmentos amplificados mediante PCR.
M: marcador de peso molecular de 250 pb. Los nimeros sobre los demas carriles corresponden a
cada clona amplificada.

La clona 47 presentd una aparente contaminacion con otra clona. Como se aprecia en
la figura 8, aparecen dos bandas de diferente peso molecular. Debido a esto, la clona se
reamplific6 y los productos fueron aislados mecénicamente por escision del gel de cada

producto por separado.

El fragmento mds pequefio corresponde a la clona 46, con un tamafio aproximado de
600 pb (Fig. 8). El tamaifio de la region del plasmido que se amplifica corresponde a un
fragmento de inicamente 68 pb (Fig. 8), por lo que el resto del fragmento corresponde al

ADN de Z. c. californianus. El fragmento mas grande corresponde a la clona 47, con un



tamafio de aproximadamente 900 pb (Fig. 8, Tabla II). Se seleccionaron los 10
fragmentos de mayor tamafio para llevar a cabo la secuenciacion (12, 15, 20, 24, 43, 44,

45, 46, 48,y 47) (Tabla II).

Tabla IL. Tamafio y concentracién de los fragmentos elegidos para la secuenciacién. Columna 1: nimero de
la clona, columna 2: tamafio calculado (pb) de los fragmentos, columna 3: concentraciéon de ADN (fragmento

amplificado).
| 1
l Clona Tamaiio Concentracion
pb ng/pl.
|F 12 800 20
15 700 50
tt 20 400 50
|F 24 400 100
43 800 125
[ 44 600 50
I 800 20
I 46 600 100
47 900 50
3

6.2 Digestién de plasmido de las clonas positivas hibridadas con (T'G)1o.

Esta técnica alternativa se aplicé a 34 clonas seleccionadas al azar, de las cuales
se purificé individualmente el ADN plasmidico utilizando la técnica de miniprep, el cual

fue digerido con Pvull para linearizar y separar los insertos (Fig. 9).

El resultado de esta digestion fueron fragmentos que oscilaron entre 600pb y 1,400
pb, aproximadamente. S6lo una colonia present6 un fragmento de menos de 500 pb (Fig.
9).
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Figura 9. Electroforegrama en gel de agarosa al 1% de pUC18 con inserto
gendémico, digerido con Pvull. Carril M: marcador de peso molecular (ADN
de A digerido con Hind III). Carril P: pUC18 nativo y digerido con Pvull.
Los numeros sobre los demas carriles pertenecen a las clonas, segun su
numero de identificacion.

Para la secuenciacion se seleccionaron 10 clonas cuyo fragmento de ADN genémico
oscilé entre los 600 y los 1,300 pb (tabla III). Esta seleccion es dada por la relacion del
segmento obtenido mediante la digestion con Pvull (400-900 pb) mas el fragmento del
plasmido (322 pb).

El intervalo de tamafios de los fragmentos obtenidos fue entre 600 y 1400 pb
(fig. 9). En la Tabla III se presenta una relacion de las clonas seleccionadas y sus
tamafios. Las colonias seleccionadas con base en el tamafio, fueron secuenciadas (3, 11,

25, 28, 29, 30, 35,37, 40 y 41).

Tabla III. Tamafio y concentracién de los fragmentos elegidos para la secuenciacién. Columna 1: nimero de
la clona. Columna 2: tamafio calculado (pb) de los fragmentos. Columna 3: concentracién de ADN
plasmidico.

1
Clona | Tamaiio Concentraciéon |§
pb ng/ul.

3 1050 200
11 1000 200
25 890 250
28 900 300
29 880 250
30 900 300
35 1300 200
37 1000 200
40 600 200
| a1 700 250
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7 Secuenciacién y deteccion de microsatélites.

7.1 Secuenciacion®.

Las secuencias obtenidas a partir de ADN extraido de las clonas mediante PCR,
presentaron una mayor cantidad de bases ambiguas (N’s). El porcentaje mas alto fue de
54.58% de N’s, mientras que el mas bajo fue de 5.94% de N’s (Tabla IV). El ADN
perteneciente a la clona 12 no pudo ser secuenciado, tanto con el cebador forward, como
con el reverse (Tabla IV).

Tabla IV. Secuencias obtenidas a partir de ADN extraido mediante PCR. Columna 1: nimero de la
clona. Columna 2: cebador utilizado para la secuenciaciéon. Columna 3 y 4: el nimero y porcentaje de
N’s, respectivamente. Columna 5: obtencién de la secuencia. La letra F, representa a los cebadores

forward'y 1a R a los reverse. N: Bases ambiguas. ND: Ntimero de N's sin determinar. (+): Obtencién
positiva de la secuencia. (-): Obtencién negativa de la secuencia.

. PCR
CLONA CEBADOR Num. % N's Obtencion
N’s
12 M13F ND ND -
12 MI13R ND ND -
15 MI13F 239 28.37 +
15 MI13R 311 27.69 +
20 MI13F 322 28.37 +
20 M13R ND ND -
24 MI13F 296 27.64 +
24 MI3R 193 18.67 +
43 MI13F 86 9.20 +
43 M13R 57 5.94 +
44 MI13F 169 16.80 +
44 MI13R 259 23.96 +
45 M13F 506 54.58 +
45 MI13R ND ND -
46 M13F 206 21.26 +
46 M13R ND ND +
47 MI13F 159 15.59 +
47 MI13R 133 12.96 -
48 MI13F 156 16.17 +
48 MI13R 254 2543 +

4 Nota: Todas las secuencias obtenidas son mostradas en el anexo 3.
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La clona 20 no pudo ser secuenciada con el cebador reverse, mientras que con el
forward se obtuvo una secuencia con 28.37% de N’s (bases ambiguas) (Tabla IV). La
clonas 45 y 46 no pudieron ser secuenciadas con el cebador reverse. Mientras que con el
cebador forward para la clona 45, se obtuvo una secuencia con 54.58% (tabla IV) de
N’s, la cual fue el porcentaje mas alto de las muestras secuenciadas. Para la clona 46 se
obtuvo una secuencia con 21.26% de N’s (Tabla IV). La clona 15 present6 una cantidad

elevada de N’s, con el forward de 28.37% y con el reverse de 27.69% (Tabla IV).

La clona 43 present6 el menor porcentaje de N’s, tanto con el cebador forward
(9.20%), como con el reverse (5.94%) (Tabla IV), con menos del 10% de N’s. La clona
47 obtuvo también una concentracién baja de N’s, de menos del 20% para ambos
cebadores (Tabla IV).

Los fragmentos seleccionados a partir de las digestiones con Pvull y extraidos
mediante miniprep fueron secuenciados posteriormente y presentaron una menor

cantidad de bases ambiguas. Todos los fragmentos pudieron ser secuenciados (Tabla V).

El porcentaje méaximo de N’s en estas secuencias fue de 5% (Tabla V). La clona 11
mostr6 la mayor cantidad de N’s, tanto con el cebador forward (4.14%), como con el
cebador reverse (5.10%) (Tabla V).

El porcentaje més bajo de N’s obtenido con ambos cebadores, fue para la clona
29, con 1.99% (forward) y 1.91% (reverse) (Tabla V). Para las demas clonas, el

porcentaje de N’s dentro de las secuencias, oscil6 entre el 2% y el 4%.
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Tabla V. Secuencias obtenidas a partir de ADN extraido mediante miniprep. Columna 1: nimero de la clona.
Columna 2: cebador utilizado para la secuenciacién. Columna 3 y 4: el nimero y porcentaje de N’s,
respectivamente. Columna 5: obtencién de la secuencia. La letra F, representa a los cebadores forwardy laR a
los reverse. N: Bases ambiguas. ND: Numero de N's sin determinar. (+): Obtencion positiva de la secuencia. (-):
Obtencién negativa de la secuencia.

MINIPREP
CLONA | CEBADOR | Num | %N’s | Obtencién
N’s
3 M13F 28 2.69 +
3 MI13R 37 3.49 +
11 MI13F 44 4.14 +
11 MI3R 54 5.10 ¥
25 M13F 24 2.17 ¥
25 MI3R 28 2.57 +
28 MI13F 18 1.63 +
28 M13R 27 247 ¥
29 MI3F 22 1.99 ¥
29 MI3R 21 1.91 +
30 MI13F 19 1.69 +
30 M13R 36 3.28 ¥
35 MI3F 44 3.99 +
35 MI3R 38 3.50 +
37 MI3F 36 | 343 +
37 MI3R 28 2.69 ¥
40 MI3F 25 225 +
40 MI13R 21 1.92 +
41 MI3F 24 2.14 ¥
41 MI3R 23 2.07 +

7.2 Deteccion de microsatélites en las secuencias.

De las 20 clonas que se secuenciaron, se obtuvieron un total de 6 loci de
microsatélites, cuyas repeticiones de dinucledtidos van desde 5 hasta 14. Los
microsatélites fueron nombrados con las iniciales del nombre de la persona que clono, el

ntmero de la clona y las iniciales del nombre cientifico de la especie (Fig. 10).

Tres microsatélites se consideraron compuestos (GC48ZCC, GC3ZCC y
CG11ZCC), uno fue imperfecto (CG46ZCC) y dos perfectos (CG35ZCC y CG37ZCC).
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Figura 10. Secuencias obtenidas a partir de la seleccion e identificacién de microsatélites. Las secuencias de
dinucleétidos se encuentran marcadas con color verde. Mientras que los cebadores disefiados son marcados
con color azul.
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8. Disefio de cebadores.

De los 20 fraginentos secuenciados, fueron descartados aquellos que presentaron
un porcentaje de cerca del 30% de N’s para alguno de los cebadores y sin obtencion de
secuencia para la hebra complementaria. Esto, debido a que no fue posible eliminar
m’nguné de las N’s por alineamiento y comparacién (ver métodos). Un segundo criterio
de seleccion fue elegir aquellas clonas sin bases ambiguas o qﬁé pudieron ser eliminadas
por comparacién) en la secuencia de microsatélite, asi como de la regioén seleccionada
para disefiar los cebadores. La distancia minima para esta regién se encuentra entre las
10 y las 60 pares de bases (ver métodos). La excepcion fue la clona 46, ya que presento
un porcentaje de 21.26% de N’s, pero la secuencia del microsatélite y de la region

seleccionada para el disefio de los cebadores estuvo fuera de las indeterminaciones.

A partir de las caracteristicas reportadas en la metodologia los cebadores de cada
microsatélite fueron seleccionados, utilizando el programa PRIMER SELECT de
DNAstar. Ninguno de los cebadores presenté dimeros mayores de 3 pb consigo mismo o
con su pareja (forward y reverse). Todos los cebadores presentaron al menos una
estructura secundaria (hairpin), sin embargo ninguno present6 productos alternos. En la
Tabla VI se muestra un resumen de los microsatélites encontrados y los cebadores

disefiados.

Tabla VI. Nombre del locus y de microsatélite correspondiente, clasificacion, tamafio del producto
esperado, Tm de ambos cebadores (forward y reverse) y posicion de la secuencia.

Locus Microsatélite Clasif. Tamafio del Tm Cebadores Posicién
Producto (°C) (pb)
CG48ZCC {TC) o (AC) 14 compuesto 149 pb 46 F5’ ~ATTAGACTGGGAAATGACCA-3' 264-283
50.7 R5’ ~TGTCCTCCTATCAGCCTCCACA-3' 412-389
CG46ZCC {TG) sGGG(TG) ¢ imperfecto 161 pb 58 F5' ~AGGCTGTCTGTGTTCTCTTA-3/ 170-189
56 RS’ ~ACTTTGCTCCACTTTATCC-3/ 312-330
CG352CC {TG) 23 perfecto 188 pb 36.4 F5' -TGCAAAGCACTGTGCCCAGAG-3' 273-292
50.6 RS’ ~-GCCAAGCAAGGAGCCCAATG-3' 460-443
CG37zCC (AG) ¢ perfecto 223 pb 58.6 F5' ~-TATTTATGTCTTTCTATTTTIGG -3’ 253-2173
59.1 RS/ ~TTTCTCTCCCCTGGCTG-3 475-456
CG3ZCC (TG):A(GT)4A{TG | compuesto 233 pb 51.4 F5' -GAGTGGGAAGCCTCTGGAA-3' 230-248
) AGCA({TG) 5 51.1 RS/ ~TGCTGCACGGTTACATTCTC-3/ 462-443
CGllzcC (TG} 3TA{TG)CG{ compuesto 233 pb 51.4 F5' ~GGAAAGGAAGGGAAGGTTAGAAG-3' 48-71
TG) 3 51.1 F5’ -TGTCACTTGATTCCAGCC~3! 293-275
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DISCUSION
F
En pinnipedos, se han caracterizado loci de microsatélites para foca comun, foca
gris, lobo fino de dos pelos, lobo fino sudamericano (Arctocephalus australis) 'y
recientemente morsa (Odobenus rosmarus). La mayoria de estos loci pertenecen a la
familia Phocidae, y en menor porcentaje se han caracterizado y probado en la familia

Otariidae, a la cual pertenece el lobo marino de California.

Este trabajo pretende ser la base para la realizacion de estudios aplicados en
genética de poblaciones para el lobo marino de California y para otros pinnipedos.
Principalmente, para conocer la estructura genética de las poblaciones del lobo marino
de California, medir el flujo génico diferencial por sexos, estimar el indice de endogamia

y evaluar la factibilidad de la existencia de cuello de botella.

En este trabajo se caracterizaron 6 loci de microsatélites dinucleotidos para la
especie Zalophus californianus californianus. No obstante, es importante mencionar que
ol resto de las colonias bacteriales, con los fragmentos clonados que hibridaron con la
sonda dinucleétida y que no fueron secuenciadas, se mantienen en glicerol a —80°C, para
que posteriormente pueda realizarse la caracterizacion del resto de los microsatélites

obtenidos en la clonacién.

El método tradicional para aislar clonas de microsatélites consiste en generar un

inserto pequefio a partir del genoma total de la especie de interés, para conformar una
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biblioteca genémica parcial valiéndose de un vector adecuado, y entonces seleccionar
clonas que contengan los insertos deseados por rondas repetidas de hibridacion, con

oligonucleétidos del microsatélite conocido.

La obtencién de microsatélites cuenta actualmente con técnicas més eficientes y
que consumen menor tiempo. Tales técnicas son denominadas “protocolos
enriquecidos”. Los protocolos enriquecidos han sido desarrollados para incrementar la
proporcién de clonas en una biblioteca dada, conteniendo el microsatélite de interés
(Paetkau, 1999). Sin embargo, estas técnicas presentan inconvenientes debido al elevado
costo de los reactivos utilizados. En laboratorios que cuentan con un presupuesto
limitado, la compra de estos reactivos supone un impedimento para la realizacion de

dichos protocolos.

Por lo tanto, es necesario adecuarse a estos presupuestos e implementar técnicas
que no supongan un costo demasiado elevado para su realizacion. En el presente trabajo

se utilizaron métodos tradicionales para la obtencién de microsatélites.

A continuacién se discuten los resultados obtenidos en las técnicas utilizadas

para la obtencién de microsatélites y el disefio de sus cebadores.
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1 Preparacion de ADN genémico de alto peso molecular.

En este trabajo se aislé ADN de alto peso molecular (méas de 3,000 pb) para
asegurarse que los fragmentos que son utilizados para realizar la insercién en el
plasmido, prsentaran extremos apropiados. Es decir, una mayor integridad de estos,
permite una menor posibilidad de que las secuencias de microsatélites se encuentren

cortadas.

El ADN extraido de cada organismo perteneciente a distintas loberas también
present6 una concentracion (10 pg/pl) y un grado de pureza de ADN elevada, esto
{iltimo es importante debido a que concentraciones elevadas de sales pueden interferir

con las reacciones de las enzimas utilizadas durante los procesos de clonacion.

La excelente calidad del ADN obtenido en las extracciones, se encuentra

relacionada principalmente con una adecuada preservacién de las muestras.

2 Digestién, desfosforilacién y ligacion.

La enzima utilizada (Mbol), que tiene una secuencia de reconocimiento de 4 pares
de bases en el ADN genémico, produjo una gran cantidad de fragmentos en el intervalo
de interés. Los fragmentos obtenidos a partir de esta digestion fueron de tamaifio
comprendido entre 200 a 5000 pb. Sin embargo, la mayor cantidad de fragmentos

obtenidos oscilaba entre los 200 y los 2000 pb, determinado esto Gltimo por una mayor
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intensidad en las bandas de ese tamafio en el gel. Esto nos permitio elegir los fragmentos
de entre 400 y 1000 pb, asegurando la obtencién de una concentracion elevada de estos

fragmentos para la clonacion.

El tamafio promedio de los fragmentos con microsatélites obtenidos después de la
clonacién en este trabajo fue de 772.1 pb. Se ha observado que el tamafio optimo del
inserto es de alrededor de 600 pb. Este tamafio es suficientemente corto para poder ser
secuenciado, dependiendo del tipo de secuenciador que se utilice, y suficientemente
grande para poder analizar una proporcién grande del genoma con un nimero

moderadamente bajo de clonas (Estoup y Turgeon, 1996).

Por otra parte, este tamafio reduce la probabilidad de que las repeticiones se
encuentren cerca de los extremos que los flanquean y, por lo tanto, que los cebadores

para los microsatélites puedan ser disefiados.

Las técnicas utilizadas para recobrar fragmentos selectivamente asi como para
realizar rastreos (screening) y clonacién, frecuentemente dan como resultado una sobre
representacion de fragmentos pequefios (Estoup y Turgeon, 1996). Esto se debe a que
una proporcién de fragmentos pequefios no migra en la posicion esperada sobre el gel,
asi como a que los fragmentos pequefios son mas facilmente insertables en el plasmido

vector.
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Por ejemplo, el tamafio medio de los fragmentos es de 650 pb cuando los
fragmentos de 400 - 900 pb son selectivamente recobrados. En la practica, sin embargo,
el tamafio del fragmento medio efectivo se encuentra alrededor de las 500 pb (Estoup y
Turgeon, 1996). Debido a lo anterior, en este trabajo se escogieron los fragmentos de
entre 460 y 1000 pb, para tratar de obtener la mayor cantidad de fragmentos con el

tamafio ptimo esperado.

3. Transformacion bacteriana y seleccion de células transformadas.

El tamafio del genoma obtenido en la biblioteca parcial para el lobo marino
(910,000 pb), concuerda con la cantidad de genoma clonado en otras especies utilizando
esta técnica ( Ej. Estoup et al., 1993, Chapuisat; 1996), lo que indica que se obtuvo una

eficiente clonacién de fragmentos gendmicos en este trabajo.

4. Estimacion del tamaiio del inserto.

El tamafio promedio mayor de los insertos corresponden a los fragmentos obtenidos
mediante el segundo método (miniprep). Sin embargo, la obtencion de fragmentos
mayores con este método puede resultar meramente azarosa, debido a que solo

representa una pequefia muestra de 10 clonas.

El tamafio promedio general de todos los fragmentos analizados es de 798.5 pb, lo
que concuerda con el tamafio esperado (700 pb). Sin embargo, este dato no es

representativo de todas las clonas obtenidas, debido a que la estimacién de este



48

promedio solo representa un porcentaje de 0.76% del total de los fragmentos de todas

las clonas (1,302 clonas).

La obtencion de un fragmento con un tamafio de 1300 pb (ver resultados), nos indica
que poéiblemente junto con el fragmento, se haya unido otro plasmido. En el
alineamiento de este fragrhento, se detect6 la secuencia del extremo 3’ del plasmido,
seguida de una secuencia desconocida (fragmento clonado) con la presencia de un
microsatélite y al final, se observé nuevamente la misma secuencia del extremo 3’ del
plasmido. No obstante, la secuencia perteneciente al fragmento clonado fue de un
tamafio de 550 pb y con un porcentaje bajo de bases ambiguas, por lo que fue posible

realizar el analisis de esta secuencia y detectar la presencia de un microsatélite.

5. Secuenciacion y deteccién de microsatélites.
5.1 Secuenciacion.
Las secuencias obtenidas a partir de fragmentos extraidos por amplificacién y
recuperacion de la banda a partir del gel (PCR), presentan un mayor porcentaje de N’s,

asi como de fragmentos que no pudieron ser secuenciados.

Los porcentajes de N’s presentes en las secuencias indican que las muestras con
una menor concentracién de ADN, presentaron una mayor cantidad de N’s. Es decir,
existi6 una relacion inversa, entre la concentracién de ADN en la muestra y la cantidad

de N’s obtenidas en el fragmento secuenciado.
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Esta relacion se mantuvo en el andlisis de las secuencias obtenidas a partir de los
fragmentos extraidos mediante la técnica de miniprep. A pesar de que la diferencia en
cuanto a la concentracién de N’s es menor, las secuencias con una menor concentracion

de ADN en las muestras enviadas, presentaron la mayor cantidad de N’s.

Si comparamos los porcentajes, podemos observar que el menor porcentaje
obtenido mediante la primera técnica (5.94%) fue mayor que el porcentaje méaximo

obtenido mediante la segunda.

De esta comparacién se obtiene que la extraccion de los fragmentos (dentro del
plasmido) mediante la técnica miniprep es la mas adecuada para obtener secuencias

limpias y confiables.

Sin embargo, existe otro factor que puede modificar las concentraciones y, por lo
tanto, la relacién inversa con los porcentajes de N’s. Este factor es el método utilizado
para la extraccion de ADN en la primera técnica. Para extraer y limpiar el ADN,
producto de la amplificacién, los fragmentos amplificados fueron aislados

mecanicamente por escisién del gel de cada producto preparado.
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A pesar de que esta técnica nos permite separar los fragmentos y prevenir que el
producto de la amplificacién sea secuenciado con contaminacion la cantidad obtenida es

més baja que la obtenida con la extraccién directa del producto.

Es posible que este factor sea el verdadero motivo de la baja concentracion de
ADN obtenida con la primera técnica, asi como del alto porcentaje de N’s presentes en

las secuencias obtenidas.

Por lo anterior, la secuenciacién a partir de muestras con fragmentos contenidos
en el plasmido (miniprep) o de fragmentos obtenidos y purificados directamente a partir
del producto de PCR son las técnicas mas viables. No se recomienda la secuenciacion a
partir de muestras obtenidas mediante extraccion del gel (ya sea a partir de miniprep o
PCR); ya que esta tltima técnica genera productos con concentraciones bajas para una
correcta resolucion durante la secuenciacién, e incrementan por lo tanto, la presencia de

bases ambiguas.

5.2 Deteccion de microsatélites dinucledtidos en las secuencias.

Es importante analizar los microsatélites obtenidos en este estudio, debido a que en
el presente trabajo, no se llevo a cabo la prueba de polimorfismo, ni el anélisis de la
resolucién de este locus. Por lo que a continuacion se presenta una exploracion tedrica y

bibliogréafica de los microsatélites encontrados.



En este estudio se caracterizaron microsatélites dinucledtidos debido a que son mas
utilizados que los trinucledtidos y tetranucledtidos para estudios de genética de
poblaciones y ecologia molecular. Esto se debe a varios factores; uno de ellos es que son
mds abundantes en el genoma eucaridtico, por lo que esto facilita su localizacién y

clonaci6n para el desarrollo de cebadores.

Otro de los factores es que los trinucledtidos pueden encontrarse ligados a
enfermedades, por lo que no conforman las expectativas clasicas mendelianas y estan
lejos de considerarse neutrales (Rubinsztein, 1999, citado en Goldstein y Schlétterer,
1999). Ademas que los dinucleétidos presentan intervalos de mutacion 1.5-2.0 mas altos
que los tetranucledtidos (Chakaborty et al. 1997, citado en Goldstein y Schldtterer,

1999).

Se ha observado que los microsatélites interrumpidos pueden en general estar
caracterizados por una varianza mdas alta en el nimero de repeticiones y
consecuentementé con un intervalo de homoplasia mas baja que en los simples. De esta
manera, los microsatélites interrumpidos (imperfectos o compuestos) podran ser los mas
apropiados para los estudios de diferenciacion poblacional y relaciones evolutivas entre
poblaciones distantes (Estoup et al., 1995). Por lo tanto, los microsatélites interrumpidos
(compuestos e imperfectos) obtenidos en este trabajo podrian ser utilizados para dichos

estudios.



52

El  primer pardmetro que influencia la estabilidad de los microsatélites
independientemente del tipo, es el mimero de repeticiones. Se ha encontrado que el
polimorfismo de marcadores se incrementa, cuando se incrementa la media del nimero
de repeticiones (Weber, 1990), por lo que microsatélites con un tamafio mayor, pueden

llegar a ser mas polimoérficos.

Un segundo pardmetro que influencia substancialmente la estabilidad de los
microsatélites independientemente del tipo de repeticiones, es la pureza del
microsatélite. Las bases interrumpidas parecen estabilizar al microsatélite, reduciendo la
posibilidad de pérdida de alineamiento y resultando en niveles mas bajos de
polimorfismo que los microsatélites sin interrupciones (simples) con un nimero similar
de repeticiones (Chung et al., 1993; Richards y Sutherland, 1994; Pepin et al., 1995;

citados en Goldstein y Schlétterer, 1999).

Como se mencioné anteriormente, en este estudio se obtuvieron dos microsatélites
dinucleétidos simbles, y uno de los cuales presenta ademas 46 pb de longitud (TG)23),
por lo que se espera que puedan llegar a presentar un polimorfismo elevado en Z. c.
californianus y puedan ser ttiles en estudios geograficos, historia de la poblacion,

deteccion de cuellos de botella y endogamia, entre otros.
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6. Diserfio de cebadores.
Uno de los parametros més criticos para el éxito del PCR es el disefio de los
cebadores. Un buen disefio de los cebadores puede ahorrar tiempo y reducir costos, dado

que los cebadores son uno de los componentes maés caros para realizar el PCR.

a) Zona para el diseiio de cebadores.

Es conocido que los microsatélites se encuentran flanqueados por secuencias
conservadas (Estoup y Turgeon, 1996), lo que permite disefiar en esas regiones
cebadores especificos para estos microsatélites. Sin embargo, se ha observado que la
conservacién alrededor de los microsatélites, varia entre loci (Moore et al., 1991), por lo
que no existe una zona determinada que se recomiende por su conservacion para el

disefio de cebadores.

Se ha observado que los cebadores disefiados para microsatélites deben amplificar
fragmentos con un tamafio entre 100 y 250 pb, debido a que migran mas rapido sobre el
gel y presentan una mejor resolucion (Valsecchi y Amos, 1996). Por lo que la distancia
y la zona a partir de la cual se deben disefiar los cebadores, se encuentran relacionados
con el tamafio deseado del producto. En este trabajo se obtuvieron cebadores que

amplificaran fragmentos dentro del rango mencionado (100 a 250 pb).



54

b) Caracteristicas de los cebadores disefiados.

Muchas de las reglas para el disefio de los cebadores son empiricas y no garantizan
el éxito. Sin embargo, un cuidadoso apego a estas reglas debe sin duda, incrementar la

probabilidad de éxito en la amplificacion de los fragmentos deseados (Sharrocks, 1994).

Los parametros principales que se deben considerar para obtener cebadores con altas

probabilidades de amplificar, se mencionan a continuacion.

Tabla VII. Comparacién de cebadores. Las primeras 4 filas corresponden a los loci reportados para otras
especies, las siguientes 6 filas, a los loci disefiados para Z. c. californianus. Columna 1: loci y nameros de
acceso a GENBANK, columna 2: Cebadores forward y reverse en direccién 5°-3’, columna 3: Tamafio del
cebador, colmna 4: Temperatura de reincorporacién, columna 5: Porcentaje de C-G, columna 6 y 7:
Dimerizaciones, columna 8: Form‘acién de hairpins, columna 9: Tamafio del producto y columna 10:
Formaci6n de productos alternos.+Tm reportadas y probadas en articulo (Allen et al., 1995). * Dimeros mas
estables de lo permitido (ver texto).

Dimeros
Locus/# Cebador 5’-3° Ta Tm GC Auto Par Hair ‘Tamaiio del Productos
de acceso Forward y Reverse ma (°C) (%) pin producto alternos
fio

Hg8.10 AATTCTGAAGCAGCCCAAG 19 § 53& 52.63 5 12*%1 5 190pb 0

G02093 GAATTCTTTTCTAGCATAGGTTG 23 | 554 34.78 7 12¢1 8

Hg8.9 TGTTAACTATCTGGCACAGAGTAAG 25 | 484 40 9*1 / 10 205pb 0

G02094 TTTCCTATGGGTTCTACTCTC 21 504 42.86 3 / 4

Hg6.3 CAGGGGACCTGAGTGCTTATG 21 584 57.14 7 / 5 224pb 0

G02092 GACCCAGCATCAGAACTCAAG 21 | 60 52.38 5 / 3

SgpV9 TAGTGTTTGGAAATGAGTTGGCA 23 | 504 39.13 6 14*3 8 164pb 0

G01096 ACTGATCCTTGTGAATCCCAGC 22 | 524 47.8 7*1 14%3 7

GC48Zc ATTAGACTGGGAAATGACCA 20 | 460 40 4*1 9 4 149pb 0
TGTCCTCCTATCAGCCTCCACA 22 | 507 54.55 4 9 6

CG46Zc AGGCTGTCTGTGTTCTCTTA 20 | 43.6 45 3 4 3 161pb 0
ACTTTGCTCCACTTTATCC 19 | 432 42.11 2 4 1

CG3Zce GAGTGGGAAGCCTCTGGAA 19 | 514 57.89 7 10 6 233pb 0
TGCTGCACGGTTACATTCTC 20 | 511 50 5 10 3

CGl1Zc AGGAAAGGAAGGGAAGGTTAGAAG 24 | 547 45.83 6 8 4 246pb 0
GTGTGGCTGGAATCAAGTG 19 | 48.2 52.63 6 8 3

CG35Zc TGCAAAGCACTGTGCCCAGAG 21 58.6 57.14 4 3 1 223pb 0
GCCAAGCAAGGAGCCCAATG 20 | 59.1 60 6 3 4

CG37Zc TATTTATGTCTTTCTATITIGG 22 | 413 22.73 5 9 7 145pb 0
TTTCTCTCCCCTGGCTG 17 | 477 58.82 8 9 7
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¢) Tamaiio del cebador y Tm
Este es uno de los pardmetros criticos, ya que se encuentra relacionado con la
especificidad y la temperatura de reincorporacién ( Tm, por sus iniciales en inglés ). El
intervalp recomendado para el disefio de los cebadores varia, aunque la mayoria de los
autores recomiendan un tamafio entre 18 y 25 pb, debido a-que empiricamente proveen

una Tm 6ptima y similar entre los pares de cebadores (Sharrocks, 1994).

Como se puede observar en la tabla VII, todos los cebadores disefiados, excepto
el cebador reverse para el locus GC37ZCC, entran dentro de este intervalo. Este cebador
tiene un tamafio de 17 pb, sin embargo, su Tm es de 47 .7°C, teniendo una diferencia de

6.4°C con el cebador forward (Tm 41.3°C).

A pesar de que es importante tener pares de cebadores con Tms similares
(Sharrocks, 1994), se ha observado que diferencias de 4°C a 6°C entre los pares, no
parecen afectar la produccién del PCR (Dieffenbach et al., 1995). Es por lo tanto, poco

probable que esto represente un problema para la amplificacion del microsatélite.

Los cebadores analizados de las otras especies, se encuentran dentro del intervalo
de 19 pb hasta 25 pb (Tabla VII), segin fueron reportados en el articulo, y sus Tms se
diferencian por 2°C. Sin embargo, es necesario aclarar que el célculo de la Tm realizado

para nuestros cebadores es meramente teérico, y depende del algoritmo utilizado por el
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programa Primer Select (DNASTAR). Este calculo es sélo un acercamiento tedrico de la

Tm y puede ser modificado y mejorado en la practica.

d) Porcentaje de C-G.

La composicién de los cebadores es un factor que influye también en la Tm. En
general, se sugiere que el intervalo de porcentaje de C-G sea de entre 45% y 65%
(Dieffenbach et al., 1995); aunque porcentajes de entre 35% y 65%, también son
permitidos (Alkami Biosystems Primer Design Tips). Este porcentaje de C-G es
sugerido para obtener una unién especifica y obtener una eficiente reincorporacion

durante el PCR (Sharrocks, 1994).

Todo los porcentajes de C-G en los cebadores disefiados en este estudio entran
dentro de los intervalos sugeridos, excepto el cebador forward para el locus CG37Zc
(22.73%) (Tabla VII). Sin embargo, el cebador reverse del locus Hg8.10 también
presenta un porcentaje mas bajo del intervalos sugerido (Tabla VII) y ha sido utilizado
exitosamente en otros estudios (Allen ef al., 1995; Gemmel ef al, 1997, Gemmel et al.,
2001). Por lo tanto, el cebador con el porcentaje de C-G menor, es probable que también
amplifique. Sin embargo, en caso de que no amplifique en la practica, este problema
puede ser solucionado afiadiéndole una serie de C y Gs al extremo 5’ del cebador y de

esta forma aumentar la eficiencia en la reincorporacion (Dieffenbach et al., 1995).
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¢) Formacién de dimeros y estructuras secundarias (hairpin).

En el disefio de los cebadores deben ser evitadas las homologias de las
secuencias, tanto intra-cebadores, como inter-cebadores (Sharrocks, 1994). Debido a que
esto puede generar la formacién de dimeros, ya sea con el mismo cebador o con su
cebador antisentido, e interferir con la reincorporacion al templete. De la misma forma,

debe ser evitada la formacién de estructuras secundarias, dentro del mismo cebador.

Una regla general, es que no exista homologia que involucre mas de 4 bases
seguidas (Sharrocks, 1994). La estabilidad de una doble hebra en particular se encuentra
relacionada con el nimero de las uniones de hidrégeno formadas. Sin embargo, el orden

de las secuencias también es un componente de estabilidad. ¢

Por dltimo, es recomendable evitar la complementaridad en el extremo 3’ del
cebador, ya que es en esta region, donde el cebador debe ser mas especifico, debido a
que es donde da inicio la polimerizacién. En el analisis realizado mediante el programa

Primer Select (DNASTAR), se tomaron en cuenta los parametros arriba mencionados.

Del esquema comparativo que se presenta en la Tabla VII, se observo que los
cebadores reportados por Allen et al. (1995) presentan en general, una mayor cantidad
de dimeros y hairpins, segin el reporte del Primer Select. Los cebadores de los loci

Hg8.10, Hg8.9 y Hgb6.3, presentan una estabilidad mayor en la formacion de sus dimeros
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(Tabla VI). Mientras que para los loci Hg8.9'y Hg6.3 el programa no pudo realizar el

disefio en par de los cebadores reportados (Forward y Reverse) (Tabla VII).

Los pares de cebadores aqui disefiados presentan una menor cantidad de posibles
dimeros y hairpins, siendo el locus CG3ZCC, el que presentd una mayor cantidad de
dimeros (Tabla VII). Solo el cebador forward del locus CG48ZCC presenté un posible

dimero mas estable de lo permitido (Tabla VII) por los parametros arriba mencionados.

El hecho de que nuestros cebadores tengan una menor probabilidad de formaci6n
de dimeros y de hairpins, tanto en cantidad como en calidad que la de los cebadores

reportados, sugiere una eficiente reincorporacion durante el PCR. ¢

En la practica, la formacion de dimeros y hairpins pueden ser evitada variando la

temperatura y haciendo menos estable la reincorporacion de las secuencias homologas.

f) Especificidad.

Sin duda, uno de los pardmetros mas importantes €s el de evitar la presencia de
productos alternos. Los cebadores deben hibridar eficientemente con la secuencia blanco
y tener poca o nula hibridacion posible a otras secuencias que estaran presentes en la

region que se amplificard (Sharrocks, 1994).
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La presencia de productos alternos da como resultado la formacion de bandas
extras o en forma de barrido en el gel, lo cual puede proporcionar datos erroneos y

finalmente un analisis equivocado.

Ninguno de los pares de cebadores, tanto los disefiados en este trabajo, como de
los reportados en otras especies, generan segun el analisis, productos alternos (Tabla
VII). Esta es una caracteristica que comparten ambos grupos de cebadores. Lo que sin

duda garantiza la obtencién de datos correctos durante el analisis de los microsatélites.

Como se menciond anteriormente, los cebadores a nivel taxonémico de familia,
con los que fueron comparados los cebadores especificos producidos en este estudio,
fueron utilizados para el anlisis de microsatélites en pinnipedos y ha sido reportada su

eficacia.

El hecho de que los cebadores a nivel taxonémico de familia compartan ciertas
caracteristicas con los especificos, y que, teéricamente, algunos de ellos tengan mayor
probabilidad de formar dimeros y hairpins, sugiere que los cebadores disefiados en el
presente trabajo puedan amplificar mas facilmente y generar productos para un anlisis

adecuado de las poblaciones del lobo marino de California y otros pinnipedos.
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CONCLUSIONES
#
»De la estimacion del tamafio del inserto mediante la amplificacion de
fragmentos gendmicos clonados (PCR), las clonas analizadas presentaron un tamafo
promedio de 675 pb. Mientras que con la estimacién mediante la digestion del plasmido

de las clonas positivas, se obtuvieron fragmentos con un tamafio promedio de 880 pb.

> Se observé una relacién inversa entre la concentracion de ADN en la muestra y

la cantidad de nucleétidos no determinados en el fragmento secuenciado.

»El factor responsable de la baja concentracién mediante la técnica de
amplificacion es el paso obligado de extraccién de ADN a partir del gel utilizado y no la

técnica propiamente.

» Del anilisis de los fragmentos secuenciados, se obtuvieron tres microsatélites
compuestos ((TC)o(AC) 14, (TG)LA(GT)A(TG)sAGCA(TG)s y
(TG);TA(TG)4CG(TG)3), uno imperfecto ((TG)sGGG(TG)g ) y dos perfectos ((TG)a2s,

(AG)e)-

»A partir de las secuencias que flanquean a estos microsatélites, fueron

disefiados 6 pares de cebadores.
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»E] tamafio de los productos esperados a partir de la amplificacion con los
cebadores disefiados es de 148 pb a 246 pb. Esto garantiza que la utilizacion de nuestros
cebadores facilite el analisis de los microsatélites durante la electroforesis, ya que estos

tamafios les permitird migrar mas répido en el gel y presentar una mejor resolucion.

» Casi todos los cebadores disefiados presentan tamafios, Tm , porcentajes de C-
G, formacién de dimeros y de hairpins que entran dentro de los parametros permitidos

para una adecuada amplificacién durante el PCR.



PERSPECTIVAS

P

» Como se menciond en la introduccion, este trabajo es parte de un proyecto mas
amplio para evaluar la genética del lobo marino de California. Los andlisis con ADNmt,
ya han sido realizados por la M. en C. Yolanda Schramm Urrutia (datos sin publicar),
aportando datos filogenéticos y de estructura genética de las poblaciones a un nivel

macro geografico.

» El segundo analisis sera realizado utilizando los microsatélites obtenidos en el
presente estudio, por lo que se pretende continuar con este trabajo y disefiar mas
cebadores para otros microsatélites. Se cuenta con clonas congeladas (-80°C) que

contienen fragmentos con microsatélites, las cuales no han sido atin secuenciadas.

»Se continuara con la busqueda de mds microsatélites a paritr de las clonas
mencionadas y el disefio de mas pares de cebadores. Se evaluard en la practica la
eficacia de los cebadores disefiados, y se analizara el polimorfismo de los microsatélites

en esta especie.



» Los pasos a seguir seran los siguientes:

e Se sintetizaran los cebadores disefiados.

e Los cebadores sintetizados, ser4n probados en el PCR, seglin la Tm calculada
incicialmente. Se visualizara en geles y se analizara la presencia del producto
deseado. |

e En caso de que se tenga problemas en la amplificacién se variaran los parametros
y se estandarizara la amplificacion de cada par de cebadores.

e Para la evaluacién del polimorfismo en cada locus, los cebadores seran probados
con 30 organismos de la misma especie sin relacion alguna entre ellos.

.
» Parte de este trabajo serd realizado en colaboracién con el Dr. Ciro Rico de

University East Anglia en Norwich, Inglaterra.

» Los microsatélites obtenidos serdn utilizados ademas para realizar andlisis del
comportamiento reproductivo del lobo marino, en las loberas de los Islotes, combinando
andlisis de paternidad y asignacién de parentesco por haplotipos, con marcaje y datos

obtenidos a partir de observaciones directas.

» Otro trabajo que se beneficiara con la obtencion de estos loci, sera el estudio
de la diversidad genética en el lobo marino de California, en Galapagos Ecuador, la

subespecie endémica Zalophus californianus wollebeacki. Donde se pretende utilizar
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analisis de ADNmt y de microsatélites para obtener informacién, sobre la estructuracion
de las poblaciones en esas islas, ya que al parecer, cada isla presenta al menos, un
desfase en los tiempos reproductivos, asi como caracteristicas oceanogréaficas distintas
entre algunas islas. También parece haber cierto grado de endogamia, provocada por
eventos del nifio, donde la mortandad principalmente en los machos es extremadamente
elevada. Ademas se ha reportado también la presencia mas o menos frecuente de

organismos albinos.

» Estos son sélo algunos de los andlisis que se pretenden realizar con los
microsatélites caracterizados, sin embargo, es posible que puedan también ser utilizados

en otras especies de pinnipedos. ¢
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ANEXO1
PROTOCOLOS COMERCIALES
A. Protocolo del kit GLASSMAX DNA Isolation Spin Cartridge System, GIBCOBRL®

1.- Incubar a 65°C, 100 pl de amortiguador TE o agua destilada y estéril por cada muestra que
ser4 purificada.

2.- Agregar 4.5 volumenes de la solucién de unién (Nal) por volumen de solucién de ADN.
3.- Agregar 600 pl (o menos) de la solucién con ADN / Nal al cartucho del filtro.

Nota: Voliimenes > 600 ul requerirdn mds de una carga.

4.- Centrifugar a 13,000 x g durante 20 segundos. Vaciar el tubo.

Nota: Guardar la solucién hasta confirmar que el ADN se recupero.

5.- Agregar 0.4 ml del amortiguador de lavado (washing buffer) frio al tubo con el cartucho
de filtro (spin cartridge).

6.- Centrifugar a 13,000 x g durante 20 segundos. Vaciar el tubo. Repetir el paso dos veces
mas. ‘

7.- Centrifugar a 13,000 x g durante 1 minuto.

8.- Transferir el cartucho del filtro a un tubo de recuperacién. Agregar 40 pl del amortiguador
TE o agua que fue precalentada a 65°C al cartucho con el filtro.

9.- Centrifugar a 13,000x g durante 20 segundos para resuspender el ADN.

B. Protocolo del kit CONCERT ™ Gel Extraction Systems (GIBCOBRL®)

1.- Corte del gel.
e Cortar con la ayuda de un bisturi la zona con los fragmentos entre 400 y 900 pb.
e Pesar un tubo eppendorf (1.5 ml).
e Aifiadir la muestra.
e Pesar el fragmento del gel.
Nota: Precalentar el TE a 70 ° C y el horno a 50 ° C.
2.- Solubilizacion del gel.
e Agregar 30 pl de amortiguador de solubilizacién del gel (L1) por cada 10 mg de gel.
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e Incubar a 50°C por 15 minutos, agitando cada 3 minutos para diluir el gel (fragmentos

de gel mayores pueden tomar mas tiempo en diluirse).

Una vez que el fragmento de gel se haya disuelto, incubar otros 5 minutos.

3.- Cargamento del cartucho.

e Colocar en un cartucho la mezcla anterior (con pipeta) e introducir este cartucho en el

tubo de lavado.
Centrifugar la mezcla en una micro centrifuga a 12,000 x g por por 1 minuto.

Descartar el liquido.

Nota: No cargar mds de 400mg de agarosa por cartucho.

4.- Lavado del cartucho.

Colocar el cartucho de nuevo en el tubo de lavado.

Agregar 500 pl del amortiguador de solubilizacién del gel (L1) al cartucho.
Incubar a temperatura ambijente por 1 minuto.

Centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto.

Descartar el liquido.

5.- Lavado del cartucho.

Colocar el cartucho de nuevo dentro del tubo de lavado.
Agregar 700 pl del amortiguador de lavado (L2) al cartucho.
Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto.

Descartar el liquido.

Centrifugar de nuevo por 1 minuto para remover el L2 residual.

6.- Resuspension del ADN.

Colocar el cartucho dentro de un tubo de recuperacion.

Agregar 50 ul del amortiguador TE (70°C) directamente al centro del cartucho.

Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.
Centrifugar a 12, 000 x g por 1 minuto.
Utilizar el ADN o guardar a —20°C.
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Nota: Se recomienda resuspender el ADN en menor cantidad de TE (30 pl). Y en caso de que
se obtenga una concentracién muy baja, se recomienda precipitar con acetato de sodio /

etanol y resuspender en 10 ul de TE o agua destilada.
C. Protocolo de DIG-High Prime (Boerhringer Mannheim GmbH)

1.- Agregar 1 ul de ADN vy aforar a 16 ul con agua destilada y eéféril. 7

2.- Desnaturalizar el ADN en agua hirviendo durante 10 minutos. Enfriar rdpidamente en
hielo con sal (NaCl).

3.- Agregar 4 pl de DIG — High Prime, mezclar y centrifugar brevemente.

4.- Incubar 20 horas a 37 ° C.

5.- Detener la reaccién a 65 ° C durante 10 minutos.

D. Protocolo de cu(antiﬁcacién para ADN de DIG Quantification Testrips y DIG Control
Testrips (Boehringer Mannheim GmbH)

1.- Preparacién de una serie del ADN de la sonda (prueba) marcado con DIG en agua
(destilada y estéril) o en amortiguador de dilucion (10 mM Tris-HCl, 1ImM EDTA, pH 8.0
(20 ° C), 50 pg/ml de ADN de esperma de salmén).

e Diluir 1 pl de la reaccién marcada con 39 pl de agua a una concentracién final de

1pg / ml. Preparar enseguida la siguiente serie de diluciones:

Pasos de dilucién Dilucion en agua Concentracion final
1.-1:33° 10 pl /23 pl 300 pg / pl (A)
2.-1:10 5ul/45pl 100 pg / pl (B)

3.- A diluido 1:10 5ul (A)/45pl 30 pg/ pl (C)

4.- B diluido 1:10 5ul(B)/45ul 10 pg/ wl (D)

5.- C diluido 1:10 5ul(C)/45u 3pg/ul (E)

e Colocar 1 gota de cada una de las 5 diluciones sobre los rectangulos de la tira de

prueba (DIG Quantification Testrips); dejar secar durante 2 minutos.

2.- Preparacién del procedimiento de deteccion.



e Para cada serie de deteccion preparar 5 micro-cubetas y marcarlas del 1 al 5.

Tubo 1: Agregar 2 ml de amortiguador 2 (solucién bloqueadora,“blocking solution™).

Tubo 2: Agregar 2 ml de la solucién de anticuerpo (1:2000 en el amortiguador 1).

Tubo 3: Agregar 2 ml del amortiguador 1

Tubo 4: Agregar 2 ml del amortiguador 3

Tubo 5: Agregar 2 ml de la solucién color-substrato (“color-substrate solution”).

a)Procedimientol de prueba:

e Sumergir las tiras de prueba (una tira de prueba de cuantificacién y una tira de
prueba control deberén ser colocadas al mismo tiempo) en la solucién preparada de

acuerdo a la secuencia y para los tiempos de incubacién dados en la siguiente tabla.

Micro-cubetas Solucién Tiempo
1 Bloqueadora 2 minutos
2 Bloqueadora con anticuerpos 3 minutos
1 Bloqueadora 1 minuto
3 Lavado 1 minuto
4 Equilibracion 1 minuto
5

Reaccion de color

5-30 minutos (en oscuridad)

Nota: Secar el exceso de liquido en un papel absorbente entre paso y paso.

e Detener la reacciéon de coloracion (el tiltimo paso) después de un méximo de 30

minutos con agua destilada.

e Secar en una hoja de papel Whatman protegido de la luz (el papel aluminio puede

ser util).

b)Soluciones (preparacion)

Amortiguador 1(amortiguador de 4cido maléico): Acido maléjcoO.l M, NaCl.0.15 M;

ajustar con NaOH (s6lido) a pH 7.5 (20 © C).
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Amortiguador 2 (amortiguador solucién bloqueadora): Prepara de la solucién
bloqueadora (“blocking solution”) 1X diluida en el amortiguador 1 1:10.

Amortiguador 3 (amortiguador de deteccion): Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCI2 50
mM, pH 9.5 (20 ° C).

Solucién color-substrato: Agregar 40 pl de una solucién de NBT/BCIP a 2 ml del

amortiguador 3 (preparar al momento).
Solucién de anticuerpo: Diluir anti-DIG-AP (750 U/ml) 1:2000 en el amortiguador 2.
Concentracion final de 375 mU/ml.

Protocolo del kit CONCERT ™ Rapid PCR Purification System (GIBCOBRL®)

Nota: Precalentar el TE que se va a utilizar a 65°C. Verificar que el etanol haya sido

adicionado a la solucién de lavado (H2).

1. Preparacion de la muestra.
e Agregar 400 ul de la solucién de uni6n (H1) a la reaccién de amplificacién y mezclar.
La remoci6n del aceite NO es necesariA.
Nota: Utilizar 400 pl de solucién de union (H1) para reacciones de amplificacién menores
a 100 pl. Para reacciones de amplificacion mayores a 100 ul, ajustar el voliimen a un

radio de H1: reaccién de amplificacion > 4:1(v/v).

2. Cargamento del cartucho.

e Colocar en un cartucho la mezcla anterior e introducir este cartucho en el tubo de
lavado.
e Centrifugar la mezcla a 12,000 x g por un minuto.

e Descartar el liquido.

3. Lavado del cartucho.

e Colocar el cartucho de nuevo dentro del tubo de lavado.
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e Agregar 700 ul de la solucion de lavado (H2) al cartucho.
e Centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto.
e Descartar el liquido

e Centrifugar de nuevo a 12,000 x g por 1minuto para eliminar la solucién de lavado
(H2) residual.

. Resuspension del ADN.

e Colocar el cartucho dentro de un tubo de recuperacion.

e Agregar 50 pl del amortiguador TE (65°C) directamente al centro del cartucho.
e Incubar por un minuto a temperatura ambiente.

e Centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto.

e Guaradar la solucién con ADN a —20°C o utilizarla.
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ANEXO 2

w

SOLUCIONES Y REACTIVOS.
1.1 Digestién de tejido.

e Amortiguador de extraccion
NaCl 0.1 M (SIGMA®)

Tris [hidroximetil] aminometano C1 10 mM (SIGMA®) .
EDTA (Acido etildinitrilo tetracético) ImM (SIGMA®) (pH 8.0)

e Proteinasa K (10 mg/ ml) (SIGMA®)
SDS (10%) (GIBCOBRL®)

1.2 Método fenol cloroformo.

Fenol equilibrado (SIGMA®) (PH 7.5)

Cloroformo: alcohol isopropilico (24:1) (SIGMA®)
Acetato de sodio 3.0 M (pH 4.8) (SIGMA®)

Etanol (Alcohol etilico) (SIGMA®) al 100 % y al 70 %.
e Amortiguador TE ‘
Tris C1 10 mM (SIGMA®)

EDTA 1mM (SIGMA®) (pH 8.0)

1.3 Electroforesis
e Agarosa (GIBCOBRL®) al 1% y 1.5 % en amortiguador TBE
e Amortiguador TBE (0.5X)
Tris-borato 0.045 M
EDTA 0.001 M

1.4 Digestion de ARN
e ARNasa 1X (Boerhringer Mannheim GmbH)

e SOC (pH 7.0)

Triptona 2 % (SIGMA® )

Extracto de levadura 0.5 % (SIGMA®)
NaCl 10 mM (SIGMA®)

KCI 2.5 mM (SIGMA®)

MgSOs 20 mM (SIGMA®)

Glucosa 0.6 % (SIGMA®)

2 Transformacién y seleccién de células transformadas.
e Basede caldo LB (GIBCOBRL®)
e IPTG (20mg/ ml) (GIBCOBRL®)
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e X-Gal (200 mg/ ml) (GIBCOBRL®)
o Ampicilina (100mg / ml) (GIBCOBRL®)

Transferencia a membranas
e solucién de desnaturalizacién

NaOH 0.5 M (SIGMA®)

NaCl 1.5 M (SIGMA®)

o solucién de neutralizacién (pH 7.5)
Tris-HC1 0.5 M ( pH 7.5) (SIGMA®)
NaCl 1.5 M (SIGMA®)

e solucion de lavado
SSC 2X (NaCl 0.3 M, citrato de sodio 30 mM, pH 7.5) (SIGMA®)

4 Rastreo de la biblioteca genémica parcial.

e solucion de lavado 1(L1)
SSC 2X (SIGMA®)
SDS 0.1 % (SIGMA®)

e solucién de lavado 2 (L2)
SSC 1X (SIGMA®)
SDS 0.1% (SIGMA®)

e amortiguador de hibridacion.

SSC 5X (SIGMA®)

Blocking solution (solucién bloqueadora) (10%) (Boerhringer Mannheim GmbH),
SDS (0.02 %) (SIGMA®)

N-laurilsarcosina (1 %) (SIGMA®)

e amortiguador B1 (pH 7.5)
Acido maléico 0.1 M (SIGMA®)
NaCl 0.15 M (SIGMA®)

NaOH (SIGMA®)

e amortiguador B2
Solucién bloqueadora 1X (“blocking solution™) (Boethringer Mannheim GmbH), diluida
a 1:10 en el amortiguador 1.

e amortiguador B3
Tris — HC1 0.1 M (pH 9.5)
NaCl0.1 M

MgCl; 50 mM



e NBT/BCIP
BCIP 17.5 pl (Boerhringer Mannheim GmbH)
NBT 22.5 pl (Boerhringer Mannheim GmbH)
Amortiguador B3 5 ml
6 Digestién de plasmido de clonas positivas.
> GTE
Glucosa 50 mM
Tris-HCl (pH 8.0)
EDTA 10 mM (pH 8.0)
» Solucién de lisis
NaOH 0.2 N
SDS 1%
ACRONIMOS
Tris: [hidroximetil] aminometano
EDTA: Acido etildinitrilo tetracético
SDS: Dodecil Sulfato de Sodio
TE: Tris-EDTA
TBE: Tris-Borato-EDTA
LB: Luria-Bertani
IPTG:
X-Gal: X-galactosidasa
SSC:
NBT:
BCIP:

GTE:

77
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ANEXO 3

!!!!!!!!!!EE!!!!!!!!!!!!E!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!E!!!!!!!!!!!E!!!!!!E!!!!!!!!!!!!E!!!!!!!!!!!!!!!!E!!!!!!!!!!!

SECUENCIAS

Secuencias obtenidas a partir de los fragmentos clonados. Las secuencias se muestran tal y como
fueron obtenidas en el secuenciador ABY 377, con los cebadores M13/pUC Forward y Reverse. El
ntmero de la clona es mostrados con negritas.

CLONA 3

REVERSE
AAGNCAGAGNCNCNGANACTAATCGACTCGGTACCCGGGGATCTAATCACAGCAGCTCGAAGCACTGAGGGGTCCCATTATTTTATTTCTCATGTTTATA 100
TTTGAAAAGAGATTTTCCCTCCCCTGCCTTTCTCCTCCCCATCACCAGACTCCAGCCACCATCCCAGGCCCAGAAAGGTAGGACAGACGCCCTCCCCCAT 200
TAATCAGAGCTGAGGCCCGTGTAATGGCGGTGAGCACGGGGACTGCAAGCTACTGTCTGATTGAACATTAGTCATGCTGCACGTTACATTCTCTAATGAG 300
AAAATTATTCCAGATTGCCTCGAGGGATGGTTGTGATTAAACTATTTGCCTTGACTTCCTCTGCTAAATTGAACGTGCACAAGTGCACACACACATGCTC 400
ACACACACACATACACACACTCACAGAGTCTCCCCAGTTAGAGATGCTCACCCAGAGCCTTGGAACAGGGTAGGTACAGCCTCTGAATTCCAGAGGCTTC 500
CACTCCCAACCTGTTCACAGCTTGCCTTCTCCTGCTACAGTTTGAAGACAGCGAGGCTCCGAGGAGGGAGAGGGGAGAATTANTGGGGCCATATCATTAC 600
AGCAAGGCCCCAACTGCCCACATTCTGAAAGGGGCTCGGTTTTCTCTGGGTGAGCTTCTCCTGGGTGTCAGATGTCTTGTCTCTTAAAAGGGAGAGTAAT 700
TTTTTTTTCCAGGGCAAAGAATCTGGGGGCTTCTTTTTCANNATCCTNNTAGAAGTCNACCTGCAAGGCATGCAAGCCTTGGCACTGGCCCGTCGTTTTT 800
ANAAACGTTCGTTGACCTGGGGAAAAACCCTNGCCGNTTACCCNAACCTTAATCGCCCTTGGCANCAAAATCCCCCTTTTCGCCCAGCTGGNCGTAATAN 900
CGAAANAAGGCCCNANCCGANTCGCCCCTTTCCCAACAAGTTGNCCAACCNTGAAATGGCCAAAAGGGCNCCTGGAAGCCNGGTTTTTTTTCCTTTACNC 1000
CATTTGGNGGCGGNNTTTTTNCANNCCGTNTATNGGGGGCCCTTCTCAATACAANT 1056

CLONA 11

REVERSE
TGAGNNAGAGGGCNNTGATACNATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTTTAAGAAAAAACTTTCTGCCTAATTTTAGAGAGAACAATGAGCAAACTGC 100
AGACATCTCCAGCTTTTTGCCTCAGCTACAGAGCCACACTGCCTTGGACCATGCCCTTCCAAGACAGCCTGGATGAACTGACAGGGTGTGGGGGATTATT 200
AAAATGCAGGCATTTCAGTCCAGTGTATCCTAAATGTATCTCCAATGTAACTTAAATAGACAATACTTTTTCCAGAGCTCCTGAGAAGTGTTTGCATTAC 300
AGTTTGACTTCTCCATTTGCCAGGTTCTTCTTCATCTTTCTTTTGAGTTAATCCCTATATATTGCAACTCAATCTTTGTTTTAGCAT&TGCTTCTGAAGA 400
ACTCAACCTGTGACAGATGGTATTGAATGTGTGGCTGGAATCAAGTGACACTGTGTATGCTCTATCAGTTCTCTACCCCACCAAACAAACAAAAAATGCA 500
CACACGCACACACATACACACAAAGTNAGCAAGCAAAGACAAATAGTTTTGTTTAACTTGATTTTTACTTAAGAATCTCTTTTTTGTTACCTGGTGGTTN 600
GACATTTTTTTCCCTAAAGAACCAACATTTGCAACTGCTTGAACAAAGCACAATGCTCCTAACCTTCCCCTTCCTTTCCTACTTGCCCTGTCCTCCCCTA 700
CCCCCCTACCCCACTTACCATTTCAGATCCTCTTAGAAGTCGGACCCTGCNANGCATTGCAANCCTTGGCCACTGGCACGTCCGTTTTACAACGGTCNTN 800
GANTGGGGAAAACCCCTGNCGTTACCCCAANTTAAATCGCCTTTGCANCNANATTNCCCCTTTCNNCCNGCTTGGCGNATATTANAGNAAGAAGGGCCCN 900
GCACCGATCNGCCCTCNCCANNANGTTGCGNCAGCTCTTGNATTGGCGAAATGGGCGCCTTGATNCCGGNATTTTTCTCCTTTACGCNATTGNGCCGGTT 1000
TPPCACACCNTNTTNTGGGCNNCTCTTNANCNACANATCTNNNTTNNGNTCCCNCCT 1057

CLONA 15

FORWARD

TCCTNCAGGTCAGCNTCTAGAGGATCTTACATTTGTGACAACATGAGATGAAACTACGAGAGTATTATGCCAAGTGAAATAAGTGAGAGAGAGAAAGACA 100
AATATCATATGATTTCACTTATATGTGGAATCTAAAACAAACCANCCAACCAACCAACAAACAAAAAACAGAAAGAGACTCATAAATACAGAGAACAAAC 200
TGGTGGTTNCCAGAAAAGAGGTGGGTNCGCAGAGGNGCANGCTTCCTTCCAGCTATAAACTAAGTANGTCACAAGAAATGANAAGTTTAGCATAGGACGT 300
TANCNNAGNNANNNCANNGTACGNTNCNTCNGCNNGCCTTCGCNCAGNTGNTGNGGTGTNCGTNAACTNCCGTTNCNCCNGNGGCGNGNTTTATCGNCCN 400
TGCTCANGCNCCNTGTCTNNCAGCNANNNCCCNTCTTTNCCGCNCCNTCCCNGTGCATCGGCGNGGGNGCNTNGNCCTNGNNTATCNCNGNCGNACTCTC 500
TNTTCANCNGCNNNTGNTGTTTGTNNANNGCNCGTGCNCNTNTTCCCGNNGGGNGNCGCNACNNAANNNCCCNCGANGNNNCNTCCCTNGCTNNNCNGNN 600
CGGNNTNGTAGNGCNGGGCGNGCNTTGNNNCNCNCGNCGGGTNACCCNGNGCNGGNGGCGGCNNCTNGNGNGNTGNCCCTGGTGNTTGCGNNGGNGCNTN 700
GANNCCCTCNGATANNGNNCCTNNCGTGGGTNCGCNTCNCCNCNCGCGNTCANATNCGTNTATGTGNCNGCCCCTNNGANGACACCCTTNGNGNTNGCTN 800
NNNGCNCCCACNCCNCCGTNNGGGNNNNCCNNTNNTGTCNGCGNCCGGNTNGGNATGCNTCCNGGNCNCGNCNNNNNTGCTGGCACNNCNCCGNCTNCGA 900
TGNGCCCGAGTCGGNGCTTGGCCGACNNCCTCAAGCACNCGGGCACACNTNNGTGTTNGNGGNNGCNANTNNCNNTNNGCNACGGTTGTNNNNGCTTNTN 1600
CCGNGCCCNNNNCCCCAGTNCCTCTTCNAGGCGCTGNNCANGCGCGNCGNAGCCCNCCC 1059

REVERSE
ACGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCAAGTCCTGCATCAGGGCTCCCTGCTCAGCAGGGAGTCTGCTTCTCCCTCTGACCCTCCCCCCTCTCATGCTC 100
TATCTCATTCTCTCTCTCAAATAAATAAATAAAATCTTAAAAAAATAACTCCNTTTATAAAGTATNAANTGCAANTATATNAGAANATGAGACGNGAGGA 200
NNGAACNTNACACNGTNNAGNGNATNAANGGGGATTNCNNCACANAANNGNGAGCTNTGGGNCGANGTGNNGNNNCCATNNANNANGCANCCANANNANA 300
NGANNCGATGNNANGNATGTANATGGNNGNANTNNGTNNAGNAANGCNTGGCAAANTANANGANATTNNCGGNGACNNAAAAGNCNCGANNNTGNANGAG 400
CCTNNANCAGNAANAAGAGGCGAGNGNNGAGNNGNNNNCNAGNAAGAAGNNGGAATNANGNNGAGNGNAGAGTTNTNANNGNNANNATAGNANANANANG 500
NTAANGNTGGTGACCGGCATGNTCAANTANCNTAAAATGATGACGACAGCTATTAAANNANATGANGNTGTTANGTTAANACAGCGGATANGNNAGGCAN 600
NNACGNNNNNATGAANNNTGGGAAANNAGCAAAGACNAAAGGANGNNNAGNNGNNNNNNGCATANNGAGTNGANCNATTANANNANNNNATNNTNNTNCN 700
AGNTNNGGNGNTNNNTGAGANNNCNAANGAGANAGNTNNNNAAGANNAGNNANNNGTGCACNNGAGNACCGAGNAGAAGAATNATACNANTNTTNTTGNG 800
GNNNNGACGNCNTGTTAGNNGGAANGNAGNNNAAGNTGNANNGTNCANGNNNGAAAGNNAANANTGAGAAGAGATNGNACCNGNCAGACNANGGGNAATA 900
ANNGGGAGNNNGNNTTGNGNTCGNAGNNANTNTTGANNANTAGNATCGNNAGGGNNGATCAGCNAATNAGAGCATCGNCGACGTNNNAGNNAATGNTNAA 1000
TNATNGANAGNGANANTTTNGGNTNCAGNGAGTAANTGGNCAANAGTNNNAATAACTGTGNAACGGNCANNAANAANNAGAAANTNNTNCGCATGCGACA 1100
GTCAAGCNNGNNGGGANGANGGN 1123
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CLONA 20
FORWARD

GCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCAAGCCTCATATTGGGCTCCCTTCTCAGTGGGGAGTCTGTTTCTCCCTCTGCCCCTTCCCCCTGCTCATGCACACT
CTCTCTCTCTCTCAAATAAATAAATATATAAATAAATAANACNTTTTCNACATCTNANNAGANCTGCGCCNTTTCNAATTNGTNAANNNNNNTTGCNNAN
TNCAATAGNANGGATTGANTANTTNNNANATGGANANGNTNANTNGNNTCNTAGTNTACGTGNTATTACNGGANTNANCGNTTNATNNTTNANATNNAGC
NATNGNCNTNNNNAGANAAANNAANNTATGTGCNCNGANCCGGNAANCNANNANAAGCATNTGCTGNTGGNCAAAANNATNANATNNNGTNANGANNATA
NCAGNNACNTGCNATGNANTACATNNNTNTGCAGNNTNTTNAANNNTACNGANNGNNGGAAANGANANGNANGAAGGGNATTCNNTNGCNNGTNNAANNA
NANTAANGNNATNGTGNAAAATAAAANNNAAATCANANGCANTGAANNCANNNTNTNNATNNTNACNGNGGNNAGTTCATANTTTTANNACAGANNATCN
TCTNTGNTTNACTAANTNNGTATNANCANNNCGNNTNNTTAATGCGNANNGANAATNTNATNATAANANANCTAGNTATATGANCNNGNGNAATTNNNTG
ACTGCTTCANNCANNTNATNGTTACAANNTTTGTNAANNNTAACNNNTNNNCNAGNTTCNANNNANGANGCNGGAATATCTNAANCNNNACNGTNTNTAA
NCAAGNNGGCTAAANNGNANNAGCACACGTCNNATGAANNGGTGNGCNCGNTATANAAGANANNTNATNNANGAGNATAGNANNTCGAGNGANCANTNNN
GAGTTNTTGNTAAANTTTTTNCATAAGNCTNCTNGNTNATNAATNTNNTAGGAGAACANNTNNTNNNGNGTNNAGATCTAACGACNANTGNNNATATGCN
GGTGGAANCNATANCNACTNGTCAGNCTGGANAAGTANGTNTNAANTTCTGCGNTACNAATNCTNTTNCGTAACGNATAACATNATAGGTATNTNTTGAN
GCNCNNCANAATGTNACGNNGTATANNTACNACCG 1135

CLONA 24

FORWARD
NGATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCAAGCCCCACATTGGGCTCCCTGCTCAGCGGGAAGCCTGCTTCTCCCTCTCCTGCTCCCTCTGCTTGTGTTC
CCTCTCTCACTGTGTCTTTCTGTCAAATAAATCAAGAAAATCTTAAAAAAAATATATATGAATGGACAACGTTCCTTGGAGACTAAGGGGAAAGAGGTGG
GAAGAATACAGCTGTGGATACTGTATGNAAGGAGGAAGCTAACTNACNNAACNNACNCGTGCTNANATACACNTNACNNANGGAGTNNGAGGCTCNANTG
ATNTNCTGGANNACGTCANAGNTAATANANNNNNNTNNTAAGATANATNNAANATACTNNAACNNCANNNNNACTTGANAGNNACACTCNGCCGAGNNTG
ACCACTNNTNNACNNNGNATNCAACANNGNCNANTGGNTCNGNNNTNNGNAANAANNTNNAANNTNNTNNAGAAAANNGGNNACNNNANNANGNGCGNAA
CNTNACANNNAANNNGACCAACNAACNANNCANCNATNCGTCGNTAAGAAACNNTNCNGTNNANNGCANAATCNGGTANANCCGCANANTNANNTACNTN
CNTCNAGTCGGNNGNNNNNTNCNNNNNCANNTCCNGANNTAAANTNNTNAGANATGNNNGANATGNNTTCGNGACTNGANACACGACNAACTNNGGCGNC
NNNANANNGANNANGGNTNANATGNTGANGNTAANATTNNNNCNNCCTNANNANCGATNNNTANNNGANNTTNNATCANGANNTGATACNNTTTAAGTCA
ATTTNTNNTANNNNNAATACNGGCNNTNAANCACTTGTNCNNATCACAANATTTTNNACANTNCAGGAACNCCAGNNTGACGNGAATNAGTCCNTACNAT
CNNTACGACNCNNAACAGNNANTNNNAANNCTNTTNCNGGNANTTANAANGTATCNNNANNNNNATCNTGTNCNANGTATGNNCNATTNNCTANCAATCA
ACCCCATCAGNTANTNATCANTAAAATAANATTGAANNTANTANNNAGNNCTANTAAGNGNACANTAN 1068

REVERSE
ATCGAATTCGAGCTCGGACCCGGGGATCAGTATCTCCTACAAATTTGTAATTTCTAGCTGTAGCTGTATCATCAATCTCACCTAATATTTTTTTTACATA
ATCCAAGTCACCTCCCTTTCTTATCACATTAAACTTCAGCA1LLLCCTCTAGLLLLLL1»111ACTCTACGTTTTCAGCAGAGAACTCTGCCTCCTACTC
CATGGGGAAAGTTGAATCTAGCAGACATAAGTTCTGTCAGTTAACTTCCTCCATACATACAGTATCCACAGCTGTATTCTTCCCACCTCTTTCCCCTTAG
TCTCCAAGGAACGTNGTCCATTCATATATA;L;;;L;;AAGA;;L1CTTGATTTATTTGACAGAAAGACACAGTGAGAGAGGGAACACAAGCAGAGGGAG
CAGGAGAGGNAGAAGCAGGCTTCCCGCTGAGCAGGGAGCCCAATGTGGGGGCTTGATCCTCTAGAGNCGACCTGCANGGCATNGCANGCGNGNCACTTGG
CCGNGCGTTTTACANCGTGCGTGACGTGGGCNNTNTCAACNNNCCNNNGGGGCNCGGGNNANNGGNNNGGGGNGNANNGNNNNNGGGCANNANNGCNCCT
GGGNNGNNNNCACGCANCNGNAGGNCNNNACCGGGNGNGTNGGNNATTCGGNGNTGCGNGNNGNCGNGNNNNGNNNCTGCGNNGCNCGGGCNGANGGNNN
GTNNGCGNACGGGNCNAGGCCGNGANCNGGCNCNNNNGAGNCNGANGATNCGGGGNCCGNGGGCGNNGGTGNNGCNTGANNNNGCCNANNGNNGCGCNNG
CGAGNGGGNNNGNNNGCGGNGGCGCGGCGCCACNNNGNGCNGGNGGTNCNNCTNGNNNNGCGGNGCGGCACAGNTGGNNGNNNAGTNGNGGCNGNNGGCG
NACGCNGCGNCNTGNNNGCGCGAAGGANCGNNNTTGNGTNGTGACNNGNNGNGGAGNGAGNACGNCTNNCNCGGCCGCGGGNNCTNNNNCGATGNGNCTA
CNTANGCAGGNGNTGNTCTNCTATGNNGNNNCCG 1034

CLONA 25

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCGAGCCCTGCACCAGGCTCCCTGCTCAGCGGGAAGCCTGCTTCTCCCTCTCCCACTCCCCCTGCTTGTGT
TCCCTCTCTCGCTGTGTCTCTCTCTGTCAAATAAATAAATAAATAAAATCTTTAAAAAAAAAAGAATTTAAAGAACAGATACAGATATTCTTCCAGAGCA
TAGACAAAGAAGAAAGAAGCTTTCCAGCTCTTTTTTGAAGTTATTTTAATCTTGATGCCAAAAATCAAAGAGACATGAAGAGAGGATAATATATTTTCAC
TTATTAATATGGATACTAAATCCTAAAAGTCTAATAGTATCAGAAATTGGAAAGATGTGGAACAAGAGTAGTTCTCAAACTGCTAGTTGGAATATAAATG
GGCATAATGACTTTCTTTTTCCACTTTTTTTTTTTTAAGTTTATTTAAGAAATCTCTACACCCACCCCGTGGGGCTTGAACTCACAACCCCGAGATCCCG
TAAGTACCCAAAAGTCAATTCCTCATGTGTACAATACTTTCACTTCTTAATCACAGAAATAAAAGTGGTTTCATAAACCGAGTACTTTAAATTGACGATT
ATNAAGGACAGAATGGAGGCTGGGAAAATAGAGGCTATTTAAGTCAATTAATTTAGCTAGATAGAAAACTGAAGCCGGCTTTCAGTAAATGCTCGAGATA
GGCAGTTTTTTAAGAAAAGAAGGACAACTTTTTTCATCTTGGTTTGNGGAGGGTTCACTGTGTGCTAAGTAGGCACTCATGTCCATGCATGGGGCCCCGG
TCTCTGNTCCTTGGCTCTCTTGNCACTCTTCTGACCATGCCTGATTATGCTGGATCCCCNGGGTNCCGAGCTCGAATTCGTAATCATNGGNCATAGCTGG
TTNCTGGGNGGAAATGGTTTTCCGGTCACAATTTCNCACCAAATTCCNAGCCCGGAAGCCTTAAGNNGTAAAGCCTGGGGNGCCTAATGAGGGGACCTAC
CCNCANTTAATTGGGGTTGGGCTTACTGGCCCCNTTTCCAATNGGGGAAAACCGTCGGGCCCCCTTGCNTTAATGAAATCGGCCACCCCCCNGGGGNAAG
NGGN 1104

REVERSE

ATTCAGCTCGGTACCCGGGGATCAGCATAATCAGGCATGGTTCAGGAGAGTGACAAGAGAGACAAGGAACAGAGACAGGGCCCCATGCATGGACATGAGT
GCCTACTTAGCACACAGTGAACCCTCCACAAACAAGATGAAAAAAGTTGTCCTTCTTTTCTTAAAAAACTGCCTATCTCGAGCATTTACTGAAAGCACGG
CTTCAGTTTTCTATCTAGCTAAATTAATTGACTTAAATAGCCTCTATTTTCCCAGCCTCCATTCTGTCCTTTATAATCGTCAATTTAAAGTACTCGGTTT
ATGAAACCACTTTTATTTCTGTGATTAAGAAGTGAAAGTATTGTACACATGAGGAATTGACTTTTGGGTACTTACGGGATCTCGGGGTTGTGAGTTCAAG
CCCCACGGGGTGGGTGTAGAGATTTCTTAAATAAACTTAAAAAAAAAAAAGTGGAAAAAGAAAGTCATTATGCCCATTTATATTCCAACTAGCAGTTTGA
GAACTACTCTTGTTCCACATCTTTCCAATTTCTGATACTATTAGACTTTTAGGATTTAGTATCCATATTAATAAGTGAAAATATATTATCCTCTCTTCAT
GTCTCTTTGATTTTTGGCATCAAGATTAAAATAACTTCAAAAAAGAGCTGGAAAGCTTCTTTCTTCTTTGNCTATGCTCTGGAAGAATATCTGTATCTGT
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TCTTTAAATTLllL11LL11LAAAGALLLlATTTATTTATTTATTTGACAGAGAGAGACACAGCGAGAGAGGGAACACAANCAGGGGGAGTGGGGAAAAG
GGAAAACAAGCTTCCCGCTGAACAGGGAGCCTGGTGCAGGGCTCGATCCTNTAAANGTCGACCTGCNGCATGCNAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTNNCA
ACGTCGNGACTGGGNAAAACCCTGGCGTTNCCCAACNTTAATTGCCTTGNAGCANATCCCCTTTTCCCCACTGGNGTTATTACCNAAAAGGCCCCACCGA
TCGCCNTTNCCAANANTTGCCCCACCTTNAATGGNAAATGGGNCCCGGTGCGGGNTTTTTTCNTTCCCATTTGGGNGGGTTTTNACN 1087

CLONA 28

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTCCTTTATATATGTAATCTTTAAAAAAAAAAAGTCCAACTCAGAACAGAGTAGAATGCTGGTTACAAAG
GGCTGGGGAATGGGGGAAAAGGGGAGATGCTAACAGAAGGGTCCAACCTTTCAGTTACAAGATGAATAAATAAGAGTATCTACTGTAAAGCATGGTGATA
TAGTTAATAGTACTGTACTGTATAAATGAAATTTGCTAAGAGATTAAATCACAAACATTCTCACCACACACACAAGAAAAGTTACCTATGGGAGATAATG
TATGTATTAACTGCTGATTGTGGTAATCCTATCAAAAAGTATACATACATCAAATCATCACATTGTACACTTTAAATACATACCACTTGTATGTCAATTA
TACCTCAATAAAGCAGGGGTGGGGGTAAGAGGGGAAGAAGATTCTAGTCACCAGCCCTTGAGCTGCCTCAGGTGATTCTGAGTAAAGACAAAGTTGTCCC
TGTCACACCATGCCCAAATCATGAGATTCATAAGAAAAATAAATGTTGTTCTTGCTCTGAGTCACATTTTTAGTGAGAAGAAGTTCTGCAGCAACAGACA
CTTTAAATTGAAGCAAACTATCTTCAGAATGTTAGGTAAACAAGGGGAAAATAATAATCTAAGCAATAGGGGAAGAAAATAGTTGAGAATTTGCAATTCG
TTTCACAGTAGTCCACAAATAGTTTCATAATCTCACAAAACACTTGATTTCTCAAATTGAACAAGGAAATGAATATGCACAAAGAAATTGAAATAGAATT
CCTTTAAAAAACATAATGTCTCAAATAAATTANATAGCTGGCCTGAATTTATTTTTGACTTTAAAAAAAAAAATCNTNTGATTGTGANATGATCCCCGGT
TNCCGAACTCGAATTCGTAATCATGGGNCATACTGGTTTCCTGTGGTGAAATTGGTTNTCCGCTCACAATTCCCCACAACATACNAACCCGGAAACCNTA
AATGGTAAAACCCGGGGNGCCTAATGAGTGAACCTACCTCCCATTTAATTGCGTTGGGCTCNCTGNCCCNTTTCCAATTCGGGAAAACTNTNTTGCCACN
TNTT 1104

REVERSE
CNATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCATCTCACAATCAGAGATTTTTTTTTTTAAAGTTCAAAAATAAATTCAGGCCAGCTATCTAATTTATTTGAGACA
TTATGTTTTCTAAAGGAATTCTATTTCAATTTCTTTGTGCATATTCATTTCCTTGTTCAATTTGAGAAATCAAGTGTTTTGTGAGATTATGAAACTATTT
GTGGACTACTGTGAAACGAATTGCAAATTCTCAACTATTTTCTTCCCCTATTGCTTAGATTATTATTTTCCCCTTGTTTACCTAACATTCTGAAGATAGT
TTGCTTCAATTTAAAGTGTCTGTTGCTGCAGAACTTCTTCTCACTAAAAATGTGACTCAGAGCAAGAACAACATTTATTTTTCTTATGAATCTCATGATT
TGGGCATGGTGTGACAGGGACAACTTTGTCTTTACTCAGAATCACCTGAGGCAGCTCAAGGGCTGGTGACTAGAATCTTCTTCCCCTCTTACCCCCACCC
CTGCTTTATTGAGGTATAATTGACATACAAGTGGTATGTATTTAAAGTGTCAATGTGATGATTTGATGTATGTATACTTTTTGATAGGGATTACCACAAT
CAGCAGTTAATACATACATTATCTCCCATAGGTAACTTTTTCTTGGTGTGTGTTGGTGAGAATGTTTGTGATTTAATCTCTTAGCAAATTCATTTATACA
GTACAGTACTATTAACTATATCACCATGCTTTACAGTAGATCTCTTATTTATTCATCTTGAACTGAAANGGTGGACCCTCTGTTAGCATCTCCCCTTTTC
CCCATTCCCCACCCTTTGTAACCAGCATTCTACTCTGTTCTGAGTTGGACTTTTTTTTTTTAAGATTNCTTNTTTAAAGGAGAANCCTNTANAATCNACC
TGCAGGCATGCCAACCTTGGCACTGGNCGTCGTTTTNCCAACCGTCGGACTGGGGAAAACCCTGGCGTTACCCACTTAATTGCCTTTGGAACANAATCCC
CTTTCCCCANNTGGNGTTAAAAACNAAAAGGGCCCCNCCGAATTNCCCNTTTCCAAAAATTTGNCCCNCCCTNAATGGNNAAANGGCCCCNG 1092

CLONA 29

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACCCTGAGCTGAAATCAAGAGTTGAATGCTTAACTGACTGAGCCACTCAAGCTCCCTAGTTTTTGACC
ACTAGAAAAATTATTAAATATTTAAGCTTTTGTTAAATAATTGTAAACTGATGGCTACTAAATTATTAAACTTGAAAAAAAGTTTTTCCTGGATTTTTCT
TTGTAAAGGTTTAGGAACAATATTTTTATGACTTATTAAATATATAAGGTTTCCAGAAAGGTAATAAAAAGGTTTAGGTTTATGGCCTAAAGAAACCTAA
AGAAACCTAAAGAAACCTTCAAGTTATATGAAGAAATCTTAGGATAAGCTATTCCATGTTTGTATTACTTTTTAGACATGTTTTCTATTTTTTCCTCATA
AATTCTCTCTAGGTTACAGAAAATTAAAAATCATAATCAGATTGTAAGAAAAAAATTAAAGCAGATAACTGAGAAAACAATGTCTGTGGAAGAGAGAGCT
ACCAATTTGGAAGATACGCTAAGGGAAGAGGAAAAAAGTGTAAAGGTAAAGTTTAGTTTTAGTTCTTAAACAGTCACAGAATCTAGCAATAGTGAATTAG
ACTCTTGCAATTAGGGAGTAGGAGGTCTTTTAAGANGCTCTGCTTTCTGGTGTGACCACATTTGTAATCAGAATTTTGAGTTGTTGGACTCCCTTTTTGT
ATGTGGCTTCTGAAGATGTTTCTGGCCTTCTCTCTTAAAAGCTCTACTTCTNCTTTTGCTTTACTTTCACATTTGCCTTGCTGCTTCTTTCAAGGTAGCC
CTCCCCCTGTGATCCCCGGGTACCGAACTCGAATTCCGTAATCTGGGCCATANCTGGTTTCCTGTGTGNAAATTGGTATTCCGCTTACAATTTCNCCCAA
CATTACNANCCGGAAACCTTAAAGTGGTAAAACCCTGGGGNGCCTTATGGAGTGGACCTAACTCACATTTAATTGCGTTGCGCTTCCTTGNCCGCTTTCC
AATCNGGNAAANCCTGCCGNGCCAACTGGCNTTAATTGAATCGGCCAACCCCCCCGGGGGAAAAGNGGGNTTTCCTTNTTNGGCNCCNTTTCCGTTTCCC
GGTTNNG 1107

REVERSE

AATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCACAGGTGGAGGGCTACCTTTGAAAGAAGACAGCCAAGGCAAATGCTGAAAGTAAAGCAAAAGGAGAAGTAGAAGC
TTTAAGAGAGAAGGCCAGAAACATCTTCAGAAGCCACATACAAAAAGGGAGTCCAACAACTCAAAATTCTGATTACAAATGTGGTCACACCAGAAAGCAG
AGCCTCTTAAAAGACCTCCTACTCCCTAATTGCAAGAGTCTAATTCACTATTGCTAGATTCTGTGACTGTTTAAGAACTAAAACTAAACTTTACCTTTAC
ACTTTTTTCCTCTTCCCTTAGCGTATCTTCCAAATTGGTAGCTCTCTCTTCCACAGACATTGTTTTCTCAGTTATCTGCTTTAATTTTTTTCTTACAATC
TGATTATGATTTTTAATTTTCTGTAACCTAGAGAGAATTTATGAGGAAAAAATAGAAAACATGTCTAAAAAGTAATACAAACATGGAATAGCTTATCCTA
AGATTTCTTCATATAACTTGAAGGTTTCTTTAGGTTTCTTTAGGTTTCTTTAGGCCATAAACCTAAACL11111ATTACL111CTGGAAACCTTATATAT
TTAATAAGTCATAAAAATATTGTTCCTAAACCTTTACAAAGAAAAATCCAGGAAAAACTTTTTTTCAAGTTTAATAATTTAAGTAGCCATCAGTTTTACA
ATTATTTAACAAAAGCTTAAATATTTAATAATTTTTCTAGTGGGTCAAAAACTAGGGAGCTTGAGTGGCTCAGTCAGTTAAGCATTCAACTCTTGATTCA
GCTCAGGGTGTGATCCTNTAAAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAAACGTCGTGGCCTGGGAAAACCCTGGCGGTTAC
CCAACNTTAATCGCCTTGNAGCACAATCCCCCTTTCGCCAACTGGGCGTNATAACCNAAAAAGGCCCCGCNCCGATCGCCTTTCCAANAGTTGGCNCACC
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CTGAATGNCAAANGGGNCCTGAGCCGGNTTTTTTCCTTACCCATTTGNCGGGNTTTCACCCCGANTTGGGGCCCTTTTANTNCAATTGGGTNTGGANG 1098

CLONA 30

FORWARD



CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCACCCTGAGCTGAAATCAAGAGTTGAATGCTTAACTGACTGAGCCACTCAAGCTCCCTAGTTTTTGACC
ACTAGAAAAATTATTAAATATTTAAGCTTTTGTTAAATAATTGTAAACTGATGGCTACTAAATTATTAAACTTGAAAAAAA&1111;CCTGGA11111CT
TTGTAAAGGTTTAGGAACAATATTTTTATGACTTATTAAATATATAAGGTTTCCAGAAAGGTAATAAAAAGGTTTAGGTTTATGGCCTAAAGAAACCTAA
AGAAACCTAAAGAAACCTTCAAGTTATATGAAGAAATCTTAGGATAAGCTATTCCATGTTTGTATTAL11111AGACAT6111LCTALLLLLLCCTCATA
AATTCTCTCTAGGTTACAGAAAATTAAAAATCATAATCAGATTGTAAGAAAAAAATTAAAGCAGATAACTGAGAAAACAATGTCTGTGGAAGAGAGAGCT
ACCAATTTGGAAGATACGCTAAGGGAAGAGGAAAAAAGTGTAAAGGTAAAGTTTAGTTTTAGTTCTTAAACAGTCACAGAATCTAGCAATAGTGAATTAG
ACTCTTGCAATTAGGGAGTAGGAGGTCTTTTAAGANGCTCTGCTTTCTGGTGTGACCACATTTGTAATCAGAATTTTGAGTTGTTGGACTCCCTTTTTGT
ATGTGGCTTCTGAAGATGTTTCTGGCCTTCTCTCTTAAAAGCTCTACTTCTNCTTTTGCTTTACTTTCACATTTGCCTTGCTGCTTCTTTCAAGGTAGCC
CTCCCCCTGTGATCCCCGGGTACCGAACTCGAATTCCGTAATCTGGGCCATANCTGGTTTCCTGTGTGNAAATTGGTATTCCGCTTACAATTTCNCCCAA
CATTACNANCCGGAAACCTTAAAGTGGTAAAACCCTGGGGNGCCTTATGGAGTGGACCTAACTCACATTTAATTGCGTTGCGCTTCCTTGNCCGCTTTCC
AATCNGGNAAANCCTGCCGNGCCAACTGGCNTTAATTGAATCGGCCAACCCCCCCGGGGGAAAAGNGGGNTTTCCTTNTTNGGCNCCNTTTCCGTTTCCC
GGTTNNG 1107 )

REVERSE T

CNAATTCNGCTCGGTACCCGGGGATCGAGTCCCACATCGGGCTCCCTGCTCAGCGGGGAGTCTGCTTCTCCCTCTGACCCTCTTCCCTCTCATGCTCTGT
GTCTCTCATTCTCTCTCTCTCAAATAAATAAATAAAACCTTTAAAAAAAAAATGAGCTAATTACTTTCAAAAAGCAGGAGGTGAATGTTCTCCGTAAACC
TCATCTTACGCAGGCTTAAGGTAAGACAGTTAGAATCCTTGGAATTTTGCACTCTACTTGTCTGAGGGAAAGCTCCTCCTTCTTGTTCTCCAACAGTCTG
GTATGCTTTCTTTCCCACTAAGAAGTCCTTAAAAACCACCATCAGTTATATCCACTGGTCTTTTCATAGTTTTTACTTCTTTATTCTTTGAAGTACTGAG
TGGCACTACCCAGGCTGACCGGTAGCACACAGGAGAGGTTCTTACCTGCTGGGARGCCTACACTTTGCTCGTTGTCCCACCTCTTCTTCTCCACTTGGCT
CTTCTCGGTTTCCTCAGTCATTCCTTTCATCCTTCATTTGTAGTAAGTGCAGGCAACTCCTATAGGTGAGCCCTGTGCTTCTGTCTTGCATTTCTCTGGG
TGACCTCTCTTCTTNCGGGACATCCTTTTCATTGCATGAAGACAACTCTTTTTTTTTTTTTAAGGGAATTAAAAGTTTATTTTATTATGGTATGGTTAAT
CACCATACACTACATCATTCGTTTTTGATGTAAGGGTCCATGGATTCATTGGTTGGGCATAACACCCCAGGGCTCCATTCGAANACAACTNTTTTTGAAC
TTCATTTAGGCTTCNCCTTTNTGGTTCTTACCNNGGGGTTTAGCACAAACCTTTCTNAAAAGAAAACACCTCAAACTTTTGNATGGATCCTTTANAAATC
NACCTGCAGGCATGCAANCTTNGNAATTGGCCCGTNTTTTTACAACCCCGGGACTNGGGAAAACCCTGGGGTTNCCCAANTTTAATTNCCNTGGGAANAA
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ATCCCCCTTTNCCNANTTGGGNGTAANAACNAAAAGGGCCCNCCCNATGCCCTTTCCAAAANTNNCCCCCCCTAAAAGGGAAAGGGCCCCTTTCNGGN 1098

CLONA 35

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTTCCTCAGTCTTGAAGGACACATCTCTTCTTGTTGCATATTTAGCATATTCATTTGTTTTCCTTTCAAG
CTTAATTTAAGTCCTGGGGTAATTCTTGATGACACTAACGCATAGCAGTCTCTTCCTTTTTTAAAACTTCCAGTAGTTTTTATAGCCAATATGACTTATT
AATACTTTTTTCCTAAGTATTCAAACTGTTATTACATGTCACTATCAATTAATCACTAAATATTTGAGTTACCACCATGTGCAAAGCACTGTGCCCAGAG
CTATGTTTAACACTTTTACTTTAGTTACATTTAAL1LllLLALL1lL11AAAGCTATTATGGCATATAATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTTTTCACTCCAGAGTTAGACCATAAGCAACTTGAGGACAGATCCCAGGGTCCTGGGATTGAGCCCCACATTGGGCTCCTTGCTTG
GCAGGGAGCCTGCTTCTCCCTCTGTCCCTGCCTGCCACTCCGCCTGCTTGTGTTCCTGCTCTTGCTATCTCTCTTTCTATCAAATAAATAAATAAAATCT
TTAAAAATAACTAACTAACTAAATAAATAAATCTGTATCTCCTTATTGCAAAGNGGGCAGAAGTATCTGTCTTATAAGGGGTTTCTTAAGACAGTTTAAA
GAAAGAATGCGTGACTCAACANTAATTNNTTAGCAAATGATAGCTAGAAAAAAATCAAACCTAANAAATTGGAAAATGCCAATTCCCANAACTTTAGGAA
ANTNTCNANANCCTCTGGACTCATNGNCTTGGGTNAAGGCAAGNGGGAATATGGNTCTGNCCTAAAAATTCATGGACNTTNCTTGGANGGCATTNNCCCT
NTTNTTCCATATNCCCCATNCCCCNCTTCCCTAAATNCCTAAAAATTTCCCCCNTTNNAAAGACCCNATNCTTGTTGGGGGAAAAAANGGGNGGAAAATG
CCCGGAAAAGNCTGGGGNTAAAAAACCGCTTTTTTTTTTTTGNNAAAAAAAAAGGCAGTTCCCCCTCNCCNTGTTTGCCCGGTAAACCANCCCCCCCNTT
TNC 1103

REVERSE
CNANTCNGCTCGGTCCCGGGGATCAAGAGTCAGATGCTTAACAGACTGAGCCACCCAGGCACCCCTGTAACAAATCCTGTCCAAATAGTATTTTACTGAA
GGAGGCTTAGAGATATATTTTGCAGCCAATGCAAATCTCTTTTTCCCAATCTCTTCCTGGGAACTGGGAGTATACACAGCAACTATATGCCTTAGTTAAC
TTTTTTATTGGCAAGGAGGTGGGGCTAGGTTTACAGGAACAAACATAGGTAAGTTGGAAACTTGCACTTTTCTTCTGACAAATGAAAGAAAATGCCTGTT
TTTTTACCCCCAGCCTCTTCCGTCATTCTTCCTCCCTTTCTTCCACAAACATGTATTGAGCTCTTTCTATGTGTGAATTTTTAGGGATTTAGGGAAGTGG
GGATGGGGATATGGAAgAGAGGAGAATGCCATCAAGAAAGTCATGAATTCTAGGACAGAACCATATACCACTGCCTTACCAAGCCATGACTCANAGCTCT
GATACTCTCCTAAGCTCTGGAATTGCATTTCCAATTTTTAGTTTGATTTTTTTCTAGCTATCATTNGCTAACAATTACTGTTGAGTCACGCATTCTTTCT
TTAAACTGTCTTAAAAAACCCTTATTAAGACAGATACTCTTGCCCACTTTGCAATAAGGAGATACAGATTTATTTATTAAGTTAGGTAAGNTATTTTTTA
AAGATTTATTTATTTATTTGATACAAAGAGAGATAGCAAGAGCANGAACACAANCANGCGGANTGGCANGCAGGGACAGAAGGAAAAACAGGCTCCTGCC
AACAAGGAGCCCAATGTGGGGCTCAATCCCAGGACCCTGGGATCTGTCCTCAAGTTGCTTATGGNCTAACCTNTGGNGTGGAAAANAAAAAACNNACACN
CACNCATTCACACNNNNANGCACACACACNAATTTTTTTGCCTAATAGCTTTAAAAAAATAAAAAAGTTAATGGGACTNAAGGNAAAGTGTTAAAAATAC
TTTNGGCNCAANGCNTTGCCCATGGGGGGACCCNAAATTTAGGGATAAATGGAAGGGGCCTNTNAAACCCNTGGNAACCTNNGANS 1086

CLONA 37

REVERSE -
GNNAGAGGGNATGNTACGATTCAGCTCGGTACCCGGGGATCAAGTCCCGTGTTGGGTTCCTTGCTCAGCAGGGAGGCTGCTTCTCTCCCTGCTGGCCACT
CCCCCTGCTTGTGCTCTCTCTCTCTCTCTGACAAATAAATAAAATCTTTACCAAAAAAATCTTTCTTTTAATTGAAACATTATAGCCTAAATCCAAAATA
GAAAGACATAAATATTCTGTGATAGAAGATTCATGATGCTAATTATATATTAACAACAGTAAATAATGTATTCATTGAAATGATACTGTAGAAAATAATA
GCATCAGATAATAATTATGCTGGAATATTAAGTACAAAATCAATTTAAAGAAACAATATATTTGTATTATATTACTTGTTTTCCTATCTAATTCCCTGAC
CACTTCACATATACTATACAATCCTTGAGGAAAAGGACTGTGTTTTATTCATCATTATGTCCCTGGAATCCAACAGATGTTGACAGACAGTAAACACTGA
AAAATGTTTATTGCTTTGCCCGAGTTGGCTGAAACAAAATGGGAGAGATATAAAATGTGGAAATATTCTTAGTAACACAAAGATATACATACTGCCATAT
ATTAGTGTATAATATTAAATGTCAAATATGTTACATACATTTTTGAAGCAAGATTAAAACTATCAATGTAATTATAAAAATAAATCCACCTTTGGNAAAC
GGAAGGAATTAAACTATTTCCTGTGCGCTTTCTANTACAGGCAGCACTTTTCTCATTTTTAAAAATATTTTCTTTACCTGGTGNNGGTTTAATAATTCCC
AGTTTTTATTAAAAATCGGGCTAATGNTATTGCNGTTTTCAAAAATTCNTTTGAACCGTTTTTTCTTACCTCATGAATTTGGGGTAGANCCCTNTAANAG
TCCAACCTGCANGCATGCAAANCNTTGGCNCTGGCCCTTNTTTTTACNAACNCTCNGGGACTGGGNAAAACCCTGGCGTTTCCCCAAACTTAANTCGCCT
TGCAATNACTTCCCCCCTTTTNCCCAANTTGGCGTTTNGGTAGTTARCATAC 1052
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CLONA 40

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCAAGGTAATTGTGGCCTAATAAAACAAGTTTGGAAGTTTTCCTTCCATTTCTATTTTTTGGAACAGTTTC
AGGAGAATAGGTATTAATTCTTCTTGAAATGTCTGATAGAATTCCCCTGGGAAGCCATCTGGCCCTGGGCTTTTGTTTGTTGGGAGATTTTTGATGACTG
CTTCAATTTCCTTAGTGGCTATAGGTCTGTTCAGGTTTTCTATTTTTCCTGGTTCAATTTTGGTAGTTGATACATCTCTAGGAATGCACCCATTTCTTCC
AGGTTATCTAATTTCCTGGCATAGAGTTGCTCATAATATGTTCTTATAATTGTTTGTATTTCTTTGGTGTTGGTTGTTATCTCTCCCCTTTCATTCATGA
TTTTGTTGCTTTGGGTCATTTCTCTTTTCTTTTTGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTAT
CCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCAC
TGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGANGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTT
CCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACCGGGTATCCACAGAATCAAGGGGA
TAACGCAGGAAAAGAACATGTGAACCAAAAGGCCAGCAAAANGGCCAGGAACCGTAAAAAAGGCCGCGTTGNCTGGCGTTTTTNCATANGCTTCCGCCCC
CCTTGACGAAGCNTCACAAAAAATCGACCCCTTNAAGTCANANGGTGGCGAAACCCCGNCCGGGCTTTTAAAGAATCCAGGCGGTTTNCCCCTGGAAACC
TCCTTCTGCCGCTTTCTGGTTCCGACCTTGCCGGTTACCGGGNACCTGGTCCNCTTTNTCCCTTNGGGAANCGNGGNGCNTTTTTTANAACTACCCCTGG
NGGGNTNT 1108

REVERSE

AATTCAGCTCGGTCCCGGGGATCAAAAAGAAAAGAGAAATGACCCAAAGCAACAAAATCATGAATGAAAGGGGAGAGATAACAACCAACACCAAAGAAAT
ACAAACAATTATAAGAACATATTATGAGCAACTCTATGCCAGGAAATTAGATAACCTGGAAGAAATGGGTGCATTCCTAGAGATGTATCAACTACCAAAA
TTGAACCAGGAAAAATAGAAAACCTGAACAGACCTATAGCCACTAAGGAAATTGAAGCAGTCATCAAAAATCTCCCAACAAACAAAAGCCCAGGGCCAGA
TGGCTTCCCAGGGGAATTCTATCAGACATTTCAAGAAGAATTAATACCTATTCTCCTGAAACTGTTCCAAAAAATAGAAATGGAAGGAAAACTTCCAAAC
TTGTTTTATTAGGCCACAATTACCTTGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAA
CCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGC
,GCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTC
TGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCCGCTGACGCGCCCTTGACGGGCTTTGTCTGCTCCCCGGCATTCCGCTTAAAAACAAA
GCTGGGGACCGTCTTCCGGGAGCTGCATGTTGTCAAAAGGTTTTCACCCGTCATCACCGAACGCGCGANACNAAAGGGCCTTCGGGATCCCCTATTTTTA
TAGGTAATGGCATGGANAATAANGGTTCNTAAACGTTANGNGGCACTTTTCGGGGGAAATGGTGCNCGGAACCCCTNTTGGTTTTTTTTCTAAANCCTTC
NAAATNTGTNTCCGTCATGAAAAATAANCCCNGANAAAGCTTTAATATTTTGGAAAAAGGAANANTTGAATTTTCAACATTTCNGGGCNCCCTNT 1095

CLONA 41

FORWARD

CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCGGTATTAAGGAGGGCACGTTCTGCGTGGAGCACTGGGTGTTATGCACAAACAATGAATCATGGAACACT
ACATCAAGAAATAATGATGTAATGTATGGTGATTAACATAACAATAAAAAATTAAAAAAAAAGAAATGCACTTGTTGTGATGAGTACTAGGTGATGTATG
GAGTTGCTGAATCACTATACTGTACACCTAAAACTAATATAACACTGTATGTTAACTATACTGGCATTTAAAATAAAATATAGATGTGTACACACACACA
CACACAAAAGAAGATTTAGCTGTGCTTCGGATGAATGCCGGAAGGATTTCTCCAATGATAAATATCCAAAGATAGATGGTGTTACTTCAGATAGTACATC
AATAAGATAAATCTGTAAGATTCCATAGTTATGATTACATTAATTGCTTACATGCCCTTTGTTACTATTATTTCAAAGTTGATCCCCGGGTACCGAGCTC
GAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGG
GGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCC
AACGCGCGGGGGAGANGCGGTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCCGGTATCAG
CTCACTCAAANGCNGNAATTCCGGTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCANGAAANAACATGTGAACCAAAAAGGCCAGCAAAAAGGCCAGGAACCCGTA
AAAAGGCCCGGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGGTCCCGCCCCCTTGACNACATTACNAAAAATCGACNCTCAAGTCAAAAGGNGGNGAAACCCGNCNGGA
CTTTAAAGATNCNGGCCGTTTNCCCTGGNAAANTCCTGNGCCCTNTCCTGTTCCACCCTGGCCGTTTNCCGGAACCCTNTCCCCNTTTTTCCTTTG 1096

REVERSE
ATTCAGCTCGGTCCCGGGGATCAACTTTGAAATAATAGTAACAAAGGGCATGTAAGCAATTAATGTAATCATAACTATGGAATCTTACAGATTTATCTTA
TTGATGTACTATCTGAAGTAACACCATCTATCTTTGGATATTTATCATTGGAGAAATCCTTCCGGCATTCATCCGAAGCACAGCTAAATCTTCTTTTGTG
TGTGTGTGTGTGTACACATCTATATTTTATTTTAAATGCCAGTATAGTTAACATACAGTGTTATATTAGTTTTAGGTGTACAGTATAGTGATTCAGCAAC
TCCATACATCACCTAGTACTCATCACAACAAGTGCATTTL1xLLLLLLLAAx11111ATTGTTATGTTAATCACCATACATTACATCATTATTTCTTGAT
GTAGTGTTCCATGATTCATTGTTTGTGCATAACACCCAGTGCTCCACGCAGAACGTGCCCTCCTTAATACCGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGC
AAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGG
CGTAATAGCCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTNCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTG
TGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCCGCATAGTTAAAGCCAAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGGTGACC
GCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCCGNATTNCGCTTACANACAAGCCTGGGACCGTTTCCGGGAAGCTGCATGTTGTCAAAGGTTTTCACCGTCATCA
ACCGAAACCCCNCGAAAACGAAAAGGGCCCTCGTGAAACCCCCTTATTTTTATAGGGTAAATGGCCATGNANAAATAANGGGTTCTTAAAACGTCANGGN
GGCCNTTTTCNGGGGAAATGGGGCCCGGGAACCCCTNTTGGTTATTTTTCTTAAAACCATCNAAATTTTTTNCNCTCATGAAAAAATAAACCNNGNAAAA
GGCTTNNAN 1109

CLONA 43

FORWARD

TTCNTCCTNCAGGTCNGACTCTAGAGGATCAGTTTTCTTACATTAAATCAACCTTCCACAAAAGAAATAAACCCAGCTCAATAATGATATATTAATATTT
TTGTACATAGTTAGATTTTGACTGCTAAAGTTTTGTTTATGATTTTGCATGTATGCTAATGAATGAAAATGACCTCTAATTTTTCCTTTCTTGTGCTACC
CTTGTCAAAATTATGCTAGTGTCGTAAGTCAGGAATATTGTCTCCTTATCTATACTCCAGAATAGTTTAAGTTTGGAATTATTTTTTTGCTTTAATGTTT
GATAAAATCTTCCTGTAATCCAAAAAAAGAAAAAAGGGACTTCCCCCCACGAATTGTATAATCATCACTGCTCACACACTTAGCTACATGCTGCAGTTAC
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TAGTTCTCCCAGCACTCATCCATCACCCTAGATGACTGCAGGGGAAGGTAAGARACTGTACTGACCCACAGGCCAAGAGTTATGCCCTCACTGCTTGCCA
CCTGCACTGCTCTCAGACAGAGCACAATACACCTGCAGGGTCCCACTTCGAGGCCTGCTTTCTAGAACCAGCCAGGCAACACTCCCTGGAAAAGAGAGCC
TGAGGTGAGGTGTCAAGCTAATGCTTTATGAGGAGGCTCAACCCTGGAGAGTAAGAGTGAGGGGCAGTGGGAGGRARACACTCAAGACACACAACCAAGT
TGCCCATGCTTTTGAGGGAACCCTGATCCCCNGGNACCCGAGCTCGAATNCGTAATCANGGGCATAGCTGGNTCCTGTGTGGARATTGTCATCCGCTANG
NNNNAAACCNNGNGNNNNNNGGNNNNNNNAGNCNGGCNTNTNNCNNNTCNGNGNNGTNNGNCNNGNNNNNCTNNNCGCCNNTNANGGNNNNNNNCGNTNN
CTNNCCGNNAGNNNCCNNNNNGCNNCCCTCNNGG 934

REVERSE
CGAGCCGGTACCCGGGGACAGGGGTTTCCTCARAAGCCATGGGAACTTGGTTGTGTGTCTTGAGTGTTTTCCTCCCACTGCCCCTCACTCTTACTCTCCA
GGGTTGAGCCTCCTCATARAGCATTAGCTTGTACACCTCACCTCAGGCTCTCTTTTCCAGGGAGTGTTGCCTGGCTGGTTCTAGARAGCAGGCCCTCGAR
GTGGGACCCTGCAGGTGTATTGTGCTCTGTCTGAGAGCAGTGCAGGGTGGCARGCAGTGAGGGCATAACTCTTGGCCTGTGGGTCAGTACAGTTTCTTAC
CTTCCCCTGCAGTCATCTAGGGTGATGGATGAGTGCTGGGAGAACTAGTAACTGCAGCATGTAGCTAAGTGTGTGAGCAGTGATGATTATACAATTCGTG
GGGGGAAGTCCCTTTTTTCTTTTTTNGGATTACAGGAAGATTTTATCARACATTARAAGCAAAAAAATAATTCCARACTTARACTATTCTGGAGTATAGAT
AAGGAGCAATATTCCTGACTTACGACACTAGCATAATTTTGACAAGGGTAGCACAAGAAAGGAAAAATTAGAGGTCATTTTCATTCATTAGCATACATGC
AAAATCATAAACAAAACTTTAGCAGTCAAAATCTAACTATGTACAANARATATTAATATATCATTATTGGAGCNGGNGTTTATTTTCTTTTGTGGGAAGG
NTGGATTTAATTGTAAGGAAAAACTGNATCCNTCTNGGAGTNGACCCTGCAGGGNCATGCAANGCTTTGGCAACTTGNCCGTCTGNTTTACCARCNNTCG
GGGCGCTGGGGNTTCCATTAAANACGNCNGCTCNGTGNNNCTTTAANNGNCNNATNTNT TACCCANCTAANTGNAGGNNCCANGNNNNAGNCAAACGTNT
NCCTNTGGCCTATGNCACATAGATTGANTNNANGTNCANATGNACNNANTTGACGTNNG 959

CLONA 44

FORWARD
TTCTCCTNCAGGTCGCTCTAGAGGATCAGAGCNGAAATARATGAGACTARAAARGAGTAGGGARAARARARATCAGCCCCCCTCCCCCAGARGRCCAGTG
CAAACCCTGCCAACACCACATCTNTGGACACTCATGTTTTGTGGGACCTCCGCTCTGAGGGGGCAGGTGACCTTTCATAAGCACACTACTATCCACTTTG
TTAARACATGCTTCTCCCCTACTGGGAACCARACAGTCCCCARARAAGGGCARAGAGAACCTNTGCAGACAACTGGACTGGAGGAAGAAGACACCAAGACT
CCACAGAGCATGTGTGGCACACATGGGAGACTCTGTGAAGTGTCAGGCCCTAGGGAACAGGGGACACTACAGGGCATTACTGGACCTATTCTTCATAAGG
CTNCTACCGCTAAGACCAAGAGAAGCNGCTGGCTTTCCTAACACACACNCACACAAAACACAGAGCAACAAAANGNAGGGGNCACAGANATAGATCCCCG
GGTNCCGGGCTCGAATTNGTAATCATGGGTCATAGGTGTTGCCTTGTGTGAAATTGNTNNTCCGGGTNNGNCTCNNNNNGCNNNGGGGNNCGGGNNNTGG
NNNCNGGNCGNNNGGNTGTCGGNNCGCNNNNNCTCNCGAGNNNGNNNNGGCNCNGNCGNCGTNTCTNGGNGTGGNGNNGCNGGGGGNCNNGAGGGGTGCC
CGGCCGNGTCCGGNNGNGNCCGANGGCGNGGGGGNGGCCGAGTGNGGNNGCCCCGGNACTACGNTGGNGGGGGNGCGNNGGGGNCGGNGANTTGNNNGNC
GNCAACGNTNCNCAGCGGGGCTNCTGNGNGGNGNANNNNGCGCCTGNNNNNTNTGGNNNCGCGNCGNTCGNGNNGT TNGCCNNNGGNACNNNNGGGNGNN
CNGCGGNGCCGGGTGCGNNGCNTCGNGGCNGCCNCGNNNGAGNNCCNGTNGCGGCTNATNNNNNNTNTNCNGGATCGNGGNGNGNGCNGCAACGNNNANC
NGCNGG 1006

RERVERSE

CTCGGACCCGGGGATCTATTTCTGNNTNTCTNCTTTTGGNTAGCNANTAGTAT TNTGAGTNNGNGTNTTGTGAGGGARAGCCAGCATGCTTCTCTTGGTC
TTAGCGGTAGTAGCCTTATNAAGAATATGTCCAGTAATGCCCTGTAGTGTCCCCTGTTCCCTAGGGCCTGACACTTCACAGAGTCTCCCATGTGTGCCAC
ACATGCTCTGTGGAGTCTNGGTGCTTNTTCCTNCAGTCCAGNNGTCTGCAGAGGTTCTCTTTGCCCTNTTTGGGGACTGTNTGGGTNNCCAGTNGGGGCG
GAANCATGTNTTAACAAAAGTTGGNNTACGTNGTGTNGCTTATGAARNGGTNACCTGCCCCCATNAGAGNNGGAGGTNGCCACAARACATCGAGTGCCTN
AGANGATGTNTNTGTAGNCAGGGGTANTGCACTGATNTTNTTGAGGGGGNNGGGGCNNGGGNTNATTGNTTNTNCCCNNNNNCNTTNGTTAGNTNNNCNT
NTNNNAGCGGCATGNGCAGGACNCCTGNNNACCANGCCTNNNNGNCTACGANAGCTTGGCNNCNTGNCGAGGCTNGAAT TAAGCNGGGNAANGGNGNGAT
NAAGNGNNANCNNANNTGNTGGNNNTGNGGGNNAANNGGCNGATGCCNANGGGTNNGGCNGTNNNGGNGTNAGNGGT TANGNCANNCTNTGNGCTATCNG
CGGGNATGACNTNNAAGACGTGGAGNNGGTNCTGNGNAGGATGGGNGNAGGTTTNNGNNTNCTTCNCNCGNTNCGNGAAAANTGNGNTGNTANNTGNNAN
NACNNACATAATNNNTNGGAGNNNTNTNGNGATNNGNTANGTGNNANANNCCANANNNTNCGNCATNNNNATGANNGNCNNAANNTAACGGATGTGTTGC
CTNGNTGCNNTANGNNGTTNCNCTNNTNACGCNTCGCNGGCTATNGACGTNCNNNNGNAGANNGTNCNNGACGAGNANGNNCNTNCANGTNTNAGANTNN
ATTTGNNTCCAGAATCANGGNAGNNNTGANCGCNNGATGNTCGGANGNATGNNNGACNAGNAGTGANCG 1069

CLONA 45

FORWARD
CTTGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCGAGTCCCGCATCGGGCTCCCTGCTCAGCAGGGAGTCTGCTCCTCCCTCTGACTCCCCCCTCTCGTGCTC
TCTCTATCTATCTCATTCTCTCTCTCAAAATAAATARATAAAATCTTTARAAAAATATATATAGACTGGGGAGCAATTGAGATTCTTAAATTTATCAARA
AGGTTTTTTTAATTGAAAAACACTGATTTAGAGARGACCCCTTAGCTTTCATTAATTTTTGTTTATTTGGCTGGGAATATACAGGTCTCTGTAATGAGTC
TGCATAAGTAGCCTARAATCACCCTTTCCTGAAGTTGTGCCTGTGTGARATTGT TATCCGCTANNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNANNNN
NNNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNTNNNNCNNNCTNNNNNNNNNNNN
NANNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNN
NCNNNNNNNNNNNNNNNNNANNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNNNGNNNNNNNCNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNANNNANNNNNNNGNNNNNNCNNNNCTNNNNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNTNNNNNNNNNNNANNNNNNNNNNNNCNNTNNNNTNNTNNNT
NNNNANNNNNNNNNNNTNNNNNNNNANNNNNNNNNNNCNNNNTNTNNNNNNNNNNCCTNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNTNANNNNNNGNNNN
NNNNNNNANTNNNNNNNNNNNNNC 924

CLONA 46

FORWARD .

TTCTNCCTCAGGTCNGCNTCTAGAGGATCAGGAGAATGCCTCCAGAGGAGACTGAGCCTCAGGCAGGGAARAGGGCTTGCAATANGAGAGCGTCACCATTC
AGGAAATGTTAGGTATAGAGGGGGCTAGAGCATGGGTTTCARAGAAGGGTCAGTGGGGAGGAAGCTAGGAGATAGACAGGGGGCATATTTTCAAAGGCTG
TCTGTGTTCTCTTATGGCATTTGGAAGAAAARAGGGAGTATTGACAGATTGTGTGTGTGGGGTGTGTGTGTGTGTCTAAAATGAGGAATAGTGATAGATT
AATGTTTTAGARAGTTCACTCCAATGGTAGAATGAAGGATARAGTGGAGCAAAGTGAAACTTGGAAGCAGAARGATTAATCTGGAAGCTGAGCTAATTTA
GTAATCCAGGAAACCCATCATGAAGACCCACACTGAGGAAGTAGTGGAGGGACTGGAGATAAGACAACAAGGAGAGGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAA
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TTCGTAATCATGGTCATAGCTTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCNTNANNGNNGNNGNCNGNNCGGCNCNNGNNNTCCGGGGCNGGNCNCNNCNNN
CCNGNGCGTTACNTCTCNCGGGNCCNCNNNNGCNNCNNNNNGNNGNCNNGACNNNNGCGGNNNGTCCNACTNGNGCNNNNCNCNNANNNNNCNTNNGANC
AGAGTNTNNTNGNNNNNCCNNNNGANTGTCNNGNNNNGTTNNGNNTGNNTCCCCGNTNNGNNNGNCNGNANNNNNGNNNCCGGGGTNNGNNGNNCTNGNN
ACANNNGNGNCNGNANNCNCNNTNNNNGNCCCNCNGCCNCNGGCGNGGTTGNNNCNNGCNCGCNANTTNNNCGCGCGCCNNNNGCCGGCGNANGTNNAGT
TNNNCTNGNCGNNNNNNCGNNANTNNANTNNNGCNNNTCNNGCNNCCNCNGGNGNGAGGCNNACNC 966

CLONA 47

FORWARD
PNNNACTNGCTGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCGAGTCCCGCATCGGGCTCCCTGCTCAGCAGGGAGTCTGCTCCTCCCTCTGACTCCCCCCTCTCG
TGCTCTCTCTATCTATCTCATTCTCTCTCTCAAAATAAATAAATAAAATCTTTAAAAARATATATATAGACTGGGGAGCAATTGAGATTCTTARATTTAT
CAABRAGGTTTTTTTAATTGAAARACACTGATTTAGAGAAGACCCCTTAGCTTTCATTAATTTTTGTTTATTTGGCTGGGAATATACAGGTCTCTGTAAT
GAGTCTGCATAAGTAGCCTAARRATCACCCTTTCCTGAAGTTGTGTCTGTGTGAGTGTGTGTGTGTGTGTGTGNGCTNACCCGCTTATTGCTTAAATTTITT
AAAATCNGATTTATTNATTNATCTATNATGNNGNGTTGNGTCACCATACNCNGCATCATNNGTTNTTGATNTANTGCTCNCATGAGACCANTGTNNGCAT
ATNACACTCCAGCGCTCCNCTGCAATACGNGCCCTCCTARATCCCCATCNCTNGGGCARACCNCTTCACCACATNTCTATGCCCNCTCNAANNCCGTNAG
TATTGTTNCTNCAANANTNCNTAGCCTCANNNGGGGNTAANNATCTNAAANATTCNNGGGNTCNCARAGGCNCTTTNGGGTGGGNCCTAANCTTTTAANT
TGGGCCANNNNTGNNTGCGNNGACNTGGNGTCCCNCCCNCNACTCNNNT TTCNNNNAATTNNCNTAATTNGNTANTNCTNGNTCNNCCNNANNTNCCNCT
GNGNCTTCNNTNTTAAANNTACAGNANCCTCNTGCNNCCCACANNNTCTNNANNTATANCNCCTNCTTAGTNCNCATNNTCCNGAATCTANNCAAACGTC
GNCGATTCANCNTCNCNCCTCTCNNTTCAANAANCNGTCNCAACCACTCCNTNATCTNNNATATTNTCGANCANNAACNAGNCNCTCANNTANTNNTCGN
CTNCNTACATGCNGGGANCG 1020

REVERSE

TCGAGCTCGGACCCGGGGATCARACTARAACTATGGGTCCAGGGTACGTTCGAGAT TARAGAAACTTTTAGTATTAGGCTGTACACTATTCCAATTTGAA
TTTAGGAARATCTGTTGGGGTGGACAAAGGCAATCCTAAATTAGGCCCAATTATAACTTGTGGCCCAACARAAGACCATGGCTCCAGAAAATTTTARARA
ATAACCATGAGAGACTATGGACTCTGAGARACAAACTGAGGGTTTTAGAGGGGAAGAGGATGTGGTGATGGGTTTGCCCAGTGATGGGAATTAAGGAGGG
CACTGTATTGCATTGGAGCACGTGAGTGTTATATGCARACAATGAATCATGGGAACACTACATCAAAAACTAATGATGTACTGTATGGTGACAAACACAA
CATAATAAATAAAATAAAATAAARACAATTAAAAAAAATTARAGCANNTAAGCCGGTGAGCNCACNCACACACACACACNCACACACAGACACANNTTGAG
GGAGAGGGGCGANTNGAGGGNCTACCTTATGCAGGANTCCATTACNGCANGCCNTGTGTATTCCCNGNCNAGNNTNACNCAAGNTGTTNT TTGNAGGGNN
GGCGGGNNTNTCTTCTANAGTTCAGGNGTCTNNTCAATTAAANNNAANCNTTNGNTGGTNNNNT TNNANANGNNCNCNGTTTGCGCCCCGCGCTGGNNAT
ATTNTNNTTNTGTNTNANCGGGTCNCNNTNCTNNTGNCTCTNCGGNNCAGGACGNGTANTGGCGNANTNGCTTNGANGCGCCCCCCCTANTATGGNTGCG
CCNTCNNCGNAGCGCGCGCTCNNNCNACTNTNCCTGTTNNNGGCGGCNGNNCCCNNTCNCNCNGCNTGGGTCCGCGNATTAGGCNNTNGNNTNGATCTCG
NGGTGATAGGCGCNGGTGAGNNNNTANGGGGGTGTGACTCGACANNNCGGGNCCGGNGCNANCTGCTGTCNCCTCTGGTACGCGNGTCCNCNTCNGTNCN
NGCTGCTGGTCCGTTNTTCCG 1021

CLONA 48

FORWARD
TNGTCCTNCAGGTCGACTCTAGAGGATCAAAGGTAGACAAGAAGTTGTGTTACCCTACTTGAACATCCARACAAGCTCTGAAGGTCCATTTGTAGGCAAR
GGTAGGAGAGTCAAGCTTCTCAGACTCCAGACACATCCAAATGAGGCGCTGCATTTGGCAGTCTGCCTTTATTTAAAAAAGGGTCCACTGGAGAGATAAG
AGTGTTTCCTACAAGGCAAGTATAGGCAGGTGTTTCAATGAACAGGGATGAATTGTGGCARCTTGCAACAGATAAGATAAATARRAAATTAGACTGGGAA
ATGACCATTGGATTTAACAACGTGGAAGTTATTGATGACCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACACACACACACACACACGCAACTGCTCCCCA
CCCCTCACTCCCCATAGTGGAGCTGANAGGAGGACAGGAATGAGACACACANACACTGTCAAGANGT TTTTTGTCAATAGGNGCAGACARTGGGGTGGNC
CTAAAGACTGTCGTAAGANGAARAGNACAGTATTTGTGCT TATNAGANAGNAGAAATTAATGTAATTNTGTCATGCTTGNTCTGCATGATCCCCCGGGTA
CCCGAGCTCCGAATTCGTAATCANGGACATAGCTGTTCNCTGNGAGARATTGTTATTCCGCTANNNNNNNNNNCNNNCNTGNNNNCGGCCNNANNNNCGN
NGNCNNCNCTNNNNNNNGCGCNGNCGNNCNNGCNNCGNNGCNNCGNGNNCNNCGCNGNCGCCANCGGNNGNGANGGGGNCNNNNNNCNNANANNNNNNNN
TAANGGNGGGNNNANGCCACGTNGGCCNCNANNNNGACGGNNCGNNNGNNCNNGNNANGCGNGNGNNANNCGGTANGNNGNNCCGNTGNCCGNANNGCNC
GGACGACGCGGGCNNGGCNNNNGGNNNTNGGCGGTNGNTNGGCGGACNGGNNNCGNGGCGCGCCG 965

REVERSE

TCGAGCTCGGTACCCGGGGATCATGCAGAACAGCATGACAAATTACATTAATTTCTTCTATCTTATARAGCACARATACTGTTCTTTTCATCTTACGACAG
TCTTTAGGTACCACCCCATTGCTCTGCTCCTATTGACARARAACTTCTTGACAGTGTTTGTCTGTCTCATTCCTGTCCTCCTTTCAGCTCCACTATGGGG
AGTGAGGGGTGGGGAGCAGTTGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGNGAGAGAGAGAGAGAGAGNGGTCNTCCATANCTNACANGGAGNARAACTN
ANGGTTANTNNCANACTCNAATTAAATANTTNTCCNATNTTNCACTNTNAANCANNNTTCACCCGTGNTNANTGAANCACNNNNTNTNNTNGATNTTGTN
NGAAACCCTTTNTTCTTCNANGCNNAGCNCATATCTATATACCNNNNATGCTNAGNCCANACTGNANCACCNAATTNNGNCTGNCTNNNGNNGNNCTAGA
ANGNNNAATTTNNCCGNTNNNGNNCNTNTANATGCGNTCCCNATANNANNGNGNTAANAACATNNCNNCCACNNNCACNNACNTNCTNNATANTCTCNCT
CNNGNNTGCCTNTNTANNCNNAGTNTNNNANTTNNGNACCCNCCTGCNANNNNACACCNNAATNNTNCCNNCTTNNNNTNNCATNCTNAANGATANANAT
NNTCAACCACNNNCTTNCCNTTNNGNACAANNCATNTNANGANCTCANGCAANTCNNGGNNTCTNGTNAATNNNCCGTCTNNGANNNAANTNNGCAGCAG
NNACGAANTGNCTATGGCANNCTNCTGGNANANTTANAGTCGNNNNTCNGNGCNTNNNCNNTCGNTNGTNTNNNTATNTGAANNCNNANNNTANCACGAG
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GNTGNNANGNATTNNTAATANGTTTNCTANTATCNNTNACNATAGNACCGCACANCNCCGTGANTNNTTNNNNTAT TCNNNAGTNGTNACANTNNCNTC 999



	bf7886c7ab2f44530423086d2d830a2571b9e8fca810182a298f3fabcebf4038.pdf
	2003bbcd487a522c2a26ef9fbe67fef7b0f3ef0c6445672053888ecef04ab887.pdf
	bf7886c7ab2f44530423086d2d830a2571b9e8fca810182a298f3fabcebf4038.pdf
	2003bbcd487a522c2a26ef9fbe67fef7b0f3ef0c6445672053888ecef04ab887.pdf
	bf7886c7ab2f44530423086d2d830a2571b9e8fca810182a298f3fabcebf4038.pdf

