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Tabla 4. Mutaciones de las clenas de los vectores recombinantes pNURR1ZM*FL, 11 y IT1.

Posicién Codén Aminoicido Simbelo Carga Exén
89 TCC—» CCC Serina— Prolina S—» P Polar —» Hidrofébico 3
250 TCG—» TTG Serina —» Leucina S—»L Polar— Hidrofobico 3
273 CAG—»CGG Gluiamina —» Arginina Q—» R Polar— Basico 3
566 TGC—» TAC Cisteina — Tirosina C—»Y Polar——» Polar 8
A
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Figura 23. Secuenciacion de las clonas pNurr1®%¥ 1, 11 Y H1. El nuctedtido en cuadro rojo
indica el lugar de la mutacion puntual en las clonas pNur 152 I, 11 y 111, del exén 3 del gen
NURRIL.
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Se procedi6 a reparar las mutaciones por sustitucion del fragmento con mutaciones del
exdén 3, por uno previamente secuenciado sin mutaciones. Debido a la dificultad de encontrar
sitios de restriccion para liberar el fragmento del exén 3 con las mutaciones, a partir del vector
pTKlox se subcloné un exdén 3 sin las mutaciones antes mencionadas, y posteriormente se
subcloné el gen Neo® para obtener un vector pTKE3Neo. Este vector se digirié con la enzima
Cla 1, generando un fragmento de aproximadamente 5,700 pb correspondiente al esqueleto del
plasmido pBS SK (+) y el gen Timidin Cinasa, y otro de 3,000 pb correspondiente a la region
del ex6n 3 del gen NURR] unido al gen Neo". El vector recombinante pNURR1®'¥ con las
mutaciones se digirié con la misma enzima de restricciéon (Cla I), la cual generd dos fragmentos,
uno de 11,800 pb que corresponde al esqueleto del plasmido pBS SK (+), al gen Timidin
Cinasa, al exon 2, y al fragmento del exén 4 al ex6n 8 del gen NURRI1; y otro de 3,000 pb que
corresponde al ex6n 3 del gen NURRI con las mutaciones antes mencionadas, unido al gen
Neo®. El fragmento de 3,000 pb del vector pTKE3Neo y el fragmento de 11,800 pb del vector
pNURRI1P'® fueron purificados ( Figura 24A) y utilizados en una reaccién de ligacién (ver
Figura 24B). Se llevé a cabo la transformacion de E. coli y el anilisis de clonas como

previamente se describi6. Posteriormente se seleccionaron dos clonas pNURRIF™®,

se
secuenciaron y se corroboro que se habian corregido las mutaciones del exon 3 (Figura 25). El
exon 8 del gen NURRI en el vector pNURR1® que contenia una mutacion, se digirié con las
enzimas de restriccion Age I y Kpn 1, liberandose un fragmento de 300 pb. Dicho fragmento fue
sustituido por un fragmento sin mutaciones del mismo tamafio, obtenido de la digestion con las

enzimas de restriccion Age 1 y Kpn I del vector 05375pPCR-Scripp, generado por la empresa

GENEART.
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8,900 pb

+—— 3,300 pb
+—— 2,000 pb

<+—— 600 pb

Figura 24. Digestion con enzimas de restriceion de los vectores pNURRI®%:F |
pTKE3Neo, y 053575pPCR-Scipt. A) M comesponde al marcador de peso molecular de 200
pb, el carril 1 muestra el vector pPNURR1®'** | digerido con las enzimas de restriccién 4ge 1y
Kpn 1, el carril 2 muestra el vector pTKE3Neo digerido con las enzimas de restriccion 4dge 1 y
Kpn 1; B) M es el marcador de peso molecular de 200 pb, el carril 1 ¥ 2 las clonas
seleccionadas pNURRI®'"™? digeridas con la enzima de restriccion Hind 111, en un gel de
agarosa al 0.8%.
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C D
540 550 410 420
CAGGTGCCCTIT]JsCCGCCGTC CAGGTGCCC IGCCGCCG T C ¢
E F
610 620 480 490
6C6GCCTGTCEJ6CAC TACGGT tgce6ccTeTCc[AEcACTACG 6
.

Figura 25, Secuenciacién del vector rembinante pNURR1™"¥, En A, C y E se muestran en un recuadro
rojo las mutaciones puntuales del exén 3 del gen NURRI, en B, D y F se sefialan en un recuadro verde las
correcciones de las mutaciones del exén 3 del gen NURRI en el vector recombinante pNURR 15
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3.1.5, Analisis de la funcionalidad del alelo condicienal del gen NURRI1

Una vez corregidas las mutaciones en el vector recombinante pNURRI®M™® fue
necesario comprobar la funcionalidad de las secuencias loxP, la cual se realizé en un ensayo de
co-transfeccion en la linea celular SH-SYSY de neuroblastoma humano, con ¢! vector CMV-Cre
(Figura 26A) que expresa de forma constitutiva la enzima Cre recombinasa, junto con el vector
pNURRI15LF (Figura 26B) el cual contiene las secuencias loxP que son reconocidas por la Cre
recombinasa. Para determinar si se llevé a cabo la recombinacion en este ensayo se extrajo el
DNA después de 48 horas de realizada la co-transfeccion y se realizé un PCR, del cual se
obtuvo un fragmento esperado de 3,500 pb del plasmido no recombinado (Figura 26C) y un
fragmento de 1,500 pb del plasmido recombinado.

El anilisis funcional de las secuencias loxP introducidas en el vector de recombinacién
homoéloga del gen NURRI se llevo a cabo empleando este vector como sustrato (Figura 26B) en
un ensayo in vitro, al co-transfectar la linea celular SH-SY5Y de neurobiastoma humano, junto
con el vector CMV-Cre (Figura 26A) que expresa de manera constante la enzima Cre
recombinasa. La recombinacién, la cual eliminé la secuencia del gen Neo® flanqueada por los
sitios loxP (Figura 26C) fue detectada por PCR. Se realiz6 Ia extraccion de DNA de las células
SH-SYS3Y transfectadas, y se amplifico una banda de 600 pb correspondiente a la secuencia del
gen de la Cre recombinasa (Figura 26D), lo cual indica que el vector de expresion CMV-Cre fue
introducido en la linea celular y pudo llevar a cabo una expresion transitoria de la proteina Cre
recombinasa y por lo tanto actuar sobre el sustrato, al que se le realizé un PCR y nos generé dos
bandas de 3,500 pb que corresponde al vector pNURRI®'® sin recombinar, y una banda de
1,500 pb del vector pNURRl'"m"xp recombinado (Figura 26E), lo que mostro la actividad de la

preoteina Cre recombinasa sobre el sustrato pNURR 1531
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Figura 26. Co-transfeccién de células SH-SY5Y de neuroblastoma humano con el vector pNURR1®*7 y
el vector de expresién CMV-Cre, En A) Esquema del vector de expresién CMV-Cre; B) Esquema del vector
p]\JURle“""P no recombinado (sustrato), la flecha de color negro indica el alineamiento v la direccién de los
oligonucledtidos E3N1 e IF2, las cajas de color verde indican los exones del gen NURRI, las flechas rojas
indican los sitios loxP, y las cajas amarillas indican los genes de seleccion, (TK) Timidin Cinasa, y (Neo® )
indica el gen de resistencia a neomicina, C) Esquema del vector ;)1\-IURR1F‘3"”"P recombinado; D} PCR del gen
Cre. M es el marcador de peso molecular; carril 1, c¢élulas transfectadas solamente con el vector
pNURR1E¥®: carril 2, céluas transfectadas con el vector pNURR 15 y ¢] vector de expresién CMV-Cre; y
carril 3, negativo; E) PCR para detectar la recombinacién del vector pNURR1Z®: M es el marcador de peso
molecular; carril 1, ¢élulas transfectadas solamente con el vector pNURR1™®®; carril 2, céluas transfectadas
con el vector pNURR1Z"® y el vector de expresion CMV-Cre; y carril 3, negativo,
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CAPITULO 4

4.1. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

Nurrl se expresa principalmente en areas del sistema nervioso central, como la corteza
cerebral, hipocampo, tdlamo, cordon espinal, bulbo olfatorio, habénula e hipotalamo; ademas,

puede encontrarse en cerebelo, en los niicleos del nervio motor dorsal y del nervio vago.

Para entender la funcion in vivo del gen NURRI, se llevé a cabo su inactivacion
mediante la tecnologia de recombinacién homéloga. Este método esta basado principalmente en
el reemplazo de un gen normal por uno inactivado, generando un modelo animal llamado
“Knock-out”, el cual tiene inactivado el gen en todo el organismo. Este método fue utilizado en
1997 por Zetterstrom et al’., para inactivar el gen NURRI y determinar su funcién en un modelo
in vivo, Los resultados en este modelo animal del gen NURRI, fueron la ausencia de los
marcadores dopaminérgicos (TH, Ret, AHD2, y el receptor D2 de dopamina) en las neuronas
dopaminérgicas de la region ventral del mesencéfalo. Se encontré que los ratones homocigotos
mutantes del gen NURRI morian en el transcurso de las primeras 24 horas posnatales. Estos
datos fueron corroborados por otros dos estudios independientes * °, empleando el mismo

método de inactivacidén del gen NURRI1 en diferente region.

Debido a que este gen se expresa en diferentes regiones del sistema nervioso central, y a

la muerte prematura de los ratones homocigotos mutantes, este modelo no permite resolver las
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siguientes interrogantes: ;Por qué mueren los ratones Knock-out NURR1?, ;Qué funcién
desempeiia el gen NURRI en las diferentes regiones del sistema nervioso central donde se

expresa? y, ;Cudl es su papel en la etapa adulta?

La finalidad de este trabajo fue obtener un vector de recombinacién homéloga con un
alelo condicional del gen NURRI, el cual no tuviera mutaciones y portara las secuencias de
sitios loxP en las regiones intronicas 2 y 3, para no afectar las regiones codificantes del gen
NURRLI. Posterior al aislamiento de las secuencias del gen, se dio inicio a la construccion para
introducir los sitios loxP en el alelo condicional del gen NURRI1. Al concluir con esta fase del
trabajo se procedié a realizar dos analisis importantes en la generacion del vector recombinante
condicional del gen NURRI, que fueron la secuenciacion y comparacion de la secuencia
obtenida con la base de datos de Celera Discovery Systems™™, y finalmente un anlisis para

comprobar que los sitios loxP introducidos en el alelo del gen NURRI1 fueran funcionales.

La comparacion de las secuencias del vector recombinante con la base de datos, mostr6
4 cambios de nucleotido, por lo que se realizo una busqueda en la base de datos del GenBank,
para identificar si estos nucledtidos representaban algtin polimorfismo del gen NURRI1 en base
a algun reporte. En este caso particular, los cambios nucleotidicos encontrados generarian una
proteina Nurrl con los cambios aminoacidicos S89P, S250L, Q273R y C566Y. En el caso de los
aminoacidos S89P, S250L y Q273R, el tipo de carga es opuesta al aminoacido de la proteina
normal. En los aminoacidos S89P y S250L la carga normalmente es polar; sin embargo, con las
mutaciones la carga serfa hidrofébica, lo cual podria alterar la estructura tridimensional de la

proteina Nurrl. Y afectaria principalmente la capacidad de activacion del factor de transcripcién
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independiente de ligando, ya que estos cambios se encuentran en la region AF1 que da origen a

la via de activacion independiente del ligando.

En relacion al cambio en el aminoicido Q273R que se encontrd en la region del dominio
de unién al DNA del factor de transcripcion Nurrl, este cambio podria alterar su afinidad a

secuencias en promotores y alterar la expresion de genes blanco, ya que el aminoacido normal

tiene carga polar, y el sustituto tiene una carga bdsica.

El ultimo cambio aminoacidico C566Y probablemente no afectaria la funcién de la
proteina Nurrl, ya que se encuentra en la region del dominio de unién a ligando, el cual no es
funcional en el factor de transcripcion Nurrl. Ademads, el cambio de este aminoicido

corresponde a uno de igual carga (polar / polar).

Tomando como base este andlisis de los posibles efectos de los cambios aminoacidicos
antes mencionados, se¢ llevé a cabo la reparacién del vector de recombinacién homdloga
condicional del gen NURRI. La reparacién se logré de forma exitosa, ya que la secuencia
obtenida del vector de recombinacion reparado, presenté un 100% de identidad a la secuencia

del gen Nurrl proporcionada por la empresa Celera Discovery Systems ™.

Una vez que confirmamos la correcta construccion de nuestro vector de recombinacion
condicional Nurrl, procedimos a determinar la funcionalidad de las secuencias loxP

introducidas en las regiones intrénicas 2 y 3 del gen NURRI. Las secuencias loxP son
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reconocidas por la enzima Cre recombinasa, la cual elimina la secuencia que se encuentra entre

los sitios loxP.

En un ensayo de cultivo de células se utilizé un vector de expresién para la enzima Cre

recombinasa y nuestro vector de recombinacién homéloga condicional (pNURR1%*F

) para su
transfeccién. El producto recombinado fue detectado mediante la técnica de PCR, la cual nos
dio resultados positivos, al menos para los sitios loxP que se encuentran flanqueando el gen de
scleccion positiva Neo®, ya que el oligonucletido E3N1 corresponde al exén 3, y el
oligonucledtido IF2 al intrén 2. En este experimento no se obtuvo amplificacién del gen NURR1
endégeno, debido principalmente a que la linea SH-SY5H corresponde a células de
neuroblasioma humano, y los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de la secuencia del gen
murino, aunque el oligonucledtido E3N1 se alineaba al 100% con el gen NURR1 humano, no

fue asi para el oligonucledtido IF2, por lo que sdlo se detectaron los productos provenientes del

vector recombinante pNURR1%"*, tanto del vector recombinado como del no recombinado.

Con los resultados obtenidos, podemos decir que se logré obtener un vector de
recombinacion homoéloga condicional del gen NURRI, el cual no tiene mutaciones en su

secuencia, ¥y que los sitios loxP son funcionales.

Finalmente cabe mencionar que este vector construido serd pieza importante para la
generacion de una linea de ratones, que al cruzarlos con ratones que expresen la enzima Cre-

recombinasa bajo la regulacior de un promotor especifico de tejido, nos permita inactivar el
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gen NURRI1 en tiempo y espacio. De alli la importancia de contar con esta linea de ratones, ya
que nos permitira conocer mas acerca de las funciones de este factor de transcripcion Nurrl que
presenta una expresién constitutiva en el sistema nervioso central y que en los dltimos afios a

despertado un gran interés como gen iducible en procesos de regeneracién e inflamacion en

diversos organos periféricos.
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ANEXOI

Mouse nurrl genome in Chr 2

>emgd_genelmCG19702.1 /gene_uid=100000115005921 /len=27106 /
ga_name=GA_ x6K02T2Q125 /seq alignment=(18780257-18753151) /g
ene_alignment=(18770257-18763151) /transcript names=mCT21440

1

AGTTACGAGCCACGGGACRACTGTCTCCACTTCTGCTARAGGETGTGAGGAGGGTATGTT
GGGGAGCTGCAAGGCACACCTCTGCCCTCTCGGCCCAGGTGCTAGCTACCTGGCCCACGC
GAGTGTTCTTTTCCGTTCAAGCTTTTGTTGCACCCTCCCCACGTGTGAGGACGCAAGGTC
TGGGGCGEGEGAGEGGECAGGTGGAGCGTAGCATCACCACGEACTTCACGGACCTGEETTG
CAGAAGTCACACTTCTTTCGGARAAAARAAAATCCACCCAAGTGGGCTACCAAGGTGAAC
CGTTCCCACCTTARRATCAGCCCCAGTCGTGACGT CAGGTCGGAARATATACCAAAGCGAG
CGCGGGCCAGGAGTCCGGGGAGCGCGECGGCTCGGECGATTGGACCGCGGGCCGCTGACGE
GGGCTGACGCGCGCAGACTTTAGGTGCATGTTGGCAGCAGCAGCTCGAGCCACATAARCA
AAGGCACATTGGCGGCCAGGGCCAGTCCGCCCCGCGGCTCCGCACAGCTCCGCGTCCCTC
TCTCCGGECCCCGCTGGCTGCCTCCCTCTCCTGCGGLCGGGLTGGCTGCGTGTGGCTCTCC
GCGCCCCGLTTCCGCAGCGCTCCCGCGGACCCGGGCTCCTCTGCTCCCGGAGGGAACTGC
ACTTCGGCGGAGTTGAATGAATGAAGAGAGCGGACAAGTGAGTAGCTGCGGCGGGGCTCGL
CCGCGGTCACGCGTCCTCCCGGTCTCCGCGTACCAGGGAACGGGTTCTCTGCAAGTGGTC
GCCCGAGCCGCGGAGCGCGARGGGGCTGGEGARAGGGGGATGGCGAGTGGGCGCGCGCAGC
TCCGCCGAGCCTCTGCTGGAACTCCGGTGCTAGCGTAAAGGGGGGGGAGTTGGCTGCCGE
CAGAGGTTTCCAGGCTTCTCATTGGTGGATGTGGCARAGGGGACTCCCACAGTTTTAGGAG
AAGCGGACTTGECCGGTGGAGATGTGCGCAAAGTTTGCTCTTGGTGTGAAATTGATTGT GG
CTTGAGGAGGCTCCATCTCGCGAACATGTGGGAAACAGTCCGGGAGAGARAGTTTACGTG
TTGCTTGGGAACAGTGTCGCTCGGECTCGCCCGCTGGTGGAGGTTTCCCGGATATCGTCGA
GTAAGGGTAGTGTCGGTAGAGGGTCCTGTAGCGAAGTTGCCTGAARTGACTGGTTTTGAT
ATATGTTGTCCTTGGATAGTGTGTCAGTGTGTGCGTGAGGTAAAGAATACGGTTATGAAA
CTGTGACATAGCCACGGGTTAATATCCAGAACAGACATATTTTCAAGGGCGGCGGCGGAT
GGGGGTGGGGAGATARAGCAARAGTCCTCTGGTTTGTCTTGTTAACCTTCTCCGCTCCTT
GAAGCAAAGCAAGATTGTGGAAGRAAGTGGGGEGEGGGGGECCGACGAGGGGAGGGAGCAARG
GAGAGGGTGTTCAGGTTTCTTTACTTTATCAACAAGATCGTCTATGCTCTAGAATGCCTT
GCRAGTGGGAACATCTGAAAAAAAARATAGCTAGGACACAAGAATGCCTTGTCCCAGCAA
GTAGGCAGCCTGTGGARAGCATTGTGGAGAAGGTGTCCAGTTTGCTGTGCTGAGAAGTGC
TTCTARCTTTGGTGCCAATATCATATGCGTAATATTTCTT TCCCTCTGCAGTTGACCCARA
GATACTCCTGGTAAARGTAGAGATCTCTCTCATCACCTCTGGGCCATTAAAGATGTTGAAR
ATCCAGTTCTCTGGAGGAACACCAATTCGCTTGTCCCTTAAGATCCTGTGTTGAACCAAA
AGCAATTACTAAAGCTACACACTTGCTCCCACATTGGCTGTTTGGTTGTCCAGGCCTTGC
TAACGTTTCCTAAGGGTTGGATCTGTATTTTTTTTTTTCACGGTTTACTCTCGAGTTCTT
TTAACTTTCTTTCTCCTTCTAAGAGAAAAGTCCACTGGACTCTAAGAGAGATATTAAGAG
GAAGCTTTGATGCTGTGTTTTTCCTTTACCCAGACTTCTTAGGTTTGACATAAAGTAGRA
TGACAAAGGCCCTTCCATCTACAGCARAGGGGCCAATTCATTATATTGATCAGTATCTGG
TAGACTCATGGGATAATTTCCCCACAGGATGCTTTCTCTGCAGGGATTTACACTGGGAGA
TGAGCGGCATTATCTGCTGTTTAGCCACCTTGTCTCTGCACATTTCATTTTAAGATGCTG
TTGGGTAAAGTCTTCACACTCATTTCCAAGGAARGCACTTGARGGGCCTGCTGAGTGAGTC
TGCATCTGCCCAGCCCAAGTCTCGGTGGGAAGACATCCTGAARACTTCCTGTGTCTGTATT
TCAGGGAGATCTGACGGGCTGGATTCCCAATAGCTCTTTTTTAAAATCTTGGARACTTTG
TCCTTCGCTGAATTACGACACTGTCCACCTTTAATTTCCTCGAARACTCCAATAACTCTSG
CTGAAGGT CAGTGAGCTTTATCTTTCATTACCTTTCCTGAGTTCCCCCATACCCTCAGAA
AAACAAARCAAAACAGGGCAACAGGATCTTTCCAGGCCRACCCTGTGCCTTATAGTCACA
GAGGACAACTTTCTTATTGTGCAATTCAACTTCATTTCTAGAGCATGGCTTCTAGAAATC
CTGTCGACCCTGAGCTTCAAAGAAGAAGCTCATCAGAGTGGGACTGTCTGCGGGAAGGGG
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GTGGAGCGCGGGGGEEGEGEECGTTTGGAAATGAGTGTAGACCCTCAACAGCTTTCCAGC
TCTGGGTCGTCCCGGGATCAGCCCTTTCCTTTCTTCATCGCTGTTCCACCTCTTTTGCCC
TTCCCCCTGCATCCCTAAACCCCCATCCTCTCCCCGCCTCCCTCCACCCCCAACCCCGAL
GCCGCGGGCTGCCGGTGTAGCCCCGGGTGTAGACCGAGCCCGGAAGRAAGTGTTCAGTTG
ACCAGGCTGAGTGTATATCACCCTGTTTCGTTTCCAGCCATGCCTTGTGTTCAGGCGCAG
TATGGGTCCTCGCCTCAAGGAGCCAGCCCCGCTTCTCAGAGCTACAGT TACCACTCTTCG
GGAGAATACAGCTCCGATTTCTTAACTCCAGAGTTTGTCAAGTTTAGCATGGACCTCACC
AACACTGAAATTACTGCCACCACTTCTCTCCCCAGCTTCAGTACCTTTATGGACAACTAC
AGCACAGGCTACGACGTCAAGCCACCTTGCTTGTACCAAATGCCCCTGTCCGGACAGCAG
TCCTCCATTAAGGTAGAAGACATTCAGATGCACAACTACCAGCAACACAGCCACCTGCCC
CCTCAGTCCGAGGAGATGAT GCCACACAGCGGGTCGGTTTACTACAAGCCCTCTTCGCCC
CCGACACCCAGCACCCCGAGCTTCCAGGTGCAGCATAGCCCGATGTGGGACGATCCGGGC
TCCCTTCACAACTTCCACCAGAACTACGTGGCCACTACGCATATGATCGAGCAGAGGAAG
ACACCTGTCTCCCGCCTGTCACTCTTCTCCTTTAAGCAGTCGCCCCCGGGCACTCCTGTG
TCTAGCTGCCAGATGCGCTTCGACGGGLCTCTGCACGTCCCCATGAACCCGGAGCCCGCG
GGCAGCCACCACGTAGTGGATGGGCAGACCTTCGLCCGTGCCCAACCCCATTCGCAAGCCG
GCATCCATGGGCTTCCCGEECCTGCAGATCGGCCACGCATCGCAGTTGCTTGACACGCAG
GTGCCCTCECCGCCGETCCCEEEEGCTCTCCCTCCAATGAGGGTCTCTGCGCTGTTTGCGGT
GACAACGCGGCCTGTCAGCACTACGGTGTTCGCACTTGTGAGGGCTGCAAAGGT TTCTTT
AAGGTGAGCAAGACAGGGCGGAGGTGGCAGGTAGCGGTCCTTATACCTGAGACCCAGCAG
TGTACCCTCACCTTCCGGTCGGCAGCCCCGCTCGAGTTCCCTGCAGCTACTCACAGGCTG
IGGAAGAGGCTTTGGGGGTGTCTARGGAAAGAAATCAGAAAGACTGGTAGAGTCAGGGTT
TCATCCCCCCGCCCCCCGCGCCCCACAGCAACCTGCGECCCCGGCGGGCTCCAGCCCGAR
ATTGCTGGAGCCAGAGTTGGAAGAGGGCTATTTGCATGTGTTAGGCGCTGTCTTCCTTGT
TCAGATTGAAATTGGTTAGGACAGAGRACCGTGTCTGAGCTAACCAAGTGGAACAGAATT
CCCTATGGTCAAATTAAGTGATCTCTTITATTTCGCCATCCTGATTGAATAATCTTATCAT
TTTAAATAGAGAAGGTCTCCAAGGAATGTAAATAATATGART GCCCACGGATTTGTATTT
ACTGAGCGTCTCCTGCCCCTTCTCCTGGCATATAARACACAGCAAGGAGCGGTARGGTTA
GCTCAAATGTTAACGCTATCAATTTTCTTCTGGTAAATGCCCTGGGGAGGARAAGGARAG
GAAATAGGAAGAAARGAARAAGARAAAGGAAAGAAAGAARGARAGAMAGAARGARRGARAG
ARAGAAAGAAAGAAAGAAAGAAATTGAAGGAGTAGTGTTTATGTT TGTAGGGAAGGAATG
CAGATCCAAGCCATTTTTTAAAAAARATGTGTCCAGTTTGCTGGACTTTGAGTGAAAAAAR
TAATCATTTTGGGGCCTACATTCTCTCCCTCTACAGCGCACGGTGCAARAAAACGCGAAR
TATGTGTGTTTAGCAAATAAAAACTGCCCAGTGGACAAGCGCCGCCGARATCGTTGTCAG
TACTGTCGGTTTCAGAAGTGCCTAGCTGTTGGGATGGT TARAGAAGGTAGGTCGAGGCAR
GTTGTTGACCTTCCATTTCACGCCCCTGAAAGTCCACCAGCTGCTTGTGGACTCCGGTCC
CTGCCTTACTCCCCACGCCCTTGACTCCAGGATTCCACTGCTAAATGCCCTCCTCTAAAG
ARAGCCACCCGGCCCTCCTTTTCTTTAAGTATAGGACCCAGTTGGAGGAAGGTATAAAAT
AACCCGCCATTTATTAATGCTTCTCGTCAGTAAAGTCTTTAARATCAGAGGAGCCCTGGA
CCACCAGGTTGGGCTTCTTCCACTGTTCCCTCGGGGAGGAGGCCGTGAGGCAGCTGAGTC
TGGGCTCAAGGGAACAGCGTTAACCCTTGAGTAATTCCTTTACAGTGGTTCGCACGGACA
GTTTAARAGGCCGGAGAGGTCGTTTACCCTCGAAGCCGAAGAGCCCACAGGATCCCTCTC
CCCCCTCACCTCCGGIGAGTCTGATCAGTGCCCTCGTCAGAGCCCACGTCGATTCCAATC
CGGCAATGACCAGCCTGGACTATTCCAGGGTAAGAAGCCGGTGGTGGGGGAATATCAATC
ATGTGGACAAGCCAACAAATGGGCAGGACCCTCTCCCTATACCCAGCTTTAGCACCCCCA
AACTCAAGGGTARAGGAGGARCAGCAGAATACATACTT CACAACTTTGGGCAGGTTTTCA
GGAGACAGGTGGTGCTGCTCAAAGTACAGACCGGAGAACACACCGGAGGGGTTGAATCTT
TGTGAACCATTATTGTCCGACAGTCCCTCCAGCTGCGGTCTGGRAGGCAARACCTAGACA
GTCTAGCCTTCCTTCCCAAGTCTACTTTACGARGT TACTAGRATACATTCCCCTCCCCCT
TGACTTGTCTCGGGCCAGGGAGTGAARAGACGGGGTGGAAGGGATGGCAATGGGGGGGGEGE
GTTGTCCCCGGGTCAGGGATCAAGTGGTGCAATTCTTCTTTTACTCCAGCTGTGAAAAAT
GTGCAGGCTTTGGGCAGAGGGAGTGTGGCCARACCTAGTAGCGACTGCAATATTATTAAG
CTTTGCAAAAGGCGCCTCCGTGCAAGACCCACTCTGGGATTAGCATGRATACTACCGTGT
CAATTGTTTTGTGGCGATAARGACTGAACGTTTCCCAGGGCTGGATGGCACTGTATTTAGT
CTGTATGGAAATGGTAATTTACATATTTAAAGCAGCGACCTCATAGCACCGTCCCTAATT
GAATTAATTGCCCCGGAACATCTAATTTCCTTACTGGTCAGAGAGAGGTTTAATTGTTAT
AAAAACCTGGCTCCCCTACTAGAAACGGGGTTAGCAAT TTCACGGGTTATATATTTTAGA
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GAACCTCATTAAGTGCTTTTTAAARTGARATTCCAGTTCCAGGCARACCCTGACTATCAG
ATGAGTGGAGATGATACCCAACATATCCAGCAGTTCTACGATCTCCTGACCGGCTCTATG
GAGATCATCAGAGGGTGGGCAGAGAAGATCCCTGGCTTTGCTGACCTGCCCAAAGCCGAL
CAGGACCTGCTTTTTGAATCAGCTTTCTTAGAATTATT TGTTCTGCGCTTAGCATACAGG
TAATGAATGAGGCCTGGAGGAGGGATCAGAAGTAAAGGAAAGGAAGAGAARAAGGGTTGGG
GTTGGAGGCAAGATAAAAACAAAGCAARAGGTGAAGAAGGGARGGAGTGAGCCCAGAGCCT
TGGGTGACCGGAGTGGTGGTGGGATAGGGGAGTT CTTGATTGTTATGAAATTAAACCCTT
TCAAGGTCCACTGGTCTACATTTTATTAACTCTTCAGTAATTAGGTGCCTCTTAAATCCC
TCATTTATTGCTCTTCAAGTAATTAGTTGTTTAGCTTCTCTCTCTCTCTTTTTCTCCCCT
CTCTCTTTGGTATTAATTGCAGGTCCAACCCAGTGGAGGGTAAACTCATCTTTTGCAATG
GGGTGGTCTTGCACAGGTTGCAATGCGTGUGTGGCTTTGGGGAATGGATTGATTCCATTG
TTGAATTCTCCTCCAACTTGCAGAATATGAACATCGACATTTCTGCCTTCTCCTGCATTG
CTGCCCTGGCTATGGTCACAGGT CAGTACTGCTGGTGCAGGACACTTCCCCTTCCGAACT
TCCTCTGGTGGGACCGGTCATGGCTTTCCCTAATCGCAGATTCTTTCTGATTCTGCCATC
TGACTAACTCCCCTCTGCATTCTTTTGTTTCTGGT TGCATTTTCT GCAGAGAGACACGGG
CTCAAGGAACCCRAGAGAGTGGAAGAGCTACARAACAAAATTGTAAATTGTCTTAAAGAL
CATGTGACTTTCAATAATGGGGGTTTGAACCGACCCAACTACCTGTCTRAACTGTTGGGG
ARGCTGCCAGAACTCCGCACCCTTTGCACACAGGGCCTCCAGCGCATTTTCTACCTGAAR
TTGGAAGACTTGGTACCACCACCAGCAATARATTGACAAACTTTTCCTGGACACCTTACCT
TTCTAAGACCTTCTCCCAAGCACGTCARAGAACTGGAAAGAARAMAARANTAACATCCAG
AGGGGGCTGGTCACATGGGCAGAGAGCTGGTTGAAGTGTCCAGTTCACCTTATCTCCCTT
CTGTAGACCCCTAGCCCTCACCCCTTAAGTAAACAAACAAACAAACARACCACAAATAAA
AACTGTCGCTATTTCCTAACCTGCAGGCAGAACCTGARAGGGCATTTTGGCTCCGGGGCA
TCCTGGATTTAGAAAACGGACAGCACACAGTACAGTGGTATAAACTTTTTATTATCAGTT
CAARRTCAGTTTGTTGTTCAGAAGAAAGATTGCTARTGTATGATGGGARATGTTTGGCCA
TGCTTGCTTGTTGCAGTTAAGACAAATGTARCACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACCTTAATGGGACCCTCCTATTTTGCCCTTTAACRAGACTTCAAAGTT
TTCTGCTGTAAAGARAGCTGTAATATATAGTAAAACTAAATGTTGCGTGGGTGGCATGARA
TTGAAGGCAGAGGCTTGTAAAT TTATCCAATGCAGTTTGGCTTTTTAAATTATTTTGTGC
CTATTTATGAATAAATATTACAAATTCTAAAARGTAAGTGTGTTTGCARARRAARRRARA
GRAAATAACTACATARAAAGGGGACAAGCATGTGATTCTAGGTTGAAGATGTTATAGGCA
CTTGCTACTTCAGTAATGTCTATATTATATARATAGTATTTCAGACACTATGTAGTCTGT
TAGATTTTATAAAGATTGGTAGTTATCTGAGCTTAAACATTTTTCTCAATTGTATAATAG
GTGGGCACAAGTATCAGTACATTGGAAAATCCTGACARRAGGGACACATAGTGTTTGTAA
CACCGCCCAACATTCCTTGTTTGTAAGTGTIGTATGTACCGTTGATGTTGATARAAGAAA
GTTTATATCT TGATTATTTTGTTGTCTAAAGCTAAACAAAACTTGCATGCAGCAGCTTTT
GACTGTTTCCAGAGTGCTTATAATATACATAACTCCCT GGAAATTACTGAGCACTTTGAR
TTTTTTTGTTTTTGTTTTTTATGTCTAARAATTGTCAGT TAATATATTATTTTATGTTTGA
GTAAGAATTTTAATATTGCCATATTCTGTAGTATTTTCTTTGTATATTTCTAGTACGGCA
CATGAGATGAGTCACTGCCTTTTTTTCTATGGTGTACGACAGTTAGAGATGCTGATTTTT
TTTTCCTGATAAATTCTTTCTTTAAGAAAGACAATTTTAATGTTTACAACAARTAAACCAC
GTAAATGAACAGAACTCTGTCITATTTCTGGGCCAGGAAAATGATTACTARACARCAGGT
ACARGABRAGAGGCGAARAGTGGAGACTGATTTGGGGAGGTCACTTACAGGACATCTGAATT
TCAGACTGACAGCCTAGATCCATTGTGGCAAAGGGAAGGGTGTCACTARACTAATTATCC
AGAGAATTCATGCAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTTTTTTTTTTTA
CTTTGCCTGAATTTTCCAGTCTGCTGACCTACATTTATCAGAATCAACTTAGAATATCTT
ACTCTTGTAAGTTTTGAGTTAAGTGCAGCTTAGGAGACCAACAATCTGAACTTTTCCAAG
TTGGGAATCTTGTGAAGT TGGEGGGEGGEGAGGGGAACAGCATTCCGAAGTTTGTGCTTG
GAGATTCAGAAAGGCAGATTTGAATTCTCTTTTACTTTATCTTTGCTCTTTTCAATTCCT
GTGCATGCTTCTATGAGT GTGGGACCGAGCACTCCAGGCCTTCTGCTGGAGTTCTGAGTC
AGCCTTCCCACTAGAGCTCTGGAGAGACATTTCTTITTTTCCCCTCCTCTGGTGGGGAGTG
ATGAGGTGTGCTTTGAACTTTTAGAARACTTTCCACCTTCTAATTATTTCAGATTARAARA
AARGATCCTTGTCCAGTCTTGGATCTAGTTTAAGCAAATTTTARCATGAGGCTCTCGTATT
CCATTCAGAATCAACTTTCCGTGGAGGAAGGGGCCCGAGTTCTCAGCTGATCTGGCTTTC
AACCAGGTATCCTTGGGCAGATGGTAGTCCAGTTCTGCCTGGGGCTGAATTTAAGGAGAG
ATTTAAGATGGGTTGATCCTGCTTCATGACCCTGGCTAATTACAGATAGTTTGGGGGTCA
CCGAAATTTACAAACAAAGARACARACAAACAAAARAGGTCTTCATTTAAARARATGGCT
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GTCAGAAGAGTATCCTGCCGCCAGTTTACCTGGTCTCACT CCTTACCCTGTCAAAACRAAT
TGTTTTATGGTTGGCARAAAGAGACAAGGAAAGTCCCCTGTGGTAGTTTARAGCTATTTT
TACTGAATGGGTTTCTCT CTGAGGGGTAARGGGRATCGGTCATATAGGGTATCARACAGG
ACATGTCCAATTTTCTAGTGTATGTGTGCATTTTTAAGAT CAGACCAGCGACTGCATTTT
ATTTTCACATCTTATTTTGAGTCAAAACCACAAACTCTTAAGTAGACAGAATGAGCTCTT
CTCCCAGGTGTCTGCGCCCGGAGRCAATTACATTTTACTGCAGRATCCCTTAGAGTTGAG
CCCAGARATGAACCCCCAAGGCTGATTCTCCCCARAGGACTCCGCAGGCATCATCTGAGG
CCAATGACGGCGTCAGGGGAAAAGTGAGTCTCTGGAGACTTTAAGAGATCCATGCTTTCC
TTGTCTICCGTACTGCATCTACTGGGCTGGATTGTGATTCCTAGGTTGTCCCTGGTAAGGT
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ANEXOII

Secuencia del vector pCR 2.1

AGCGCCCAATACGCAARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT
TCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARA
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGC
TGGAATTCGCCCTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG
AGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGT CGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG
AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGCGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACT TGCCAGCGCCCTAGCGC
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTT CGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTRAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCARRARACTTGATTAGGGTGAT
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT TGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA
ATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGG
GATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAARATTTAACGCGAATTTTAAC
ARAATTCAGGGCGCAAGGGCTGCTARAGGAAGCGGAACACGTAGARAGCCAGTCCGCAGARACGGTGCTG
ACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACRAGGGAAARCGCAAGCGCAMAGAGAMAGCAGGTA
GCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGC
CAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCRAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAG
GATCTCATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAA
GATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTAT TCGGCTATGACTGGGCACAACAGA
CAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGAC
CGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGT
GTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTAT TGGGCGAAGTGC
CGGGGCAGGATCTCCTGTCATCCCANCTTGCTCCTGCCGAGARAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCG
GCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGARACATCGCATCGAGCGAGCA
CETACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGLCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGC
CIGCTTGCCGAATATCATGGTGGARAATCGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTG
GCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTI TGGCTACCCGCTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGA
CGAGTTCTTCTGAATTGAAAANGGAAGAGTATGAGTAT TCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGARAAACGCTGGTGARAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTARAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAARAGCATCTTACGGATGGCATCACAGTARGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGARCCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA
CACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACRACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACARATTRATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCLTTC
CGGCTGGCTGGTTTAT TGCTGATAAATCTGGAGCCGGT GAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTAT CTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGRAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATT GGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAARACTTCATTTTTAATTTARAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA
TAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTITTCGT TCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC
ARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARARAACCACCGCTAC
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTARCTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCARATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGT TAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCG
GGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGECTGAACGGGGGGTTCGTGCACACA
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GCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGARAAGCGCCACG
CTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG
AGCTTCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGCTCAGGGGEGCGGAGCCTATGGAARAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA
TTACCGCCTTTGRAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGRAGCGGAA
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LOCUS

dna

FEATURES

ANEXO I

§225 bp
Location/Qualifiers

Promoter
misc_binding
misc binding
mise binding
misc_binding
misc binding
other gene
misc_binding
misc_binding
misc binding
misc binding
misc_binding
misc binding
misc binding
Promoter
Reporter

Rep Origin
Promoter
misc_binding
misc binding
Markar
Marker

Rep_Origin

143,..172

/gena="lac prom"
234..239
/dbxref="REBASE :HindIII"
240, .245
/dbxref="REBASE :KpnI"
246..251
/dbxref="REBASE:SacI"
252..257
/dbxref="REBASE : BamHI"
293..299
/dbxref="REBASE:Sal I"
293,.1594

/gena="Exén 3 del gen NURR1"
1112, .,1117
/dbxref="REBASE :NdaI"
1581..1587
/dbxref="REBASE :Xho I"
1605..1610
/dbxref="RERBASE : EcCoRV"
1621..1628
/dbxref="REBASE :NotI"
1626..1632
/dbxref="REBASE :Xho I"
1640..1645
/dbxref="REBASE :XbalI"
1646..1651
/dbxref="REBASE :Apal"
1659..1e77

/gene="T7 prom"
1681..1840
/gene="lacZ_a reporter"
1858..2164

/gene="f1 origin"
2475, .2524
/gene="NEOKAN prom"
2577..2582
/dbxref="REBASE:BglII"
2582, .2587
/dbxref="REBASE :BclI"
2616..3404
/gene="NTP_II marker"
3425..4285

/gene="amp marker"
4440. .,5059
/gene="pBR322 origin"

BASE COUNT

ORIGIN

1162 a

1 agcgcccaat
61 acgacaggtt

121 tcactcatta

1456 c 1398 g 1209 ¢t 0 others

acgcaaaccg cctetececcg cgoegttggec gattcattaa tgcecagetgge
teccegactgg aaagegggca gtgagcgcaa cgceaattaat gtgagttage
ggcaccccag gctttacact ttatgettec ggetegtatg ttgtgtggaa
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181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541

ttgtgagcgg
gtaccgagct
cctgagette
©ggggagggy
gtcecgggat
gcatccctaa
ctgceggtgt
gagtgtatat
ctcgectecaa
cagctecgat
aattactgce
ctacgacgte
taaggtagaa
cgaggagatg
cagcaccccg
caacttccac
ctecegectyg
ccagatgcge
ccacgtagtg
gggctteceg
geegecgtee
ggcctgteag
caagacaggg
cacctteeqy
gcggcecgete
ttcactggce
tegecttgeca
tecgeeettee
ttaagcgegg
gcgeccgete
caagctctaa
cccaaaaaac
tttegecectt
acaacactca
gcctattggt
cagggegcaa
gctgaccecg
agagaaagca
ggacagcaag
gcaaagtaaa
ctgatcaaga
gttcoteegge
gctgctcetga
agaccgacct
tggecacgac
actggctget
ccgagaaagt
cctgecccatt
ceggtettgt
tgttcgeecag
atgcctgett
gccggetggg
aagagettgy
attegeageg
gagtatgagt
toetgttttt
tgcacgagtg

ataacaattt
cggatccact
aaagaagaag
gggegtttgy
cagcecttie
acccccatec
agcccegggt
caccctgttt
ggagccagce
ttettaacte
accacttete
aagccacctt
gacattcaga
atgccacaca
agettccagg
cagaactacyg
tcactecttet
ttcgacggge
gatgggcaga
ggcctgcaga
cggggctete
cactacggtg
cggaggtgge
tegguageee
gagcatgcat
gtcgttttac
gcacatccee
caacagttgc
cgggtgtggt
ctttegettt
atcgggggct
ttgattaggg
tgacgttgga
accctatete
taaaaaatga
gggetgctaa
gatgaatgte
ggtagcttge
cgaaccggaa
ctggatgget
gacaggatga
cgcttgggtg
tgeccgcegtg
gtcecggtgee
gggcgttoct
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeyg
gcegaatate
tgtggcggac
cggcgaatgg
categectte
attcaacatt
gctcaceccag
ggttacatcg

cacacaggaa
agtaacggcc
ctcatcagag
aaatgagtgt
ctttetteat
tcteceecegee
gtagaccgag
cgttteecage
ccgecttctea
cagagtttgt
tcecccagett
gettgtacca
tgcacaacta
gegggteggt
tgcagcatag
tggccactac
cctttaagca
ctoctgeacgt
ccottegecgt
tcggecacgce
cctecaatga
ttegecacktg
aggtagcggt
cgctcgagaa
ctagagggecc
aacgtegtga
ctttegecag
gcagcctgaa
ggttacgoege
cttcecttce
ccctttaggg
tgatggttca
gtccacgtte
ggtctattet
gctgatttaa
aggaagcgga
agctactggyg
agtgggctta
ttgcecagetg
ttettgeege
ggategttte
gagaggctat
ttecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagetg
gtgcegggge
gotgatgcaa
gecgaaacatc
gatctggacg
cgcatgcecg
atggtggaaa
cgetatecagg
getgaccoget
tatcgectte
tccgtgtege
aaacgctggt
aactggatct

acagctatga
gccagtgtge
tgggactgte
agaccctcaa
cgctgtteca
tcecetececace
cccggaagaa
catgcctigt
gagctacagt
caagtttage
cagtacettt
aatgcccetg
ccagcaacac
ttactacaag
cccgatgtgg
gcatatgate
gtcgececeg
cecccatgaac
gcccaaccece
atcgeagttg
gggtctgtge
tgagggetge
ccttatacct
gggcgaattc
caattcgece
ctgggaaaac
ctggegtaat
tggcgaatgg
agcgtgaccy
tttctcgeca
ttccgattta
cgtagtggge
tttaatagtg
tttgatttat
caaaaattta
acacgtagaa
ctatctggac
catggecgata
gggegeccte
caaggatctyg
gcatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgetegacgt
aggatctect
tgeggegget
gcatcgagcg
aagagcatca
acggcgagga
atggeccgett
acatagecgtt
tectegtget
ttgacgagtt
ccttatteee
gaaagtaaaa
caacagceggt

ccatgattac
tggaattcge

tgcgggaagg
cagctttecca

cctettttge
ccoaaccoeg
agtgttcagt
gtteoaggege
taccactctt
atggacctca
atggacaact
tecggacage
agccacctge
cecctettege
gacgatccgg
gagcagagga
ggecactcctg
ccggagceeyg
attegecaage
cttgacacgc
getgtitgeg
aaaggtttct
gagacccagc
tgcagatatc
tatagtgagt
cctggegtta
agcgaagagg
acgcgcectg
ctacacttge
cgttcgecgg
gtgoctttacg
catcgcecty
gactcttgtt
aagggatttt
acgcgaattt
agccagtecg
aagggaaaac
gctagactgg
tggtaaggtt
atggegcagg
acaagatgga
ctgggcacaa
gegeecggtt
ggcagcgcgg
tgtcactgaa
gtcatcccac
gcatacgcett
agcacgtact
ggggcetcgeg
tctegtegtg
ttctggattc
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgaatt
ttttttgegg
gatgctgaag
aagatccttg

gccaagettg
ccttgtcgac
gggtggagcg
gctetgggte
ccttcececect
acgccgeggg
tgaccaggct
agtatgggte
cgggagaata
ccaacactga
acagcacagg
agtcctececat
ccecetcagte
coccgacace
gctcecttea
agacacctgt
tgtctagctyg
cgggcagcca
cggcatccat
aggtgcccte
gtgacaacge
ttaaggtgag
agtgtaccct
catcacactyg
cgtattacaa
cccaacttaa
cccgeaccga
tagcggcegea
cagcgcccta
cttteeccegt
gcacctcgac
atagacggtt
ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaatt
cagaaacggt
gcaagcgcaa
geggttttat
gggaagccct
ggatcaagat
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggyg
cttgecteetg
gatcecggeta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggeg
atcgactgtg
gatattgctg
geecgetoecg
gaaaaaggaa
cattttgecet
atcagttggg
agagtttteg
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3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
49521
4981
5041
5101
5161
5221

1/

ccccgaagaa
atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgategt
gatgcctgta
agcttcececegg
gegoteggee
gtctegeggt
ctacacgacg
tgectecactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccyg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttcce
agagcgceacg
tcgeccaccte
gaaaaacgcc
catgttettt
agctgatacc
ggaag

cgttttecaa
gacgccggge
tactcaccag
gctgccataa
ccgaaggagce
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggectg
atcattgcag
gggagtcagyg
attaagcatt
cttcattttt
atceccttaac
tettecttgag
ctaccagegg
ggcttcageca
cacttcaaga
gctgctgcca
gataaggcge
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcette
tgacttgagce
agcaacgcegg
cctgegttat
gctegeegea

tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taacegettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggtttat
cactggggce
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagtttte
atcetttett
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
ageggtceggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtegatettt
cetttetacy
ccectgatte
gcegaacgac

ttttaaagtt
cggtegeege
gcatcttacg
taacactgeg
tttgecacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gtteccactga
tetgegegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt
ctgaacgggg
atacctacag
gtatceggta
ecgeotggtat
gtgatgcteg
gttcotggee
tgtggataac
cgagcgcagc

ctgctatgtyg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagececg
ccctecegta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagace
atctgctget
gagctaccaa
gttcttetag
tacctegete
accgggttgg
ggttcgtgea
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagte
tcaggggage
ttttgetgge
cgtattaccg
gagtcagtga

gegeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactecg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagegtgy
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctectttttce
tgtageccgta
tgctaatect
actcaagacyg
cacagcceag
gagaasagegce
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagectatg
cttttgectca
cctttgagtg
gcgaggaagc
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Generacton de un vector de recombinacion homéloga pam la inactivacién condicional del gen NURR1 Humberto Rodrigucz Rocha
ANEXO IV
Locus dna 5283 bp
FEATURES Location/Qualifiers
Promoter 143..172
/gena="lac prom"
misc binding 246..251
- /dbxref="REBASE : SacI"
misc binding 252..257
- /dbxref="REBASE : BamHI"
misc binding 293..301
- /dbxref="REBASE:Not I"
other gene 293..1594
- /gene="Exén 2 del gen NURR1"
misc binding 415..420
- /dbxref="REBASE : HpaI"
misc binding 696..701
- /dbxref="REBASE : NdeI"
misc binding 906..911
- /dbxref="REBASE:Stul"
misc binding 1154..1159%
- /dbxref="REBASE:AccI"
misc binding 1633..1640
- /dbxref="REBASE:Kpn 1"
misc binding 1663..1668
/dbxref="REBASE : ECORV"
misc binding 1704..1709
/dbxref="REBASE : Apal"
Promoter 1717..1735
/gene="T7 prom"
Reporter 1739..1858
/gene="lacZ_ a reporter"
Rep Origin 1916, .2222
- /gene="f1 origin"
Promoter 2533..2582
/gene="NECKAN prom"
Marker 2674..3462
/gene="NTP II marker"
mise binding 3231..3236
/dbxref="REBASE : NcoI"
Markar 3483..4343
/gene="amp marker"
Rep Origin 44%8..5117
- /gena="pBR322 origin"
BASE COUNT 1261 a 1313 ¢ 1378 g 1331 ¢t 0 othears
ORIGIN
1 agcgccecaat acgcaaaccg cctcotcocceceg cgoegttggec gattcattaa tgeagetgge
61 acgacaggtt tcccgactgg aaagegggca gtgagcgcaa cgcaattaat gtgagttage
121 tecactcatta ggecaccecag gectttacact ttatgottec ggetcecgtatg ttgtgtggaa
181 ttgtgagegg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gccaagettg
241 gtaccgagcet cggateccact agtaacggcce gecagtgtge tggaattege cettgeggee
301 gcacggttat gaaactgtga catagccacg ggttaatatc cagaacagac atattttcaa
361 gggcggcgge ggatgggggt ggggagataa agcaaaagtc ctectggtttg tettgttaac
421 cttctocget cottgaagca aagcaagatt gtggaagaag tggggggggg gggcoggagag
481 gggagggagc aaaggagagg gtgttcaggt ttetttactt tatcaacaaqg ategtctatg
541 ctctagaatg ccttgcaagt gggaacatct gaaaaaaaaa atagctagga cacaagaatg
601 ccttgtcceca gcaagtaggce agcctgtgga aagcattgtg gagaaggtgt ccagtttget
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661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1zel
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
276l
2821
2881
2541
3001
3061
3121
3181
3241
3301
33861
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021

gtgetgagaa
tgcagttgac
taaagatgtt
tgtgttgaac
tgtecaggce
actctegagt
agagatatta
gacataaagt
tgatcagtat
tttacactgy
attttaagat
ctgctgagtg
cotgtgtetg
tcttggaaac
ctccaataac
ccatacecte
gccttatagt
ggcegctega
cactggcegt
gecttgcage
gccctteeea
aagegeggoeyg
gccegetect
agctctaaat
caaaaaactt
tcgecettitg
aacactcaac
ctattggtta
gggcgcaagy
tgaccacgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tocteeggeeyg
tgetotgatg
accgacatgt
gecacgacgg
tggectgetat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgtcg
ttegecagge
gcctgettge
eggctgggtyg
gagettggeg
tegcagegea
gtatgagtat
ctgtttttge
cacgagtggg
ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtge
teggaggace
ttgategttg
tgecetgtage

gtgcttctaa
ccaagatact
gaaaatccag
caaaagcaat
ttgctaacgt
tcttttaact
agaggaagcet
agaatgacaa
ctggtagact
gagatgagcg
getgttgagt
agtetgeate
tatttcaggg
tttgtcectte
tectgetgaag
agaaaaacaa
cacaggtace
geatgcatot
cgttttacaa
acatcccect
acagttgege
ggtgtggtgg
ttegetttot
cgggggctec
gattagggtg
acgttggagt
cctatctegg
aaaaatgagc
getgetaaag
tgaatgtcag
tagcttgeag
aaccggaatt
ggatggettt
caggatgagg
cttgggtgga
cogaogtgtt
ceggtgoect
gcgttecttg
tgggcgaagt
ccatcatgge
accacgaage
atcaggatga
tcaaggcgeg
cgaatatcat
tggeggaceg
gcgaatggge
tcocgeetteta
tcaacattte
tcacccagaa
ttacatcgaa
ttttccaatg
cgcegggcaa
ctcaccagte
tgccataacce
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca

actttggtgee
cetggtaaag
ttetetggag
tactaaagct
ttcctaaggg
ttctttcteeo
ttgatgctgt
aggcecttec
catgggataa
gcattatetg
aaagtctteca
tgcccagece
agatetgacy
gctgaattac
gtcagtgage
aacaaaacag
gaggacaagg
agagggaceca
cgtegtgact
ttegecaget
agcctgaatg
ttacgegeag
teccttectt
ctttagggtt
atggttecacg
ccacgttett
tetattettt
tgatttaaca
gaagoggaac
ctactgggcet
tgggettaca
gccagetggg
cttgeegeea
ategtttege
gaggctatte
cocggcetgtea
gaatgaactg
cgcagectgtyg
gcoggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgccegac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgette
tegecttett
cgtgtegecc
acgetggtga
ctggatctea
atgagcactt
gagcaacteg
acagaaaagc
atgagtgata
accgecttttt
ctgaatgaag
acgttgcgeca

aatatcatat
tagagatecte
gaacaccaat
acacacttgc
ttggatctgt
ttctaagaga
gtttttectt
atctacagca
tttocceccaca
ctgtttagcece
cactcattte
aagtcteggt
ggetggatte
gacactgteec
tttatatttc
ggcaacagga
gogaattctg
attegeecta
gggaaaacco
ggcgtaatag
gcgaatggac
cgtgaccget
tetegecacg
ccgatttagt
tagtgggcca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
acgtagaaag
atectggacaa
tggcgatage
gcgecctetg
aggatectgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggc
caggacgagg
ctegacgttg
gatctectgt
eggoggctga
atcgagcgag
gagcatcagg
ggegaggate
ggccgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttect
ttattcectt
aagtaaaaga
acagceggtaa
ttaaagttet
gtegecgeat
atcttacgga
acactgcggce
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac

gogtaatatt
tcteatecace
tcgetigtee
tcccacattg
attttttttt
aaagteocact
tacccagact
aaggggccaa
ggatgctttc
accttgtete
caagdaagca
gggaagacat
ccaatagectce
acctttaatt
attaccttte
tetttecagg
cagatatcca
tagtgagteg
tggegttace
cgaagaggecc
gegecctgta
acacttgecea
ttegecgget
gctttacgge
tcgeectgat
ctettgttee
gggattttge
gogaatttta
ccagtcegea
gggaaaacgc
tagactgggce
gtaaggttgg
ggcgcagggg
aagatggatt
gggcacaaca
gcecggttet
cagegogget
tcactgaage
catcccacct
atacgcettga
cacgtacteg
ggctegegee
tegtegtgac
ctggattecat
ctaceccgtga
acggtatcge
tctgaattga
ttttgoggea
tgcectgaagat
gatcettgag
getatgtgge
acactattct
tggcatgaca
caacttactt
gggggatcat
cgacgagegt
tggcgaacta

tottteecte
tctgggececat
cttaagatcc
getgtttggt
ttcacggttt
ggactctaag
tcttaggttt
ttcattatat
tctgcaggga
tgcacattte
cttgaaggge
cctgaaactt
ttttttaaaa
tectegaaaa
ctgagttece
ccaaccctgt
tcacactgge
tattacaatt
caacttaatec
cgcaccgate
gcggcgcatt
gcegecctage
ttececegtea
acctcgacec
agacggtttt
aaactggaac
cgatttegge
acaaaattca
gaaacggtge
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcgge
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgotectgee
tccggetace
gatggaagcce
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtgge
tattgctgaa
cgcectccogat
aaaaggaaga
ttttgectte
cagttgggtg
agttttogeo
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgce
gacaccacga
cttactectag
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4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
4

cttceceggea
geteggeccet
ctcgeggtat
acacgacggg
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtgge
agttacegga
tggagcgaac
cgcttecega
agcegcacdgayg
gecacctety
aaaacgcecayg
tgttetttec
ctgatacaege
aag

acaattaata
tecggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttecagcaga
cttcaagaac
tgctgecagt
taaggcgcag
gacctacace
aggdagaaag
ggagctteea
acttgagegt
caacgcdgec
tgegttatec
tegecgeage

gactggatgg
tggtttattg
ctggggecag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcegt
cctttttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtageac
ggcgataagt
cggteggget
gaactgagat
gcggacaggt

gggggaaacg
cgatttttgt

tttttacggt
cctgattctg

cgaacgaceg

aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagce
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
tgcgegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgectacata
cgtgtettac
Jaacgagggg
acctacageg
atceggtaag
cctggtatet
gatgctegte
tectggeett
tggataaceg
agcgcagcga

Figura 28. Esquema del vector pCR/E2

agttgcagga
tggagceggt
ctecegtate
acagatcget
ctcatatata
gatccttttt
gtcagaccece
ctgetgettg
gctaccaact
tcttectagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttegtgeaca
tgagctatga
cggcagggtce
ttatagtecet
aggggggcgg
ttgectggect
tattaccgee
gtcagtgage

ccacttctge
gagcegtgggt
gtagttatet
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga
caaacaaaaa
ctttttceoga
tagccgtagt
ctaatcectgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgecca
ggaacaggag
gtegggttte
agectatgga
tttgetcaca
tttgagtgag
gaggaagcgg

. Origin of replication
B Other gene

B Fromoter

B Reporter gene
B Restriction site
Selectable marker

B Unique restriction site

FACULTAD DE MEDICINA, U.AN.L.

2006

88



Generacién de un vector de recombinacién homdloga para la inactivacién condicional del gen NURRL Humberto Rodriguez Rocha
Anexo V
LOCUS dna 8654 bp
FEATURES Location/Qualifiers
Promcter 143..172
/gane="lac prom"
misc_binding 246, .251
/dbxrafe"REBASE : SacI"
misc_binding 293..299
fdbxraf="REBASE:Bgl II"
other_ gene 293, .5011
/gene=1Exén 4 al exén 8 del gen NURRIL"
misc_binding 2013, .,2018
Jdbxref="REBASE: Smal"
mise binding 2013..2018
- /dbxref="REBASE:XmaT®
misze binding 2676. .2681
- /dbxref="REBASE ; Stul"®
misce binding 5004..5011
- /dbxref="REBASE:Bgl II"
misc binding 5034..5039
- /dbxref="REBASE : EcoRV"
misc_binding 5050..5057
/dbxref="REBASE :NotL"
misc_binding 5057. .5062
/dbxref="REBASE :Xhol"
misc_binding 5069..5074
/dbxref="REBASE :XbaI"
misc binding 5075. .5080
/dbxref="REBASE :ApaI”
Promoter 5088. .5106
/gene="T7 prom"
Raporter 5110..5269
/gene="lacZ_a reporter”
Rep Origin 5287..5593
/gene="fl origin"
Promoter 5504, .5953
/gena=t"NEOKAN prom"”
Marker 6045. .6833
/gene="NTP II marker”
misc_binding 6602..6607
/dbxref="REBASE :Ncol"
Markar 6854..7714
/gene="amp marker"
Rep Origin 78695..8488
/gene="pBR322 origin"
BASE COUNT 2277 a 2006 c 2129 g 2242 t 0 cothars
ORIGIN
1 agcgeccaat acgcaaaccg cctetocceg cgegttggoc gattcattaa tgcagctgge
61 acgacaggtt teccegactgg aaagcgggea gtgagegcoaa cgoaattaat gtgagttage
121 tecactcatta ggcaccceag gotttacact ttatgcocttoc ggetegtatg ttgtgtggaa
181 ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga ccatgattac gocaagettg
241 gtaccgaget cggatccact agtaacggee gocagtgtge tggaattoge cocttagatct
301 tcagaaagac tggtagagtc agggtttcat ccccecgoce ccegogoocec acagoaacct
361 geggecccgg cgggetccag cccgaaattg ctggagocag agttggaaga gggctatitg
421 catgtgttag gegotgtett cettgttcag attgaaattg gttaggacag agaaccgtgt
481 ctgagctaac caagtggaac agaattccct atggtcaaat taagtgatct ctttattteg
541 ccatcctgat tgaataatet tatcatttta aatagagaag gtctccaagg aatgtaaata
601 atatgaatgce ccacggattt gtatttactg agegtctcct gecccttcote ctggeatata
6§61 aaacacagca aggagcggta aggttagctc aaatgttaac gotatcaatt ttcttetggt
721 aaatgccetg gggaggaaaa ggaaaggaaa taggaagaaa agaaaaagaa aaggaaagaa
781 agaaagaaag aaagaaagad agdaaagaaag Aaagaaagaa agaaagaaat tgaaggagta
841 gtgtttatgt ttgtagggaa ggaatgcaga tccaagccat tttttaaaaa aatgtgtceca
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801

961
1021
lo81
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3101
3241
3301
3361
3421
3481
3541
35601
3661
3721
3701
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

gtttgetgga
agcgcacggt
acaagegeeg
tggttaaaga
caccagcetge
ccactgctaa
gacccagttg
gtetttaaaa
ggaggaggec
ttectttaca
gccgaagage
cgtcagagee
aagceggtgg
ecctatacoc
acttcacaac

agaacacacc
gegatetgga
ttactagaat
tggaagggat
cttettttac
ctagtagcga
tgggattage
cagggctgga
gogaccteat
tggtcagaga
caatttcacyg
agttccagge
tetacgatcet
getttgetga
tatttgttct
aaggaaagga
gaagggaagg
cttgattgtt
cagtaattag
cttetatcte
ggagggtasa
ctttggggaa
cgacatttct
gtgcaggaca
cgeagattct
ttgeatttte
acaaaattgt
ccaactacet
gectccageg
acaxactttt
ggaaagaaaa
agtgtccagt
asacaaacaa
tgaaagggca
gtggtataaa
aatgtatgat
acacacacac
ttgecettta
actanatgtt
gtttggcttt
taagtgtgtt
attetaggtt
agtatttcag
aaacattttt
acaaaaggyga
tgtaccegttg
ascaaaactt
ecctggaaat

ctttgagtga aaaaaataat cattttgggg

gcaaaaaaac
ccgaaategt
aggtaggteg
ttgtggacte
atgececctect
gaggaaggta
tcagaggage
gtgaggcagce
gtggttegea
ccacaggatc
cacgtcgatt
tgggggaata
agctttagca
tttggycagg
ggaggggttg
aggcaaaace
acatteccct
ggcaatgggg
tccagetgtg
ctgeaatatt
atgaatacta
tggcactgta
agcaccgtce
gaggtttaat
ggttatatat
aaacectgac
cctgaccggce
cctgcccaaa
gogettageoa
agagaaaaqq
agtgagcecca
atgaaattaa
gtgcctctta
tctettttte
ctcatctttt
tggattgatt
gcctictect
ctteccette
ttctgattet
tgcagagaga
aaattgtctt
gtctaaactg
cattttetac
ectggacace
aaaaaataac
tcaccttate
acaaaccaca
ttttggctec
ctttttatta
gggaaatgtt
acacacacac
acaagacttc
gegtgggtgg
ttaaattatt
tgcaaaaaaa
gaagatgtta
acactatgta
cteaattgta
cacatagtgt
atgttgataa
gcatgcagca
tactgageac

dgogaaatatg
tgtcagtact
aggcaagttg
cggtccetge
ctaaagaaaqg
taaaataacc
ectyggaccac
tgagtctgog
eggacagttt
ectctcecee
ccaatccgge
tcaatcatgt
cccccaaact
ttttcaggag
aatctttgtg
tagacagtct
ccecettgace
gggggggttg
aaaaatgtge
attaagcttt
cegtgtcaat
tttagtctgt
ctaattgaat
tgttataaaa
tttagagaac
tatcagatga
tctatggaga
gccgaccagg
tacaggtaat
gttggggttg

gagecttagy
accoctttcaa

aatcecteat
tecectetet

tgtgtttage
gteggtttea
ttgaccttec
cttactcece
ccacecggcec
cgecatttat
caggttggge
ctcaagggaa
asaaggccgg
ctcacctceg
aatgaccage
ggacaagcca
caagggtaaa
acaggtggtg
aaccattatt
agcecttectt
ttgtctgggg
tecccogggte
aggetttgog
gcaaaaggceg
tgttttgtgg
atggaaatgg
taattgcece
acctggctec
ctcattaagt
gtggagatga
tcatcagagg
acctgetttt
gaatgaggce
gaggcaagat
tgaccguagt
ggtccactgy
ttattgctet
ctitggtatt

cctacattct
aaatasasaac
gaagtgecota
atttcacgce
acgcccttga
ctecttttcet
taatgettct
ttcttceact
cagcgttaac
agaggtcgtt
gtgagtctga
ctggactatt
acaaatggge
ggaggaacag
ctgctcaaag
gtccgacagt
cccaagtcta
ccagggagtyg
agggatcaag
cagagggagt
cetoogtgoa
cgataagact
taatttacat
ggaacatcta
cctactagaa
gotetttaaa
tacccaacat
gtgggcagag
tgaatcagct
tggaggagag
aaaaacaaag
ggtggtgaga
tctacatctt
tcaagtaatt
aattgcaggt

gcaatggggt ggtcttgoac aggttgcaat
acattgttga attctectee aacttgeaga
geattgetge cctggetatg gtcacaggte

cgaacttcoet
geccatctgac
cacgggctea
asagaccatg
ttggggaage
ctgaaattgg
ttaccttict
atccagaggg
tccettetgt
aataaaaact
ggggcatcet
tecagttcaaa
tggccatget
acacacacac
amagttttct
catgaattga
ttgtgectat
azaaaagaan
taggcacttg
gtctgttaga
taataggtgy
ttgtaacacc
aagaaagttt
gettttgact

ctggtgggac
taactccect
aggaacccaa
tgactttcaa
tgccagaact
aagaattggt
aagaccttet
ggctggtcac
agacccctag
gtcgetattt
ggatttagaa
atcagtttgt
tgettgttge
acacacacac
gctgtaaaga
aggcagaggc
ttatgaataa
ataactacat
ctacttcagt
ttttataaag
gcacaagtat
gcccaacatt
atatcttgat

gttteccagag

eggtcatgge
ctgcattctt
gagagtggaa
taatgogggt
ccgeacocett
accaccacca
cccaageacq
atgggcagag
ccotcaccce
cctaacctge
aacggacagc
tgttcagaag
agttaagaca
cttaatggga
aagctgtaat
ttgtaaattt
atattacaaa
aaaasaqggga
aatgtctata
attggtagtt
cagtacattg
ecttgtttgt
tattttgttg
tgecttataat

ctcectctac
tgeecagtgg
getgttggga
cctgaaagtc
ctccaggatt
ttaagtatag
cgtcagtaaa
gttcoctegg
ccttgagtaa
taccctcgaa
tcagtgecct
ccagggtaag
aggacecctet
cagaatacat
tacagaccgg
ccctecaget
ctttacgaag
aaaagagggg
tggtgcaatt
gtggecaaac
agacccacte
gaacgtttce
atttaaagea
atttecttac
acggggttag
atgaaattee
atccagcagt
aagatccctg
ttcttagaat
atcagaagta
caaaggtgaa
taggggagtt
attaactctt
agttgtttag
ccaacccagt
gegtgoegtgyg
atatgaacat
agtactgctg
tttcectaat
ttgtttctgg
gagctacaaa
ttgaaccgac
tgcacacagg
gcaataattg
tcaaagaact
agctggttga
ttaagtaaac
aggcagaacc
acacagtaca
aaagattget
aatgtaacac
cectcetatt
atatagtaaa
atccaatgca
ttctaaaaag
caagcatgtg
ttatataaat
atctgagett
gaaaatcctyg
aagtgttgta
tctaaageta
atacataact

tttgaatttt tttgtttttg ttttttatgt ctaaaattgt
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4681
4741
4301
4361
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
€841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7581
8041
8101
8161
e221
8281
8341
8401

cagttaatat
tttetttgta
tacgacagtt
ttttaatgtt
aggaaaatga
gaggtcactt
atcacactgg
gtattacaat
ccaacttaat
ccgcacogat
agcggegeat
agcgccctag
ttteececgte
cacctegace
tagacggttt
caaactggaa
ccgatttegg
aacaaaattc
agaaacggtg
caagcgcaaa
cyggttttatg
ggaagccctyg
gatcaagate
tgcacgeagg
agacaatcgqg
tttttgtcaa
tategtgget
cgggaaggga
ttgetectge
ateeggctac
ggatggaagc
cagocgaact
cccatggcega
tcgactgtgg
atattgctga
cegeteccega
aaaaaggaag
attttgectt
teagttgggt
gagttttege
cgcggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tctgacaacqg
tgtaactege
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatete
cgtagaaaaqg
goeaaacaaaa
tetttttocg
gtagcegtag
gctaatectg
ctcaagacga
acagcccage
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtegggttt

attattttat
tatttctagt
agagatgctg
tacaacaata
ttactaaaca
acaggacatc
cggeegeteg
teactggecg
cgecttgoag
egecettcec
taagcgegge
cgececgetee
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttegeoccttt
caacactcaa
cctattggtt
agggcgcaag
ctgacccegyg
gagaaagcag
gacagcaagc
caaagtaaac
tgatcaagag
tteteeggee
ctgctotgat
gaccgacetg
ggccacgacg
ctggcotgcta
cgagaaagta
ctgececatte
cggtettgte
gttcgececagg
tgectgettg
ccggctgggt
agagctigge
ttegcagege
agtatgagta
cctgtttityg
goacgagtgyg
cecgaagaac
tecogtattyg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcetgtag
gcettecegge
cgcteggece
tetegeggta
tacacgacgg
goctcactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
asaccacege
aaggtaactg
ttaggccace
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagegaa
acgctteeeg
gagcgcacga
cgecaccetct

gtttgagtaa
acggcacatg
attttttttt
aaccacgtaa
acaggtacaa
tgaatagatc
agcatgcatec
togttttaca
cacatccecec
aacagttgcg
gggtgtggtyg
tttegottte
tegogggete
tgattagggt
gacgttggag
ceetatetceg
aasaantgag
ggctgctaaa
atgaatgtca
gtagcttgoa
gaaccggaat
tggatggctt
acaggatgag
gettgggtgg
gecgeegtgt
teeggtygece
ggcgttectt
ttgggcgaag
teccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggatg
ctcaaggcge
cegaatatca
gtggcggace
ggcgaatggg
atogecttet
ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatcega
gttttccaat
acgcogggca
actcaccagt
ctgceataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
tteccggetgy
tcattgeage
ggagtcagge
ttaagcattyg
ttcattttta
tcecttaacg

cttettgaga
taccagcggt
gcttcageag
acttcaagaa
ctgetgecag
ataaggcegea
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttce
gacttgageg

gaattttaat
agatgagtca
coctgataaat
atgaacagaa
gaaagaggey
tgaggacaag
tagagggcecc
acgtegtgac
tttegecage
cagcctgaat
gttacgegea
ttcccttect
cctttagggt

gatggttcac
tccacgttct

gtctattctt
ctgatttaac
ggaagcggaa
gctactggge
gtgggcttac
tgccagetgg
tettgecgee
gatcgttteg
agaggctatt
teceggotgte
tgaatgaact
gcegeagetgt
tgecggggea
ctgatgcaat
cgaaacatceg
atctggacga
gcatgcececga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgacegett
atcgocttet
cegtgtegee
aacgctggtyg
actggatcte
gatgagcact
agagcaacte
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgetttt
gctgaatgaa
aacgttgege
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctetgtagea
tggcgataag
gcggteggge
cgaactgaga

attgccatat
ctgecttttt
tctttettta
ctctgtectta
aaagtggaga
ggcgaattct
aattegeceoct
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgga
gegtgaccge
ttctegecac
tccgatttag
gtagtgggee
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
cacgtagaaa
tatctggaca
atggcgatag
ggcgeccctct
aaggatctga
catgattgaa
cggctatgac
ageygcagggyg
gcaggacgag
gctegacgtt
ggatctcctg
geggeggetyg
catcgagega
agagcatcag
cggcgaggat
tggcegettt
catagcgttg
cctegtgett

tgacgagtte
cttattecet

aaagtaaaag
aacagcggta
tttaaagtte

ggtcgeegea
catcttacgg

aacactgcegg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaage
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgegegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcocgtgtetta
tgaacggggg
tacctacage

tctgtagtat
ttctatggtg
agaaagacaa
tttetgggee
ctgatttggg
gcagatatcc
atagtgagte
ctggegttac
gcgaagaqgc
cgcgeectgt
tacacttgee
gttcgeogge
tgetttacgg
atcgecctga
actettgtte
agggattttg
cgcgaatttt
gccagtooge
agggaaaacg
ctagactggg
ggtaaggttg
tggcgeaggg
caagatggat
tgggcacaac
cgcceggtte
gcagoegeggc
gtcactgaag
tcatcccace
catacgcttg
gcacgtacte
gggctegege
ctegtegtga
tectggattca
gotaccegtg
tacggtateg
ttectgaattg
tetttgegge
atgctgaaga
agatcettga
tgctatgtgy
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcy
ctggcgaact
aagttgcagy
ctggagecgg
cctoccegtat
gacagatcge
actcatatat
agatcctttt
egtcagacce
tetgotgett
agctaccaac
ttcttetagt
acctcgotet
ccgggttgga
gticgtgcac
gtgagctatg

ggcggacagg tatcoggtaa goggeagggt
agggggaaac gectggtatc tttatagtecc
tegatttttg tgatgetegt caggggggeyg
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8461 gagcctatgg aaaaacgaca gecaacgegge stttttacgg ttcetggect tttgetggece
8521 ttttgetcac atgttctttc ctgegttatc cccoctgattet gtggataace gtattacege
8581 ctttgagtga gctgataccg ctegccgcag ccgaacgace gagcgcageg agtcagtgadg
8641 cgaggaagcyg dgaag

/!
[l Origin of replication
B Other gene
B Promoter
lacBrani s ooy B Reporter gene
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Figura 29. Esquema del vector pCR/E48
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Anexo VI

Preparacion de soluciones

Acetato de potasio S M pH 5.2
Disolver 49 g de acetato de potasio en agua destilada, ajustando el pH a 5.2 con 4cido acético
glacial. Aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Acetato de sodio 3 M pH 5.2
Disolver 24.61 g de acetato de sodio en agua destilada, ajustando el pH a 5.2 con 4cido acético
glacial. Aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TAE 50X
Mezclar 242 g de tris, 57.1 ml de 4cido acético glacial, y 100 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0. Aforar
a 1,000 ml con agua destilada. Diluir 50 veces (TAE 1X).

Almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TE 1X

(Tris-HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM, pH 8.0)

Mezclar 500 pi de Tris-HC1 1 M pH 8.0 y 100 ul EDTA 0.5 M pH 8.0.
Ajustar el pH a 8 y aforar a 50 ml con agua destilada.

Esterilizar por autoclave.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Buffer Tris-sHC11 M pH 6.8
Disolver 7.2 g de tris en agua destilada, ajustando el pH a 6.8 con HCI concentrado. Aforar a 60
mi.

Esterilizar en autoclave y almacenar a temperatura ambiente.

Buffer Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
Disolver 10.89 g de Tris en agua destilada, ajustando el pH a 8.8 con HCI concentrado. Aforar a
60 mil.

Esterilizar por autoclave y almacenar a temperatura ambiente.

EDTA05M pH 8.0
Disolver 18.6 g de EDTA en agua destilada, y ajustar el pH a 8.0 con 2 g de perlas de NaOH.
Aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente,

Fosfato de potasio monobasico 1 M
Disolver 135.5 g de fosfato de potasio monobadsico en 1,000 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

Fosfato de potasio dibdsico 1 M
Disolver 173.5 g de fosfato de potasio dibasico en 1,000 m! de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Glucosa2 M

Disolver 18.02 g de glucosa en 50 ml de agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

IPTG (23 mg/ml)
Disolver 238 mg de IPTG en 10 ml de agua destilada estéril.

Esterilizar por filtracién (0.22 11m) y almacenar a -20°C.

Jugo azul 6X
(Azul de bromofenol 0.25%, Xilencianol 0.25%, Glicerol 30%)

Mezclar 25 mg de azul de bromofenol y 25 mg de xilencianol con 3 ml de glicerol. Aforar con

agua destilada a 10 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Medio LB Agar-Ampicilina

Disolver 6.4 g de LB agar en 200 ml de agua destilada.

Esterilizar en autoclave.

Enfriar, agregar 200 pl de ampicilina (100 mg/ml), homogenizar y vaciar en cajas de Petri.
Almacenar a 4°C,

Su vida media es de varios meses.

Ribonucleasa A (RNasa A)

(Ribonucleasa A 10 mg/ml, Acetato de sodio 0.01 M pH 5.2)
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Disolver 10 mg de ribonucleasa A en agua destilada estéril. Agregar 3.33 pul de acetato de sodio
3 M pH 5.2. Calentar a 99°C por 15 min. Enfriar a temperatura ambiente, ajustar pH aiiadiendo

0.1 volimenes (100 pl) de Tris-HC] 1 M pH 7.4, y aforar a 1 ml. Almacenar a -20°C.

SDS 10%

Disolver 10 g de SDS en 90 ml de agua destilada. Calentar a 68°C para facilitar su disolucién.
Ajustar pH a 7.2 con HCI concentrado y aforar a 100 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién I para Minipreparaciones de Plismido

(50 mM Glucosa, 10 mM EDTA pH 8.0, 25 mM Tris-HCI pH 8.0)

Mezclar 1.25 ml de glucosa 2 M, 1 ml de EDTA 0.5 M pH 8, y 1.25 ml de Tris-HC]1 1 M pH 8.
Aforar a 50 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucién II para Minipreparaciones de Plismido
(NaOH 0.2 N, SDS 1%)
Mezclar 300 pl de NaOH 10 M, y 1.5 ml de SDS al 10%. Aforar a 15 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente,

Solucién III para Minipreparaciones de Plasmido
Mezclar 30 ml de acetato de potasio 5 M con 5.75 ml de 4cido acético glacial, y aforar con agua
destilada a 50 ml.

Almacenar a temperatura ambiente.
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Trisl1 M
Disolver 121.1 g de tris base en 700 ml de agua destilada.

Ajustar pH con HCI concentrado como sigue:

pH HCI
7.4 70 ml
7.6 60 ml
8.0 42 ml

Aforar a 1,000 ml con agua destilada.

Almacenar a temperatura ambiente.

X-GAL (40 mg/ml)
Disolver 400 mg de X-GAL en 10 m] de N-N-dimetil-formamida.

Almacenar a -20°C y proteger de la luz.
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