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Capítulo 15
Materiales

REACTIVOS COMERCIALES 

P r o d u c t o s  q u ím ic o s  y E n z im a s

En todos los casos, se usaron reactivos 
de grado analítico de Merck (Darmstadt, 
Alemania), Sigma (St. Louis, EE.UU.), Fluka 
(Buchs, Suiza), BDH (Poole, Inglaterra), Cario 
Erba (Milán, Italia) o Mallinkrodt (Nueva York, 
EE.UU.)

Los reactivos y enzimas usados en los 
experimentos de manipulación de genes fueron 
de grado Biología Molecular de Sigma (St. 
Louis, EE.UU.), Boehringer Mannheim 
(Mannheim, Alemania), IBI (New Haven, 
EE.UU.), U.S.B. (Cleveland, EE.UU.), Bethesda 
Research Laboratories (Gaithesburg, EE. UU.), 
Stratagene (La Jolla, EE.UU.), Promega 
(Madison, EE.UU.), New England Biolabs 
(Beverly, EE.UU.) o Cetus (Norwalk, EE.UU.). 
Los componentes de los medios de cultivo para 
bacterias se adquirieron en Difeo (Detroit, 
EE.UU.).

Los antibióticos, ampicilina, tetraciclina 
y cloranfenicol fueron gentilmente donados por 
laboratorios Bagó.

Los medios de cultivo de células 
eucarióticas se adquirieron en Gibco (Grand 
Island, EE.UU.) o Flow (Me Lean, EE.UU.). El 
suero fetal bovino fue provisto por Gibco 
(Grand Island, EE.UU.) o Bioser (Buenos Aires, 
Argentina).

M a t e r ia l  r a d io a c t iv o

El material utilizado fue de New 
England Nuclear (NEN) (Boston, EE.UU.). Los 
nucleótidos radiactivos, utilizados en las 
reacciones de marcación de ácidos nucleicos, se 
sintetizaron a partir del 32[P]H3P04. El dosaje 
del material radiactivo se realizó por medición 
con un contador Geiger (para 32P) o por medio

de un contador de centelleo líquido por efecto 
Cerenkov.

Para las autorradiografías se usó 
película X-Omat™ K de Kodak (Rochester, 
EE.UU.) revelándose con revelador manual para 
placas radiográficas.

CELULAS, VIRUS Y MUESTRAS 
CLINICAS

C e p a s  b a c t e r ia n a s

En los experimentos de clonado y 
manipulación de genes se usaron las siguientes 
cepas de Escherichia coli\
DH5aFf {endAl, hsdR17(rk', mk+), supE44, 
thi-1, recAl, gyrA96, relAl, DlacU169 F’[f80 
lacZDM15]}. Hanahan (1983); BRL (1986). 
XLl-Blue {supE44, hsdR17, thi-1, recAl, 
endAl, gyrA96, relAl, lac', F'[ proAB, laclq, 
lacZAM15, TnlO (tet)]}. Bullock, et al., 1987. 
SURE {mcrA, mcrB, mrr, endAl, supE44, 
recAl, f, thi, gyrA96, umuC::Tn5 (kan), 
cbcC201, uvrC, lac', relAl, recB, recJ, 
D(hsdRMS), F'[proAB, laclq, lacZDM15, TnlO 
(tet)]}. StratagenerM (1989).

L ín e a s  c e l u l a r e s  e u c a r ió t ic a s

Se utilizaron las siguientes líneas 
celulares, cuyo origen en todos los casos fue a 
partir de cepas de American Type Culture 
Collection (Rockville, EE.UU.):
BHK-21 (C-13): fibroblastos de riñón de 
hámster lactante (Stoker and McPherson, 1961). 
VERO E6: fibroblastos de riñón de mono verde 
africano Cercopithecus aegipticus (Yasumura 
and Kawakita, 1963).

V ir u s

Las cepas del virus Junín utilizadas en 
esta tesis fueron la cepa MC2, aislada 
originariamente de un roedor de la zona de
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Mones Cazón (Vilches et al., 1965; De Mitri 
and Martínez Segovia, 1971), y la cepa Candid 
#1 (Barrera Oro and Eddy, 1982; McKee et al., 
1984; Maiztegui et al., 1987).

Los inóculos virales de la cepa Junín- 
MC2, conservados en el Instituto de Bioquímica 
Biología Molecular (IBBM) de la Facultad de 
Ciencias Exactas de la UNLP, fueron obtenidos 
por pasaje en cerebro de ratón lactante de un 
inoculo originalmente provisto por el Instituto 
Nacional de Microbiología "Carlos G. 
Malbrán".

La cepa Junín-MC2 fue clonada por el 
método de placa aislada en dos pasajes 
sucesivos por células VERO y se amplifícaró en 
monocapas de células BHK-21. Estos virus 
clonados fueron utilizados como inóculos en los 
distintos experimentos.

La cepa Junín-Candid #1 fue 
amplificada en células FRhL-2 en el INEVH 
(Pergamino), siguiendo el protocolo de 
producción de la vacuna, y enviada al IBBM 
para su clonado y secuenciamiento.

M u estra s  c l ín ic a s

Para los ensayos de ELISA se recibieron 
muestras de suero de diferentes individuos que, 
habitando dentro del área endémica, fueron 
hospitalizados en el INEVH. Los pacientes 
fueron caracterizados de acuerdo al diagnóstico 
clínico establecido en el hospital. De acuerdo a 
esa caracterización, los pacientes se dividieron 
en tres grupos. El primer grupo estaba 
compuesto por aquellos pacientes con 
diagnóstico clínico de FHA, el segundo, por 
pacientes con diagnóstico clínico de síndrome 
febril de etiología indeterminada (SFEI) y el 
último, por aquellos pacientes con otros 
diagnósticos, que fueron utilizados como 
controles del ensayo. Esta agrupación se realizó 
solamente después de concluidos los ensayos a 
ciego realizados independientemente en el 
INEVH y el IBBM. El día de comienzo de la 
infección fue calculado por anamnesis de cada 
uno de los pacientes.

MEDIOS DE CULTIVO DE BACTERIAS 

M e d io  de  d e s a r r o l l o

Medio LB
Extracto de levadura 5 g
Triptona 10 g
NaCl 10g
H20  csp 1 litro
Se ajusta el pH a 7,6 y se esteriliza durante 15 
minutos a 120°C en un autoclave.
Para los medios sólidos: agregar 15 g de 
agar/litro.

M e d io s  pa r a  s e l e c c ió n  d e  c l o n e s

RECOMBINANTES

En general se utiliza un medio base de 
LB con el agregado de antibióticos según la 
característica fenotípica transmitida por el 
plásmido transformante. Los antibióticos más 
comunes son utilizados a las siguientes 
concentraciones:

Antibiótico Solución Concent.
stock final

Ampicilina 25 mg/ml 50 pg/ml

Cloramfenicol 34 mg/ml 
(etanol)

30 pg/ml

Cloramfenicol 
(amplificación 
de plásmidos)

idem 170 pg/ml

Tetraciclina 12 mg/ml 
(etanol 50%)

12 |ig/ml

Además, en el caso en que el sistema 
utilizado permita utilizar el ensayo de a- 
complementación es posible discriminar entre las 
bacterias transformadas con plásmidos sin 
inserto (a-complementación positiva) de las 
bacterias transformadas con plásmidos que 
contienen un inserto (a-complementación 
negativa). Para ello, se adiciona al medio de 
cultivo el inductor, IPTG (Isopropil-tio-(3-D- 
galactósido) y el reactivo cromogénico, X-gal 
(5-Br-4-Cl-3-indolil-P-D-galactósido). Así, a las 
cajas de Petri ya preparadas conteniendo
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agar/LB con el antibiótico adecuado, se les 
agregan 40 pl de una solución de X-gal en 
dimetilformamida (20 mg/ml) y 4 pl de una 
solución acuosa de 1PTG (200 mg/ml). Los 
reactivos deben esparcirse rápidamente 
utilizando una espátula de vidrio estéril, para 
asegurar la homogeneidad.

M e d io s  pa r a  e l  d e s a r r o l l o  de

COMPETENCIA 

Medio SOB
Extracto de levadura 5 g
Triptona 20 g
NaCl 0,5 g
H20  csp 980 mi
Se ajusta el pH a 7,5 con KOH y se esteriliza 
durante 15 minutos a 120°C en un autoclave. 
Inmediatamente antes de utilizar, se agregan 
20 mi de MgS04 1M esterilizado en autoclave.

T ib í
Acetato de potasio 30 mM
KC1 100 mM
CaCl2 lOmM
MnCl2 50 mM
glicerol 15 %.
Se ajusta el pH a 5.8 con ácido acético 0.2 M y 
se esteriliza por filtración.

Tfb II:
PIPES 10 mM
CaCl2 75 mM
KC1 10 mM
glicerol 15 %.
Se ajusta el pH a 6,5 con KOH y se esteriliza 
por filtración.

SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION 
Y EL ANALISIS DE LOS ACIDOS 
NUCLEICOS

PURIFICACION DE RNA

TCG 2X
isotiocianato de guanidinio 
C itrato de sodio 
Sarkosyl
P-mercaptoetanol

La solución de TCG 2X cristaliza a 
temperatura ambiente. Para disolverla se debe 
poner la botella en un baño María (100°C) 
durante 15 minutos, aflojando la tapa. Cuando 
se observa que la solución se toma translúcida, 
se debe agitar la botella por rotación hasta que 
la solución quede homogénea.

Fenol ácido

Fenol equilibrado con agua bidestilada estéril.

Se funde el fenol en un baño maría. Se 
agregan 0,3 volúmenes de agua. Se agita hasta 
formar una emulsión y se dejan decantar las 
fases. La fase superior corresponde a la solución 
acuosa y la fase inferior al fenol. El pH de la 
solución acuosa debe estar alrededor de 4,5.

NOTA: Las soluciones que contienen 
fenol se deben manejar con sumo cuidado 
porque el reactivo produce quemaduras 
profundas en piel y mucosas. Ante cualquier 
accidente lavar con abundante agua.

Cloroformo:alcohol isoamílico
24 partes de CI3CH + 1 parte de alcohol 
isoamílico. El isoamílico no es esencial y se 
utiliza para mejorar la separación de fases.

NaAc 3M
Se disuelven 408,1 g de acetato de sodio 

en 800 mi de H20. Se ajusta el pH a 5,2 con 
ácido acético glacial, se ajusta el volumen a 1 
litro y se esteriliza por autoclave.

Alcoholes
Isopropanol y etanol 96% y 70 %.

PREPARACION DE PLASMIDOS SEGUN EL 
PROTOCOLO DE LISIS POR ALCALI

Alcoholes
etanol 96% y 70%

TE IX
TRIS-HC1, pH 8
EDTA

1,0% (P/V) SDS.
lOg de SDS en lOOml de agua destilada.
Se mantiene a temperatura ambiente.

8 M 
50 mM 
1%
180 mM

10 mM 
1 mM
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Solución I
Glucosa 50 mM
Tris C1H pH 8 25 mM
EDT A 10 mM
Se esteriliza por filtración. Se mantiene a 4°C

Solución II
NaOH 0,2 N
SDS 1 %
La solución debe prepararse fresca en el 
momento de su uso, a partir de soluciones de 
NaOH y SDS concentradas.

Solución III
AcK 5 M, pH 4,8.
La solución es 5 M con respecto al acetato y 
3 M con respecto al potasio.

Fenol básico (pH 8)

Fenol equilibrado con Tris:HCl pH 8.

El fenol se funde en un baño maría. Se 
agrega 1 volumen de una solución de Tris base 1 
M. Se agita hasta formar una emulsión y se deja 
decantar las fases. La fase superior corresponde 
a la solución acuosa y la fase inferior al fenol. 
Se elimina la solución acuosa. Se repite el 
procedimiento hasta que el pH de la solución 
acuosa alcance el valor de 8.

Fenol:cloroformo:alcohol isoamílico
24 partes de fenol, pH 8 
24 partes de C13CH 
1 parte de alcohol isoamílico.
El alcohol isoamílico no es esencial, y se utiliza 
para definir mejor la interfase.

ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE 
ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Geles de Agarosa:
Agarosa 0,7%, Agarosa 1%, Agarosa 2,5%, 
Agarosa NuSieve 4%. Estas soluciones
contienen TAE IX y Bromuro de etidio 
0,16 mg/ml

Buflfer de corrida: TAE IX
Tris-acetato 0,04 M;
EDTA 0,001 M.

El TAE se puede preparar como solución 
concentrada 50X.
TAE 50X (para 1 litro)
Tris base 242 g
0,5 M EDTA, pH 8 100 mi
ácido acético glacial 57,1 mi

Buffer de corrida: RNA/formaldehído 5X

MOPS pH 7 0,1 M
NaAc 40 mM
EDTA pH 8 5 mM

Se prepara disolviendo 20,6 g de ácido 
3-(N-morfolin)propansulfónico (MOPS) en 
800 mi de 50 mM NaAc. Se ajusta el pH a 7,0 
con NaOH, se agregan 10 mi de 0,5 M EDTA 
pH 8, y se ajusta el volumen a 1 litro con H20. 
Se esteriliza por filtración y se guarda a 
temperatura ambiente, protegido de la luz solar.

Bromuro de etidio

Se prepara una solución concentrada 
hasta 50 mg/ml de bromuro de etidio en H20  y 
se mantiene a 4°C protegiéndola de la acción de 
la luz natural.

Soluciones para la siembra de muestra:

Se utilizaron 4 diferentes soluciones de 
acuerdo al tipo de gel empleado. Todas 
contienen un 0,2% (p/v) del (o los) colorante(s) 
indicado(s) más abajo.
A (para geles de agarosa 0,7% o 1%): TAE IX, 
glicerol 50%, xilencianol y azul de bromofenol.
B (para geles de agarosa 2,5% o 4%): TAE IX, 
glicerol 50% y naranja G.
C (para geles de RNA nativos): glicerol 50%, 
colorantes: xilencianol FF y azul de bromofenol. 
D (para geles de RNA/formaldehído): glicerol 
50%, 1 mM EDTA pH 8, xilencianol y azul de 
bromofenol.

So u t h e r n  b l o t

SSC 20x:
NaCl
C¡trato de sodio pH 7,0 
Se esteriliza por autoclave

3,0 M 
0,3 M
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Denhardt 50X
Ficoll 1% p/v
Polivinilpirrolidona l% p/v
Serolabúmina 1 % p/v

Solución de prehibridación hibridación

Formamida 50% 45%
SSC 5x 5x
Denhardt 5x Ix
Pirofosfato de 25 mM 20 mM
Na pH 6,5 
DNA de 0,5 mg/ml 0,2 mg/ml
esperma de
salmón
Sonda 100 ng/ml

REACCIONES ENZIMATICAS 

Buffer de ligación 10X
Tris-HCl pH 7,6 200 mM
MgCl2 50 mM
Ditiotreitol 50 mM
Seroalbúmina bovina 500 mg/ml

Buffer de DNApol I y Klenow 10X
Tris-CIH pH 7.9 10 mM
NaCl 50 mM
MgCl2 10 mM
Ditiotreitol 1 mM

Buffer de PNK (poli núcleo tidoquinasa)
Tris-CIH pH 7.5 40 mM
MgCl2 10 mM
Ditiotreitol 5 mM

Buffer de PCR 10X
Tris-CIH pH 9,0 100 mM
KC1 500 mM
Tritón X-100 1,0%

Buffer de Transcripción 5X
Tris-CIH pH 7.5 200 mM
NaCl 50 mM
MgCl2 30 mM
Espermidina 10 mM

SECUENCIAMIENTO NUCLEOTIDICO DE DNA

Buffer de reacción 5X
Tris-CIH pH 7.5 200 mM
MgCl2 100 mM
NaCl 250 mM

Mezcla de marcación
Ditiotreitol 0,1M 0,5 mi
dGTP 7,5 mM, dCTP 7,5 mM, 
dTTP 7,5 mM

0,2 mi

Solución de finalización
formamida 95 %,
EDTA 20 mM,
azul de bromofenol 0,05 %
xilencianol 0,05 %

G e l e s  d e  P o l ia c r il a m id a

Purificación de oligonucleótidos (minigeles)
40% acrilamida/bisacrilamida 38:2 5 mi
urea 5gr
TBE 10X, 1 mi
H20  csp 10 mi

Desgasificar durante 15 minutos o más a
temperatura ambiente.

10% (p/v) persulfato de amonio 100 mi
TEMED 10 mi
Armar el gel y dejar 1 hora 
ambiente para que polimerice.

a temperatura

Geles de secuenciamiento (geles largos)
40% acrilamida/bisacrilamida 38:2 9 mi
urea 30 gr
TBE 10X, 6 mi
H20  csp 60 mi

Desgasificar durante 15 minutos o más a
temperatura ambiente.

10% (p/v) persulfato de amonio 500 mi
TEMED 50 mi
Armar el gel y dejar al menos 2 horas a 
temperatura ambiente para que polimerice.
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Capítulo 16
Métodos

Preparación de arenavirus y células de 
mamífero infectadas 
Cultivo de células

Las distintas líneas celulares se 
cultivaron en monocapa en recipientes de 
poliestireno (frascos o cajas de Petri). Los 
pasajes se efectuaron por tripsinización de la 
monocapa. El conteo de las células, cuando fue 
necesario, se realizó en una cámara de 
Neubauer y la viabilidad se determinó por 
exclusión de azul de tripan.

Los medios de cultivo usados fueron 
MEM (Minimal Essential Médium) de Gibco 
(Cat. '410-1500) para las células VERO y 
DMEM {Dulbecco’s Minimal Essential 
Médium) de Gibco (Cat. 430-1600) para las 
células BHK-21. Ambos medios se 
suplementaron con aminoácidos no esenciales, 
glutamina hasta 2 mM final, gentamicina a 50 
pg/ml y anfotericina B a 1,5 pg/ml. El DMEM 
se suplemento con agregado de glucosa hasta
4,5 g/1. Los medios se suplementaron, además, 
con 10% de suero fetal bovino, para el 
crecimiento de los cultivos, y 2% para el 
mantenimiento.

Todas las líneas se cultivaron a 37°C en 
frascos de plástico cerrados. En cajas de Petri, 
la incubación se realizó en atmósfera de aire 
saturada con agua y con 5% de C 02, agregando 
HEPES pH 7,5, hasta 10 mM final a los medios 
de cultivo.

El material de plástico usado en el 
cultivo de células fue provisto por Nunc 
(Roskilde, Dinamarca) o Corning Glass Work 
(Corning, EE.UU). Para la reutilización de este 
material el lavado del mismo se efectuó con 
solución diluida de Tritón X-100, enjuagándose 
con abundante agua destilada y agua 
bidestilada. Una vez seco, se lo esterilizó en un

homo de microondas durante 3 ciclos de 5 
minutos con la máxima potencia.

Propagación de virus
La producción de virus se llevó a cabo 

in vitro infectando células BHK-21, teniendo en 
cuenta los datos publicados por Martínez 
Segovia et al. (1967).

Brevemente, las células en crecimiento 
exponencial (con la monocapa cubriendo el 
50% de la superficie de cultivo) se lavaron con 
PBS y se inocularon con el stock de virus 
diluido en medio MEM a una multiplicidad de 
infección (mdi) de 0,1 unidad formadora de 
placas (ufp) por célula. Luego de un período de 
adsorción de 1 h a 37°C las monocapas 
infectadas se lavaron con PBS y se incubaron a 
37°C con medio de cultivo conteniendo 2% de 
suero fetal bovino.

A diferentes tiempos post-infección se 
renovó el medio de cultivo, tomando alícuotas 
para titular.

Condiciones de bioseguridad

Todos los procesos de manipulación de 
virus vivos o células infectadas se realizaron en 
condiciones de seguridad correspondientes a un 
laboratorio tipo BSL3, de acuerdo a las normas 
de bioseguridad para organismos patógenos 
establecidas por los Institutos Nacionales de 
Salud de los EE.UU. Este laboratorio cuenta 
con tres cuartos. Uno, para el manejo de 
material patógeno, donde están ubicadas las 
estufas para el cultivo de células. Este cuarto de
4,5 m2 se conecta únicamente con el segundo 
cuarto, otra cámara de 12 m2 donde están 
ubicadas las centrífugas (común y 
ultracentrífuga) y donde se encuentra, además, 
una cámara de guantes en la que se puede 
trabajar con animales infectados. El tercer
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cuarto es una antecámara de 1 m2 que se utiliza 
como entrada del laboratorio, y de donde se 
toman y se guardan los guardapolvos que se 
utilizan para entrar en el laboratorio de trabajo. 
El personal que trabaja con el material infectivo 
se coloca, además de los guardapolvos 
convencionales de la antecámara, la vestimenta 
de protección en el segundo cuarto. Esta 
consiste en una bata, cofia, barbijo, guantes de 
cirugía, máscara de protección facial y bolsas 
para recubrir el calzado y la zona inferior de las 
piernas. Los cuartos y la cámara de guantes 
están sometidos a una presión negativa durante 
el trabajo con material infectivo. De esta 
manera, el aire es extraído a presión del 
laboratorio, y es filtrado a través de unas 
membranas embebidas en alcohol y detergente, 
y es obligado a atravesar un laberinto con tubos 
fluorescentes que emiten luz ultravioleta.

Titulación de virus
Los títulos de los inóculos de virus se 

determinaron por el método de Dulbecco (1952) 
de ensayo de formación de placas de lisis 
celular sobre monocapas de células VERO de 
acuerdo a Rustici (1984). El tiempo de 
adsorción fue de 60 minutos para un volumen 
de inoculo de 100 mi por cada caja de Petri de 
35 mm de diámetro.

Preparación de RNA

Control de la actividad de RNasas
Para obtener buenas preparaciones de 

RNA es necesario minimizar la actividad de las 
RNasas endógenas de la preparación y, además, 
evitar la introducción de trazas de las mismas 
desde otras fuentes potenciales, presentes en el 
laboratorio. Con respecto a lo último, existen 
pocas metodologías estandarizadas para evitarlo 
(como el empleo de guantes para evitar el 
contacto de las células de descamación de la 
piel con las muestras). Por ello, para lograr un 
manejo seguro de muestras conteniendo RNA 
es necesario llevar a cabo las manipulaciones 
con extremo cuidado.

En cambio, para solucionar el problema 
de la actividad de las RNasas endógenas, es 
posible encontrar una gran variedad de métodos 
en la literatura. El más común es el que utiliza 
soluciones conteniendo dietilpirocarbonato 
(DEPC) para inhibir la actividad enzimática. 
Sin embargo, este método presenta una serie de 
desventajas que es importante evitar. Las más 
importantes de las mismas son la toxicidad del 
DEPC, su actividad inespecífica sobre todas las 
actividades enzimáticas, y la dificultad de 
eliminarlo de la solución después del 
tratamiento.

Por ello, nosotros utilizamos este 
método únicamente cómo última alternativa. 
Además, encontramos que tanto el material de 
plástico o vidrio, así como las soluciones 
utilizadas, cuando son esterilizadas dos veces 
en autoclave, poseen una actividad de RNasas 
lo suficientemente disminuidas, como para ser 
empleadas en este tipo de técnicas.

Extracción de RNA de células infectadas
El RNA total de células se obtiene 

mediante el siguiente procedimiento:

(1) La monocapa de células se desprende del 
sustrato usando PBS sin Ca'2 ni Mg 2, a 
4°C, y con 5 mM final de EDTA.

(2) La suspensión de células se centrifuga a 
baja velocidad en una centrífuga clínica, 
descartándose el sobrenadante.

(3) Se efectúa la lisis celular con solución TCG 
IX, usando un volumen equivalente a 20 
veces el volumen de las células obtenido en 
el paso anterior. Esta solución se extrae con 
fenol ácido ( l volumen) y cloroformo: 
alcohol isoamílico 24:1 v/v (0,2 volúmenes) 
y luego se precipita con 2 volúmenes de 
isopropanol en presencia de acetato de 
sodio 0,2 M pH 5,2; de acuerdo a la técnica 
de Chomczynski & Sacchi (1987), con 
modificaciones menores.

En nuestros experimentos el pellet de 
RNA obtenido fue resuspendido en 100 pl de
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agua libre de RNasas, fue precipitado con 2,5 
volúmenes de etanol en presencia de acetato de 
sodio 0,3 M, y lavado con etanol 75%. El RNA 
así aislado, fue secado, resuspendido en 10 pl 
de agua libre de RNasas y conservado 
congelado a -70°C. La calidad del RNA 
obtenido fue analizada por electroforesis en 
geles de agarosa.

Alternativamente, para obtener 
preparaciones de RNA con un mayor grado de 
pureza, se siguió el procedimiento descrito por 
Chirgwin et al (1979).

La monocapa de células se recolecta de 
la misma manera que en el procedimiento 
anterior, y la lisis celular se realiza en una 
solución conteniendo: NaCl 150 mM; EDTA 1 
mM; Tris-HC 1 10 mM, pH 7,4 y NP40 0,2%. 
Esta solución se centrifuga a baja velocidad 
(4000 x g durante 4 minutos) para precipitar los 
núcleos y restos de membrana celulares. El 
sobrenadante se siembra en un gradiente 
preformado, entre 20% y 40% p/v, de CsCl, y 
se centrifuga a 45000 rpm durante 18 hs, en un 
rotor de ultracentrífuga, SW60. Este 
procedimiento puede ser utilizado tanto para 
obtener RNAs mensajeros celulares (mRNAs), 
que forman un precipitado en el fondo del 
gradiente, como para preparar nucleocápsides 
(RNA ligado a proteínas), que forman una 
banda en el centro del gradiente.

En nuestros experimentos, los mRNAs 
se resuspendieron en una solución conteniendo: 
1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8 y 0,1% 
SDS, se precipitaron con 0,3M NaAc en etanol 
75% y, finalmente, se resuspendieron en H20.

Preparación de baculovirus y células de 
insecto infectadas

Cultivo de células
Las células de Spodoptera frugiperda 

1PLB-SF21 (SF-21) (Vaughn et al., 1977) 
fueron crecidas a 28°C en TC-100 (GIBCO 
BRL, Gaithersburg, MD, USA) conteniendo 
10% de suero fetal bovino (Bioser, Buenos 
Aires, Argentina). Los pasajes se efectuaron

resuspendiendo la monocapa con un rastrillo de 
silicona (cell scraper). El conteo de las células, 
cuando fue necesario, se realizó en una cámara 
de Neubauer y la viabilidad se determinó por 
exclusión de azul de tripan.

Todos los cultivos se realizaron a 28°C 
en frascos de plástico cerrados y/o en spinners 
con agitación magnética.

El material de plástico usado en el 
cultivo de células fue provisto por Nunc 
(Roskilde, Dinamarca) o Corning Glass Work 
(Corning, EE.UU). Para la reutilización de este 
material el lavado del mismo se efectuó con 
solución diluida de Tritón X-100, enjuagándose 
con abundante agua destilada y agua 
bidestilada. Una vez seco, se lo esterilizó en un 
homo de microondas durante 3 ciclos de 5 
minutos con la máxima potencia.

Propagación de virus
La producción de virus se llevó a cabo 

in vitro infectando células SF-21, de acuerdo a 
O’Reilly et al. (1992).

Brevemente, se retiró el medio cultivo 
de las monocapas en crecimiento exponencial 
(con las células cubriendo el 50% de la 
superficie de cultivo) y se inocularon con el 
stock de virus diluido en medio TC-100 sin 
suero a una multiplicidad de infección (mdi) de 
0,1 unidad formadora de placas (ufp) por célula. 
Luego de un período de adsorción de 1 h a 
temperatura ambiente, se completó con medio 
TC-100 completo y se incubó a 28°C durante 5 
a 7 días. Periódicamente, se controló la 
aparición de efectos citopáticos y/o poliedros.

La cuantificación de los stocks virales 
se realizó mediante ensayos de placas (O’Reilly 
etal., 1992).

Purificación de DNA viral
El DNA viral fue purificado a partir de 

las formas brotantes obtenidas en los cultivos 
anteriores, de acuerdo a lo descripto en 
O’Reilly et al. (1992).

La integridad fue verificada mediante 
electroforesis en geles de agarosa 0,5 %.
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Preparación de extractos proteicos

Para análisis por SDS-PAGEy Western blot
A diferentes tiempos post-infección se 

colectaron muestras (12, 24, 36, 48, 60 y 72 
p.i.). Las monocapas de células infectadas 
fueron resuspendidas con un cell scraper en el 
medio de cultivo y recuperadas mediante 
centrifugación a baja velocidad. El pellet de 
células fue enjuagado con PBS 1 X,
resuspendido en 400 p,l de PBS IX y 
centrifugado durante 1 min. a 14000 rpm. Estos 
pellets fueron resuspendidos en 40 p.1 de buffer 
de muestra IX; 5 p,l de cada muestra fueron 
resueltas mediante electroforesis en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida 10% (SDS- 
PAGE) y visualizadas mediante tinción con 
Coomassie Bñlliant Blue R250.

Para los ensayos de Western blot, las 
proteínas fueron electrotransferidas a membrana 
de nylon, utilizando un bujfer Tris-glicina pH 
8,3 con 0,1 % SDS. Posterior a la transferencia, 
las membranas fueron bloqueadas con 3 % de 
leche descremada Molico y reveladas con 
anticuerpos monoclonales específicos (Sánchez 
et al, 1989).

Para ensayos de repleganúento
Las fracciones insolubles de los Usados 

proteicos fueron solubilizadas en un buffer 
desnaturalizante: 6 M clorhidrato de guanidinio, 
25 mM Tris-HCl pH 7,5 y 50 mM NaCl. En 
este buffer, la proteína N permanece soluble a 
temperatura ambiente durante bastante tiempo. 
Además, en estas condiciones la proteína N 
puede ser inmovilizada cuantitativamente en 
membranas de nylon o en policubetas de 
ELISA.

Las proteínas desnaturalizadas pueden 
ser replegadas de dos maneras alternativas, en 
solución o inmovilizadas.

La proteína solubilizada en el buffer 
desnaturalizante puede ser replegada en 
solución mediante la diálisis extensiva contra 
un buffer carente de clorhidrato de guanidinio.

Las proteínas inmovilizadas, en cambio, 
pueden ser renaturalizadas sobre la membrana 
mediante sucesivas incubaciones de 15 min., a 
4°C, en buffers donde se va disminuyendo la 
concentración del clorhidrato de guanidinio a la 
mitad, desde 6 M hasta 0,375 M. 
Posteriormente, se incuba durante 1 hora a 4°C 
en buffer 25 mM Tris-HCl pH 7,5 y 50 mM 
NaCl.

Ensayos de interacción proteína-Zn y/o 
proteína-RNA

Interacción proteina-Zn
Las membranas con las proteínas 

inmovilizadas, fueron sometidas o no al 
tratamiento de renaturalización. A continuación, 
fueron incubadas con 65ZnCl2 en buffer Tris- 
HCl pH 7,5, durante 1 hora, a temperatura 
ambiente. Luego fueron lavadas extensivamente 
con agua y reveladas mediante autorradiografía.

Interacción proteína-RNA

Las membranas con las proteínas 
inmovilizadas, fueron sometidas o no al 
tratamiento de renaturalización. A continuación, 
fueron incubadas con sondas de RNA marcadas 
con P, correspondientes a la región intergénica 
o la potencial estructura tipo panhandle, en 
buffer Tris-HCl pH 7,5, durante 1 ó 2 horas, a 
temperatura ambiente. Luego fueron lavadas 
extensivamente con buffer Tris-HCl pH 7,5 y 
reveladas mediante autorradiografía.

Ensayos de ELISA

Las fracciones insolubles de los Usados 
proteicos fueron inmovilizadas en policubetas 
de 96 wells en buffer carbonato, durante 1 hora 
a toda la noche, a 4°C.

Estas policubetas fueron utilizadas para 
detectar antígenos circulantes en sueros de 
ratón, cobayo y humanos; de acuerdo a los 
protocolos estándar de ELISA. El sistema 
utilizado para el revelado fue el de IgG 
conjugada a peroxidasa y O-fenilendiamina 
(OPD) como sustrato.
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Preparación de DNA

Mini-preparaciones de plásmidos (lisis por 
álcali).

Para las preparaciones de DNA 
plasmídico en escala pequeña, se trabajó a partir 
de 5 mi de un cultivo saturado de cada clon de 
bacterias seleccionado.

Para realizar la técnica, se toma una 
ansada de una colonia de bacterias aislada 
conteniendo las características fenotípicas 
seleccionadas, y se la siembra sobre 5 mi de 
medio LB líquido conteniendo el antibiótico 
adecuado.

Se cultiva durante toda la noche con 
agitación, a 37°C.

Para la obtención del DNA plasmídico 
se sigue el siguiente protocolo:
(1) Se recuperan 1,5 mi del cultivo (que debe 

estar saturado), en un tubo de 
microcentrífüga.

(2) Se centrifuga a 12000 x g por 30 
segundos en la microcentrífüga.

(3) Se descarta el sobrenadante, eliminando al 
máximo posible las gotas de medio que 
queden en las paredes.

(4) Se resuspende el pellet en 100 pl de 
Solución I.

(5) Se repiten los pasos 2, 3 y 4.
(6) Se agregan 200 pl de Solución II. Se 

mezclan las soluciones por inversión 
suave, 5 veces, cerrando bien el tubo. Se 
debe observar que el cultivo se aclara y 
pierde turbiedad.

(7) Se incuba 2 minutos en agua-hielo.
(8) Se agregan 150 pl de Solución III, 

preenfriada. Se agita suavemente, durante 
10 segundos, asegurando que la solución 
se homogeinize.

(9) Se incuba por 5 minutos en agua-hielo.
(10) Se centrifuga durante 5 minutos en 

microcentrífüga a máxima velocidad.
(11) Se transfiere el sobrenadante a otro tubo 

eppendorf.

(12) Se agregan 2 volúmenes de etanol 96%, 
frío y se mezcla bien por inversión.

(13) Se incuba por 5 minutos a temperatura 
ambiente.

(14) Se centrifuga durante 5 minutos en 
microcentrífüga a máxima velocidad.

(15) Se vuelca el sobrenadante, eliminando al 
máximo posible las gotas de líquido que 
queden en las paredes.

(16) Se lava el pellet por agregado de 700 pl 
de etanol 70% y se repite el paso 15.

(17) Se resuspende el precipitado en 20 pl de 
H20.

(18) La preparación de DNA se analiza por 
electroforesis en gel de agarosa al 0,8-1%.

Midi-preparaciones de plásmidos.
Cuando debieron prepararse cantidades 

mayores de plásmidos se partió de cultivos 
líquidos de, al menos, 100 mi (Bimboim & 
Doly, 1979). La extracción se realizó por el 
mismo procedimiento que el usado en las 
minipreparaciones. El plásmido resultante, 
contaminado con oligonucleótidos de RNA o 
restos de DNA de alto peso molecular se 
purificó por ultrafiltración en geles de 
Sephacryl S-1000 (Pharmacia, Uppsala, Suecia)

Maxi-preparaciones de plásmidos.
Para preparar grandes cantidades de 

plásmidos con un alto grado de pureza, se 
siguió el protocolo de lisis alcalina y 
ultracentrifugación en gradientes de CsCl 
descripto por Gorman (1986).

A cultivos en gran volumen (al menos 
500 mi) y en fase logarítmica (DOóoo = 0,5) de 
los clones de E. coli que llevan el plásmido a 
purificar, se les agrega cloramfenicol 
(concentración final 170 pg/ml) con el fin de 
detener la replicación del DNA cromosomal sin 
interferir con la replicación del plásmido. Al 
cabo de 24 horas de crecimiento a 37°C con 
agitación (200 rpm en un agitador orbital) el 
cultivo se centrifuga 10 minutos a 3000 x g.
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El pellet de bacterias obtenido se 
resuspende en 1/100 del volumen de cultivo de 
una solución que contiene 50 mM Tris-HCl pH 
8, 50 mM glucosa y 5 mM EDTA, y se incuba 
durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
Luego se agregan 2 volúmenes (respecto al 
buffer de resuspensión) de 0,2 M NaOH y 1 % 
SDS para producir la lisis celular. Al cabo de 5 
minutos de incubación se agregan 1,5 
volúmenes (respecto al buffer de resuspensión) 
de solución 3 M acetato de potasio pH 5,3 y se 
extiende la incubación otros 10 minutos. AI 
cabo de ese tiempo, se centrifuga la mezcla de 
lisis durante 15 minutos a 10000 x g. Se recoge 
el sobrenadante, se agregan 2,5 volúmenes 
(respecto del sobrenadante) de etanol y se 
incuba a -70°C durante 30 minutos. Luego se 
centrifuga durante 30 minutos a 10000 x g y el 
sedimento obtenido, después de secado por 
vacío, se resuspende en 5 mi de TE.

Esta solución incluye DNA plasmídico 
superenrollado, DNA relajado y linearizado, 
RNA y proteínas. Para separarlos, se utilizó un 
gradiente de densidad a través en CsCl.

Análisis de ácidos nucleicos mediante 
electroforesis

Electroforesis en geles de agarosa
La electroforesis en geles de agarosa 

permite la separación de las moléculas de 
ácidos nucleicos de acuerdo a su forma y su 
tamaño. Mediante esta técnica no es posible 
determinar, el peso molecular de una ácido 
nucleico cerrado circularmente, como es el caso 
de un DNA plasmídico, debido a que su 
migración en el gel es altamente dependiente de 
la forma de la molécula. Sin embargo, sí es 
posible determinar el peso molecular de las 
moléculas de ácidos nucleicos lineales. En 
particular, la electroforesis en geles de agarosa 
nativos se hace independiente de la forma de la 
macromolécula en el caso de las moléculas de 
ácidos nucleicos lineales de doble cadena. 
Justamente, este es el caso cuando se determina 
el peso molecular de fragmentos de DNA

obtenidos por digestión con enzimas de 
restricción o por amplificación enzimática por 
PCR. En cambio para realizar la determinación 
del peso molecular de un ácido nucleico de 
cadena simple, como por ejemplo un mRNA, es 
necesario utilizar una electroforesis en geles de 
agarosa en condiciones desnaturalizantes.

Análisis de DNA o RNA en geles de agarosa 
en condiciones nativas

Para los geles nativos, la solución de 
agarosa puede ser preparada en un medio TAE 
o TBE, sin agregados o conteniendo bromuro 
de etidio. Nosotros utilizamos TAE IX con 
bromuro de etidio en el gel hasta una 
concentración de 0,16 pg/ml. La concentración 
de agarosa debe ser la necesaria para separar los 
fragmentos de DNA obtenidos. Existe una 
relación lineal entre el logaritmo de la 
movilidad electroforética del DNA (m) y la 
concentración del gel de agarosa (t), que se 
representa según la ecuación:

log m = log m0 - Kr.t

Donde m0 es la movilidad electroforética libre 
del DNA y Kr es una constante, denominada 
coeficiente de retardo, que está relacionada con 
las propiedades del gel y el tamaño y la forma 
de las moléculas de DNA. En la Tabla 16.a se 
muestran las concentraciones de agarosa 
habitualmente utilizadas para separar 
fragmentos de DNA de diferentes tamaños.

Nosotros utilizamos, para resolver 
fragmentos de DNA con tamaños de más de 5 
kb, agarosa 0,7%; para fragmentos con tamaños 
entre 1 kb y 5 kb, agarosa 1%; para fragmentos 
con tamaños entre 200 bases y 1,5 kb, agarosa 
2,5%; y, para fragmentos con tamaños menores 
a 300 bases, agarosa 4%. En este último caso en 
particular, la agarosa utilizada debe ser de alto 
grado de pureza como es el caso de la agarosa 
NuSieve (FMC).

La solución de agarosa se fúnde en un 
horno a microondas o en un baño María, y, 
luego, se la deja tomar una temperatura de 
aproximadamente 60°C.
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Tabla 16.a. Rango de separación en geles conteniendo diferentes cantidades de agarosa.

Concentración de agarosa en el gel Rango de tamaños para la separación
%(p/v) eficiente de moléculas de DNA lineal (kb)

0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
1,0 0,5-7
1,5 0,4-6
2,0 0,2-3
2,5 0,1-2
4,0 0,05-1

Mientras tanto se arma el molde para el protección contra la luz UV se utilizaron
gel, utilizando el portageles y el peine para máscaras de policarbonato.
formar ías fosas de siembra. Alternativamente, si se resuelven en los

Se coloca la agarosa fundida en el geles moléculas marcadas radioactivamente, es
molde y se deja a temperatura ambiente hasta posible detectar su ubicación después de la
que gelifique (aproximadamente media hora). corrida electroforética por exposición a

El gel se monta con el portageles, en la pantallas radiográficas y revelado fotográfico
cuba de electroforesis, la que se llena con buffer (Laskey, 1980).
de corrida, TAE IX.

Las muestras conteniendo el DNA o 
RNA a ser analizado se mezclan con la solución 
de siembra correspondiente, y se siembran en 
cada una de las fosas. En una de las fosas de los 
extremos se siembra el DNA o el RNA que se 
utiliza como marcador de peso molecular.

Una vez conectados los bornes de la 
cuba a una fuente de poder, la electroforesis se 
corre a 70-100 V durante una hora.

Finalizada la corrida, se desconecta el 
aparato de electroforesis y el gel de agarosa se 
observa por fluorescencia de luz UV (El 
bromuro de etidio, intercalado entre las cadenas 
del DNA, fluoresce con luz naranja). Nosotros 
utilizamos un transiluminador Fotodyne de luz 
UV de 310 nm.

Las soluciones conteniendo bromuro de 
etidio son potenciales cancerígenos por lo que 
fueron manipuladas utilizando guantes de 
cirugía y protecciones especiales. Para la

Análisis de RNA en geles de agarosa en 
condiciones desnaturalizantes

El RNA se analizó por electroforesis en 
geles de agarosa en condiciones 
desnaturalizantes usando ya sea 10 mM de 
hidróxido de metilmercurio tanto en la muestra 
como en el gel (Bayley and Davidson, 1976), 
glioxal o formaldehído (Lehrach et al., 1977; 
Wicks, 1986). Los mejores resultados se 
obtuvieron utilizando formaldehído o hidróxido 
de metilmercurio como agente desnaturalizante. 
Por ello, y considerando, además, la alta 
toxicidad del hidróxido de metilmercurio, se 
eligieron los geles de formaldehído para realizar 
el análisis de las muestras de RNA. La técnica 
se realizó según el siguiente protocolo:

(1) Se funde la cantidad apropiada de agarosa 
en H20, se la deja enfriar a 60°C y se 
agrega el buffer de corrida para geles de 
formaldehído a una concentración final de
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1X y el formaldehído a una concentración 
final de 2,2 M. El gel se prepara dentro de 
una campana y se lo deja enfriar durante 
30 minutos.

(2) Las muestras se preparan mezclando:

RNA (hasta lOmg) 2 mi
Buffer de corrida 5X 1 mi
formaldehido 2 mi
formamida 5 mi

(3) Las muestras se incuban durante 15 
minutos a 65°C.

(4) Las muestras preparadas se mezclan con 
2 pl de buffer de siembra para geles de 
formaldehído.

(5) Se precorre el gel, sumergido en buffer de 
corrida para geles de formaldehído, 
durante 15 minutos a 70V.

(6) Luego se siembran las muestras y el gel se 
corre durante 2 horas a 50V.

Los geles se tiñen con bromuro de 
etidio (0,5 mg/ml en agua) durante 15 minutos 
y se lavan dos veces en 0,5 M acetato de 
amonio durante 15 minutos para disminuir la 
fluorescencia de fondo. El RNA se observa por 
fluorescencia usando un transiluminador 
Fotodyne de luz UV de 310 nm. 
Alternativamente, el RNA se puede teñir 
directamente en el buffer de muestra antes de la 
electroforesis por el procedimiento de Sheiness 
and Sullivan (1986).

Análisis de ácidos nucleicos por hibridación 

Northern blot
La hibridación del RNA después de la 

electroforesis en geles, es utilizada para analizar 
la composición de los mismos. La técnica de 
northern blot se utilizó en esta tesis para 
identificar y caracterizar diferentes especies de 
RNAs, entre ellos los RNAs genómicos y los 
mRNAs virales (Denis et a l , 1988).

(1) Una vez realizada la electroforesis y 
fotografiado el gel, se eliminan las partes

innecesarias del gel y se transfiere el gel a 
una bandeja.

(2) El gel se lava 5 veces con 50 mi de H20  
durante 5 minutos cada vez y con 
agitación suave.

(3) Si los fragmentos de RNA son grandes 
(más de 2 kb), se realiza un tratamiento 
con una solución de 0,05 M NaOH. Se 
mantiene agitando durante 5 minutos.

(4) Se elimina la solución, se lava el gel con 
H20  y se agrega una solución de SSC 
20X. Se mantiene agitando durante 10 
minutos.

(5) Se realiza la transferencia mediante flujo 
de buffer (el filtro debe estar mojado 
previamente en el buffer de transferencia):

(6) Se transfiere el RNA a la membrana de 
nitrocelulosa o nylon durante toda la 
noche. El buffer de transferencia es SSC 
20X.

(7) Una vez realizada la transferencia, se lava 
la membrana en SSC 6X para eliminar 
restos de agarosa, y se la deja secar sobre 
papel de filtro 3MM durante 5-10 minutos 
a temperatura ambiente.

(8) Para fijar el RNA a la membrana se 
hornea durante 2 horas a 80°C. Para ello 
la membrana se cubre con dos papeles 
3MM.

Alternativamente, se puede fijar 
exponiendo a la membrana a la luz UV (310 
nm) durante 1 minuto (Kandijan, 1986).

Southern blot
La hibridación de fragmentos de DNA 

resueltos por su tamaño después de 
electroforesis en geles, inmovilizados sobre 
membranas, es utilizada para analizar la 
composición de los mismos (Denhardt, 1966). 
La técnica de Southern blot se utiliza para 
confirmar la secuencia del fragmento de DNA 
clonado en los plásmidos recombinantes 
después de los procedimientos de ligación y 
transformación, o para verificar la identidad de 
los fragmentos de DNA amplificados por PCR.
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(1) Una vez realizada la electroforesis y 
fotografiado el ge I, se eliminan las partes 
innecesarias del gel y éste se transfiere a 
una bandeja.

(2) Se trata con 0.25 M HCI. Se incuba a 
temperatura ambiente 10 minutos a partir 
del momento en que el azul de 
bromofenol vira al amarillo.

(3) Después de descartar el HCI se lava con 
agua bidestilada.

(4) Se descarta el agua y se agrega una 
solución de 0.5 M NaOH + 1.5 M NaCI. 
Se mantiene agitando durante 15 minutos.

(5) Se elimina la solución y se agrega una 
solución de 0.5 M Tris-HCI pll 7.5 + 3 M 
NaCI. Se mantiene agitando durante 15 
minutos.

(6) Sé prepara el dispositivo de transferencia 
esquematizado en la sección anterior (la 
transferencia del DNA a la membrana de 
nitrocelulosa o nylon toma toda la noche).

(7) El buffer de transferencia es 6X SSC.
(8) Una vez realizada la transferencia, se tiñe 

nuevamente el gel para comprobar si la 
transferencia fue eficiente.

(9) Se deja secar la membrana sobre papel de 
filtro 3MM durante 5-10 minutos a 
temperatura ambiente.

(10) Para fijar el DNA a la membrana se 
hornea durante 2 horas a 80%' o se 
expone a la luz UV de la misma manera 
que los filtros de RNA.

Southern blot de fragmentos pequeños
Para identificar por hibridación

fragmentos de DNA menores de 300 pb se
siguieron las recomendaciones de Sambrook et
ai (1989) en la transferencia.

En particular:

(1) El gel donde se resuelven las muestras se 
transfiere a una membrana de 
nitrocelulosa (NC) con poro de 0,2 pm 
(en lugar de los comunes de 0,45 pm).

(2) Se utiliza 20X SSC como buflfer de 
transferencia.

(3) Una vez seco, el filtro se prehibrida a 
42% durante 2 horas la solución de 
prchibridación y se híbrida a 42% en la 
solución de hibridación conteniendo 
sulfato de dextrano 5 % durante 16 hs.

Dot blot o slot Mot
Ea técnica de dot blot es utilizada para 

detectar la presencia de secuencias 
complementarias a la sonda utilizada en una 
muestra sin dar ninguna información acerca del 
estado de esas secuencias.

La técnica se realiza sembrando 
directamente la muestra sobre la membrana de 
nitrocelulosa o nylon. La siembra puede ser en 
un punto (dot blot) o formando una línea sobre 
la membrana (slot blot). Las muestras pueden 
ser sembradas crudas o purificadas.

Una vez sembradas las muestras, la 
membrana se trata de la misma manera que en 
el caso del northern blot o Southern blot para 
fijar los ácidos nucleicos.

Revelado de secuencias nucleotldicas por 
hibridación.

El revelado consta de cuatro etapas. 
Estas etapas (prehibridación, hibridación, 
lavados y detección de los híbridos), son 
esencialmente las mismas tanto para northern 
blot como para Southern y dot blot.

PREHIBKII) ACIÓN

Como bloqueante se utiliza DNA de 
esperma de salmón, que se desnaturaliza por 
calentamiento a 100% durante 10 minutos. Se 
agrega el DNA desnaturalizado a la solución de 
prehibridación, se mezcla y se coloca en un 
recipiente plano junto con el filtro.
Alternativamente, el filtro con la solución de 
prehibridación pueden sellarse en un sobre de 
polietileno. Se incuba 0,5-4 horas a 42%. El 
volumen de solución utilizada debe ser de al 
menos 20-100 ml/cm2 de filtro.

H ibridación

(1) La sonda se desnaturaliza por hervor 
durante 10 minutos a 100% y,
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posteriormente se la enfría bruscamente 
en agua-hielo.

(2) La sonda desnaturalizada se agrega a la 
solución de hibridación, a una 
concentración final de 100 a 200 ng/ml.

(3) El filtro se embebe en la solución de 
hibridación. Se deben usar al menos 20- 
100 mi de solución por cada cm2 de filtro.

(4) Finalmente, se incuba durante toda la 
noche a 42°C si el buffer de hibridación 
contiene formamida, o a 65°C si no 
contiene agentes desnaturalizantes.

Lavados de la membrana

Una vez finalizada la hibridación, la 
membrana se lava según la siguiente secuencia:

(1) SSC 2x/SDS 0,1% p/v, 3 minutos a 
temperatura ambiente.

(2) SSC 0,2x/SDS 0,1% p/v, 3 minutos a 
temperatura ambiente.

(3) SSC 0,16x/SDS 0,1% p/v, 15 minutos a 
50°C.

Todos los lavados se realizan en un 
volumen de 50-100 mi.

Detección de los híbridos sobre la

MEMBRANA
El sistema de detección depende de la 

sonda utilizada. Si la membrana es hibridada 
con sondas radioactivas, se expone durante toda 
una noche con una película radiográfica, a - 
70°C, con pantalla amplificadora. En los casos 
en que el nivel de detección es insuficiente, la 
membrana se expone durante, al menos, 3 días 
en las mismas condiciones.

En nuestros experimentos, las 
membranas hibridadas con sondas biotiniladas 
fueron reveladas siguiendo el protocolo de 
BluGene (BRL, USA). Brevemente, las 
membranas se bloquearon con una solución 
conteniendo albúmina, y, la membrana fue 
revelada con un reactivo que contenía 
estreptavidina (SA) unida covalentemente a una 
fosfatasa alcalina (PA).

La SA se une específicamente a la 
biotina presente en las sondas, por lo que la PA 
queda fija en esos puntos. Entonces, los sitios 
donde híbrida la sonda se ponen en evidencia 
por un sistema de desarrollo de color, que 
detecta los complejos muestra/sonda- 
biotina/SA-PA. En la reacción de desarrollo de 
color, interviene la PA, que cataliza la hidrólisis 
del grupo fosfato del reactivo 5-bromo-4-cloro- 
indolil-fosfato (BCIP), soluble e incoloro, y 
permite que este reaccione con el reactivo nitro 
blue tetrazolium (NBT) convirtiéndose en un 
producto insoluble y azul.

Técnicas de clonado de DNA

Digestión de DNA con enzimas de restricción 
La cantidad de unidades enzimáticas 

que se agrega al tubo de reacción debe ser 
calculada según la siguiente proporción: 1U 
enzimática/mg de DNA/hora de digestión.

Un protocolo típico es como el siguiente:

DNA plasmídico 1 pg/pl 20 pl
Buffer de restricción 10X 5 pl
Enzima de restricción 10 U/pl 1 pl
Agua 24 pl

Se incuba durante 2 horas a 37°C.
Cada enzima tiene un buffer

determinado que se debe tener en cuenta en 
cada incubación.

La calidad de las reacciones de 
digestión se analiza por electroforesis en geles 
de agarosa nativos. La concentración de los 
fragmentos de DNA, se estima, en forma 
aproximada, por comparación con la intensidad 
de fluorescencia producida después de la 
electroforesis por los fragmentos presentes en 
patrones de PM de concentración conocida.

Ligación de los productos de la digestión
Para estimar la cantidad de cada DNA 

que se agrega al tubo de ligación se debe tener 
en cuenta la relación molar entre los fragmentos 
a ser ligados. Es probable que la relación molar
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óptima sea 1:1. Sin embargo, dependiendo del 
método de selección de clones recombinantes 
utilizado, es posible que la autoligación de 
alguno de los fragmentos influya en el número 
de clones de colonias bacterianas obtenidas 
conteniendo el genotipo buscado, por lo que la 
relación óptima debe ser ajustada 
experimentalmente. Si uno de los fragmentos es 
un vector plasmídico, por regla general se 
utilizan 5 ng del mismo en la reacción frente a 
diferentes relaciones molares del otro 
fragmento.
Un protocolo típico es como el siguiente:

Vol
Fragmento 1 (X ng) 2 pl
Fragmento 2 (Y ng) 2 pl
Buffer de ligación 10X 1 pl
ATP 10 mM (1 mM final) 1 pl
Agua csp 10 pl 3 pl
DNA ligasa del fago T4 (0,1U Weiss/pl) 1 pl

La temperatura óptima de ligación es de 
16°C. La incubación se mantiene durante 1 a 16 
horas. Para la ligación de extremos romos se 
utiliza ATP a una concentración final de 
0,5 mM y 5 veces más de DNA ligasa.

Es importante tener en cuenta la posible 
controversia generada en cuanto al número de 
unidades de DNA ligasa agregadas al tubo de 
reacción, debido a que diferentes compañías 
comerciales utilizan distintas formas de dosar 
las mismas. La mayoría de las compañías 
utilizan las unidades Weiss, que es la cantidad 
de enzima que cataliza el intercambio de 1 nmol 
de 32P del pirofosfato al y-ATP en 20 minutos a 
37°C. Una unidad Weiss corresponde a 67 
unidades de extremos cohesivos, definida por la 
compañía New England Biolabs.

Preparación de células competentes (Método 
de cloruro de calcio)

Se utilizaron bacterias Escherichia coli 
DH5a, SURE o XLl-Blue. Las células 
bacterianas que se utilizan para ser 
transformadas con los plásmidos son llevadas a

un estado de competencia que facilita la 
incorporación de DNA. En nuestro laboratorio 
esto se realizó siguiendo el método de Hanahan 
(1983).

Para ello, las bacterias se sembraron en 
2 mi de medio SOB y se incubaron a 37°C hasta 
que alcanzaron la fase estacionaria de 
crecimiento (durante toda una noche).

El cultivo fue diluido agregando 200 mi 
de medio SOB fresco y se continuó la 
incubación a 37°C hasta llegar a la fase 
logarítmica media del crecimiento. La densidad 
óptica (DO) inicial de este cultivo, medida a 
500 nm, fue de 0,1. Cada 15 minutos se 
tomaron alícuotas de lml para medir D 05oonm- 
La DOsoonm del cultivo alcanza valores de 0,6 a
0. 9 cuando el cultivo se encuentra en fase 
logarítmica de crecimiento. El crecimiento se 
detuvo, colocando el cultivo en baño de hielo, 
cuando la DO500nm llegó a 0,8. La D05oonm final 
puede variar de acuerdo a la cepa bacteriana 
utilizada.

Las bacterias fueron recolectadas por 
centrifugación en un rotor SS34 de una 
centrífuga Sorvall, a 10000 rpm durante 5 
minutos a 4°C.

Las células se resuspendieron en Tfb I a 
0°C (40 mi por cada 100 de cultivo), se dejaron 
5 minutos en hielo y luego se centrifugaron 5 
minutos a 10000 rpm. Por último, las bacterias 
se resuspendieron en 4 mi de Tfb II y se 
mantuvieron en un baño de hielo durante 15 
minutos. Las bacterias competentes se 
mezclaron con glicerol estéril al 15% de 
concentración final y fueron mantenidas en una 
congeladora a -135°C hasta su utilización.

Transformación de células competentes
Para estimar la eficiencia de 

transformación de las bacterias competentes, 
éstas se transforman con cantidades conocidas 
de un DNA plasmídico circular cerrado y 
superenrollado, purificado mediante gradiente 
de CsCl. En particular, nosotros utilizamos 0,1,
1, 10 y 100 ng de DNA del plásmido pUC9
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para transformar una muestra representativa del 
conjunto de bacterias competentes producidas. 
La eficiencia de transformación se expresa 
como el número de bacterias transformadas por 
cada mg de DNA plasmídico utilizado.

Existen diversos protocolos para la 
transformación de células (Sambrook et al., 
1989; Golub, 1988; Felgner et al., 1987). En 
nuestro laboratorio se utiliza el siguiente:

(1) Se colocan 50 pJ de bacterias competentes 
en tubos eppendorf previamente enfriados 
en hielo.

(2) Se agrega el DNA a las bacterias 
competentes.

(3) Se deja la mezcla durante 30 minutos en 
hielo.

(4) Los tubos se mantienen durante 2 minutos 
a 42°C (ésta es la etapa crítica de la 
transformación).

(5) Se pone la mezcla durante 2 minutos en 
hielo.

(6) Se toma una alícuota para plaqueo de 
células viables.

(7) El resto de la mezcla se incuba a 37°C 
durante 1 hora.

(8) Se siembra la mezcla de transformación 
en cajas de Petri con medio rico 
conteniendo los componentes que 
permitan realizar la selección fenotípica 
de los recombinantes.

Caracterización de los clones recombinantes 
Para caracterizar e identificar los clones 

recombinantes que llevan el inserto de cDNA 
buscado se han descripto una gran variedad de 
métodos. Entre ellos, se utilizan métodos 
basados en la velocidad de crecimiento 
(Karlovsky and Prell, 1987) o, más 
comúnmente, métodos basados en la detección 
de la secuencia de interés por hibridación 
(Grunstein and Hogness, 1975). En nuestro 
laboratorio se utilizan más frecuentemente 
sistemas de clonado que permiten detectar los 
clones recombinantes por medio de resistencia a 
antibióticos y mediante el ensayo de a-

complementación. Estos sistemas utilizan 
plásmidos que llevan, además de un gen que 
confiere resistencia a algún antibiótico, la 
región codificante de los 146 aminoácidos del 
extremo amino del gen de la (3-galactosidasa de 
E. coli (lacZ). El sitio de clonado de estos 
plásmidos está insertado dentro de la región 
codificante mencionada. De esta manera, si se 
inserta alguna secuencia en el vector, el marco 
de lectura de la región codificante del lacZ se 
interrumpe mientras que la del gen que confiere 
resistencia a un antibiótico, permanece. Estos 
vectores se utilizan para transformar bacterias 
que lleven solo la región carboxiterminal del 
gen de la (3-galactosidasa (por ejemplo, 
genotipo lacZAM15). Solamente la 
combinación de los dos fragmentos de la (3- 
galactosidasa (el del plásmido y el de la 
bacteria) posee actividad biológica, por lo que, 
por medio de un ensayo fenotípico, se puede 
discriminar entre las bacterias transformadas 
con plásmidos con inserto (resistentes al 
antibiótico, (3-galactosidasa [-]) o sin inserto 
(resistentes al antibiótico, (3-galactosidasa [+]). 
El medio para selección de recombinantes 
utilizado en este caso contiene un reactivo que 
produce un precipitado azul en el caso de un 
fenotipo (3-galactosidasa [+].

Preparación de sondas de ácidos nucleicos

Síntesis de los nucleótidos radioactivos
Los nucleótidos radiactivos, utilizados 

en las reacciones de marcación de ácidos 
nucleicos, se sintetizaron a partir del 32[P] 
H3PO4, de acuerdo a la técnica de Walseth & 
Johnson (1979), modificada.

Esta técnica, puesta a punto en el 
laboratorio por P.D. Ghiringhelli, consta de 
cuatro etapas, que son descriptas en detalles en 
el Capítulo 17 (Ghiringhelli et al., 1985).

Preparación de sondas de DNA
Para los experimentos de Southern blot 

se marcaron los fragmentos de DNA a utilizar 
como sonda con bio-11-dATP por la técnica de
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nick translation (Rigby et al., 1977) o con 
a 32[P]dATP por la misma técnica o por 
extensión de oligonucleótidos (Feinberg and 
Vogelstein, 1983). En otros experimentos se 
utilizó la técnica de marcación del extremo 5' 
por intercambio de fosfato utilizando 
^[PJATP.

Los protocolos señalados en las 2 
secciones siguientes indican la preparación de 
sondas radioactivas, pero también pueden ser 
utilizados para producir sondas no radioactivas, 
reemplazando el nucleótido radioactivo por 
biotina-11-dATP.

Preparación de sondas de DNA por nick- 
translation.

En esta reacción se utilizan las enzimas 
DNA polimerasa I (DNA pol I) y DNasa I de E. 
coli. La DNA pol I adiciona nucleótidos al 
extremo OH-3' del DNA molde merced a su 
actividad polimerasa 5'-3'. En la reacción, este 
extremo es generado cuando una de las cadenas 
de una molécula de DNA de cadena doble es 
hidrol izada por la DNasa I. Además, la DNA 
pol I puede eliminar nucleótidos desde el 
extremo 5' del corte merced a su actividad 
exonucleasa 5'-3'. Por ello, una vez generado un 
corte por la DNasa I, el resultado de la suma de 
las dos actividades enzimáticas de la DNA pol 
I, es el movimiento del corte a lo largo del 
DNA molde (nick-translation, Rigby et al., 
1977). La siguiente es una reacción típica:

(1) Para preparar una sonda radioactiva se 
mezclan en un tubo de reacción:

10 X nick-translation buffer 5 pl
DNA (1 pg/pl) 1 pl
3 dNTPs (-dATP) lmM 1 pl
a 32[P]dATP (400 Ci/mmol) lOOpmoles

(-40 pCi)
H20  csp 48 pl

(2) Se mantiene la mezcla a 0°C
(3) Se agrega 0,5 pl de una solución 

conteniendo DNasa I (0,1 pg/pl, en

glicerol 50%). Se mezcla utilizando un 
vortex.

(4) Se agregan 5 unidades Richardson 
(Richardson et al., 1964) de DNA pol I. 
Se mezcla.

(5) Se incuba 60 minutos a 16°C.
(6) Se frena la reacción mediante el agregado 

de 2 pl de 0,5 M EDTA.

Preparación de sondas de DNA por extensión 
de oligonucleótidos.

Se utilizó la técnica de cebado al azar 
(random priming) (Feinberg and Vogelstein, 
1983).

En esta técnica, la mezcla de reacción 
contiene primers que actúan como iniciadores 
de la síntesis de DNA en sitios del molde 
elegidos al azar. Estos primers {random 
primers) son oligonucleótidos de secuencia 
azarosa de 6 nucleótidos de longitud (pdN6).

En nuestros experimentos, se utilizaron 
entre 100 ng y lmg de DNA molde purificado. 
Previamente a la marcación, los fragmentos de 
DNA generados por restricción se purificaron 
mediante electroforesis en gel de agarosa de 
bajo punto de fusión.

(1) Para preparar una sonda radioactiva se 
mezclan en un tubo de reacción:

10 X buffer 2,5 ni
DNA (0,1-1 pg/ml) i ni
primers pdN6 (100 ng/ml) i ni
3 dNTPs (-dATP) 1 mM i mi
a 32[P]dATP (400 100 pmoles
Ci/mmol) (40 pCi)
H20  csp 25 pl

(2) Se mantiene la mezcla a 0°C.
(3) Se agregan 5 unidades del fragmento 

Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. 
coli (Promega Corp. Madison Wisconsin, 
USA).

(4) Se incuba 90 minutos a 25°C.
(5) Se frena la reacción mediante el agregado 

de 1 pl de 0,5 M EDTA.
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Preparación de sondas de RNA.
Las ribosondas se prepararon mediante 

una reacción de transcripción in vitro, 
utilizando una RNA polimerasa (Melton et al., 
1984). Los plásmidos utilizados como molde de 
la transcripción (pBS) poseen sitios promotores 
para las RNA polimerasas de los fagos T7 y T3. 
Así, el fragmento de DNA insertado adyacente 
a esos sitios puede ser copiado en RNA. Previo 
a la transcripción los plásmidos fueron 
linealizados con enzimas de restricción. Para 
producir una sonda de RNA uniformemente 
marcada, se mezclan en un tubo:

(1) (mantener el orden de agregado señalado)

H20  csp 25 pl
buffer de transcripción 5X 5 pl 
DNA (1 pg/pl) 2 pl
DTT 0,1 M 2,5 pl
3 NTPs (-ATP) 2,5 mM 5 pl
ATP 0,1 mM 2 pl
a 32[P]ATP (400 Ci/mmol) 100 pmoles

(40 pCi)

(2) Se mantiene la mezcla a 0°C
(3) Se agregan 25 unidades de RNasin y 10 

unidades de RNA polimerasa (T7 oT3).
(4) Se incuba durante 60 minutos a 37°C.
(5) El RNA se purifica y la reacción se 

congela a -20°C.

En el caso de la producción de 
transcriptos no marcados fríos, se eliminan 
todas las líneas del protocolo donde se agregan 
nucleótidos y se las reemplaza por la siguiente:

4 NTPs (2,5 mM cada uno) 5 pl

Incorporación de marca por transferencia de 
fosfatos al extremo 5'.

Esta técnica se utiliza comúnmente para 
marcar oligonucleótidos. La incorporación del 
fosfato radioactivo al extremo 5' de los 
oligonucleótidos se realiza por fosforilación con 
polinucleótido quinasa (Sambrook et al., 1989). 
Para tal fin, se utilizan 30 pmoles del 
oligonucleótido apropiado.

(1) Para preparar el oligonucleótido 
radioactivo se mezclan en un tubo de 
reacción:

10XPNK buffer 
DNA (10 pmoles/ml) 
y32[P]ATP (1000 Ci/mmol) 
H20  csp

2,5 pl 
3 pl
1 pmol (100 pCi) 
25 pl

(2) Se mantiene la mezcla a 0°C
(3) Se agregan 5 unidades de polinucleótido 

quinasa (PNK) del bacteriófago T4 
(Promega Corp. Madison, Wisconsin, 
USA). Se mezcla.

(4) Se incuba durante 60 minutos a 37°C.
(5) La reacción se congela a -20°C

Purificación de los ácidos nucleicos.

En esta tesis, algunas de estas técnicas, 
se han utilizado mayoritariamente en la 
purificación de ácidos nucleicos marcados. Así, 
algunas de las descripciones presentadas más 
abajo hacen hincapié en este hecho. Sin 
embargo, es importante tener en cuenta que los 
métodos delineados pueden ser utilizados en 
general para purificar o concentrar DNA o 
RNA de cualquier origen.

Precipitación alcohólica en presencia de sales

Este método se utiliza para concentrar 
los ácidos nucleicos.

(1) Se ajusta la concentración salina de la 
solución acuosa con NaAcO hasta una 
concentración final de 0,3M.

(2) Se agregan 2,5-3 volúmenes de etanol, o 
0,8 volúmenes de isopropanol.

(3) Se incuba durante 15-60 minutos a -70°C 
(o más tiempo a -20°C)

(4) Se centrifuga a 14000 rpm.
(5) Se elimina el sobrenadante y el sedimento 

se lava con etanol 70%.
(6) Se elimina el etanol residual y se 

resuspende en H20. Es importante no 
secar demasiado los sedimentos de ácidos 
nucleicos, pues estos son difíciles de 
redisolver.
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En los casos en los que se quiere 
impedir que los oligonucleótidos coprecipiten 
junto con el DNA, se modifica el paso 1 de esta 
técnica de esta manera:
(1) Se ajusta la concentración salina de la 

solución acuosa con NaAc hasta una 
concentración final de 0,1M y se agregan 
5 pg de polímero lineal de acrilamida, que 
actúa como coprecipitante.

Purificación de ácidos nucleicos por gradiente 
de densidad

Para separar las diferentes formas 
topoisoméricas de los plásmidos, estos se 
centrifugan a través de un colchón de CsCl. 
Para ello se disuelve 1 g de CsCl por cada mi de 
solución conteniendo el DNA plasmídico. A 
esta solución se le agrega bromuro de etidio, a 
una concentración final de 0,5 mg/ml, y se la 
somete a ultracentrifúgación a 40000 rpm 
durante 48 hs a 18°C en un rotor #50 de 
Beckmann. Al cabo de ese tiempo se observan, 
por transiluminación con luz UV, dos bandas 
separadas (la superior es DNA desenrollado y la 
inferior es DNA superenrollado ) y un pellet 
(RNA). La fracción correspondiente al 
plásmido superenrollado se aísla por punción 
del tubo. Posteriormente, el bromuro de etidio 
se elimina mediante sucesivas extracciones con 
alcohol isoamílico saturado con 5 M NaCl. 
Finalmente, el CsCl se elimina por diálisis 
contra 2000 veces el volumen de la muestra de 
buffer 1 X TE, con varios cambios del buffer.

En nuestros experimentos, la muestra se 
concentró por precipitación alcohólica, y el 
sedimento de DNA obtenido se resuspendió en 
H20  a una concentración final de 1 pg/pl de 
DNA (medido como absorbancia a 260 nm) y 
se conservó en alícuotas de 25 pl a -70°C. 
Finalmente, la pureza del DNA obtenido se 
controló por electroforesis en geles de agarosa, 
sin detectarse otra forma que no fuese plásmido 
superenrollado. Para obtener un buen 
rendimiento es importante trabajar en 
oscuridad, para evitar la fotolisis de la muestra

durante las etapas en las que el DNA se 
encuentra mezclado con bromuro de etidio.

Alternativamente, se utilizó el método 
de centrifugación en gradientes preformados 
descripto por Babykin and Zinchenko (1984)

Purificación mediante columnas de exclusión 
molecular

El DNA o el RNA marcado
radioactivamente se purificó en columnas de 
Sephadex G-50 (Nick columns™, Pharmacia, 
Upsala, Suecia). La purificación se realizó 
haciendo pasar la mezcla de reacción a través 
de la columna, por gravedad. Posteriormente, se 
agregó buffer TE pH 8.0 y se recogieron 
fracciones de 400 pl cada una. De cada fracción 
se tomaron 2 pl y se agregaron a tubos de 
polipropileno conteniendo 1000 pl de agua 
destilada. Dichos tubos se pusieron en viales 
para su lectura en contador de centelleo. La 
radioactividad de cada fracción se contó por el 
método de Cerenkov, permitiendo verificar una 
incorporación total del orden de 107 cpm. 
Usualmente, más del 90 % de la sonda está 
presente en las fracciones 2 y3:

Las sondas no radioactivas se 
purificaron por analogía y se concentraron por 
precipitación etanólica en presencia de una baja 
concentración salina (0,1 M NaAcO) y de un 
agente coprecipitante (polímero lineal de 
acrilamida, 5 pg).

Purificación por electroforesis en agarosa de 
bajo punto de fusión.

Existen diversos métodos para purificar 
ácidos nucleicos después de una electroforesis 
en geles (Vogelstein and Gillespie, 1979; 
Girvitz et al., 1980; Maxam and Gilbert, 1977). 
Nosotros utilizamos el procedimiento descripto 
por Wieslander (1979), en el que, los ácidos 
nucleicos se separan mediante electroforesis en 
geles de agarosa de bajo punto de fusión. En 
estos geles, una vez finalizada la electroforesis, 
se visualiza el sitio de migración del ácido 
nucleico que se desea purificar, y se corta el
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bloque de gel de agarosa conteniéndolo.
Este bloque se funde a 50°C y la 

agarosa se elimina mediante extracciones con 
solventes orgánicos. En particular, se utiliza 
fenol, equilibrado a pH 8, en caliente (50°C) y 
fenol cloroformo-isoamílico. Finalmente, el 
DNA o RNA se recupera por precipitación 
etanólica en presencia de 0,3 M NaAc.

Tratamiento con DNasa RQ1
Este tratamiento se utiliza para eliminar 

el DNA molde de las reacciones de 
transcripción in vitro. Una vez finalizada la 
reacción de transcripción se agregan a la 
muestra 10 unidades de DNasa RQ1 (libre de 
RNasa) por cada pg de DNA molde sembrado 
originalmente en la reacción. Se incuba durante 
15 minutos a 37°C y el RNA se recupera por 
precipitación etanólica en de 0,3 M NaAc.

Precipitación diferencial del RNA
Para separar mezclas de DNA y RNA, 

se precipita el RNA, mientras el DNA se 
mantiene en solución, con una solución de 3 M 
LiCl/ 6 M urea. A la mezcla RNA/DNA se le 
agrega un volumen igual de la solución de 
LiCPurea. La mezcla se mantiene a -20°C 
durante 2 horas o a 4°C durante toda la noche y 
después se centrifuga durante 30 minutos a 
14000 rpm.

El sedimento puede ser lavado con 
etanol 70% y el RNA se resuspende en H20. El 
RNA obtenido por esta metodología es muy 
puro, pero los rendimientos son escasos.

Purificación de los oligonucleótidos marcados.
A la muestra de oligonucleótido 

marcado con y-32[P]ATP, se le agrega un 
volumen igual de una solución de formamida 
conteniendo colorantes (0,05% azul de 
bromofenol y 0,05% xilencianol).

La mezcla se incuba durante 5 minutos 
a 95°C y se purifica mediante electroforesis en 
un gel de poliacrilamida.

Nosotros utilizamos un minigel 
(BioRad) de 20 % poliacrilamida H M urea. La

electroforesis se realizó a 150 volts durante 
1 hora y luego de esto se envolvió el gel con 
una película de polietileno y se lo expuso 
durante 3 minutos con una película
radiográfica, a temperatura ambiente y sin 
pantalla amplificadora. En los extremos del gel 
se colocaron fragmentos de cinta adhesiva
conteniendo puntos marcados con tinta 
radiactiva para el alineamiento del gel con la 
película radiográfica luego de la exposición. 
Luego, se separó la región del gel de
poliacrilamida conteniendo la banda
mayoritaria del oligonucleótido marcado. Para 
eliminar la urea, el fragmento de poliacrilamida 
escindido se colocó dentro de la matriz de otro 
minigel de poliacrilamida 6 %, sin urea, previo 
a la polimerización del mismo. Una vez 
realizada una electroforesis a 150 volts durante 
15 minutos, se determinó la localización del 
oligonucleótido marcado en el gel de la misma 
manera que en el caso anterior. El nuevo 
fragmento de poliacrilamida escindido se eluyó 
con 500 pl de agua bidestilada, manteniéndolo 
durante la toda noche a 55-60°C. La solución se 
centrifugó a MOOOrpm durante 15 minutos, se 
tomó el sobrenadante, se pasó a otro tubo y se 
determinó la radiactividad por Cerenkov en 
contador de centelleo. La incorporación total de 
radiactividad fue del orden de 106cpm.

Síntesis de cDNA

Para la reacción de síntesis de cDNA 
para RT-PCR se siguieron las recomendaciones 
publicadas por Gubler and Hoffman (1983) y 
Gubler (1988). Alternativamente, el cDNA de 
cadena simple se sintetizó utilizando entre 1 y 
2 pl del RNA como molde. El RNA se 
desnaturalizó por calor en presencia de 2 pM de 
cada primer en un volumen de 2,5 pl. La 
reacción de extensión se llevó a cabo en 
presencia de 1 pM de desox¡núcleosidos 
trifosfatos (dNTPs); 1,5 unidades/pl de RNAsin 
(Promega) y 4 unidades de transcriptasa reversa 
obtenida del virus de la mieloblastosis aviar 
(AMV) (Promega) o del virus de la leucemia

295



Capítulo 16- Métodos

murina de Moloney (MoMuLV) (New England 
Biolabs), en un medio conteniendo 25 mM 
Tris-HCl pH 7,5; 60 mM KC1; 10 mM MgCl2; 1 
mM ditiotreitol; en un volumen total de 5 pl. La 
reacción se incubó durante 90 minutos a 42°C 
(AMV) o a 37°C (MoMuLV). Parar realizar la 
reacción en volúmenes finales mayores (hasta 
25 pl), se aumentó en forma proporcional el 
volumen de cada etapa.

La síntesis de cDNA también se ensayó 
con primers de secuencia al azar (pdN6), 
aunque, en este caso, los resultados finales 
fueron menos reproducibles.

El cDNA se purificó por precipitación 
con 2,5 volúmenes de etanol en presencia de 0,1 
M acetato de sodio y 5 pg de poliacrilamida 
lineal, que actúa como coprecipitante. Luego se 
lavó con' etanol 75 %, se secó y se resuspendió 
en 10 pl de H20  bidestilada.

PCR

Una alícuota del cDNA, típicamente 
entre 1 y 4 mi, se sembró en la reacción de PCR 
en presencia de los mismos primers utilizados 
en su síntesis.

Las reacciones de PCR se llevaron a 
cabo en un volumen final de 10 pl, utilizando 
0,125 unidades de Taq DNA polimerasa de 
Perkin Elmer-Cetus o de Promega, 0,2 a 1,0 pM 
de cada primer y los buffers provistos por los 
fabricantes.

Para controlar la existencia de 
contaminaciones cruzadas, se deben 
homogeneizar las condiciones de preparación 
de las distintas muestras. Para ello, todos los 
componentes de la reacción de PCR de las 
diferentes muestras (excepto los DNAs), se 
mezclan en una solución general de reactivos. 
Normalmente, se prepara un exceso (un tubo) 
de solución general, y se utiliza el volumen en 
exceso para preparar el control negativo de la 
amplificación. Por ejemplo, para amplificar 9 
muestras, utilizando 1 pl de cDNA, se realiza el 
siguiente protocolo:

(1) Se prepara la siguiente Solución general:

Buffer de PCR 10X 10 pl
MgCl2 (25 mM) 6 pl
4 dNTPs (2 mM cada uno) 10 pl
primers 1 +2(10 pM cada uno) 10 pl
H20  csp 90 pl

En algunos casos es necesario usar aditivos, 
como por ejemplo:

Perfect Match (10 unidades/ml) 1 pl
BSA (1 mg/ml) 10 pl

(2) Se mantiene la mezcla a 0°C.
(3) Se agregan 2,5 unidades de DNA 

polimerasa de Thermus aquaticus.
(4) Se mezcla en un vortex durante 1 minuto 

y se centrifuga durante 15 segundos.
(5) Se separa la mezcla general en alícuotas 

de 9 pl, cada una, en tubos eppendorf de 
0,5 mi de capacidad.

(6) Utilizando otra pipeta, se agrega a cada 
tubo 1 pl de la solución conteniendo el 
DNA o cDNA a ser analizado.

(7) Se cubre la reacción con 25 pl de vaselina 
liviana. En el caso de trabajar con tubos 
capilares, esta etapa se evita.

(8) Las muestras se colocan en la gradilla del 
reactor térmico y se corre la reacción.

En nuestro caso, los ciclados térmicos 
se llevaron a cabo mayoritariamente en un 
reactor térmico de Hybaid (Teddington, Gran 
Bretaña), ajustando las condiciones de ciclado 
de acuerdo al producto a amplificar.

Una alícuota de 4 pl de la PCR fue 
analizada por electroforesis en geles de agarosa. 
Los geles se tiñeron con bromuro de etidio 
(0,16 pg/ml en el gel). El DNA se observó por 
transiluminación con luz ultravioleta.

En algunos casos, para establecer la 
especificidad de las bandas de amplificación 
observadas, los geles fueron analizados por 
Southern blot, con sondas de secuencia 
conocida.
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Análisis del DNA por secuenciamiento 
nucleotídico

Obtención de DNA de cadena simple
Los plásmidos que se utilizaron para el 

clonado de fragmentos de DNA (pBS, KS y 
SK) poseen secuencias que permiten rescatarlos 
en forma de DNA de cadena simple. Estas 
secuencias corresponden a las regiones de 
empaquetamiento del fago M13 (Yanish Perron 
et a l , 1985). Estos fagos, están presentes en las 
bacterias como formas replicativas de cadena 
doble (igual que los plásmidos) y el genoma 
empaquetado que brota de la célula es de 
cadena simple. Para que pueda obtenerse el 
DNA de cadena simple representando 
secuencias del pBS, el plásmido debe adquirir 
la capacidad de replicarse como un fago, 
empaquetarse y brotar de la célula. Para ello, se 
debe infectar a las bacterias transformadas con 
el pBS, con un fago defectivo que aporta todos 
los elementos que actúan en trans (proteínas) 
necesarios (Vieira & Messing, 1987; Messing, 
1983, 1993). El fago es defectivo para que no 
compita con éxito con el plásmido por las 
proteínas necesarias.

Así, de los fagos presentes en el 
sobrenadante de un cultivo bacteriano infectado 
se purifica el DNA, de acuerdo a la técnica de 
Messing (Messing 1983; Vieira and Messing, 
1987) por precipitación de las partículas con 
PEG-NaAc y posterior extracción fenólica para 
eliminar las proteínas.

Secuenciamiento de fragmentos de DNA por 
el método de Sanger.

La secuenciación de DNA se realizó 
mediante el método de terminación de cadenas 
mediada por dideoxinucleótidos (Sanger et al., 
1977). En el caso de la secuenciación de los 
fragmentos de DNA clonado en plásmidos pBS 
se utilizaron los oligonucleótidos universales, 
directo y reverso, del bacteriófago M I3 (Vieira 
and Messing, 1982), complementarios al sitio 
de clonado múltiple del plásmido, y se

siguieron las recomendaciones publicadas por 
Zagursky et al (1985).

Para la reacción de secuencia se 
utilizaron entre 1 y 2 pg del DNA plasmídico 
molde. Dichos DNAs se desnaturalizaron 
durante 10 minutos en presencia de 2N NaOH y 
posteriormente se purificaron en columna de 
Sephacryl S-400 {Spun columns, Pharmacia 
Upsala, Suecia).

Algunas veces, se utilizaron plásmidos 
sin purificar extraídos de bacterias mediante 
minipreparaciones, los que se desnaturalizaron 
por calor, previo a la reacción de secuencia.

La reacción de secuenciación se realizó 
utilizando el kit Sequenase™ versión 2.0 
(United States Biochemical Corporation,
Cleveland, USA).

(1) Para la asociación de los primers con el
DNA molde, se prepara la siguiente
mezcla de apareamiento:

DNA (ljig) 3 ni
buffer de reacción 5X i ni
primer (20ng/p.l) i ni

(2) La mezcla se incuba durante 2 minutos a 
95°C, se deja enfriar a temperatura 
ambiente y se incuba durante 1 hora a la 
misma temperatura.

(3) Para la reacción de incorporación de 
a 32[P]dATP se utilizan los 5 jal de la
mezcla de apareamiento según
siguiente protocolo:

mezcla de apareamiento 5 JLil
solución de marcación 2,7 jil
a 32[P]dATP (400 Ci/mmol) 4 nCi
T7DNApol (1,6 U/nO 0,125 ni

(4) La mezcla de marcación, así obtenida se 
incuba durante 2 minutos a 25°C.

(5) Se separan cuatro alícuotas de 1,75 jal de 
la mezcla de marcación y se agregan a 
cada uno de los cuatro tubos conteniendo, 
separadamente, 1,25 jil de cada solución 
de terminación. Cada solución de
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terminación contiene uno de los 4 
dideoxinucleótidos.

(6) Las reacciones de secuencia se incuban 
durante 5 minutos a 37°C.

(7) La reacción se detiene por el agregado de 
4 jil solución de finalización.

(8) Se siembran 2 |il de cada reacción con 
cada dideoxinucleótido en calles 
separadas y se realiza la electroforesis en 
geles de 6% poliacrilamida/7 M urea 
(Sanger and Coulson, 1978; Sambrook et 
al., 1989) a 80 watts y a tiempos que 
dependen del número de nucleótidos a 
leer.

(9) Para su revelado, los geles se recubren 
con una película de polietileno y se ponen 
en contacto con una película radiográfica 
a -70°C durante toda la noche utilizando 
pantalla amplificadora.

Métodos computacionales

Gráficos cartesianos de homología

(1) Se realizó un alineamiento múltiple 
utilizando el paquete de rutinas 
CLUSTAL V Múltiple Sequence 
Alignments (Higgins and Sharp, 1988, 
1989). El archivo de salida del 
alineamiento generado por el CLUSTAL 
V está formado por las secuencias y una 
línea con caracteres gráficos que indican 
la identidad (*), los cambios
conservativos (•) y la ausencia de 
homología ( ).

(2) Con las líneas de datos correspondientes a 
los caracteres gráficos se generó un 
archivo ASCII independiente, carente de 
cualquier formato.

(3) Este archivo se procesó con la rutina 
HOMGRAPH (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18), para generar 
un archivo ASCII numérico con valores 
de homología relativos.

(4) El archivo ASCII con la tabla de datos de 
homología relativa fue importado en el

programa SigmaPlot para Windows v.
1.01 (Jandel Corporation), con el cual se 
confeccionó el gráfico definitivo.

Búsqueda de regiones codificantes

Existen diversos métodos que permiten 
predecir la capacidad de codificación de una 
determinada secuencia nucleotídica. La mayor 
parte de estos métodos corresponden a una de 
dos categorías: los métodos que buscan las 
señales que delimitan las regiones codificantes 
(búsqueda por señales) y los métodos que 
analizan el contenido informativo de las 
potenciales regiones (búsqueda por contenido) 
(Rice et al, 1991).

Tabla 16.b. Entorno consenso de AUGs eucariotas
F r e c u e n c ia  d e  n u c le ó t id o

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 +  1 + 2 + 3 + 4

A 81 4 9 34 57 170 62 4 3 2 1 7 0 0 59

C 58 2 9 86 117 4 102 119 0 0 0 31

G 23 89 35 2 4 41 21 37 0 0 2 1 7 87

T 54 4 8 6 2 18 2 32 18 0 2 1 7 0 38

c o n A G t/c C a/g C C A T G G

En las secuencias eucariotas las señales 
que se buscan son, principalmente, codones de 
iniciación en un entorno adecuado, codones de 
terminación, sitios de splicing, señales de 
poliadenilación, etc.

Respecto de los codones de iniciación, 
Kozak (1978, 1983, 1984) ha demostrado que la 
eficiencia de traducción in vitro está en directa 
función del entorno nucleotídico del AUG. En 
función de esto, Kozak y otros autores han 
compilado y analizado el entorno de muchos 
AUGs eucariotas, construyendo una secuencia 
consenso (Tabla 16.b) y matrices de pesos 
logarítmicos que posibilitan la predicción de los 
codones de iniciación. Sin embargo, no 
debemos olvidarnos que estas predicciones 
deben concordar de alguna manera con los 
datos experimentales existentes.

En cuanto al contenido informativo, la 
periodicidad de tripletes impuesta por el código
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genético, el uso preferencia! de codones y las 
secuencias aminoacídicas particulares son más 
que suficientes para generar diferencias en las 
frecuencias nucleotídicas para cada una de las 
posiciones de los codones (Staden, 1984; 
McCaldon and Argos, 1988; Staden, 1990).

Ficket (1982) ha diseñado un método 
estadístico para determinar las regiones 
codificantes. Este análisis, llamado TestCode 
analysis, se basa en una desviación periódica de 
la composición nucleotídica en las regiones 
codificantes.

Sintéticamente, el método fue 
desarrollado utilizando 321 fragmentos de 
secuencias codificantes y 249 fragmentos de 
secuencias no codificantes, cada uno de ellos, 
como mínimo, de 200 nt. de longitud (el 
método pierde confiabilidad con segmentos mas 
cortos). Sobre cada segmento se aplica el 
siguiente algoritmo:

(1) Para cada tipo de base (A, C, G, T) se 
calculan dos parámetros, la posición y el 
contenido. El parámetro posición se 
calcula teniendo en cuenta las tres 
posiciones en el codón. Así, para el 
residuo X:
X-pos=Max(X 1 ,X2,X3)/Mín(X 1 ,X2,X3)+1 
Donde

Xl=n° de Xs en posición 1,4, 7, 10,...
X2=n° de Xs en posición 2, 5, 8, 11,...
X3=n° de Xs en posición 3, 6, 9, 12,...

Esto permite medir la asimetría en la 
distribución de la base.

Tabla 16.c. Valores de TestCode y predicciones

TestCode Prob. Predic. TestCode Prob. Pred.

0,32-0,43 0% No codif. 0,84-0,95 77% ?

0,43-0,53 4% No codif. 0,95-1,05 92% ?

0,53-0,64 7% No codif. 1,05-1,16 98% Codif.

0,64-0,74 29% No codif. 1,16-1,26 100% C o d if

0,74-0,84 40% ? 1,26-1,37 100% Codif.

(2) El parámetro de contenido tiene en cuenta 
la contribución de la base X a la 
formación del posible marco de lectura. 
Para cada X se utilizan tablas de 
probabilidades (pl a p8) y pesos (wl a 
w8) asociados con la cantidad de veces 
que el residuo en cuestión predice 
regiones codificantes o no codificantes.

(3) Se calcula el TestCode de acuerdo a:

T estCode=p 1 w 1 +p2 w2+ +p8w8

(4) En función del TestCode calculado se 
realiza la predicción (Tabla 16.c). Este 
método es muy útil y confiable para 
predecir la probabilidad de codificación, 
pero no para señalar los límites de una 
región codificante

En conclusión, la mejor manera de 
predecir marcos de lectura abiertos es utilizar 
una combinación de métodos de análisis de 
señales y de análisis de información. 
Obviamente, la última palabra la tienen siempre 
los datos experimentales.

Cálculo de LCC (complejidad local de 
composición)

(1) Utilizando como archivos de entrada las 
secuencias nucleotídicas en texto ASCII 
sin formato, se calcula el perfil de LCC 
para cada una de ellas utilizando la rutina 
CALCLCC (Ghiringhelli, P.D.; descripta 
en el Capítulo 18). Esta rutina genera un 
archivo ASCII numérico que se puede 
importar con cualquier programa de 
graficación para su representación.

(2) Para generar el gráfico consenso se debe 
trabajar con los archivos individuales de 
datos de LCC y con un alineamiento 
múltiple (generado con el Clustal X, o 
programa equivalente). En el archivo del 
alineamiento múltiple, los nombres de las 
secuencias individuales deben ser 
reemplazados por los nombres de los 
archivos individuales con la información 
de LCC. A continuación, este conjunto de
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archivos es procesado con la rutina 
AJALNLCC (Ghiringhelli, P.D.; descripta 
en el Capítulo 18), para generar nuevos 
archivos individuales, ajustados al 
alineamiento múltiple mediante la 
introducción de gaps. Estos archivos están 
escritos en texto ASCII, de manera tal que 
se puede importar con cualquier programa 
de graficación para su representación.

(3) Por último, si se desea representar el 
perfil promedio y las dispersiones, se 
puede ejecutar la rutina STATLCC 
(Ghiringhelli, P.D.; descripta en el 
Capítulo 18), utilizando los archivos del 
paso anterior como archivos de entrada. 
Nuevamente, el archivo de salida está 
escrito en texto ASCII, de manera tal que 
se ' pueden importar con cualquier 
programa de graficación para su 
representación.

Frecuencia relativa de nucleótidos (A+U vs
C+G)

(1) Utilizando como archivos de entrada las 
secuencias nucleotídicas en texto ASCII 
sin formato, se calcula el perfil de 
abundancias relativas A+U vs C+G para 
cada una de ellas utilizando la rutina 
FRENATCG (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18). Esta rutina 
genera un archivo ASCII numérico que se 
puede importar con cualquier programa 
de graficación para su representación.

(2) Para generar el gráfico consenso se debe 
trabajar con los archivos individuales de 
datos de generados anteriormente y con 
un alineamiento múltiple (generado con el 
Clustal X, o programa equivalente). En el 
archivo del alineamiento múltiple, los 
nombres de las secuencias individuales 
deben ser reemplazados por los nombres 
de los archivos individuales con los datos 
de frecuencias. A continuación, este 
conjunto de archivos es procesado con la

rutina AJALNFRE (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18), para generar 
nuevos archivos individuales, ajustados al 
alineamiento múltiple mediante la 
introducción de gaps. Estos archivos están 
escritos en texto ASCII, de manera tal que 
se pueden importar con cualquier 
programa de graficación para su 
representación.

(3) Por último, si se desea representar el 
perfil promedio y las dispersiones, se 
puede ejecutar la rutina STATFRE 
(Ghiringhelli, P.D.; descripta en el 
Capítulo 18), utilizando los archivos del 
paso anterior como archivos de entrada. 
Nuevamente, el archivo de salida está 
escrito en texto ASCII, de manera tal que 
se puede importar con cualquier programa 
de graficación para su representación.

Abundancia relativa de oligonucleótidos
(1) Como archivos de entrada se utilizan las 

secuencias nucleotídicas en texto ASCII 
sin formato.

(2) En el análisis global, se procesan las 
secuencias individuales completas con la 
rutina ABRLOLIG (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18). Los 
resultados se tabulan y/o grafican para el 
análisis comparativo.

(3) En el análisis asociado con la posición, se 
trabaja con ventanas de longitud definida 
por el usuario, y se utiliza la misma rutina 
anterior para calcular las abundancias 
relativas para cada conjunto de residuos 
coincidente con la longitud de la ventana.

(4) Por último, también se puede realizar el 
cálculo de abundancia relativa de 
dinucleótidos en regiones codificantes y 
no codificantes, por separado, utilizando 
la rutina ABRDIN1 (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18). Los 
resultados se tabulan y/o grafican para el 
análisis comparativo.
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Manipulación de datos (Datmanip)

(1) Esta rutina utiliza como archivos de 
entrada los archivos ASCII obtenidos con 
los programas PHDhtm, PHDsec y 
PHDacc (Rost et al., 1994a,b, 1995; Rost 
and Sander, 1993a,b,c, 1994a,b,c,d), y 
permite tomar datos seleccionados y 
adecuarlos para su presentación gráfica.

(2) Los datos se procesan con el programa 
DATMANIP (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18).

(3) Selección de columnas y obtención de 
datos; cambios de signo en los valores; 
búsqueda de máximos y mínimos; 
normalización de valores a un rango entre 
0 y 1 y cálculo de promedios por 
ventanas.

(4) Los datos de salida, se escriben en 
formato ASCII, interpretables por la 
mayor parte de los programas de gráficos.

Análisis comparativo de estructuras
secundarias de RNA (óptimas y  subóptimas) y
determinación de la estructura más frecuente

(1) Esta rutina utiliza como archivos de 
entrada los archivos ASCII obtenidos con 
la rutina MFOLD (Zuker, 1981, 1989, 
1994; Zuker & Sankoff, 1984; Zuker et 
al., 1991), y exportados en formato GCG 
(Genetics Computer Group, Wisconsin).

(2) Los archivos de las distintas formas 
(óptima y subóptimas) se procesan con la 
rutina COMP CT (Ghiringhelli, P.D.; 
descripta en el Capítulo 18).

(3) A continuación, se procesan los archivos 
de salida anteriores con la rutina ARM- 
TABL (Ghiringhelli, P.D.; descripta en el 
Capítulo 18).

(4) Por último, utilizando una combinación 
de rutinas ANALIZCT, CALCPORC, 
MEXTCT-1, MEXTCT-2, MCONECT, 
EXTR-SEQ y EXTSEQ-V (Ghiringhelli, 
P.D.; descripta en el Capítulo 18), se

rearman los distintos segmentos en un 
único archivo tipo GCG (Genetics 
Computer Group, Wisconsin, USA). 
Estos datos pueden ser representados 
gráficamente mediante el programa 
CONNECT del GCG.

Detección de puntos potenciales de 
recombinación en moléculas de RNA, 
construcción y  selección de las moléculas 
recombinantes en base a criterios de presencia 
de marcos de lectura abiertos y  variaciones en 
la longitud de las proteínas codificadas

(1) Como primer paso se efectúa una 
comparación entre dos secuencias, en la 
misma polaridad o en polaridad 
complementaria, utilizando el progama 
B12seq (Blast 2 sequences, Karlin and 
Altschul, 1990, 1993; Altschul et al., 
1994, 1996, 1997; Zhang et al., 1998), 
con la siguiente línea de comandos:

B12seq -i CDl-v.md -j Oli-vc.rnd -p 
blastn -g T -o CDlv01ic.bl2 -W 7 -F F -q 
-1 -e 100000 -S 1.

(2) A continuación, se procesa el archivo de 
salida con las rutinas ANPARCOD, 
ARMAREC4 y REVTAB3 (Ghiringhelli, 
P.D.; descriptas en el Capítulo 18), para 
analizar y construir las moléculas de RNA 
recombinantes, mediante el método de 
copy choice.

(3) Si se desa obtener una representación 
gráfica global de las chances de 
recombinación, el archivo de salida de 
B12seq se debe procesar con las rutinas 
DIVIDE, ANA1 ó ANA2-1, PROCESA, 
PROCESA1, PROCESA2, JUNTA1, 
JUNTA2, JUNTA y HISTO (Ghiringhelli, 
P.D.; descriptas en el Capítulo 18), para 
generar archivos importables en 
programas de graficación y representarlos 
como gráficos del tipo dop plot o 
histogramas.



Capitulo 16 - Métodos

Determinación de anfipaticidad en estructuras 
secundarias y  perfiles de hidrofobicidad
(1) Como archivo de entrada se utiliza un 

archivo en formato ASCII conteniendo la 
el datos de la estructura secundaría de la 
protefna (nombre, posiciones, etc.) y la 
secuencia aminoacídica de la misma.

(2) Este archivo se procesa con la rutina 
ANFIPATI (Ghiringhclli. P.D.; dcscripta 
en el Capitulo 18) para generar los 
perfiles de amplitudes de Fouricr y los 
datos de indice de anfipaticidad.

(3) Si se desea obtener una información 
resumida, se puede procesar el archivo 
anterior con la rutina EXTRPEEK 
(Ghiringhclli. P.D.: descripta en el 
Capitulo 18).

(4) Por último, si se desea obtener el perfil de 
hidrofobicidad de la proteína completa, se 
puede procesar un archivo ASCII con la 
secuencia aminoacídica total, con la rutina 
HIDROF (Ghiringhelli, P.D.; descripta en 
el Capitulo 18). La misma permite 
generar un archivo ASCII con datos de 
hidrofobicidad por ventanas, que puede 
ser importado con cualquier programa de 
gráficos.

Modelado de estructuras proteicas por 
homología con homólogos remotos

Para esta tarea se utilizó el servidor 
gratuito UCLA-Fisher que realiza el 
reconocimiento de plegamiento entre la 
secuencia proteica enviada y la base de datos de 
estructura PDB (Protein Data Bank).

La secuencia utilizada para el análisis 
corresponde a los residuos 453 a 564 de la 
proteína N de la cepa MC2 del virus Junín y 
comprende la región C- terminal de la misma, 
conteniendo el potencial zinc finger.

Con esta secuencia, el servidor predice 
la estructura secundaría utilizando el PHD y 
realiza una búsqueda en el banco PDB mediante

el programa PSI-BLAST (position speciftc 
iterated-BLAST).

Esta búsqueda la realiza utilizando 
cinco algoritmos diferentes en paralelo (gonp, 
gonpm. scqpprf, scqpmprf y prfscq). Para cada 
uno de ellos calcula el Z-score y arma un 
consenso de todos. Esencial mente, lo que se 
compara en esta etapa del análisis son las 
estructuras secundarias predichas para la 
proteína incógnita y las detectadas en las 
proteínas del PDB. Un Z-score igual o superior 
a 5 se considera significativo estadísticamente.

De esta manera se encontraron dos 
alineamientos significativos: ILLD (L-lactate 
dehydrogenase: Z-score 6,3) y IBJX (human 
protein disuljhle isomera.se; Z-score 5.9).

El esquema final de la posible estructura 
de la región C-terminal de la proteína N de la 
cepa MC2 del virus Junín se construyó 
utilizando las coordenadas de ILLD, 
correspondientes a la región de homología 
estructural, para ubicar los residuos de la 
proteína N de MC2.

El modelo final tiene bastante certeza en 
cuanto a la disposición de los motivos de 
estructura secundaria tipo a-hélice y (3-hoja 
plegada, pero es relativamente incierto en 
cuanto a la disposición de los loops.
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Capítulo 17
Puesta a punto, modificación y diseño de técnicas

SINTESIS ENZIMATICA DE y32P Y a 32P 
NUCLEOSIDOS TRIFOSFATO

Los núcleos idos trifosfato marcados con 
isótopos radioactivos son herramientas 
esenciales para la investigación en bioquímica y 
biología molecular. En particular, los y32P y 
a 32P núcleos idos trifosfato son reactivos casi 
imprescindibles para la mayor parte de los 
esquemas de clonado, secuenciamiento y 
caracterización de nuevos genomas.

Sin embargo, la compra de tales 
productos resulta bastante costosa y, algunas 
veces, el suministro regular de estos insumos, 
con isótopos de vida media muy corta, es 
problemático e ineficiente. Por estas razones, a 
fines de 1984, en el laboratorio de Química 
Biológica II, los Dres. Oscar Grau y Víctor 
Romanowski decidieron poner en marcha la 
síntesis enzimática de y32P y a 32P nucleósidos 
trifosfato, basados en las publicaciones de 
Walseth & Johnson (1979) y Maia et a l (1982).

El proceso de síntesis enzimática se 
realizó siguiendo la ruta bioquímica delineada en 
la Figura 17.1.
Materiales y métodos

Los reactivos generales utilizados (para 
buffers, soluciones salinas, etc.) fueron 
comprados en SIGMA (St. Louis, EE.UU.), 
mientras que los reactivos específicos fueron 
comprados a los proveedores indicados en la 
Tabla 17.a.

Los protocolos de síntesis de y32P ATP y 
distintos a 32P dNTPs (cc32P dATP, ct32P dCTP y 
a 32P dTTP) o ot32P ATP fueron optimizados en 
base a los reactivos disponibles (Figuras 17.2, 
17.3, 17.4 y 17.5).

Es de destacar que para sintetizar a 32P 
CTP, a 32P dCTP y a 32P dTTP se deben utilizar 
los precursores adecuados (3’ CMP, 3’ dCMP o 
3’ dTMP) y, además, adicionar los fosfatos no 
radioactivos P y y, en la última etapa, mediante

las enzimas nucleósido monofosfato quinasa y 
nucleósido difosfato quinasa, en lugar de las 
enzimas mioquinasa y piruvato quinasa.

El rendimiento de cada etapa de la 
síntesis se analizó mediante cromatografía 
ascendente en capa fina, en PEI-celulosa con un 
indicador fluorescente sobre una base de acetato.

Las placas de PEI-celulosa fueron 
precorridas con H20  y secadas con una corriente 
de aire tibio. Se utilizaron volúmenes de muestra 
entre 0,3-0,5 jil. Como fase móvil se utilizó 
buffer KH2P04 en concentraciones variables (entre 
0,33 M y 0,75 M) y pH 3,5. Las posiciones 
relativas de los distintos compuestos 
radioactivos (NTP, NDP, NMP y Pi) varía en 
función de la molaridad del buffer. Para 
verificar la identidad de los distintos compuestos 
radioactivos, se sembraron en forma individual, 
en calles adicionales, muestras control no 
marcadas (1 pl de 10 mM ATP, 1 pl de 10 mM 
ADP y 1 jil de 10 mM AMP). La posición de 
cada compuesto fue visualizada por irradiación 
con luz UV.

Tabla 17.a Reactivos específicos

Reactivo Proveedor
N° de 

catálogo
R ea ctivo s qu ím icos

32Pi carrier free (en tricina) NEN NEX-053
Acido pirúvico (sal sódica). T ipo 11 SIGMA P-2256
L-cisteína (clorhidrato) SIGM A C -7880
2 ’ deoxiadenosina 3 ’monofosfato 
(sal sódica)

SIGM A D-3139

Espermina (tetrahidroclorhidrato) SIGM A S-2876
Fosfoenolpiruvato (sal trisódica) SIGM A P-7002
L-a-gl icerofosfato
(sal de di(ciclohexilamonio))

SIGM A G-7886

p-NAD (forma reducida) (sal sódica) SIGM A N-8129
E nzim as

a-g l icerofosfato dehidrogenasa. 
Tipo 111

SIGM A G -4 3 8 1

3 ’ fosfogliceroqu inasa SIGM A P-7634
Gliceraldehido 3 fosfato dehidrogenasa SIGM A G-0763
L-láctico dehidrogenasa. Tipo 11 SIGM A L-2500
M ioquinasa. Grado 111 SIGM A M-3003
Nucleasa P1 SIGM A N -8630
Nucleósido monofosfato quinasa SIGM A N-4379
Nucleósido 5 ’difoslato quinasa SIGM A N-0379
Piruvato quinasa. T ipo 11 SIGM A P-1506
Polinucleótido quinasa BR1 800455
Triosa fosfato i somera sa. Tipo III S SIGM A T-2391
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Las autorradiografías fueron realizadas
TM

con película X-Omat K de Kodak (Rochester, 
EE.UU.), y reveladas con revelador manual para 
placas radiográficas. La cuantifícación de los 
productos fue realizada por medición con un

contador de centelleo líquido (efecto Cerenkov) 
sobre los trozos de PEI-celulosa con las 
muestras.

Figura 17.1. Ruta bioquímica de la síntesis enzimática de nucleósidos trifosfato marcados con 32P. La
producción de nucleósidos trifosfato puede dividirse en varias etapas: la síntesis de (y32?) ATP (1), mediante 
un conjunto de reacciones típico de la glicólisis; posteriormente, se transfiere este 32P a un precursor de tipo 
3’dNMP o 3’NMP para generar un (5’a  32P) 3’dNDP o (5’a 32P) 3’NDP (2), se elimina el fosfato de 
posición 3’ para generar un (5’a 32P) dNMP o (5’a 32P) NMP (3) y se adicionan fosfatos no marcados en las 
posiciones P y y, para generar un (5’a  32P) dNTP o (5’<x32P) NTP (4). GPDH: glicerofosfato dehidrogenasa. 
TPI. Triosa fosfato isomerasa. GAPDH: gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa. PGK: 3-
fosfogliceroquinasa. PNK: polinucleótido quinasa. NP1: Nucleasa P l. MK: mioquinasa. PK: Piruvato 
quinasa.
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SINTESIS DE (y32P) ATP

Operaciones
1. Concentrar el 32Pi a sequedad en Speed-Vac (o equivalente).
2. Resuspender en agua, a una concentración final de 0,5-1 mCi/pl.
3. Mezclar:

Reactivos I (ver a p a rta d o  I) 285 pl
Piruvato 4 mg/ml (en H20 ) 15 pl
32Pi (50 mCi) (en H20 ) 100 pl
h 2o l lOpl
Tom ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  p l

Mezcla enzimas/cisteína (ver a p a rta d o  2) 90 pl
TOTAL 600 pl

4. Incubar a temperatura ambiente 30 - 60 minutos. T om ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  p l

5. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas, usando KH2P 04 
0,75 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

6. Si la incorporación es mayor del 90% inactivar las enzimas. Colocar 10 min en agua hirviendo.

Apartados
Apartado 1 -  Reactivos I Apartado 2 -  Enzimas/cisteína

(a) Centrifugar 17 pl de la mezcla de enzimas
(ver a p a r ta d o  3 ) , 5 min a 4°C, en microcentrífuga.

(b) Retirar el sobrenadante y resuspender en 
10 pl de Tris HC1 50 mM pH 9,0.

Mezcla de enzimas (en Tris H C l 5 0  m M p H  9,0) 10 pl
h 2o 22 pl
Cisteína-HCl 57 rnM (en Tris b ase  0,1 M) 94 pl
Tris-HCl 500 mM pH 9,0 14 pl
TOTAL 140 pl

Solución stock Volumen 
en la 

mezcla

Concentración 
final en la 
reacción

500 mM Tris HCl pH 9,0 120 pl 50 mM
300 mM Mg Cl2 48 pl 12 mM
20 mM espermina 108 pl 1,8 mM
100 mM dithiothreitol 72 pl 6 mM
2,4 mM L-a-glicerofosfato 60 pl 0,12 mM
1,54 mM ADP 39 pl 0,05 mM
10 mM NAD (o NADH) 60 pl 0,5 mM
H20 63 pl
VOLUMEN TOTAL 570 pl

Apartado 3 -  Mezcla de enzimas

Enzimas Volumen Concentración
final

a  glicerofosfato dehidrogenasa (GPDH) (1,3 mg/ml -  250 U/mg) 70,8 pl 0,23 U/pl
triosa fosfato isomerasa (TPI) (3,7 mg/ml -  5200 U/mg) 1,0 pl 0,19 U/pl
gliceraldehido-3 P-dehidrogenasa (GAPDH) (26mg/ml -  88 U/mg) 13,4 pl 0,31 U/pl
3-fosfogliceroquinasa (PGK) (2,2 mg/ml -  2050 U/mg) 3,8 pl 0,17 U/pl
lactato dehidrogenasa (LDH) (12,3 mg/ml -  780 U/mg) 11,0 pl 1,06 U/pl
TOTAL 100,0 pl

Figura 17.2. Protocolo sintético para la síntesis enzimática de (y32P) ATP. La mezcla de reactivos I del 
Apartado 1 es estable por largo tiempo, conservándola a -80°C, y soporta múltiples ciclos de congelación y 
descongelación. Uno de los stocks se ha usado durante 4 años sin perjuicios en el rendimiento final. Las distintas 
enzimas utilizadas en este protocolo, se comercializan como suspensiones en (N K^SC^, en concentraciones 
específicas y en buffers ad hoc. Sin embargo, la mezcla de enzimas realizada mediante la simple adición de los 
volúmenes indicados en el Apartado 3, es estable por largo tiempo a 4°C. El mismo stock de mezcla se ha utilizado 
durante 2,5 años sin perjuicios en el rendimiento final. Por otra parte, la solución de piruvato, la solución de 
cisteína-HCl y la mezcla indicada en el Apartado 2 deben ser preparadas en el momento de usar.
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SINTESIS DE (a32P) ATP
Operaciones
1. Centrifugar el (y32?) ATP para decantar las enzimas inactivadas. Tom ar una a lícu o ta  de 0 .3 -0 ,5  n ¡

2. Mezclar:
(y32P) ATP (25 mCi) 300.00 pl
3* AMP 18 mM (en HzO) 30.00 pl
Tris-HCI 50 mM pH 9.0 28.50 pl
PNK (10 U/|il) 1,50 pl
TOTAL 360.00 pl

3. Incubar a temperatura ambiente 12-16 horas (ó 4 hs. a 37°C). Tomar una a lícu o ta  d e  o,3 -0 ,5  n i

4. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 1 y 3, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

5. Si la transferencia es mayor del 95% continuar con la etapa siguiente. Tom ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 .5  n i

6. Mezclar:
(5’ a32P) 3’ ADP 360,00 pl
Tris-HCI 50 mM pH 8.0 75,00 pl
NP1 (3,0 U/pl) (en N aA cO  ! 0 m M p H 5 ,0 ) 15,00 pl
TOTAL 450,00 pl

7. Incubar a temperatura ambiente 30 - 45 minutos. Tom ar una alícuota  de o,3-0 ,5  n i

8. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 5 y 7, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

9. Si la hidrólisis es mayor del 95% continuar con la etapa siguiente. Tom ar una a lícu o ta  de o ,3 -0 ,5  n i

10. Mezclar:
Reactivos IV (ver a p a rta d o  1) 360,00 pl
Fosfoenolpiruvato 10 mg/ml (en H20) 45,00 pl
(5’ a 32P) AMP 450,00 pl
Mezcla enzimas (PK+MK) (ver a p a rta d o  2) 45,00 pl
TOTAL 900,00 pl

11. Incubar a temperatura ambiente 30 - 60 minutos. Tom ar una a lícu o ta  de 0 ,3-0 ,5  n i

12. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 9 y 11, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

13. Si la incorporación es mayor del 95% inactivar las enzimas. Colocar 10 min en agua hirviendo.
Apartados
A p a r ta d o  1 -  Reactivos IV

Solución stock Volumen 
en la 

mezcla

Concentración 
final en la 
reacción

1 M Tris HC1 pH 8,0 50 pl 55,6 mM
1 M Mg Cl2 10 pl 11,1 mM

1 M KC1 20  pl 22,2 mM
100 mM dithiothreitol 50 pl 5,6 mM
H2O 770 pl
VOLUMEN TOTAL 900 pl

A p a r ta d o  2  -  Enzimas (PK + MK)

(a) Centrifugar 6,5 pl de PK y 7,0 pl de MK, 5 min. a 
4°C, en microcentrífuga.

(b) Retirar el sobrenadante y resuspender en 45 pl de 
Reactivos IV.

MK (mioquinasa): 2,7 mg/ml -  1900 IJ/mg 
PK (piruvato quinasa): 18,3 mg/ml -  515 U/mg

Figura 17.3. Protocolo sintético para la síntesis enzimática de (a32P) ATP. La mezcla de reactivos IV del Apartado I es 
estable por largo tiempo, conservándola a -80°C, y soporta múltiples ciclos de congelación y descongelación. Uno de los stocks 
se ha usado durante 4 años sin perjuicios en el rendimiento linal. La enzima PNK (polinpcleótido quinasa), comercializada en 
solución con 50% glicerol, se almacena a-20°C. La enzima NP1 (nucleasa Pl) se comercializa liofilizada y debe solubilizarsc en 
un buffer específico (NaAcO 10 mM pH 5,0, 50% glicerol) a una concentración linal de 3,0 IJ/pl (actividad sobre 3’ AMP); 
almacenada a -20 C es estable durante largo tiempo (más de 4 años sin pérdidas apreciables de actividad). La NP1 tiene un pll 
óptimo para RNA y ribonucleótidos entre 7 y 9. Las enzimas MK y PK, se comercializan como suspensiones en (NH4)2S0 4 , en 
buñers ad hoc, y son estables por largo tiempo a 4°C. Los mismos stocks se han utilizado durante 2,5 años sin perjuicios en el 
rendimiento final. Por otra parte, la solución de fosfoenolpiruvato y la mezcla indicada en el Apartado 2 deben ser preparadas en 
el momento de usar.
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SINTESIS DE (a32P) dATP
Operaciones
1. Centrifugar el (y32?) ATP para decantar las enzimas inactivadas. T om ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 .5  n¡

2. Mezclar:
(y32P) ATP (25 mCi) 300,00 ul
3’ dAMP 18 mM (en H2O) 30,00 ul
Tris-HCI 50 mM pH 9,0 28,50 ul
PNK (10 U/jil) 1,50 ul
TOTAL 360,00 ul

3. Incubar a temperatura ambiente 12-16  horas (ó 4 hs. a 37°C). T om ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  n i

4. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 1 y 3, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

5. Si la transferencia es mayor del 95% continuar con la etapa siguiente. Tom ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  n i

6. Mezclar:
(5’ a32P) 3’ dADP 360,00 ul
AcOH 1M 30,00 ul
NaAcO 20 mM pH 5,0 50,00 ul
NP1 (3,0 U/ul) (en N aA cO  ¡ 0 m M p H 5 ,0 ) 10,00 ul
TOTAL 450,00 ul

7. Incubar a temperatura ambiente 30 - 45 minutos. T om ar una a lícu o ta  d e  o ,3 -0 ,5  n i

8. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 5 y 7, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

9. Si la hidrólisis es mayor del 95%, agregar 8 pl de NaOH 1M (el pH debe ser ~8,0). T om ar una a lícu o ta  de 0 ,3 -0 ,5  n i

10. Mezclar:
Reactivos IV (ver a p a rta d o  I) 368,00 ul
Fosfoenolpiruvato 10 mg/ml (en H20) 45,00 ul
(5’ a32P) dAMP 458,00 ul
Mezcla enzimas (PK+MK) (ver a p a r ta d o  2) 45,00 ul
TOTAL 916,00 ul

11. Incubar a temperatura ambiente 30 - 60 minutos. T om ar una a lícu o ta  d e  0 .3 -0 .5  n i

12. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 9 y 11, usando 
KH2P 04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

13. Si la incorporación es mayor del 95% inactivar las enzimas. Colocar 10 min en agua hirviendo.
Apartados
A p a r ta d o  1 -  Reactivos IV

Solución stock Volumen 
en la 

mezcla

Concentración 
final en la 
reacción

1 M Tris HC1 pH 8,0 50 ul 55,6 mM
1 M Mg Cl2 10 ul 11,1 mM
1 M KCI 20  ul 22,2 mM
100 mM dithiothreitol 50 ul 5,6 mM
h2o 770 ul
VOLUMEN TOTAL 900 ul

A p a r ta d o  2  -  Enzimas (PK + MK)

(a) Centrifugar 6,5 fil de PK y 7,0 |il de MK, 5 min. a 
4°C, en microcentrífuga.

(b) Retirar el sobrenadante y resuspender en 45 pl de 
Reactivos IV.

MK (mioquinasa): 2,7 mg/ml -  1900 U/mg 
PK (piruvato quinasa): 18,3 mg/ml -  515 U/mg

Figura 17.4. Protocolo sintético para la síntesis enzimática de (a32P) dATP. La mezcla de reactivos IV del Apartado I es 
estable por largo tiempo, conservándola a -80°C, y soporta múltiples ciclos de congelación y descongelación. Uno de los stocks 
se ha usado durante 4 años sin perjuicios en el rendimiento final. La enzima PNK (polinucleótido quinasa), comercializada en 
solución con 50% glicerol, se almacena a -20°C. La enzima NP1 (nucleasa Pl) se comercializa liotilizada y debe solubilizarse en 
un buffer específico (NaAcO 10 mM pH 5,0, 50% glicerol) a una concentración final de 3,0 U/pl (actividad sobre 3’ AMP); 
almacenada a -20°C es estable durante largo tiempo (más de 4 años sin pérdidas apreciables de actividad). La NP1 tiene un pH 
óptimo para DNA y deoxirribonucleótidos entre 4,5 y 6,0. Las enzimas MK y PK, se comercializan como suspensiones en 
(NH4)2S04, en bufí'ers ad hoc, y son estables por largo tiempo a 4°C. Los mismos stocks se han utilizado durante 2,5 años sin 
perjuicios en el rendimiento final. Por otra parte, la solución de fosfoenolpiruvato y la mezcla indicada en el Apartado 2 deben 
ser preparadas en el momento.
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SINTESIS DE (aJ2P) dCTP
Operaciones
14. Centrifugar el (y32?) ATP para decantar las enzimas inactivadas. Tom ar una a lícu o ta  de 0 ,3 -0 .5  pl.

15. Mezclar:
(y32P) ATP (25 mCi) 300,00 pl
3’ dCMP 18 mM (en H20) 30,00 pl
Tris-HCl 50 mM pH 9,0 28,50 pl
PNK (10 U/pl) 1,50 pl
TOTAL 360,00 pl

16. Incubar a temperatura ambiente 12-16 horas (ó 4 hs. a 37°C). Tom ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  n¡

17. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 1 y 3, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

18. Si la transferencia es mayor del 95% continuar con la etapa siguiente. Tom ar una a lícu o ta  de 0 ,3 -0 ,5  n i

19. Mezclar:
(5* a32P) 3’ dCDP 360,00 pl
AcOH 1M 30,00 pl
NaAcO 20 mM pH 5,0 50,00 pl
NP1 (3,0 U/pl) (en N aA cO  10 m M  p H  5,0) 10,00 pl
TOTAL 450,00 pl

20. Incubar a temperatura ambiente 30 - 45 minutos. Tom ar una a lícu o ta  de o ,3 -0 ,5  p l

21. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 5 y 7, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

22. Si la hidrólisis es mayor del 95%, agregar 8 pl de NaOH 1M (el pH debe ser ~8,0). Tom ar una a lícu o ta  d e  0 ,3 -0 ,5  p l

23. Mezclar:
Reactivos IV (ver a p artado  l) 368,00 pl
Fosfoenolpiruvato 10 mg/ml (en H20) 45,00 pl
(5’ ot32P) dCMP 458,00 pl
Mezcla enzimas (PK+NMK+NDK) (A partado 2) 45,00 pl
TOTAL 916,00 pl

24. Incubar a temperatura ambiente 30 - 60 minutos. Tom ar una a lícu o ta  de o ,3 -0 ,5  p l

25. Analizar los productos mediante cromatografía ascendente en PEI-celulosa de las alícuotas de 9 y 11, usando 
KH2P04 0,33 M pH 3,5. Secar la placa y visualizar por autorradiografía.

26. Si la incorporación es mayor del 95% inactivar las enzimas. Colocar 10 min en agua hirviendo.
Apartados
Apartado 1 -  Reactivos IV Apartado 2 -  Enzimas (PK + NMK + NDK)

Solución stock Volumen 
en la 

mezcla

Concentración 
final en la 
reacción

1 M Tris HCI pH 8,0 50 pl 55,6 mM

1 M Mg Cl2 10 pl 11,1 mM
1 M KC1 20  pl 22,2 mM
100 mM dithiothreitol 50 pl 5,6 mM
H # 770 pl
VOLUMEN TOTAL 900 pl

(a) Centrifugar 6,5 pl de PK, 5 min. a 4°C, en 
mierocentrífuga.

(b) Retirar el sobrenadante, resuspender en 45 pl de 
Reactivos IV y agregar 0,3 pl de NMK y 0,1 pl de 
NDK.

PK (piruvato quinasa): 18,3 mg/ml -  515 U/mg 
NMK (nucleósido monolbsfato quinasa): 0,6 U/mg 
NDK (nucleósido dinofosfato quinasa): 1660 U/mg

Figura 17.5. Protocolo sintético para la síntesis enzimática de (a32P) dCTP. Las consideraciones acerca de la estabilidad de 
los reactivos o mezclas y las enzimas PNK, NP1 y PK son idénticas a las indicadas en la Figura 17.4. Por otra parte, la última 
etapa de esta síntesis requiere algunas consideraciones particulares. La adición de fosfatos no radioactivos en las posiciones P y y 
es realizada con las enzimas NMK (nucleósido monofosfato quinasa) y NDK (nucleósido difosfato quinasa), ambas enzimas se 
comercializan liofilizadas y deben ser reconstituidas en un bufí'er con 50% glicerol para poder almacenarlas a 20°C. Las 
concentraciones finales en el bufí'er de reconstitución (50 mM I ris HCI pil 8,0; 20 mM KC1; 5 mM DI I ; 50% glicerol), deben 
ser. NMK: 0,05 U/pl y NDK: 0,25 U/pl. El AfP necesario para la catálisis de estas enzimas deriva del ADP residual de la 
síntesis del (y P) ATP, el fosfoenolpiruvato y la PK (piruvato quinasa) presente en esta etapa. 1.a solución de fosfoenolpiruvato y 
la mezcla de enzimas PK+NMK+NDK deben ser preparadas en el momento.

310



Capítulo 17 -  Puesta a punto, modificación y  diseño de técnicas

Resultados
Usualmente, se realizó la síntesis de 

(y32P) ATP a partir de 25 o 50 mCi de (32P) 
ortofosfato. A continuación, se sintetizaron los 
(a32P) dNTPs y/o (a32P) rNTPs, de acuerdo a 
las necesidades.

Los rendimientos típicos de cada etapa 
de síntesis fueron: 90-96% para la síntesis de 
(y32?) ATP, 100% para la síntesis de (5’ a 32P) 
3’ dADP o (5’ a 32P) 3’ rADP, 100% para la 
síntesis de (5’ a 32P) dAMP o (5’ a 32P) rAMP y 
>95% para la síntesis de (5’ a 32P) dATP o (5’ 
oc32P) rATP (Figura 17.6). Por otra parte, las 
actividades específicas obtenidas fueron del 
orden de 8000-9000 Ci/mmol para el (y32P) ATP 
y el (5’ a 32P) dATP, del orden de 900-1200 
Ci/mmol para el (5’ a 32P) rATP.

F ig u ra  17.6. A u to rra d io g ra f ía  an a lítica  de las e tap as 
de sín tesis enzim ática de ( a 32P) rA T P . Sobre una placa 
de PEI-celulosa en capa fina se sembraron alícuotas de 0,3- 
0,5 |il correspondientes a cada una de las etapas de la 
síntesis. Los productos se resolvieron mediante 
cromatografía ascendente utilizando buffer KH2P 0 4 0,66 
M pH 3,5. 1. Síntesis de (y32P) ATP. 2. Síntesis de (5 ’ 
a 32P) 3 ’ rADP. 3. Síntesis de (5 ’ a 32P) rAMP. 4. Síntesis 
de (5 ’ a 32P) rATP. Con óvalos negros se indican las 
posiciones relativas correspondientes a ATP, ADP y AM P 
no radioactivos (visualizados por absorción de luz UV), y 
la correspondiente al ortofosíato (Pi) no incorporado.

Utilizando el (5’ a 32P) dATP sintetizado 
en nuestro laboratorio y el (5’ a 32P) dATP 
comprado en New England Nuclear (USA) 
(Figura 17.7), se realizaron ensayos 
comparativos de síntesis de cDNA (datos no 
mostrados) y marcación de DNA por nick 
translation (Figura 17.8).

F ig u ra  17.7. A u to rra d io g ra f ía  ana lítica  de d ife ren tes  
sín tesis de ( a 32P) dA T P . Sobre una placa de PEI-celulosa 
en capa fina se sembraron alícuotas equivalentes (0,3-0,5 
(il) de dos ( a 32P) dA TPs de distinto origen. Los productos 
se resolvieron mediante crom atografía ascendente 
utilizando buffer K H 2P 0 4 0,75 M pH 3,5.
1. ( a 32P) dA TP comprado en New England Nuclear.
2. ( a 32P) dA TP sintetizado en nuestro laboratorio. 
Con óvalos negros se indican las posiciones relativas 
correspondientes a ATP, ADP y AM P no radioactivos 
(visualizados por absorción de luz UV), y la 
correspondiente al ortofosíato (Pi) no incorporado.

En base a los resultados obtenidos, se 
decidió obviar la etapa de purificación final por 
columna (DEAE-Sephadex A-25, Pharmacia, 
Suecia).

Hasta el presente, se continúan 
utilizando en nuestro laboratorio nucleósidos 
trifosfato marcados con 32P sintetizados de la 
manera descripta.

Nota: Este trabajo fue presentado en la 
SAIB

Para evaluar la posible interferencia de 
los restos de reactivos, derivados de la síntesis, 
en la incorporación en moléculas de DNA y 
RNA, se realizaron distintos ensayos de 
utilización en técnicas comunes de biología 
molecular.

Síntesis enzimática de y32P y a 32P nucleósidos 
trifosfato
V. Romanowski, P.D. Ghiringhelli y O. Grau 
XXI Reunión Anual de la Sociedad Argentina de 
Investigación Bioquímica (SAIB).
Huerta Grande, Córdoba, 28-30 de octubre de 
1985.
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Figura 17.8. Análisis com parativo  de la eficiencia de in co rporac ión  de dos ( a 3ZP) dA TP de d is tin to  origen. Sobre alícuotas 
equivalentes de un mismo molde de DNA se realizó una síntesis de sondas radioactivas mediante nick íransla tion , utilizando 9,5 pCi 
totales de ( a ,2P) dATP de New England Nuclear (NEN) y 34,8 pC i totales de ( a 12P) dATP sintetizado en nuestro laboratorio (LP), las 
concentraciones finales de los demás reactivos y las condiciones de reacción fueron iguales. Luego de la incubación, las sondas fueron 
purificadas utilizando una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia). Se recolectaron 25 alícuotas de volumen equivalente, cuya 
radioactividad fue medida en un contador de centelleo líquido (Rackbeta, Pharmacia, Suecia). Como se puede observar en el gráfico, el 
( a 32P) dATP sintetizado en nuestro laboratorio fue incorporado más eficientemente que el ( a 32P) dATP comercial (los valores indican el 
porcentaje del área total representado por el pico correspondiente al DNA radioactivo sintetizado).
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UN PROTOCOLO RAPIDO PARA 
VISUALIZAR PLACAS VIRALES EN 
EXPERIMENTOS DE TITULACION

Muchas situaciones experimentales 
requieren de una cuantifícación precisa y 
confiable de los stocks de virus realizando 
titulaciones por plaqueo (por ej.: stocks de 
vacunas, estabilidad de preparaciones virales, 
inóculos virales para una variedad de propósitos 
incluyendo vectores de expresión recombinantes, 
etc.)- Sin embargo, muchos virus eucariotas 
producen placas que no son detectables sin 
algún tipo de tinción, y algunos son de difícil 
visualización aún después de teñir las 
monocapas de células infectadas con rojo neutro 
o azul tripan, debido al bajo contraste obtenido 
con estos colorantes vitales. En cualquiera de 
estos casos, el conteo de placas se transforma en 
una tarea muy laboriosa y los datos obtenidos 
son poco confiables.

Para evitar estos problemas, hemos 
desarrollado un procedimiento alternativo 
utilizando azul de metileno, un colorante que es 
ampliamente utilizado en protocolos de tinción 
histoquímica y citoquímica tanto para sistemas 
procariotas (Gerhardt et al., 1981) como para 
eucariotas (Martoja & Martoja, 1970). El azul 
de metileno es utilizado también para detectar 
específicamente ácidos nucleicos in vivo e in 
vitro (Clark, 1980; Jeppesen, 1974; Martoja & 
Martoja, 1970).

En esta publicación describimos un 
protocolo general que permite diferenciar 
claramente las células en una monocapa de las 
placas formadas por virus animales o de 
insectos. Como ejemplos de ambos tipos de 
sistemas hemos utilizado células Vero 76 
infectadas con arenavirus y células S f  21 
(Spodoptera frugiperda) infectadas con /IcNPV 
(Autographa californica nuclear polyhedrosis 
virus) tipo salvaje y recombinantes expresando 
diferentes genes foráneos.

En ambos plaqueos, las células fueron 
sembradas a una densidad de aproximadamente
1,5 x 106 células por placa de 35 mm. Una vez 
formada la monocapa subconfluente de células, 
y después de infectar con una dilución apropiada 
de virus, realizada en medio de cultivo, se retiró 
cuidadosamente el inoculo y las células fueron 
cubiertas con medio semisólido, de acuerdo a los 
protocolos disponibles (Dulbecco, R., 1952; 
Piwnica-Worms, H., 1990; Summers and Smith, 
1987).

Las placas fueron incubadas el período 
de tiempo establecido (en nuestro caso 4-5 días) 
y teñidas de acuerdo al siguiente procedimiento:

=> Agregar 2 mi de 4% formaldehido en 
1 X PBS (si se trabaja con células S f  21 en 
medio TC100 es necesario eliminar la capa 
de medio líquido) e incubar 30 min. A 
temperatura ambiente.

=> Después de la fijación, descartar la solución 
de formaldehido y eliminar la capa de 
agarosa utilizando una espátula.

=> Agregar 0,5 mi de solución stock de azul 
de metileno por placa, incubar 15 seg. La 
solución stock contiene 0,8% de colorante, 
48% etanol, 0,005% KOH en agua, y es 
estable a temperatura ambiente en 
condiciones estándar.

=> Enjuagar 4 veces con agua destilada y dejar 
secar las placas invertidas sobre toallas de 
papel.

==> Las placas pueden ser contadas 
inmediatamente.

Cuando la titulación se realiza con un 
sistema en el cual el virus produce lisis celular, 
tal como un arenavirus plaqueado en células 
Vero 76, las placas aparecen como áreas 
completamente transparentes sobre un fondo 
azul oscuro. En sistemas no Uticos, tal como 
baculovirus-células S f  21, las placas son áreas 
con una densidad celular muy inferior a las 
regiones de la monocapa con células no 
infectadas, y pueden ser fácilmente visualizadas 
como manchas translúcidas azul claro sobre un 
fondo azul oscuro (Figura 17.9)
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Figura 17.9. Titulación de virus eucarióticos utilizando el protocolo de tinción con azul de metileno.
A: Alícuotas de 0,1 mi de diluciones seriadas de un recombinante del virus de la poliedrosis nuclear de 
Autographa californica (yfcNPV) fueron adsorbidas a monocapas de células de Spodoptera frugiperda 
(Sf 21), una vez retirados los inóculos las monocapas fueron recubiertas con 2 mi de 1,5% de agarosa 
Seaplaque™ conteniendo 0,5X de medio TC100. Una vez gelificada, la agarosa semisólida fue cubierta con 
1 mi de IX TC100 (conteniendo 10% de suero fetal bovino). Las placas fueron incubadas durante 4 días a 
28°C y teñidas.
B: Alícuotas de 0,1 mi de diluciones seriadas del arenavirus Junín fueron adsorbidas a monocapas de 
células Vero 76, una vez retirados los inóculos las monocapas fueron recubiertas con 2 mi de 1,0% de 
agarosa Seaplaque™ conteniendo IX de medio MEM y 2% de suero fetal bovino. Las placas fueron 
incubadas durante 5 días a 37°C y teñidas.

El procedimiento aquí descripto es 
simple y rápido (40 min.), y las placas pueden 
ser visualizadas inmediatamente, a diferencia de 
muchos protocolos de tinción previamente 
descriptos (Tabla 17.b).

Este protocolo no puede ser utilizado 
cuando se necesita recuperar virus a partir de las 
placas, debido a la inclusión del paso de fijación 
con formaldehido. Sin embargo, esta aparente 
desventaja puede ser una ventaja en algunos 
casos , por ej.: los plaqueos pueden ser contados

virus son inactivados durante la fijación con 
formaldehido. Además, las monocapas de 
células fijadas no “desaparecen” después de la 
tinción (utilizando procedimientos de tinción con 
colorantes vitales, algunas células mueren y se 
despegan, produciendo un borroneo de las 
placas luego de unas pocas horas).

Nota: Este trabajo fue publicado 
A quick protocol for visualizing virus plaques 
in titration experiments
P. D. Ghiringhelli and V. Romanowski

en un laboratorio común ya que los Biotechniques 17,464-465 (1994) 

Tabla 17.b. Comparación de tres protocolos de tinción
MTT

(Shafanet, A.B., 1991)
Rojo neutro 

(Dulbecco, R., 1952; 
Summers & Smith, 1987)

Azul de 
metileno

Fijación NN NN 30 min.
Tiempo de tinción 2  horas 2-4 horas 15 seg.
Recuperación de virus

Sí Sía partir de la placa No
Detección de las placas 2  horas 2 -1 2  horas

(depende de las células)
inmediatamente

NN: no necesario
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LIGACION DE OLIGONUCLEOTIDOS A 
HIBRIDOS cDNA/RNA, CATALIZADA 
POR LA DNA LIGASA DEL FAGO T4 Y 
AMPLIFICACION POR PCR: BASES
PARA UN METODO RAPIDO DE 
CLONADO DE EXTREMOS 5’ DE mRNAs 
Y RNAs VIRALES.

Introducción

La combinación de la transcripción 
reversa de RNAs con la PCR (RT-PCR, 
Doherty et al., 1989) ha aumentado 
sensiblemente la capacidad de síntesis de 
cantidades clonables de cDNA a partir de un 
número muy escaso de células o de especies de 
mRNAs o RNAs varios que se encuentran en 
muy bajas proporciones.

Dependiendo del tipo de RNA buscado 
(mRNA o RNA no poliadenilado, celular o 
viral) y del grado de conocimiento previo de las 
secuencias buscadas o de otras homologas, el 
diseño de un primer adecuado para iniciar la 
síntesis del cDNA no presenta grandes 
problemas. Este primer puede se utilizado, 
también, como uno de los miembros del par a 
utilizar en la PCR. El primer que suele presentar 
mayor complejidad para el diseño es el otro 
miembro del par de la PCR. En particular, 
cuando se desean determinar con precisión los 
primeros nucleótidos del extremo 5’ de cualquier 
molécula de RNA se enfrenta una situación de 
compromiso en la cual, en la mayor parte de las 
técnicas ya descriptas, el grado de certeza acerca 
de la secuencia obtenida aumenta en la medida 
en que se repita iterativamente el procedimiento 
sobre el mismo molde.

Los métodos basados en el uso de 
transferasa terminal (TdT, terminal 
deoxyribonucleotide transferasé) ya descriptos, 
como: anchor-PCR (Delort et al., 1989; Loh et 
a l, 1989; Belyavsky et a l, 1989), 5’ RACE 
(rapid amplification o f cDNA ends; Frohman 
et a l, 1988), one-sided polymerase chain 
reaction (Ohara et a l, 1989), y las distintas 
variantes de los mismos, tienen importantes 
limitaciones. Primero, la reacción de TdT es 
difícil de controlar y de baja eficiencia. Segundo,

el primer para PCR correspondiente a la zona de 
extensión con TdT tiene una cola 
homopolimérica, lo cual trae aparejado una seria 
disminución en la eficiencia y especificidad de la 
amplificación. Tercero, esta reacción se realiza 
utilizando como sustrato el cDNA de simple 
cadena, por lo tanto, para evitar la adición de 
deoxirribonucleótidos a productos parciales de 
extensión de primer, se debe purificar el/los 
productos de extensión de primer de mayor 
longitud, para lo cual es necesario disponer de 
mayores masas de material de partida. 
Cuarto, la adición de un deoxirribonucleótido 
determinado al extremo 3’ del cDNA puede 
derivar en la pérdida de información acerca de 
uno o más nucleótidos idénticos al agregado, 
pero que sean parte de la secuencia del RNA; 
para solucionar esto, se debería repetir el mismo 
procedimiento con la adición de, al menos, tres 
nucleótidos distintos.

Por otra parte, la diversidad de métodos 
que tienen en común el uso de RNA ligasa del 
fago T4, aún cuando tienen mayor sensibilidad 
que los anteriores (se puede partir de masas de 
RNA inferiores) y dan resultados más claros, 
también presentan algunos inconvenientes. La 
RNA ligasa del fago T4 se caracteriza por tener 
mayor actividad sobre sustratos de simple 
cadena que sobre sustratos de doble cadena, 
acepta como moléculas donantes de 5’-P tanto 
RNA como DNA, mientras que tiene mayor 
preferencia por moléculas 3’-OH aceptoras de 
RNA (Komberg and Baker, 1992).

En la mayor parte de los métodos 
basados en el uso de RNA ligasa del fago T4, si 
se quiere disminuir la intensidad de trabajo 
posterior de selección de clones, es aconsejable 
partir de RNAs altamente purificados. En el 
método de Dumas et al (1991), ligación entre 
un oligodeoxirribonucleótido de secuencia 
definida y el extremo 3’-OH del cDNA, para 
aumentar la eficiencia de esta reacción se debe 
eliminar el RNA molde, con lo cual se incorpora 
la posibilidad de ligaciones a productos 
parciales de extensión de primer. Una hidrólisis
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alcalina extensiva es necesaria para minimizar la 
inserción de pequeños oligorribonucleótidos 
derivados del RNA molde inicial entre el primer 
a ligar y el extremo 3’ del cDNA. Además, 
también se debe eliminar el primer utilizado en 
la síntesis del cDNA. La realización poco 
eficiente de cualquiera de estas etapas se traduce 
en una disminución en la cantidad de moldes 
efectivos para la PCR y, por tanto, en una 
pérdida de sensibilidad.

El método descripto por Meyer & 
Southern (1993) está limitado a RNAs carentes 
de modificaciones en los extremos y, además, no 
está exento de la posible inserción de pequeños 
oligorribonucleótidos entre ambos extremos.

Mientras que en el método de Lambden 
et al. (1992), se realiza la ligación de un único 
primer a ambos extremos 3’ de las hebras de 
una molécula de RNA de doble cadena y la 
amplificación mediante RT-PCR con un 
oligonucleótido complementario al ligado. Las 
limitaciones de este método son obvias: en 
primera instancia, está restringido a un sustrato 
inicial de doble cadena y, en segunda instancia, 
la posibilidad de obtener el producto final 
depende de la longitud de la molécula sustrato y 
de la eficiencia de la reacción de PCR.

En 1993, Bertling et al. publicaron un 
método basado en el uso de la DNA ligasa del 
fago T4. Esta enzima, típicamente une dos 
moléculas de DNA de doble cadena, con 
extremos cohesivos o romos. Además, puede 
catalizar la ligación de homopolímeros de RNA 
alineados sobre un DNA complementario, la 
ligación de cadenas de DNA alineadas sobre un 
RNA complementario, la ligación del extremo 3’ 
de una molécula de RNA (que forma parte del 
dúplex híbrido RNA/DNA) a DNA y es muy 
sensible a desapareamientos en la zona de unión 
o en sus cercanías (Kornberg and Baker, 1992). 
Sin embargo, Harada & Orgel (1993) han 
reportado que oligonucleótidos con 
desapareamientos en la zona de unión o en las 
cercanías son ligados con la pérdida de apenas el 
50% de la eficiencia.

En el método de Bertling se utiliza un 
dúplex de oligodeoxirribonucleótidos, uno de los 
cuales tiene un extremo 3’ extendido de 4 
nucleótidos de longitud y secuencia aleatoria. 
Este dúplex es ligado al extremo 3’ del cDNA de 
simple cadena (previa hidrólisis del RNA 
molde). En esta técnica es recomendable 
purificar los productos de longitud máxima de la 
extensión de primer, ya que, dada la naturaleza 
aleatoria del extremo extendido, que híbrida con 
los últimos nucleótidos del cDNA, una vez 
hidrolizado el RNA molde, el dúplex puede ser 
ligado a cualquier molécula de cDNA, 
independientemente de su longitud.

Para evitar estos inconvenientes, se 
desarrolló un método que se basa en la unión de 
oligodeoxirribonucleótidos sintéticos a los 
híbridos cDNA/RNA derivados de la extensión 
de primer y la posterior amplificación por PCR 
sin etapas de purificación intermedias.

Materiales y métodos 
Virus y  líneas celulares

La cepa MC2 del virus Junín fue crecida 
en células BHK-21 (ATTC). Las monocapas 
con un 50% de confluencia fueron infectadas 
con 0,1 pfu/cél. e incubadas a 37°C en medio 
Eagle’s MEM conteniendo aminoácidos no 
esenciales y 10% de suero fetal bovino. El 
porcentaje de suero fue reducido a 2% un día 
después de la infección. Los virus fueron 
recuperados y purificados a partir del medio 
sobrenadante, recolectado cada 8 hs., a 3, 4 y 5 
días post-infección (p.i.) (Grau et al., 1981; 
Rosas et a i, 1988).

La cepa Candid #1 del virus Junín fue 
crecida en células diploides FRhL-2 {fetal 
rhesus lung dipoid). Las monocapas con un 
50% de confluencia fueron infectadas con 
0,1 pfu/cél. e incubadas a 37ÜC en medio 
Eagle’s MEM conteniendo aminoácidos no 
esenciales y 10% de suero fetal bovino. Los 
virus fueron recuperados y purificados, de la 
manera ya citada, a partir del medio 
sobrenadante al 4 día p.i..
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Preparación de RNAs virales
Los viriones sedimentados por 

ultracentrifugación a partir del medio 
sobrenadante (rotor 70 Ti, 90 min., 54.000 rpm) 
fueron desarmados con isotiocianato de 
guanidinio y el RNA fue purificado de acuerdo 
al método de Chomczynski & Sacchi (1987). El 
precipitado de RNA fue resuspendido en 
sarkosyl 0,5%, extraído con fenol ácido y 
reprecipitado con 0,3 M de acetato de sodio y
2,5 vol. de etanol. El precipitado final fue 
resuspendido en agua y almacenado en alícuotas 
a -70°C. El RNA fue analizado por 
electroforesis en agarosa en la presencia de 
hidróxido de metilmercurio (II) como 
desnaturalizante (Bayley & Davidson, 1976).

Extensión de primer, adición de nucleótidos 
con TdTyPCR  (Figura 17.10)

Para iniciar la síntesis de cDNA se 
utilizaron, alternativamente, dos primers, que 
permiten determinar los extremos 5’ de los dos 
mRNAs derivados del RNA S y/o ambos 
extremos del RNA viral. Para extender el 
extremo 5’ del RNA viral complementario (VC) 
y el extremo 5’ del mRNA, codificante para la 
proteína de la nucleocápside (N), se utilizó un 
oligonucleótido sintético de polaridad viral (V), 
correspondiente a las posiciones 3215-3231 (N 
5’-GGCATCCTTCAGAACAT-3’). Por otra 
parte, para extender el extremo 5’ del RNA viral 
(V) y el extremo 5’ del mRNA, codificante para 
el precursor de las glicoproteínas (GPC), se 
utilizó un oligonucleótido sintético de polaridad 
VC, correspondiente a las posiciones 242-196 
V (correspondiente a 3157-3204 VC; Gf 5’- 
G ATCTTCCTGCT AG ATCAAG AATTG AAC 
AACCACTTTTGTACAGGTT-3’).

En ambos casos, el RNA viral fue 
mezclado con el primer correspondiente y 
desnaturalizado con hidróxido de metilmercurio
(II) (10 mM) durante 5 min. Después de la 
inactivación del desnaturalizante con 140 mM 
2-mercaptoetanol, la síntesis de la primer cadena 
del cDNA fue catalizada por la transcriptasa 
reversa de AMV (avian myeloblastosis virus,

Promega, Madison, WI). A continuación, se 
degradó el RNA con 50 mM NaOH y se purificó 
el cDNA de simple cadena mediante 
precipitación con 2,5 vol. de etanol y en 
presencia de 0,3 M de acetato de sodio. El 
precipitado final fue resuspendido en agua. 
Alternativamente, los productos de extensión 
completa o mayores (de acuerdo a la secuencia 
descripta, Ghiringhelli et al., 1991) fueron 
purificados mediante electroforesis en geles 
de 6% acr¡lamida-N,N’ bisacrilamida (38:2), 
utilizando 8 M urea como desnaturalizante. Los 
fragmentos fueron recuperados mediante elución 
en agua (toda la noche a 60°C) y posterior 
concentración mediante precipitación con etanol 
y acetato de sodio.

Utilizando dCTP como precursor y TdT 
(Promega, Madison, WI), se agregó una 
sucesión de Cs (8 a 12 nt. en promedio) al 
extremo 3’ del cDNA, en las condiciones 
descriptas por el proveedor.

El cDNA con la cola de Cs fue utilizado 
como molde para amplificación mediante PCR 
en una reacción de 35 ciclos, en las condiciones 
estándar, utilizando Taq DNA polimerasa 
(Promega, Madison, WI) y 1 pM final de los 
primers N y 5’EX (5’-GATCGATGAA- 
TTCGGGGGGGG-3’). Los productos de 
amplificación fueron resueltos en geles de 
agarosa 1,5% y recuperados utilizando Nal y 
adsorción a matriz de silica (Gene Clean™, Bio 
101, La Jolla, CA). Estos productos fueron 
ligados al plásmido pUC9 (New England 
Biolabs, Beverly, MA) digerido con Sma I. 
Utilizando una sonda nucleotídica homologa, 
marcada radioactivamente, se identificaron 
clones recombinantes mediante hibridación de 
colonias (Grunstein & Hogness, 1975).

Preparación de oligonucleótidos sintéticos 
para la adición

Para la adición se utilizaron 
alternativamente un solo oligonucleótido, el 
primer NA (5’-GGATCCATGGCACACTCC- 
AAAGAGGTTCCA-3’), o un dúplex de 
oligonucleótidos, formado por el primer NA y el
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primer NB (5*-AGCTTGGAACCTCTTTGGA- 
GTGTGCCATG-3’). El primer NA fue 
fosforilado con trazas de (y^PJATP y ATP no 
radioactivo. El primer NB, por otra parte, no 
fue fosforilado. Las formas máximas respectivas 
de cada primer (NA 30 nt. y NB 29 nt.) fueron 
purificadas mediante electroforesis en geles de 
20% acrilamida-N,N’ bisacrilamida (38:2) y 
8 M urea. Los primers fueron recuperados 
mediante elución en agua (8 hs. a 50°C) y 
concentrados posteriormente por evaporación. 
Para evitar la concatemerización, el extremo 3’ 
del primer NA fue bloqueado mediante el 
agregado de un dideoxinucleótido, utilizando la 
deoxinucleotidil transferasa y ddCTP como 
precursor. El primer bloqueado fue purificado 
con MermAid™ (Bio 101, La Jolla, CA).

El dúplex fue formado mezclando 
cantidades equimolares de los primers NA y

5' GATCGATGAATTCGGGGGGGG 3' 5’EX primer

NB, en presencia de buffer de hibridación 1 X 
(10 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM EDTA 
pH 8,0, 50 mM NaCl). La mezcla fue calentada 
durante 3 min. a 100°C y luego se permitió un 
descenso lento de la temperatura hasta 37°C.
Extensión de primer; adición de oligonu- 
cleótidos sintéticos y  PCR (Figura 17.11)

Para iniciar la síntesis de cDNA se 
utilizó un oligonucleótido de polaridad VC, 
complementario a las posiciones 215-196 V 
(correspondiente a 3185-3204 VC; G 5’-CAAC 
CACTTTTGTACAGGTT-3 ’). La síntesis de 
cDNA se realizó de la manera descripta 
anteriormente.

Las reacciones de ligación se realizaron 
utilizando, alternativamente, el primer NA como 
simple cadena o el dúplex de oligonucleótidos 
NA/NB. A su vez, también se ensayaron, en 
forma independiente, diferentes ligasas (DNA

Extensión de primer, adición de nucleótidos con TdT y PCR. La reacción de extensión de primer se 
reaJizó utilizando un oligpnucleótido sintético de polaridad viral {primer N), que permite extender los extremos 5’ del 
RNA viral complementario (VC) y 5’ del mRNA de N. La síntesis de la primer cadena del cDNA fue realizada con la 
transcnptasa reversa de AMV. A continuación, se degradó el RNA con 50 mM NaOH y se purificó el cDNA de simple 
cadena mediante precipitación con etanol y acetato de sodio. El precipitado final fue resuspendido en agua. Utilizando 
dCTP como precursor y TdT (deoxinucleotidil transferasa), se agregó una sucesión de Cs (8 a 12 nt. en promedio) al
extremo 3 del cDNA. Este cDNA fue utilizado como molde para amplificación mediante PCR utilizando Taa DNA 
polimerasa y losprim ers N y 5’EX.
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ligasa y RNA ligasa del fago T4), diferentes 
buffers: Buffer Mn (1 X: 50 mM Hepes-NaOH 
pH 7,9, 10 mM M gCl2, 10 mM DTT, 100 ¿iM 
ATP, 50 pg/ml BSA) y Buffer Mg (1 X: 30 mM 
Tris-HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 
1 mM ATP), en presencia o ausencia de 4% 
PEG 8000 (King et al., 1986), y la incubación 
conjunta con DNA ligasa de T4 y fragmento de

Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli9 con 
la adición de 0,5 mM de cada uno de los 4 
dNTPs. En todos los casos, las incubaciones se 
realizaron a 16°C durante toda la noche.

Los cDNAs ligados fueron utilizados 
como moldes para amplificación mediante PCR 
en una reacción de 35 ciclos, en las condiciones 
estándar, utilizando Taq DNA polimerasa

Fosforilación del primer NA con (y^P-ATP)

I
Purificación del primer por electroforesis en 
gel desnaturalizante de poliacrilamida. Elución 
de la fonma de 30 nt. durante 8 hs. (agua a 50°C)i
Bloqueo del extremo 3’ con deoxinucleotidil Preparación del dúplex
transferasa y dideoxi-CTP (15 min. a 37°C) de oligonucleótidos

I
Purificación del primer bloqueado con Gene Clean II

I
Hibridación de los oligonucleótidos NA y NB 
para formar el dúplex

Hibridación con el primer G específico y 
extensión con transcriptasa reversa

Adición de oligonucleótidos al híbrido 
RNA:cDNA con DNA ligasa del fago T4

Amplificación mediante PCR, utilizando 
los primers NB y G

Producto de la amplificación con 
Taq DNA polimerasa

RNA S (V) 3400 nt ó 
GPC mRNA~1550 nt.

Figura 17.11. Extensión de primer, adición de oligonucleótidos sintéticos y PCR. La reacción de extensión de primer 
se realizó utilizando un oligonucleótido sintético de polaridad viral complementaria {primer G), que permite extender los 
extremos 5’ del RNA viral (V) y 5’ del mRNA de GPC. La síntesis de la primer cadena del cDNA fue realizada con la 
transcriptasa reversa de AMV. A continuación, se realizó la adición del dúplex de oligpnucleótidos NA/NB con la DNA 
ligpsa del fago T4 en buffer Mg 1 X. Los cDNAs ligados fueron utilizados como moldes para amplificación mediante PCR, 
utilizando Taq DNA polimerasa y los primers G y NB. Los productos de amplificación fueron resueltos en geles de 
agarosa 1,5%, visualizados mediante tinción con bromuro de etidio.
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(Promega, Madison, WI) y 1 jiM final de los 
primers G y NB. Los productos de
amplificación fueron resueltos en geles de 
agarosa 1,5%, visualizados mediante tinción con 
bromuro de etidio y recuperados utilizando Nal 
y adsorción a matriz de silica (Gene Clean™, 
Bio 101, La Jolla, CA), para su posterior 
clonado y caracterización.

Resultados
Extensión de primer, adición de nucleótidos 
con TdT y  PCR

Para realizar las extensiones de primer 
se utilizaron RNAs virales obtenidos a partir de 
viriones purificados de las cepas MC2 y 
Candid #1 del virus Junín, RNAs totales 
obtenidos a partir de células infectadas, BHK o 
FRhL-2, con las respectivas cepas y RNA 
obtenido a partir de una muestra de sangre de un 
paciente de Fiebre Hemorrágica Argentina. La 
síntesis de cDNA y la adición de nucleótidos 
(Cs) se realizó de acuerdo al método descripto.

Las reacciones de PCR con el par de 
primers 5’EX y Gf (extremos 5’ viral y 5’ del 
mRNA de GPC) y con el par deprimers 5’EX y 
N (extremos 3’ viral y 5’ del mRNA de N) 
dieron productos de longitudes acordes con lo 
esperado (Figura 17.12). En particular, en el 
caso de los extremos 3’ virales y/o 5’ de los 
mRNAs de N, las bandas obtenidas siempre se 
observaron difusas, lo cual puede deberse a una 
mayor heterogeneidad de tamaños respecto del 
otro extremo. Algunos de los fragmentos 
generados sobre RNA de la cepa MC2 con el 
par de primers 5’EX y Gf fueron recuperados, 
clonados y secuenciados, (datos no mostrados). 
En estas secuencias se observaron dos hechos 
principales, en primera instancia, se obtuvieron 
varios clones correspondientes a productos de 
extensión incompleta (problema inherente al 
método en sí mismo) y, por otra parte, 
aproximadamente el 50% de los clones 
obtenidos termina en un conjunto de 4 Cs 
distante 8 nt. del extremo 5’ del RNA viral. Esto 
último puede deberse tanto a un producto de 
extensión incompleta como a la hibridación

Figura 17.12. Amplificación de cDNAs con 
nucleótidos adicionados. En todos los casos los moldes 
corresponden al virus Junín. Calle 1: producto de PCR 
de la extensión de primer del extremo 5’ a partir de 
RNA viral de la cepa MC2. Calle 2: producto de PCR 
de la extensión de primer del extremo 5’ a partir de 
RNA total de células infectadas con la cepa MC2. 
Calle 3: producto de PCR de la extensión de primer del 
extremo 3’ a partir de RNA viral de la cepa CD1. 
Calle 4: producto de PCR de la extensión de primer del 
extremo 5’ a partir de RNA viral de la cepa CD1. 
Calle 5: producto de PCR de la extensión de primer del 
extremo 3’ a partir de RNA total de células infectadas 
con la cepa CD1. Calle 6: producto de PCR de la 
extensión de primer del extremo 5’ a partir de RNA 
total de células infectadas con la cepa CD1. Calle 7: 
producto de PCR de la extensión de primer del extremo 
3’ a partir de RNA de sangre de un paciente infectado. 
Calle 8: producto de PCR de la extensión de primer del 
extremo 5’ a partir de RNA de sangre de un paciente 
infectado. Calle 9: control negativo de PCR (sin DNA). 
M: marcador de peso molecular, pUC9 digerido con 
Hae III: 80 bp, 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 
434 bp + 458 bp y 587 bp). Con puntos negros se 
indican los fragmentos de amplificación esperados: 
~240 bp para el extremo 5’ y — 186 bp para el extremo 
3’. Se muestra la imagen en negativo del gel de agarosa.

errónea del primer 5’EX durante la PCR 
(hibridación en el conjunto de Cs interno durante 
los primeros ciclos de PCR, en lugar de la 
hibridación en el sitio correcto)

Extensión de primer, adición de oligonu- 
cleótidos sintéticos y  PCR

Las extensiones de primer se realizaron 
sobre RNAs totales obtenidos a partir de células 
BHK infectadas con distintos clones de la cepa 
MC2 del virus Junín. La síntesis de cDNA se 
realizó de acuerdo al método descripto.

En primera instancia, se realizaron 
experimentos tendientes a determinar las 
condiciones de reacción. Para ello, se realizaron 
las reacciones de ligación utilizando, 
alternativamente, el primer NA como simple
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Figura 17.13. Amplificación de cDNAs ligados a oligonucleótidos. En todos los casos, las cantidades de molde en los 
distintos puntos de las diluciones seriadas corresponden a 200, 20 y 2 femtomoles totales de cDNA no ligado, 
respectivamente.
A. Calle 1: control negativo de PCR con primers NB y G (molde: cDNA sin ligar). Calles 2 a 4: controles de existencia del 
cDNA, amplificaciones con primers internos utilizando como moldes diluciones seriadas del cDNA. Calles 5 a 7: PCRs con 
primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el primer 
NA simple cadena. Calles 8 a 10: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de 
ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB. Con una flecha negra se indica el fragmento interno de 
amplificación: -220 bp y con puntos negros se indica el fragmento de amplificación esperado: -256 bp.
B. Calles 1 a 3: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido 
RNA-cDNA con el dúplex NA/NB (enzimas: T4 DNA ligasa + Klenow). Calles 4 a 6: PCRs con primers NB y G, 
amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el primer NA simple cadena, 
en presencia de 4% PEG 8000. Calles 7 a 9: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la 
mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB, en presencia de 4% PEG 8000. Calles 10 a 12: PCRs con 
primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex 
NA/NB (enzimas: T4 DNA ligasa + Klenow), en presencia de 4%  PEG 8000. Calle 13: control negativo de PCR (sin DNA). 
M: marcador de peso molecular, pUC9 digerido con Hae III: 80 bp, 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 434 bp + 458 
bp y 587 bp. Con puntos negros se indica el fragmento de amplificación esperado: -256 bp. Se muestran las imágenes en 
negativo de los geles de agarosa.

cadena o el dúplex de oligonucleótidos NA/NB.
A su vez, también se ensayaron, en forma 
independiente, las actividades de la DNA ligasa 
y de la RNA ligasa del fago T4, tanto en el 
buffer tradicional (Buffer Mg) como en un 
bufifer con manganeso (Buffer Mn). Todas las 
ligaciones se realizaron en presencia o ausencia 
de 4% PEG 8000. Por otra parte, como el 
dúplex NA/NB presenta extremos 5’ extendidos, 
se ensayó también la ligación con DNA ligasa de 
T4 en presencia del fragmento de Klenow de la 
DNA polimerasa I de E. coli y 0,5 mM de cada 
uno de los 4 dNTPs. En todos los casos, las 
incubaciones se realizaron a 16°C durante toda 
la noche. El análisis mediante PCR de estos 
experimentos permitió revelar la existencia de 
productos de ligación del primer NA simple 
cadena o del dúplex NA/NB por acción de la

Figura 17.14. Southern blot de los productos de 
amplificación de cDNAs ligados a oligonucleótidos.
La autorradiografia corresponde a la hibridación con 
una sonda homologa marcada radioactivamente de una 
membrana de nylon obtenida mediante la transferencia 
del gel de la figura 17.3. B. Los números de las calles 
son coincidentes con los de la citada figura. Con una 
flecha negra se indica la posición del fragmento de 
amplificación de -256 bp.

DNA ligasa del fago T4 en Buffer Mg, con o sin 
la adición del fragmento de Klenow y dNTPs, y 
en presencia o ausencia de 4% PEG 8000 (datos 
no mostrados, Figura 17.13 y Figura 17.14).
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Para observar la existencia de una o más 
especies en longitud del producto de ligación, el 
cDNA fue marcado radioactivamente durante la 
síntesis mediante la adición de 14 pCi de 
(a32P)dATP a la mezcla de reacción. A 
continuación, se realizó la ligación del híbrido 
RNA-cDNA con el dúplex NA/NB, utilizando la 
DNA ligasa del fago T4 y el fragmento de 
Klenow de la DNA polimerasa I de E. co li, en 
presencia de 4% PEG 8000. Las tres cuartas 
partes de la reacción de ligación fueron resueltas 
mediante electroforesis en un gel 6% de 
acrilamida-N N’ bisacrilamida y 8 M urea 
(Figura 17.15). De esta forma se pudieron 
observar varios productos principales y 
subproductos. El producto mayoritario de 186 
bp no es amplificable por PCR con los primers 
NB y G, ni con los primers Arena y G, por lo 
tanto corresponde a una forma de extensión 
incompleta debida, probablemente, a la 
existencia de alguna estructura secundaria que 
actúa como señal de terminación de la 
transcripción reversa. El fragmento de 224 bp es 
9 nt. más largo que el producto de extensión 
completa esperado (215 bp), esto puede deberse 
a la existencia de nucleótidos adicionales en el 
extremo 5’ del mRNA de GPC (Raju et al, 
1990). Por otra parte, el producto de 224 bp es 
amplificable con el par de primers Arena y G, 
pero no con el par NB y G; por lo tanto, este 
fragmento corresponde a productos de extensión 
completa no ligados. El fragmento de 256 bp es 
2 nt. más pequeño que el producto esperado de 
la ligación del dúplex NA/NB (224 bp + 34 bp = 
258 bp), lo cual puede deberse a una actividad 
exonucleolítica durante la ligación, sin embargo 
este es el único producto amplificable por PCR 
con el par de primers NB y G.

Con el objeto de verificar la repetibilidad 
del método, se realizó la síntesis de cDNA con el 
primer G sobre RNAs de células BHK 
infectadas con diferentes clones (52 y 62) y una 
mezcla de varios clones de la cepa MC2 del 
virus Junín, RNA viral de la cepa Candid #1 del 
virus Junín y RNAs de células FRhL-2

Figura 17.15. Extensión de p rim er y  adición de 
oligonucleótidos con T4 DNA ligasa. Autorradiogratla 
de un gel de acrilamida desnaturalizante con una mezcla 
de ligación del híbrido RNA-cDNA al dúplex de 
oligonucleótidos NA/NB. Para la determinación precisa 
de los tamaños, se sembraron a ambos lados diferentes 
cantidades de una reacción de secuencia mediante el 
método de Sanger (1977), utilizando como molde DNA 
simple cadena de MI3 mpl8 . Con rectángulos negros, y 
la numeración respectiva, se indican puntos de 
referencia en la secuencia de MI3. Con puntos negros 
se indican los productos principales obtenidos.

infectadas con la cepa Candid #1 (#12 y #17). A 
continuación, se realizó la ligación del dúplex 
NA/NB con DNA ligasa del fago T4 en 
presencia de 4 % PEG 8000 y se realizó la 
amplificación por PCR con el par de primers 
NB y G (Figura 17.16).

En todos los casos se obtuvo el producto 
mayoritario esperado de ~256 bp y solo en un 
caso (CD1 #12) se obtuvieron dos fragmentos 
de amplificación de peso molecular inferior.
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Esto puede deberse a una degradación parcial de 
los extremos 5’ viral y/o 5’ del mRNA de GPC, 
ocurrida durante la purificación del RNA, o a la 
existencia de mayor heterogeneidad en los 
extremos correspondientes de los RNAs de este 
lote viral.

Figura 17.16. Amplificación de cDNAs ligados a 
oligonucleótidos. En todos los casos, los moldes 
utilizados corresponden al virus Junín y son diluciones 
1/10 de las mezclas de ligación respectivas. Calle 1: 
amplificación con primers NB y G de la mezcla de 
ligación del híbrido RNA-cDNA MC2 mezcla con el 
dúplex NA/NB. Calle 2: amplificación con primers 
NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA- 
cDNA MC2 clon 52 con el dúplex NA/NB. Calle 3: 
amplificación con primers NB y G de la mezcla de 
ligación del híbrido RNA-cDNA MC2 clon 62 con el 
dúplex NA/NB. Calle 4: amplificación con primers 
NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA- 
cDNA CD1 viral con el dúplex NA/NB. Calle 5: 
amplificación con primers NB y G de la mezcla de 
ligación del híbrido RNA-cDNA CD1 # 12 con el 
dúplex NA/NB. Calle 6: amplificación con primers 
NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA- 
cDNA CD1 # 17 con el dúplex NA/NB. Calle 7: 
control negativo de PCR (sin DNA). Con una flecha 
negra se indica el fragmento de amplificación 
esperado: -256 bp y con puntos negros en la calle 5 se 
muestran fragmentos adicionales obtenidos. M: 
marcador de peso molecular, pUC9 digerido con Hae 
111: 80 bp, 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 
434 bp + 458 bp y 587 bp. Se muestra la imagen en 
negativo del gel de agarosa.

Discusión
Se han descripto numerosos métodos 

para determinar la secuencia nucleotídica 5’ de 
RNAs virales y/o RNAs mensajeros. Sin 
embargo, algunas de ellas son de baja precisión, 
mientras que otras requieren mucho tiempo de 
procesamiento, con varias etapas de purificación 
de intermedias, para evitar trabajar con
productos de longitud incompleta.

En este trabajo se ha descripto un
método que no requiere de ninguna etapa de 
purificación intermedia y que, a diferencia de 
otras estrategias, elimina la incertidumbre en la 
secuencia nucleotídica del extremo 5’ del RNA, 
ya que se adicionan oligonucleótidos de
secuencia definida.

También se ha demostrado que la DNA 
ligasa del fago T4 es capaz de catalizar la 
adición de oligonucleótidos a híbridos RNA- 
cDNA, con baja eficiencia a oligonucleótidos de 
simple cadena y con mayor eficiencia a
oligonucleótidos de doble cadena. En cualquiera 
de los casos la adición es más eficiente en la 
presencia de 4% PEG 8000.

Por otra parte, es interesante notar que 
la DNA ligasa del fago T4 no requiere 
imprescindiblemente extremos romos en el 
dúplex a ligar. En los experimentos presentados 
en este trabajo se utilizó un dúplex con extremos 
protruyentes (5 nt. en el extremo de ligación).

Por último, la adición de 
oligonucleótidos a híbridos RNA-cDNA y la 
posterior amplificación de estos fragmentos 
permite obtener cantidades fácilmente clonables 
de cDNA doble cadena a partir de masas 
ínfimas de RNA.
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Capítulo 18
Diseño y programación de rutinas de computación

Rutina HOMGRAPH
(D ise ñ a d a  y  e scrita  p o r  P.D. G h irin gh elli)

Para realizar un análisis de homología 
de dos secuencias se cuenta con diversas 
herramientas que tienen salidas gráficas 
bidimensionales (DOTPLOT, Collins and 
Coulson, 1987; von Heijne, 1987; Lesk, 1988; 
etc.) o de texto (FASTA, BLAST, etc.) (States 
and Boguski, 1991), mientras que para el 
análisis de homología de tres o más secuencias 
se cuenta principalmente con herramientas que 
tienen salidas de texto (CLUSTAL, Higgins and 
Sharp, 1988 y 1989; Higgins et al., 1996; 
PILEUP, UW-GCG package, Deveraux et al., 
1984; HSSP, Sander and Schneider, 1991; etc.) 
o salidas gráficas bidimensionales (MACAW, 
Karlin and Altschul, 1990; Schuler et al., 1991; 
Lawrence et al., 1993) y tridimensionales 
(NCSA Datascope, National Center for 
Computer Supercomputer Applications, Urbana- 
Champaign, IL and Spyglass, Inc., Champaign, 
IL; etc.).

El programa MACAW merece un 
comentario aparte. Este programa ha sido 
diseñado para realizar alineamientos locales 
múltiples (alineamiento que incluye solo las 
regiones con mayor similitud) y buscar en ellos 
los dominios conservados, aún cuando sean 
pequeños. Presenta el problema que solo 
optimiza los dominios conservados, y no las 
regiones variables, ni la disposición de los gaps.

Los otros programas de alineamiento 
múltiple mencionados realizan alineamientos 
globales (incluyen todos los residuos de las 
secuencias).

Objetivos

=> Visualizar gráficamente, en forma 
panorámica, las regiones constantes y las 
regiones variables que se encuentran en un

alineamiento global múltiple de secuencias, 
especialmente cuando estas son grandes.

Fundamentos

La determinación de regiones constantes 
y variables en proteínas, basada en 
alineamientos múltiples ya confeccionados, debe 
considerar la homología de residuos simples y su 
relación con los vecinos más próximos. Además, 
de alguna forma se deben maximizar las 
diferencias entre regiones con diferentes grados 
de homología (identidad perfecta, cambios 
conservativos, ausencia de homología) y 
distribución local de la misma. Esto último se 
puede lograr trabajando con las frecuencias 
acumuladas locales. Asimismo, sería útil 
distinguir, dentro de las regiones constantes, 
aquellas que presentan mayor grado de 
conservación (identidad perfecta) de las que 
presentan cierto grado de variabilidad (cambios 
conservativos).

Para lograr esto, se puede trabajar:
- directamente con un alineamiento 

múltiple: complica el manejo de los datos en la 
computación

- con profiles derivados de un 
alineamiento múltiple: implica una etapa más de 
computación. Es, tal vez, más sensible que otros 
métodos, pero algunas veces otorga resultados 
difíciles de interpretar.

- con archivos simples que representen 
mediante símbolos, números o cualquier tipo de 
carácter de texto la información derivada del 
alineamiento múltiple exclusivamente en tres 
categorías fijas de datos (identidad perfecta, 
cambios conservativos y ausencia de 
homología): aprovecha los datos de salida de la 
mayor parte de los programas de alineamiento 
múltiple. Es, tal vez, menos sensible, pero da 
resultados sencillos y fáciles de interpretar.
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Algoritmo
Se trabaja con ventanas de longitud 

definida por el usuario y el cálculo de la 
frecuencia acumulada para cada conjunto de 
residuos coincidente con la longitud de la 
ventana, desde 1+Longvent»w2, desplazando la 
ventana un residuo por • vez, hasta 
L o n g jecuena,-L ongveni«ui/2'

Los valores que se usan son arbitrarios: 
identidad perfecta = 1,0, cambio conservativo = 
0,5, ausencia de homología = -1,0. La 
frecuencia acumulada se calcula como la 
sumatoria de los valores individuales de los 
residuos que conforman la ventana. Esta se 
normaliza a un rango que va desde -1,0 hasta 
+ 1,0 (Frec. acum./ LongVCntana) y se asigna como 
valor particular del residuo central de la 
ventana.

Criterios

Selección de ventanas a utilizar

En principio, el usuario puede definir 
ventanas de la longitud que desee (> 1 y 
< Longsecuencía)* La selección de la misma debe 
basarse en un equilibrio entre sensibilidad y 
sencillez. Las ventanas pequeñas aumentan 
mucho la sensibilidad, pero también aumentan 
mucho el “ruido”, complicando el gráfico y su 
interpretación. Por otra parte, las ventanas muy 
grandes tienen la ventaja de simplificar el 
gráfico, pero también reducen la sensibilidad de 
la búsqueda. Por último, utilizando una ventana

de 35 residuos, en secuencias mayores de 500, 
se obtienen resultados que conjugan ambos 
hechos, sensibilidad y simplicidad del gráfico 
(Figura 18.1)

Selección de regiones variables y  conservadas

Una vez confeccionado el gráfico, las 
preguntas a contestar son:

- todos los picos inferiores a 0 son regiones 
variables?

- todos los picos superiores a 0 son regiones 
conservadas?.

Aquí también hay que determinar uno o 
más criterios para realizar la selección.

Los criterios utilizados fueron:

(1) En todos los casos, que la base del pico 
sea >Longventana.

(2) En las regiones variables, además, que el 
porcentaje de identidad sea < 25% y el 
porcentaje de variabilidad > 60%.

(3) En las regiones constantes, además, que el 
porcentaje de identidad sea > 45% y el 
porcentaje de variabilidad < 20% (ver 
Tabla 18.a y Figura 18.1).

Para controlar estos resultados se 
realizaron gráficos de matriz de puntos 
(Windows DotPlot v. 1.0, Nakisa, 1993) con 
todos los pares de secuencias correspondientes 
al alineamiento múltiple sobre el cual se trabajó. 
Este programa, trabaja sólo sobre pares de 
secuencias y se basa en un algoritmo diferente,

Tabla 8.a. Características de las regiones variables y as regiones conservadas
Posición Identidad Cambios

Conserv.
Variabi­

lidad
Total de 
residuos

%
Identidad

% Camb. 
Conserv.

%
Homolog

%
Variab.

V 1 156-340 17 36 132 185 9,1 19,5 28,6 71,4
V 2 367-534 10 23 135 168 6,0 13,7 19,7 80,3
V 3 891-1128 38 49 151 238 16,0 20,6 36,6 63,4
V 4 1553-1621 6 17 46 69 8,7 24,6 33,3 66,7
V 5 1697-1804 17 16 75 108 15,7 14,8 30,5 69,5
V 6 1883-2314 42 83 307 432 9,7 19,2 28,9 71,1
C 1 744-789 36 5 5 46 78,4 10,8 89,2 10,8

C 2 1129-1210 46 21 15 82 56,1 25,6 81,7 18,3
C 3 1339-1394 29 17 9 55 52,7 30,9 83,6 19,7
C 4 1425-1500 46 15 15 76 60,6 19,7 80,3 19,7
C 5 1622-1696 35 25 15 75 46,7 33,3 80,0 20 ,0
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pero debería dar resultados similares. Se 
utilizaron ventanas desde 21 a 35 y umbrales 
(treshold) desde 9 a 17. Los resultados

obtenidos fueron sustancialmente equivalentes a 
los presentados en esta tesis (datos no 
mostrados).

Figura 18.1. Regiones variables y regiones conservadas en las proteínas L de LCM, Pichindé y Tacaribe. Los
gráficos, derivados de la rutina HOMGRAPH (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), muestran 6  regiones variables y 
5 regiones conservadas. Cada gráfico corresponde a una ventana de longitud diferente: A. ventana de 15 residuos. B. 
ventana de 21 residuos. C. ventana de 35 residuos. Como se puede observar, la complejidad del gráfico disminuye 
con la amplitud de la ventana utilizada, mientras que los picos principales se mantienen constantes. Las líneas de 
guiones (ubicadas en -0,5 y +0,5) sirven de guía rápida para la selección de los picos de importancia, ya que en la 
práctica todos los picos que las superan (cuando se usa una ventana de 35 residuos) cumplen las condiciones 
indicadas en el texto (ver Tabla 18.a).
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Complejidad local de composición (LCC)
( P aquete d e  ru tinas d iseñ a d a s y  escrita s p o r  P.D. G h irin ghelli)

La complejidad local de composición de 
un mensaje cualquiera representa la función 
local de entropía o contenido informativo local.

Los ácidos nucleicos, al igual que las 
proteínas, son macromoléculas informativas por 
excelencia. Conocer una secuencia nucleotídica 
novedosa implica disponer de información 
particular (en la secuencia per se) y general (en 
la familia de secuencias a la cual pertenezca).

Esta información puede ser analizada en 
forma individual (secuencia por secuencia) o 
grupa 1 (conjuntos de secuencias relacionadas). 
En los programas o paquetes de programas de 
uso frecuente, el único que realiza un análisis de 
este tipo es el programa COMPLEX 
(PC/GENE, Intelligenetics; basado en Konopka 
and Owens, 1990). Dicho programa analiza la 
complejidad local de la información sobre 
secuencias individuales y en función de ventanas 
definidas por el usuario. Además, posee sólo 
salida gráfica, por lo cual se dificulta la 
comparación de varias secuencias.

Objetivos

=> Contar con herramientas que permitan un 
análisis grupal de la complejidad de la 
información sobre secuencias relacionadas.

Fundamentos

La teoría de la información, que estudia 
las propiedades de los mensajes, permite 
describir globalmente la información de una 
macromolécula mediante el cálculo del contenido 
informativo de la misma (Ec. 1), donde P¡ 
representa la probabilidad de hallar el símbolo i 
en una determinada posición (States and 
Boguski, 1991).

I = ¿Pi*log2P¡ Ec. 1
/ = i

Konopka and Owens (1990) describen 
una ecuación (Ec. 2), relacionada con la Ec. 1,

con la cual calculan la complejidad de la 
información en forma local, trabajando sobre 
ventanas definidas por el usuario. En esta 
ecuación: L=longitud de la ventana,
Nl=cantidad de A, N2=cantidad de C, 
N3=cantidad de G y N4=cantidad de T. Los 
autores utilizan el logaritmo en base 4 para que 
los resultados estén delimitados entre 0 y 1.

Ec. 2

LCC=-{(1/L)*[N1 *log4 (Nl/L)+N2*log4 (N2/L)+
+N3*log4 (N3/L)+N4*log4 (N4/L)]}

El patrón de LCC es una propiedad 
intrínseca de cada secuencia, sin embargo, se 
pueden formar grupos de diferente complejidad, 
como los descriptos por los autores:

genes bacterianos > genes de fagos > genes de RNA 
5S > exones eucariotas > genes de RNA 16S > 
exones de levaduras > exones virales > intrones 
virales > repeticiones tipo Alu > genes de tRNA > 
regiones no codificantes 5’ > intrones eucariotas > 
intrones de levaduras > repeticiones no Alu > 
regiones no codificantes 3’ > exones de organelas > 
regiones espaciadoras > intrones de organelas

Por otra parte, el mensaje particular de 
cada macromolécula es unívoco y la 
probabilidad de encontrar dos mensajes iguales 
derivados de una evolución convergente es muy 
baja. El concepto expresado anteriormente es 
cierto cuando se consideran los mensajes en 
referencia a la información particular que ellos 
portan.

Ahora bien, cuando se considera la 
organización de la información, en forma 
independiente del contenido de la misma, es de 
esperar que la comparación de los patrones de 
complejidad local de composición (LCC) de 
macromoléculas relacionadas evolutivamente 
muestre un cierto grado de similitud estructural. 
Esta similitud debería guardar correlación con el 
grado de relación evolutiva.

La comparación y búsqueda de 
correlación de los patrones de LCC puede 
realizarse de varias maneras:
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(1) por simple comparación visual de los 
gráficos individuales

(2) por análisis comparativo directo de los 
datos de LCC de cada macromolécula

(3) por integración y ajuste de los datos de 
LCC individuales en función de un 
alineamiento múltiple y generación de un 
gráfico consenso para el conjunto.

Para el cálculo se usa el mismo valor 
(1,0) para cualquiera de los cuatro nucleótidos 
(NI a N4). El índice de LCC calculado, se 
transforma en valor positivo, se normaliza a un 
rango que va desde 0,0 hasta 1,0 y se asigna 
como valor particular del residuo central de la 
ventana. Un ejemplo de archivo de salida de esta 
rutina se muestra en la Figura 18.2.

Hipótesis

=> El patrón de LCC es una propiedad 
intrínseca de cada secuencia.

=> Un gráfico consenso generado a partir de un 
conjunto de secuencias relacionadas 
evolutivamente, debería presentar un alto 
grado de similitud con cada uno de los 
gráficos individuales.

=> Un gráfico consenso generado a partir de un 
conjunto de secuencias con escasa o nula 
relación evolutiva, debería presentar 
grandes diferencias con cada uno de los 
gráficos individuales.

=> El patrón consenso generado es altamente 
dependiente del alineamiento múltiple.

Algoritmo

Se trabaja con ventanas de longitud 
definida por el usuario y se utiliza una variante 
de la ecuación de Konopka and Owens (1990) 
para calcular el índice de LCC (Ec. 3) para cada 
conjunto de residuos coincidente con la longitud 
de la ventana, desde 1 +Longventana/2, desplazando 
la ventana un residuo por vez, hasta 
L ongseQugf,̂ - Longvemana/2. Este cálculo se realiza 
para cada una de las secuencias del grupo, en 
forma individual.

Ec. 3

Posic
26
27
28
29
30

LCC
0 , 9729  
0 , 9729  
0 , 9729  
0 ,9721  
0 ,9601

3383
3384
3385
3386
3387

0 , 9759  
0 , 9771 
0 , 9759  
0 , 9819  
0 , 9846

Figura 18.2. Ejemplo de archivo de salida 
de la rutina de cálculo individual de LCC.

A continuación, se trabaja sobre el 
conjunto de archivos individuales con datos de 
LCC de las secuencias del grupo y un 
alineamiento múltiple de las mismas secuencias 
(Figura 18.3), para ajustar los datos al 
alineamiento, generando un archivo de salida 
como el de la Figura 18.4.

En este punto es interesante considerar 
que, desde el punto de vista evolutivo, los gaps 
deben ser considerados como un carácter 
informativo adicional, razón por la cual se 
incorpora en la ecuación el término N5 (cantidad 
de GAPS) (Ec. 4). Dado que su importancia no 
es igual a la de cualquier nucleótido, se 
introduce una penalización a la existencia de 
gaps otorgándoles 1/5 del valor dado a un 
nucleótido (0,2).

Ec. 4

LCC={{(1/L)* [N1 *log2 (Nl/L)+N2*log2 (N2/L)+ 
+N3*log2 (N3/L)+N4*log2 (N4/L)]}*-1 }/2

Donde: N 1 =cantidad de A; N2=cantidad de C; 
N3=cantidad de G; N4=cantidad de T

LCC={ {(1/L)* [N1 *log2 (N 1 /L)+N2*log2 (N2/L)+ 
+N3*log2 (N3/L)+N4*log2 (N4/L)+ 
+N5*log2 (N5/L)]}M}/2

Donde: N l=cantidad de A; N2=cantidad de C; 
N3=cantidad de G; N4=cantidad de T; 
N5=cantidad de GAPS
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F I L E - 1 . L C C  
F I L E - 2 . L C C  
F I L E - 3 . L C C  
F I L E - 4 . L C C  
F I L E - 5 . L C C  
F I L E - 6 . L C C  
F I L E - 7 . L C C  
F I L E - 8 . L C C  
F I L E - 9 . L C C  
F I L E 1 0 . L C C  
F I L E 1 1 . L C C

- T G C A G T A A G G G G A T C C T A G G C - G A T T T T - G G — T A A C G C --------------------------------------------------------
C T G C A G T A A G G G G A T C C T A G G C - G A T T T T - G G — T A A C G C --------------------------------------------------------
- C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C ------ T T T T A A — C T A A C G C A T T A C A G A G G G A T T C A A C C C

- C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C A T A C C T T - G G ---------- A C G C --------------------------------------------------------
G C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C G T T T T T T A G — T C - A C G C - T T A --------------------------------------------
C - G C A — C C G G G G A T C C T A G G C A T T T C T T - G - - T C ----------------------------------------------------------------------
G C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C - A T T T T T - G G - T T - G C G C -------------------------------------------------------
G C — A — C C G G G G A T C C T A G G C - A — T T T A G G A T T - G C G C -------------------------------------------------------
- C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C — T T T T T - G G A T T - G C G C --------------------------------------------------------
- C G C A — C C G G G G A T C C T A G G C — T T T T T - G G A T T - G C G C --------------------------------------------------------
— G T ------------------ G G A T C C T A G G C — T T T T T - G G - T T - G C G C --------------------------------------------------------

F I L E - 1 . L C C  
F I L E - 2 . L C C  
F I L E - 3 . L C C  
F I L E - 4 . L C C  
F I L E - 5 . L C C  
F I L E - 6 . L C C  
F I L E - 7 . L C C  
F I L E - 8 . L C C  
F I L E - 9 . L C C  
F I L E 1 0 . L C C  
F I L E 1 1 . L C C

T A T A - A G T T --------- G T T A C T G C T T T C T A T T T G G A C A A C A T C A A A C C A T C T A T T ---------------- G T
T G T A - A G T T --------- G T T A C T G C T T T C T A T T T G G A C A A C A T C A A A C C A T C T A T T ---------------- G T
T G T G C A A T T C A A A G T C A C A G T T T T T G T G A C A G T T A G T T G T C A A C C C C C T T T T T G A C A A C C

- G C A T A T T T C T T G A T C A A A -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
-------------A A T --------------------------------- C T T T ------------------- G A T T G C G T C A A ---------------------------------------------------
— C A T - A T T ----------------------- T G C C T  A A C T G A A C C A G G T - G A A T C A C ---------T C ---------------- C C
-------------A A T T C ----------------A A ---------------------------------------------------------------------------- G T G T C C T A T T T A A —
-------------A T T T T ----------------A A A A C C T C C T T T T T G G ----------------------A A A — G T G T C G C A A T C A G —
----------------T T T C C  T C T A G A T C ---------- A A C T G G  G T G T C A G G C C C T A T C C T A C A G A A G -
----------------T T T C C  T T T A G G A C ---------- A A C T G G  G T G C T G G A T T C T A T C C A G T A A A A G -
-------------A T T T C --------------------------------------------------------------------------------- T A G A -  - G C A T C T C G ------- G A —

Figura 18.3. Ejemplo de alineamiento múltiple a emplear para ajustar los datos 
individuales de LCC. La cantidad de secuencias en el alineamiento, el número de nucleótidos 
por línea y el número de caracteres de identificación son variables dependientes del usuario. 
Desde el punto de vista del correcto funcionamiento de la rutina, es crucial que para identificar 
cada secuencia se utilice el nombre completo del archivo individual con los datos de LCC 
(incluyendo la extensión).

P o s i c S e c . l ;  S e c . 2 • • S e c . N
2 6 • 0 . 8 5 7 6 ; 0 . 8 7 2 6 0 . 7 0 7 1
2 7 0 . 8 5 7 6 / 0 . 9 7 2 9 0 . 7 0 7 1
2 8 • 0 . 9 7 7 2 / 0 . 9 7 2 9 0 . 7 0 7 1
2 9 • 0 . 9 7 7 2 / 0 . 9 7 2 9 • • • 0 . 6 9 5 9
3 0 0 . 8 2 2 1 / 0 . 8 2 2 1 0 . 6 8 6 3
3 1 0 . 9 7 5 3 / 0 . 9 7 2 1 • • 0 . 6 8 6 3
3 2 0 . 9 6 3 3 / 0 . 9 6 0 1 0 . 6 8 6 3
3 3 0 . 7 8 7 9 / 0 . 7 8 7 9 • • 0 . 6 8 6 3
34 0 . 7 7 2 9 / 0 . 7 7 2 9 0 . 6 8 6 3
3 5 • 0 . 9 6 9 4 / 0 . 9 6 4 8 0 . 6 8 6 3

3 6 1 6 0 . 8 4 4 6 / 0 . 8 4 4 6 0 . 8 0 3 3
3 6 1 7 • 0 . 8 4 7 3 / 0 . 8 4 7 3 0 . 8 0 8 6
3 6 1 8 • 0 . 9 7 5 9 / 0 . 9 7 5 9 • • • 0 . 8 0 0 9
3 6 1 9 • 0 . 9 7 5 9 / 0 . 9 7 5 9 0 . 8 0 5 3
3 6 2 0 • 0 . 9 7 9 8 / 0 . 9 7 9 8 • • • 0 . 8 0 5 3
3 6 2 1 • 0 . 9 7 5 9 / 0 . 9 7 5 9 0 . 7 9 8 5
3 6 2 2 • 0 . 9 7 7 1 / 0 . 9 7 7 1 0 . 8 1 3 5
3 6 2 3 • 0 . 9 7 5 9 / 0 . 9 7 5 9 • • • 0 . 9 9 9 6
3 6 2 4 • 0 . 9 8 1 9 / 0 . 9 8 1 9 0 . 9 9 9 6
3 6 2 5 • 0 . 9 8 4 6 / 0 . 9 8 4 6 0 . 9 9 8 5

Figura 18.4. Ejemplo de archivo de salida 
de la rutina de ajuste. En este archivo, cada 
columna corresponde a una secuencia 
particular, y las distintas filas a las sucesivas 
columnas de datos del alineamiento múltiple.

Por último, utilizando el archivo de 
salida de la etapa anterior (Figura 18.4), se 
calcula la media aritmética y la desviación 
estándar para cada línea de datos, generando un 
archivo ASCII (Figura 18.5) que puede ser 
importado con diversos programas de 
graficación (por ej. SIGMAPLOT) para 
construir el gráfico consenso final.

P o s i c  T o t a l X o ( n - 1 ) X — ley X+lCT
2 6 9 , 1 7 6 / 0 , 8 3 4 / 0 , 0 6 0 / 0 , 7 7 4 / 0 ,  8 9 4
2 7 9 , 2 4 8 / 0 , 8 4 1 / 0 , 0 7 5 / 0 , 7 6 6 / 0 ,  9 1 6
2 8 9 , 4 1 5 / 0 , 8 5 6 / 0 , 0 9 6 / 0 , 7 5 9 / 0 ,  9 5 2
2 9 9 , 9 7 2 / 0 , 9 0 7 / 0 , 1 0 7 / 0 , 8 0 0 / 1 , 0 1 4
3 0 8 , 9 7 5 / 0 , 8 1 6 / 0 , 0 8 3 / 0 , 7 3 3 / 0 ,  8 9 9

3 6 2 1 1 0 , 0 6 4 / 0 , 9 1 5 / 0 , 0 8 4 / 0 , 8 3 1 / 0 , 9 9 8
3 6 2 2 1 0 , 1 3 1 / 0 , 9 2 1 / 0 , 0 7 7 / 0 , 8 4 4 / 0 ,  9 9 8
3 6 2 3 1 0 , 4 9 5 / 0 , 9 5 4 / 0 , 0 5 9 / 0 , 8 9 5 / 1 , 0 1 3
3 6 2 4 1 0 , 7 5 9 / 0 , 9 7 8 / 0 , 0 1 9 / 0 , 9 5 9 / 0 ,  9 9 8
3 6 2 5 1 0 , 7 6 5 / 0 , 9 7 9 / 0 , 0 2 0 / 0 , 9 5 8 / 0 ,  9 9 9

Figura 18.5. Ejemplo de archivo de salida de 
la rutina de estadística.
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Criterios

Selección de ventanas a utilizar

En principio, el usuario puede definir 
ventanas de la longitud que desee (> 1 y 
< Longsecuencía)- La selección de la misma debe 
basarse en un equilibrio entre sensibilidad y 
sencillez. Utilizando una ventana de 51 residuos 
se obtienen resultados que conjugan ambos 
hechos, sensibilidad y simplicidad del gráfico 
(Figura 18.6)

Confiabilidad del método

Para comprobar la equivalencia entre las 
ecuaciones utilizadas aquí y la original de 
Konopka & Owens (1990), se efectuó el análisis 
con el programa COMPLEX (PC/GENE, 
Intelligenetics) y con las rutinas postuladas en 
esta tesis, utilizando el RNA S del virus Junín 
Candid #1 como modelo. Como se puede 
observar en la Figura 18.7 los resultados 
obtenidos con ambas rutinas son idénticos. 
También se comprobó la coincidencia con los 
postulados de Konopka & Owens (1990) en 
cuanto al orden de los niveles de complejidad 
(Figura 18.8).

Gráficos consenso y  diferenciación de grupos

Con la finalidad de comprobar la 
sensibilidad del método para diferenciar grupos 
de secuencias con distinto grado de relación 
evolutiva, se analizó un conjunto de secuencias 
virales de RNAs S de la familia Bunyaviridae 
(Tabla 18.b).

Tabla 18.b. RNAs S de la familia Bunyaniviridae
Abrev. Nombre Longitud 

en nt.
Referencias

AIN Ai no 850 Akashi et a l., 1984
BAT Batai 946 Dunn et a l., 1994
GER Germiston 980 Gerbaud et a l., 1987
INK Inkoo 986 Vapalahti et a l., 1996
JAM Jamestown

Canyon
991 Bowen et a l., 1995

JSU Jerry Slough 935 Bowen e t a í ,  1995
KEY Keystone 937 Bowen et a l., 1995
LAC La Crosse 984 Patterson e ta l . ,  1983
MAG Maguan 945 Elliott e ta l . , 1989
MEL Melao 941 Bowen et a l., 1995
MOR Morro Bay 976 Fulhorst et a l., 1996
TAH Tahyna 977 Vapalahti e ta l . ,  1996
TRI Trivittatus 973 Bowen et a l., 1995

Figura 18.6. Gráficos de complejidad local de composición (LCC), derivados del paquete de rutinas de cálculo y 
análisis múltiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis). Los tres gráficos corresponden a la secuencia nucleotídica 
del virus Junín-Candid #1, en cada uno de ellos se utilizó una ventana de cálculo diferente. A  Ventana de 15 residuos. B. 
Ventana de 35 residuos. C. Ventana de 51 residuos. Como se puede observar, la complejidad del gráfico disminuye a 
medida que aumenta la amplitud de la ventana utilizada. Además, con las ventanas de 35 o 51 residuos, se logran 
discriminar mejor las principales regiones de escasa complejidad local.
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Figura 18.7. Gráficos de complejidad local de composición (LCC) del RNA S del virus Junín-Candid #1. A. Gráfico 
derivado del programa COMPLEX (Konopka and Owens, 1990; PC/GENE, Intelligenetics). B. Gráfico derivado del 
paquete de rutinas de cálculo y análisis múltiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis). En los dos gráficos se utilizó 
una ventana de 51 residuos. Como se puede observar, ambos gráficos son idénticos.

A B

Figura 18.8. Gráficos de complejidad local de 
composición (LCC). A. RNA S del virus Junín- 
Candid #1. B. Región 5’ no codificante del gen 
de Acrosina humana. C. Región 3’ no 
codificante del gen de Acrosina humana, lodos 
los gráficos derivan del paquete de rutinas de 
cálculo y análisis múltiple de LCC 
(Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), utilizando 
una ventana de 51 residuos. Como se puede 
observar, el orden de niveles de complejidad es: 

A > B > C
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Con el conjunto de secuencias de 
bunyavirus se realizó el análisis individual y se 
confeccionó el gráfico consenso de LCC 
mediante el ajuste a un alineamiento múltiple de 
las 13 secuencias (Figura 18.9.A). A 
continuación se efectuó la comparación entre el

gráfico consenso y los gráficos individuales. El 
resultado de esta comparación (Figura 18.9) 
permite concluir que el gráfico consenso no se 
corresponde en su totalidad con ninguno de los 
gráficos individuales.

Figura 18.9. Gráficos de complejidad local 
de composición (LCC). A. Gráfico consenso 
de los RNAs S de los 13 bunyavirus indicados 
en la Tabla 18.b, derivado del ajuste a un 
alineamiento múltiple general (no mostrado). 
B. Gráfico correspondiente al RNA S del 
virus Aino. C. Gráfico correspondiente al 
RNA S del virus Trivittatus. D. Gráfico 
correspondiente al RNA S del virus Batai. 
Todos los gráficos derivan del paquete de 
rutinas de cálculo y análisis múltiple de LCC, 
utilizando una ventana de 51 residuos. Para 
facilitar la comparación, se han introducido 
desplazamientos en los gráficos individuales 
(B, C y D) en íiinción de los g a p s  

correspondientes a cada una de dichas 
secuencias en el alineamiento múltiple. Con 
bloques grisados se destacan algunas de las 
principales regiones en donde se encuentran 
diferencias entre los patrones individuales 
respectivos y el patrón consenso.
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Tabla 18.C. Homología nudeotídica de 13 RNAs S de bunyavirus
BAT GER INK JAM JSU KEY LAC MAG MEL MOR TAH TRI

AIN 40,4 40,3 50,2 49,7 46,8 47,4 48,4 40,4 46,7 47,9 47,0 46,2
BAT 71,2 48,7 48,1 44,1 45,6 49,2 79,3 46,8 47,0 46,7 46,9
GER 50,8 49,6 46,4 47,6 50,1 69,8 46,8 50,2 48,9 49,5
INK 48,5
JAM 48,0
JSU 44,3
KEY 46,1
LAC 47,7 1EtXM
MAG 45,2 47,1 1 47,1 |
MEL 69,6 LZ2JB
MOR i 79,5
TAH 1

AIN: Aino; BAT: Batai; GER: Germiston; INK: Inkoo; JAM: Jameslown Canyon; JSU: Jerry Slough; KEY: Keystone; 
LAC: La Crosse; MAG: Maguari; MEL: Melao; MOR: Morro Bay; TAH: Tahyna; TRI: Trivittatus.
En grísado oscuro: grupo mayoritario (INK, JAM, JSU, KEY, LAC, MEL, MOR, TAH, TRI).
En grisado claro: grupo minoritario (BAT, GER, MAG).

En función de estos resultados, se 
analizó en detalle el grado de homología del 
conjunto de RNAs S de bunyavirus utilizado. 
Este análisis permite observar que la homología 
entre los distintos pares de secuencias varía en 
un rango muy amplio (40,4% - 89,7%). Con la 
finalidad de reducir la dispersión, se definieron 
tres subconjuntos de secuencias (Tabla 18.c): 
Aino, cuya homología con el resto varía entre 
40,3% y 50,2%; grupo mayoritario, cuya 
homología dentro del subconjunto varía entre 
64,5% y 89,7%; y grupo minoritario, cuya 
homología dentro del subconjunto varía entre 
69,8% y 79,3%.

A continuación, se repitió el análisis 
individual y la confección de los gráficos 
consenso para los grupos mayoritario y 
minoritario, encontrándose que el gráfico 
consenso de cada grupo coincide en gran medida 
con los gráficos individuales de los cuales deriva 
(Figsuras 18.10 y 18.11).

Los resultados de este estudio permiten 
concluir que:

El gráfico consenso generado a partir de 
un conjunto de secuencias muy relacionadas 
evolutivamente, presenta un alto grado de 
similitud con cada uno de los gráficos 
individuales.

El gráfico consenso generado a partir de 
un conjunto de secuencias relacionadas, 
biológicamente y evolutivamente, pero con gran

Figura 18.10. Gráficos de LCC del grupo minoritario.
A. Gráfico consenso del grupo. B. Gráfico 
correspondiente al RNA S del virus Batai. C. Gráfico 
correspondiente al RNA S del virus Germiston. D. 
Gráfico correspondiente al RNA S del virus Maguari. 
Para facilitar la comparación, se han introducido 
desplazamientos en los gráficos individuales (B, C y D) 
en función de los gaps correspondientes a cada una de 
dichas secuencias en el alineamiento múltiple (ver 
Apéndice 2).
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Figura 18.11. Gráficos de LCC del grupo mayoritario.
A. Gráfico consenso del grupo. B. Gráfico 
correspondiente al RNA S del virus Jerry Slough. C. 
Gráfico correspondiente al RNA S del virus Trivittatus. 
Para facilitar la comparación, se han introducido 
desplazamientos en los gráficos individuales (B y C) en 
función de los gaps correspondientes a cada una de 
dichas secuencias en el alineamiento múltiple (ver 
Apéndice 2).

dispersión en las homologías individuales, 
presenta grandes diferencias con cada uno de los 
gráficos individuales.

Comparación cuantitativa de LCCs
Otra manera, menos intuitiva, de 

establecer relaciones entre patrones de LCC es 
cuantificar las comparaciones de LCCs, con 
independencia de los alineamientos múltiples.

Como los gráficos de LCC se 
caracterizan por ser de tipo sinusoidal, con 
variación en las intensidades, una de las 
alternativas para realizar la comparación 
cuantitativa es aplicar la transformada de 
Fourier sobre ventanas de longitud equivalente a 
las utilizadas para el cálculo de LCC. Esta 
estrategia se puede aplicar, tanto en ventanas 
solapadas como en ventanas adyacentes.

En principio, se calcula la transformada 
de Fourier utilizando como punto de partida un 
archivo ASCII sin formato, derivado del que

tiene los datos individuales de LCC (Figura 
18.2). Para cada ventana, la transformada se 
calcula de acuerdo a la Ec. 5, entre 0o y 180° 
(Figura 18.12), con una frecuencia determinada 
por el usuario.

Ec. 5 (ver Apéndice 5, bases matemáticas)

Donde: K= posición en la ventana
L= valor de LCC; L = media de los valores 
de LCC de la ventana 
c¡Y= frecuencia de análisis

Además, en cada punto se filtra el ruido 
estándar, restando las amplitudes previamente 
calculadas sobre un grupo de secuencias de 
igual composición nucleotídica, pero de 
organización aleatoria. De esta manera, se 
generan nuevos archivos ASCII, individuales 
para cada secuencia, con los datos 
correspondientes a todas las ventanas 
(Figura 18.13).

A continuación, se realiza la 
comparación entre las secuencias, ventana a 
ventana y punto por punto, en base a los valores 
obtenidos con el cálculo anterior. Para ello, se 
utilizan como archivos de entrada los generados 
en la etapa anterior (Figura 18.13) y, para cada 
ventana, se calcula el grado de similitud 
aplicando las Ec. 6 y 7.

Ec. 6

Donde: j= frecuencia
A= amplitud de la frecuencia en la sec. A 
B= amplitud de la frecuencia en la sec. B 
¿V= total de frecuencias utilizadas 
C= valor adimensional de la comparación

Ec. 7

Donde: C— valor adimensional de la comparación
de la ventana n
Sv= similitud local de la ventana
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Figura 18.12. Estudio del rango de frecuencias para análisis de Fourier. En las ventanas A, B y C se grafican los 
perfiles de amplitudes características de una ventana de 51 nucleótidos (posiciones 1582 a 1632 V), correspondiente al 
RNA S de la cepa Candid #1 del virus Junín. En la ventana A se muestra el perfil correspondiente al rango completo de 
frecuencias (0o a 360°), observando que el perfil es especular a partir de los 180° (línea vertical de guiones). En la 
ventana B se muestra el perfil correspondiente al rango entre 0o y 180°. En la ventana C se muestra el perfil 
correspondiente al rango entre 0o y 90°. En la ventana D se muestra el perfil correspondiente al análisis de un conjunto 
de secuencias de composición nucleotídica y longitud equivalente a las otras, pero de organización aleatoria. La línea 
llena negra representa la media estadística de todas las secuencias y sus correspondientes ventanas de 51 nt., las líneas 
grisadas verticales representan la dispersión (+1ct y -la) de los datos. Como puede observarse, en la mayor parte del 
gráfico la dispersión es pequeña. Por otra parte, a fines comparativos, debe notarse que la escala del eje Y está 
expandida 7 veces, respecto a los otros gráficos. En la ventana E se gráfica el perfil de amplitudes características de 
una ventana de 51 nucleótidos (posiciones 358 a 408 V), correspondiente al RNA S de la cepa Nigeria del virus Lassa. 
En todos los casos se observa que la amplitud más importante corresponde al rango entre 0o y 15°. Sin embargo, en 
otras regiones de los genomas (datos no mostrados) existen amplitudes características, sensiblemente menores a la 
anterior, pero que deberían considerarse en el análisis.
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FRECUENC. POWER SQRPOWER FSQRPOWER
Ventana: 1

0.00 0.0000 0.0000 0.0000
1.00 0.0534 0.2310 0.2050
2.00 0.1911 0.4372 0.3872
3.00 0.3564 0.5970 0.5260
4.00 0.4832 0.6951 0.6091

176.00 0.0014 0.0377 0.0317
177.00 0.0016 0.0399 0.0349
178.00 0.0014 0.0377 0.0327
179.00 0.0011 0.0336 0.0296
180.00 0.0010 0.0314 0.0274

Ventana: N
0.00 0.0000 0.0000 0.0000
1.00 0.0035 0.0594 0.0334
2.00 0.0123 0.1110 0.0610
3.00 0.0220 0.1484 0.0774
4.00 0.0281 0.1677 0.0817

176.00 0.0000 0.0056 0.0000
177.00 0.0000 0.0062 0.0012
178.00 0.0000 0.0059 0.0009
179.00 0.0000 0.0050 0.0010
180.00 0.0000 0.0045 0.0005

Figura 18.13. Ejemplo de archivo de salida de la
rutina de cálculo de la transformada de Fourier.
FRECUENC.: frecuencia de análisis. POWER:
transformada de Fourier. SQRPOWER: raíz cuadrada de 
la transformada. FSQRPOWER: SQRPOWER filtrado.

Por último, se calcula un porcentaje de 
similitud global en función de la Ec. 8.

Ec. 8

Donde: Sv= similitud local de cada ventana 
So= similitud global 
V= cantidad total de ventanas

De esta manera, se genera un nuevo 
archivo de salida, para cada par, a partir del 
cual se puede extraer la información de similitud 
de patrones de LCC (Figura 18.14).

Para comprobar la consistencia de esta 
metodología, se aplicó el análisis cuantitativo 
sobre las 13 secuencias de RNAs S de 
bunyavirus ya utilizadas (Tabla 18.b). En todos 
los casos, se aplicó el análisis en un esquema de 
ventanas adyacentes de 51 nt. de longitud.

Archivos p rocesad os:
AIN-51. FOU BAT-5 1 .FOU
Ven taina: 1
Semejanza: 72 .5 %
Ventana: 2
Semejanza: 71.7 %
Ven tama: 3
Semejanza: 63.6 %
Ven tama: 4
Semejanza: 66.1 %
Ventana: 5
Semejanza: 68.4 %
Ven tama: 6
Semejanza: 62.3 %
Ventana: 7
Semejanza: 63.0 %
Ventana: 8
Semejanza: 51.8 %
Ven tama: 9
Semejanza: 62.7 %
Ventana: 10
Semejanza: 66.7 %
Ventana: 11
Semejanza: 57 .6 %
Ven tama: 12
Semejanza: 68.6 %

Suma to ta l:  775.030
S im ilitu d : 64. 6  %

Figura 18.14. Ejemplo de archivo de salida de la 
rutina de comparación de amplitudes de Fourier.
Las ventanas están numeradas en forma correlativa. 
Semejanza: es Sv. Suma total es: X5V. Similitud: es la 
similitud global Se,.

En la Tabla 18.d se puede observar que 
las relaciones de similitud obtenidas son 
prácticamente coincidentes con las obtenidas 
mediante análisis de homología nucleotídica 
(Tabla 18.c). En la Figura 18.15 se muestra el 
análisis comparativo de algunas ventanas como 
ejemplo.

En síntesis, esta metodología de análisis 
resulta promisoria desde el punto de vista del 
análisis comparativo de los patrones de LCC 
individuales de secuencias relacionadas.

Por otra parte, también permite 
complementar, desde un punto de vista diferente, 
los datos derivados de homologías y 
alineamientos múltiples, posibilitando reagrupar 
las secuencias en nuevos subconjuntos con 
mayor grado de relación evolutiva interna.
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Tabla 18.d. Homología de LCC de 13 RNAs S de bunyavirus
BAT GER INK JAM JSU KEY LAC MAG MEL MOR TAH TRI

AIN 64.6 63.5 67.1 66.4 67.3 67.6 69.1 65.0 65.6 62.5 66.8 66.5
BAT 66.6 64.2 65.2 67.1 66.8 67.9 67.3 69.2 67.6
GER
INK
JAM
JSU
KEY
LAC
MAG
MEL
MOR
TAH

67.2 65.3 66.9 68.1 67T)
66.7
65.2
65.3
69.5
66.6

6K6

68.0

6ÍU

68.0

69.7

70.1

69.2 

67.4 |

AIN: Aino; BAT: Batai; GER: Germiston; INK: Inkoo; JAM: Jamestown Canyon; JSU: Jerry Slough; KEY: Keystone; 
LAC: La Crosse; MAG: Maguari; MEL: Melao; MOR: Morro Bay; TAH: Tahyna; TRI: Trivittatus.
En grisado oscuro: grupo mayoritario (INK, JAM, JSU, KEY, LAC, MEL, MOR, TAH, TRI).
En grisado claro: grupo minoritario (BAT, GER, MAG).

Figura 18.1S. Diferentes ventanas de análisis de Fourier. Las cuatro ventanas corresponden al análisis 
comparativo de los patrones de LCC de los RNAs S de los bunyavirus Batai, Germiston y Maguari (grupo 
minoritario). Todas las ventanas corresponden a segmentos de 51 nucleótidos de longitud. La posición incial es 
utilizada para identificar la ventana. En cada ventana se muestran, además, las relaciones de similitud local de 
LCC calculadas para cada par de secuencias.
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Frecuencia relativa de nucleótidos
(A+U vs C+G)
(P a q u e te  de ru tin as d iseñ a d a s y  e sc r ita s  p o r  P.D. G h irin gh elli)

La frecuencia relativa de nucleótidos y 
su distribución a lo largo de una secuencia 
constituyen una peculiaridad de la misma. En el 
caso de moléculas de ácidos nucleicos de simple 
cadena, esta distribución está asociada, además, 
con la potencial formación de estructuras 
secundarias estables.

Por otra parte, cuando se analiza una 
familia de secuencias nucleotídicas, el hallazgo 
de una buena correlación en la distribución de 
estas frecuencias, puede estar asociado con la 
importancia evolutiva del mensaje particular.

El análisis de las frecuencias de A+U vs 
C+G puede ser realizado en forma individual 
(secuencia por secuencia) o grupal (conjuntos de 
secuencias relacionadas). En los programas o 
paquetes de programas de uso frecuente, el 
único que realiza un análisis de este tipo es el 
programa PBASE (PC/GENE, Intelligenetics, 
1990). Dicho programa analiza la distribución 
de frecuencias en secuencias individuales, en 
función de ventanas definidas por el usuario, y 
la representa gráficamente. Esto último dificulta 
el análisis comparativo de varias secuencias.

Objetivos

=> El objetivo principal de este paquete de 
rutinas es contar con herramientas que 
permitan un análisis grupal de la 
distribución de frecuencias A+U vs C+G 
sobre secuencias relacionadas.

Fundamentos
Cuando se considera la distribución de 

frecuencias A+U vs C+G, es de esperar que la 
comparación de los patrones de distribución de 
frecuencias en macromoléculas relacionadas 
evolutivamente muestren un cierto grado de 
similitud. Esta similitud podría estar asociada 
con el grado de relación evolutiva.

La comparación y búsqueda de 
correlación de los patrones de distribución de 
frecuencias A+U vs C+G puede realizarse de 
varias maneras:

(1) por simple comparación visual de los 
gráficos individuales

(2) por análisis comparativo directo de los 
datos de cada macromolécula

(3) por integración y ajuste de los datos 
individuales en función de un alineamiento 
múltiple y generación de un gráfico 
consenso para el conjunto de moléculas.

Hipótesis

El patrón de distribución de frecuencias 
A+U vs C+G es una propiedad intrínseca de 
cada secuencia.

Un gráfico consenso generado a partir de 
un conjunto de secuencias relacionadas 
evolutivamente, debería presentar un alto grado 
de similitud con cada gráfico individual.

Toda región cuya distribución de 
frecuencias real sea mayor (menor) que la 
esperable para un conjunto de secuencias de 
organización aleatoria (longitud y composición 
equivalente) debería considerarse un rasgo 
peculiar del grupo de secuencias en análisis.

El patrón consenso generado es 
altamente dependiente del alineamiento múltiple.

Algoritmo

Se trabaja con ventanas de longitud 
definida por el usuario y se utilizan las 
Ecuaciones 8 y 9 para calcular las frecuencias 
de A+U y C+G, respectivamente para cada 
conjunto de residuos coincidente con la longitud 
de la ventana, desde 1 +Longventana/2, desplazando 
la ventana un residuo por vez, hasta 
Congruencia- Longventana/2- A continuación, se 
aplica la regla del máximo (Ec. 10) y se asigna 
el valor a la posición central de la ventana. Este 
cálculo se realiza para cada una de las 
secuencias del grupo, en forma individual. Para
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el cálculo se utilizan valores positivos para A+U 
y negativos para C+G.

A continuación, se trabaja sobre el 
conjuntó de archivos individuales con datos de 
distribución de frecuencias de las secuencias del 
grupo y un alineamiento múltiple de las mismas,

para ajustar los datos al alineamiento. En este 
punto es necesario mencionar que a los gcips se 
les asigna el valor 0.

Por último, utilizando el archivo de 
salida de la etapa anterior, se calcula la media 
aritmética y la desviación estándar para cada 
línea de datos, generando un archivo ASCII que 
puede ser importado con diversos programas de 
grafícación para construir el gráfico consenso 
final.
Criterios

Selección de ventanas a utilizar
En principio, el usuario puede definir 

ventanas de la longitud que desee (> 1 y 
< Longsecuencia)* La selección de la misma debe 
basarse en un equilibrio entre sensibilidad y 
sencillez. Utilizando una ventana de 35 o 51 
residuos se obtienen resultados que conjugan 
ambos hechos, sensibilidad y simplicidad del 
gráfico (Figura 18.16)

Figura 18.16. Gráficos de frecuencia nucleotídica relativa (A+U vs C+G). Los tres gráficos corresponden al análisis 
conjunto de los RNAs S de los arenavirus Junín-Candid #1, Junín-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabiá, lacaribe, Lassa-Nigeria, 
Lassa-Josiah, LCM-Armstrong, LCM-WL y Mopeia, en cada uno de ellos se utilizó una ventana de cálculo diferente. A. 
Ventana de 15 residuos. B. Ventana de 35 residuos. C. Ventana de 51 residuos. Como se puede observar, la complejidad del 
gráfico disminuye a medida que aumenta la amplitud de la ventana utilizada. Las líneas punteadas horizontales señalan el 
rango de frecuencias esperables para secuencias nucleotídicas de organización aleatoria.
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Análisis estadístico y detección de 
regiones características

Con la finalidad de determinar regiones 
características que se destaquen sobre lo 
esperable por simple azar, generalmente, se 
utiliza un análisis de Monte Cario.

Figura 18.17. Análisis de Montecarlo de la 
distribución de frecuencias nucleotídicas relativas
(A+U vs C+G). A. Histograma correspondiente a las 
secuencias de los RNAs S de los arenavirus Junín- 
Candid #1, Junín-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabiá, 
1 acaribe, Lassa-Nigeria, Lassa-Josiah, LCM- 
Armstrong, LCM-WE y Mopeia. La distribución de 
frecuencias se representa asumiendo el valor de 
frecuencia nucleotídica relativa de cada ventana como 
score. B. Histograma correspondiente a las secuencias 
de los RNAs S de los mismos arenavirus. La 
distribución de frecuencias se representa en función del 
Z score. C. Histograma correspondiente a secuencias de 
RNAs de composición nucleotídica equivalente a la de 
los arenavirus, pero de organización aleatoria. La 
distribución de frecuencias se representa asumiendo el 
valor de frecuencia nucleotídica relativa de cada 
ventana como score.

Para ello, se construye un histograma 
con los scores individuales correspondientes a 
dos o más secuencias reales. A continuación, se 
generan una o más secuencias de organización 
aleatoria, manteniendo el tamaño y la 
composición, y se construye el histograma 
correspondiente con los scores individuales.

La simple comparación de estos 
histogramas permite visualizar los límites entre 
los conjuntos de scores significativos y los no 
significativos. En la práctica, y cuando se 
trabaja con valores positivos y negativos, los 
valores de scores de secuencias reales que 
cumplan cualquiera de las condiciones de la 
Ec. 11 son significativos.

Ec. 11
S r > M s +  3cr

ó
Sr < M s -  3a

Donde:
Sr= scores de las secuencias reales 
M= medía aritmética de los scores de 

las secuencias aleatorias (Sa) 
o= desviación estándar

Una manera alternativa, que también 
establece relaciones entre scores reales y scores 
esperables es la utilización del Z score, 
calculado de acuerdo a la Ec. 12.

Ec. 12
J S r-MsJ

^  sc o r e a
Donde:

Sr= scores de las secuencias reales 
+/= media aritmética de los scores de 

las secuencias aleatorias (Su) 
o= desviación estándar

Como se observa en la Figura 18.17, en 
la distribución de frecuencias A+U vs C+G 
correspondientes a los RNAs S de arenavirus, 
cualquier valor de score mayor de +0,12 o 
menor de -0,02, cuando se utiliza la frecuencia 
como score, es estadísticamente significativo. 
Cuando se utiliza el Z score los límites superior 
e inferior son +3,25 y -4,5, respectivamente.
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Abundancia relativa de oligonucleótidos
(P a q u e te  d e  ru tinas d iseñ a d a s y  e scrita s p o r  P.D. G h irin ghelli)

En distintos organismos, con genomas 
basados en DNA o RNA, la organización de la 
información nucleotídica es sumamente variada. 
En una secuencia particular, esta heterogeneidad 
puede verse reflejada en la existencia de 
diferentes peculiaridades, tales como:

(l) Una excesiva dispersión en la abundancia 
relativa de di-, tri- y tetranucleótidos, 
globalmente o con distribución diferencial

en regiones codificantes y no codificantes.
(2) La distribución de marcadores definidos: 

conjuntos de nucleótidos, motivos 
regulatorios, sitios de restricción, etc.

(3) Presencia de oligonucleótidos o péptidos 
en cantidades excepcionales, muy raros o 
muy frecuentes.

En 1994, Karlin and Cardón 
describieron un conjunto de métodos, basados en 
los conceptos anteriores, que permiten 
determinar heterogeneidades de organización, 
nucleotídica o peptídica.

Ec. 13a. Análisis no simétrico de abundancia relativa de dinucleótidos

Donde:
fxr= frecuencia del dinucleótido XY en la hebra en análisis 
fx=  frecuencia del nucleótido X 
fy=  frecuencia del nucleótido Y

Ec. 13b. Análisis no simétrico de abundancia relativa de trinucleótidos

En las Ec. 13b y 13c:
fxrz= frecuencia del tri nucleótido XYZ 
fx n v T  frecuencia del tetranucleótido 

XYZW
El resto de las frecuencias corresponden a 
las frecueneias de los componentes del tri- o 
tetranueleótido en análisis.

Ec. 13c. Análisis no simétrico de abundancia relativa de tetranucleótidos
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En esencia, estos m étodos se basan en el 

análisis de las frecuencias propias de los di-, tri- 

y tetranucleótidos y la relación existente entre 

ellas y  las frecuencias de sus com ponentes 

m ono-, di- y  trinucleotídicos (abundancia  

relativa). Para ello, se  pueden utilizar, 

alternativamente, dos tipos de análisis, de 

acuerdo al ácido nucleico en estudio (sim ple o 

doble cadena). En el caso  de ácidos nucleicos de 

sim ple cadena se  puede realizar un análisis de 

tipo no sim étrico (Ec. 13a, 13b y 13c) y en el 

caso  de ácidos nucleicos de doble cadena se

puede realizar un análisis de tipo sim étrico  

(Ec. 14a, 14b y 14c).
Por otra parte, basándose en datos 

experim entales y  en análisis estadísticos  

estrictos, los m ism os autores destacan que la 

existencia  de valores de abundancia relativa  

< 0 ,7 8  o >  1,23 tienen una probabilidad < 0 ,0 0 1 , 

independientem ente de la com p osición  de bases 

del genom a. Por lo tanto, cualquier valor inferior 

a 0 ,7 8  se  considera sub-representado y cualquier  

valor mayor a 1,23 se lo considera sobre- 

representado.

Ec. 14a. Análisis simétrico de abundancia relativa de dinucleótidos

Donde:
fxr=  frecuencia del dinucleótido XY en la hebra en análisis 
f Lxy= frecuencia del dinucleótido complementario al 

dinucleótido XY en la hebra complementaria a la 
analizada

f x y f cx= frecuencia del nucleótido X y de su 
complementario, respectivamente 

Í Y y f CY= frecuencia del nucleótido Y y de su 
complementario, respectivamente

Ec. 14b. Análisis simétrico de abundancia relativa de trinucleótidos

En las Ec. 14b y 14c, siempre:
f=  frecuencia del oligonucleótido 

en la hebra en análisis 
f " — frecuencia del oligonucleótido 

complementario al de/ en la 
hebra complementaria a la 
analizada

343

Ec. 14c. Análisis simétrico de abundancia relativa de tetranucleótidos



Capítulo 18 -  Diseño y  programación de rutinas de computación

Objetivos

=> Contar con herramientas que permitan el 
análisis individual, sobre la secuencia 
completa y/o relacionada con la posición, de 
las abundancias relativas de los diferentes 
di-, tri- y tetranucleótidos.

Fundamentos

Cuando se considera la abundancia 
relativa de di-, tri- o tetranucleótidos de una 
secuencia determinada, es esperable que la 
mayor parte de los valores estén comprendidos 
entre 0,78 y 1,23 (probabilidad > 0,999; Karlin 
y Cardón, 1994). Por lo tanto, cualquier valor de 
abundancia relativa < 0,78 o > 1,23 debería ser 
considerado como una característica distintiva 
de la información nucleotídica analizada.

Si se extiende el estudio a un conjunto de 
secuencias relacionadas, el hallazgo de sub­
representaciones y/o sobre-representaciones de 
oligonucleótidos cortos podría conducir a la 
búsqueda de su significado evolutivo (funcional 
o estructural).

Por otra parte, el cálculo de las 
abundancias relativas puede realizarse de varias 
maneras:

(1) por análisis de las secuencias individuales. 
Se trabaja con las secuencias completas.

(2) por análisis de las secuencias individuales 
en un esquema asociado con la posición. 
Se trabaja con ventanas adyacentes.

Hipótesis

=> El patrón de sub- y sobre-representaciones 
de oligonucleótidos cortos es una propiedad 
intrínseca de cada secuencia.

=> El análisis comparativo de un conjunto de 
secuencias relacionadas evolutivamente, 
debería permitir la detección de sub- y 
sobre-representaciones constantes. Esto 
último, debería considerarse un rasgo 
peculiar del grupo de secuencias en análisis.

Algoritmo
En el análisis global, se trabaja sobre las 

secuencias individuales completas utilizando las 
Ecuaciones 13a, 13b y 13c para el análisis no 
simétrico (o las Ecuaciones 14a, 14b y 14c para 
el análisis simétrico). A continuación, los 
resultados se tabulan y/o grafican para el 
análisis comparativo.

En el análisis asociado con la posición, 
se trabaja con ventanas de longitud definida por 
el usuario, y se utilizan las mismas Ecuaciones 
anteriores para calcular las abundancias 
relativas para cada conjunto de residuos 
coincidente con la longitud de la ventana. Como 
se utiliza un esquema de ventanas adyacentes, 
este análisis permite obtener un total de datos 
equivalente a Longsecuencia/Longventana.

Para minimizar los sesgos derivados del 
análisis de un número pequeño de datos, las 
ventanas deberían ser grandes y guardar alguna 
relación con la longitud total de la secuencia; 
por ejemplo: para las secuencias de los RNAs S 
de arenavirus (longitud promedio ~ 3500 nt.) las 
ventanas a utilizar deberían ser > 200
nucleótidos, mientras que para las secuencias de 
los DNAs de baculovirus (longitud promedio 
~ 130000 nt.) las ventanas a utilizar deberían 
ser > 2000 nucleótidos.

En ambos tipos de análisis, el punto de 
partida es una colección de archivos de 
secuencia individuales sin formato.

Los datos de abundancia relativa de di-, 
tri- y tetranucleótidos de cada secuencia se 
guardan en un archivo ASCII que puede ser 
importado con diversos programas de 
graficación. Todos los valores generados son 
positivos. Sin embargo, para facilitar la 
discriminación rápida entre sub- y sobre- 
representaciones y la visualización gráfica, el 
archivo original se modifica, llevando a 0 todos 
los valores comprendidos entre 0,78 y 1,23, 
asignando valor positivo a la diferencia: valor 
>1,23 -  1,23 y valor negativo a la diferencia: 
0,78 - valor <0,78.
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En las figuras 18.18 y 18.19 se
muestran algunos ejemplos de abundancia 
relativa de dinucleótidos.

La Figura 18.18 corresponde al análisis 
realizado sobre las secuencias completas, en 
forma global.

La Figura 18.19 corresponde al análisis 
realizado sobre el RNA S del virus Junín -  
Candid 1, utilizando un esquema de ventanas 
adyacentes.

Figura 18.18. Análisis de abundancia relativa de los 16 dinucleótidos posibles. A. Histograma 
correspondiente a la secuencia del RNA S del virus Junín-Candid #1.
B. Histograma correspondiente a las secuencias de los RNAs S de los distintos arenavirus. CD1: Junín-Candid 
#1, MC2: Junín-MC2, OLI: Oliveros, PIC: Pichindé, SAB: Sabiá, TAC: Tacaribe, LAG: Lassa-Nigeria, LAJ: 
Lassa-Josiah, LCA: LCM-Armstrong, LCE: LCM-WE y MOP: Mopeia.
En ambos casos se representan sólo las sub- y sobre-representaciones de dinucleótidos.
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Junín - Candid 1
Abundancia relativa de dinucleótidos

Figura 18.19. Abundancia relativa de los dieciséis dinucleótidos posibles en el RNA S del virus Junín -  Candid I.
En los diferentes gráficos, se representan las sub- y sobre-representaciones correspondientes a ventanas adyacentes de 
200 nucleótidos de longitud. A. Representación tridimensional de las abundancias relativas. B. Representaciones 
bidimensionales de las abundancias de cada uno de los cuatro subconjunlos de dinucleótidos existentes.
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Datmanip (manipulación de datos)
{R u tina  d iseñ a d a  y  e scrita  p o r  P.D. G h irin gh elli)

En esencia esta rutina es un utilitario 
que permite tomar datos seleccionados, a partir 
de los archivos ASCII obtenidos con los 
programas PHDhtm, PHDsec y PHDacc (Rost 
et al., 1994a,b, 1995; Rost and Sander, 
1993a,b,c, 1994a,b,c,d), y adecuarlos para su 
presentación gráfica.
Las posibilidades que ofrece son:
=> Selección de columnas y obtención de 

datos.
=> Cambios de signo en los valores.
=> Búsqueda de máximos y mínimos.
=> Normalización de valores (entre 0 y 1).
=> Cálculo de promedios por ventanas.

Análisis comparativo de estructuras 
secundarias de RNA (óptimas y subóptimas) y 
determinación de la estructura más frecuente
{P a q u e te  d e  ru tin as d iseñ a d a s y  e sc r ita s  p o r  P .D. G h irin ghelli)

La predicción de estructuras secundarias 
de RNA consiste en el cálculo de todos los 
posibles apareamientos de bases (G-C, A-U y 
G-U), sujetos a algunas reglas simples.

Actualmente, existe una diversidad de 
programas que permiten realizar estas 
predicciones. Entre ellos, se pueden mencionar el 
RNAFOLD (GCG, Wisconsin, USA), el 
RNADRAW (Ole Matzura, http://broccoIi.mfn. 
ki.se/rnadraw/rnadraw.html) o el MULFOLD 
(Zuker, M., http://ibc.wustl.edu/~zuker/mfold) 
(Zuker and Stiegler, 1981; Zuker and SankofF, 
1984). Para predecir la estructura óptima, todos 
estos programas emplean una estrategia basada 
en minimizar la energía libre, utilizando las 
reglas desarrolladas por Turner et al. (1987, 
1988). El MULFOLD permite, además, obtener 
una serie de estructuras subóptimas (Zuker, 
1989; Zuker et al., 1991).

Por otra parte, dados los requerimientos 
de espacio computacional (RAM y HD), todos 
estos programas tienen limitaciones en la 
longitud de los RNAs que pueden manejar para

realizar la predicción (por ej. el servidor con el 
programa MULFOLD puede manejar hasta 
3000 nucleótidos).

Objetivos

Los objetivos principales de este paquete 
de rutinas son:

=> Contar con herramientas que permitan 
predecir la estructura secundaria completa 
de los RNAs S de arenavirus.

=> Contar con herramientas que permitan 
analizar comparativamente las estructuras 
óptimas y subóptimas.

Fundamentos

Cuando se analizan las predicciones de 
estructura secundaria de RNAs relacionados 
filogenéticamente, es esperable encontrar una 
conservación de algunos motivos estructurales. 
En el caso de los arenavirus, estos motivos 
podrían estar relacionados con funciones 
regulatorias: señales de encapsidación, controles 
de replicación/transcripción, controles de
traducción, etc.

Hipótesis

El patrón de plegamiento de cada uno de 
los diferentes segmentos (hasta 3000
nucleótidos) en que se divide un RNA largo 
(mayor de 3000 nucleótidos), está dominado por 
las regiones de mínima energía. Por lo tanto, es 
factible construir una estructura secundaria 
consenso para la molécula completa de RNA a 
partir del análisis del grado de solapamiento de 
plegamientos parciales.

El análisis comparativo de un conjunto 
de estructuras secundarias, la óptima (de mínima 
energía libre) y las subóptimas (hasta un 5% de 
disminución en la energía libre), debería permitir 
la detección de la estructura más frecuente. Esto 
último, junto con información adicional (datos 
experimentales, similitud con otros RNAs de la 
misma familia, etc.) avalaría la decisión de 
considerar una estructura subóptima como la 
potencialmente existente.
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Algoritmo

Se realiza la predicción de estructura 
secundaria sobre segmentos de RNA no mayores 
de 3000 nucleótidos de longitud; el solapamiento 
de los diferentes segmentos debe ser, al menos, 
de 500-1000 nucleótidos. Los datos se exportan 
en formato GCG (Genetics Computer Group, 
Wisconsin, USA), en los cuales la numeración 
es siempre correlativa y comenzando en 1.

Luego se hacen las comparaciones 
posición por posición, de a pares. Es importante 
que todos los archivos tengan la misma cantidad 
de líneas. Los archivos de los pares muestran 
con un 0 si la predicción de plegamiento para 
una posición dada es diferente en ambos 
archivos y con un 1 si la predicción de 
plegamiento para una posición dada es la misma 
en ambos archivos. En cualquiera de los casos 
no se discrimina si la predicción corresponde a 
interacción con otro nucleótido o no.

Por otra parte, también se calcula un 
score global de la comparación. Este score se 
construye mediante la sumatoria de los valores 
correspondientes a cada posición, utilizando un 
2 para representar idéntica interacción con otro 
nucleótido, un 1 para representar idéntica 
ausencia de interacción y un 0 para representar 
las diferencias. El score puede tener un máximo 
teórico, que es el número de nucleótidos X 2, en 
el caso en que todos los nucleótidos estén 
apareados y las predicciones sean exactamente 
idénticas (muy poco probable); y un mínimo 
teórico, que sería la ausencia total de semejanza 
(muy poco probable). El valor del score es una 
medida de la semejanza entre dos plegamientos 
predichos.

Una vez construidos todos los pares 
deseados, se genera una tabla que tiene por 
primer columna la numeración de posición y las 
siguientes son tantas columnas como pares que 
existan (se transfieren los valores de 0 y l .A  
continuación, se cuenta, línea por línea cuantos 
números 1 hay y se vuelca en un nuevo archivo 
que posee tres columnas: una con las posiciones,

otra con los totales de números 1 y la última con 
los porcentajes correspondientes a cada línea.

Predicción de la estructura (sin los extremos)

Se realiza el análisis comparativo de las 
estructuras calculadas para los diferentes 
segmentos en que se dividió el RNA (3 o más 
segmentos).

En el análisis de las regiones solapadas, 
se considera de mayor importancia la 
consistencia en la determinación de interacciones 
próximas (de mínimo AG0 local) respecto de las 
interacciones entre los extremos libres de ambos 
segmentos en comparación.

Predicción de la estructura de extremos 
distales (5’y  3 f)

Se construyen moléculas quiméricas, 
formadas por 200-600 nucleótidos reales 
correspondientes a cada extremo, separados por 
una secuencia homopolimérica (> 200 Cs).

Se realizan dos tipos de análisis 
comparativo: se busca la estructura
predominante mediante el estudio de un conjunto 
de predicciones que difieren, como máximo, un 
5% en su AG0; y se busca el solapamiento de 
interacciones entre la estructura predominante 
anterior y los segmentos más internos 
superpuestos.

En las Figuras 18.20, 18.21, 18.22 y
18.23 se pueden observar algunos ejemplos de 
estructuras calculadas de esta manera.

Predicción de la estructura completa

En base a los análisis anteriores, se 
rearma la estructura completa del RNA S, 
asignándole mayor importancia a la existencia 
de interacciones próximas (de mínimo AG0 
local), respecto de las interacciones entre los 
extremos libres de ambos segmentos en 
comparación, en el análisis de las regiones 
solapadas.
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Figura 18.20. Análisis comparativo para la determinación de la estructura secundaria más probable en los 
extremos del RIÑA S viral del virus Junín-IMC2. Los gráficos derivan del análisis comparativo de 9 estructuras 
secundarias predichas (incluyendo la óptima y las subóptimas) , que difieren sólo un 5% en su ACio. La estruetura de 
mayor probabilidad corresponde a la de máxima estabilidad. La estruetura tipo panhandle predicha se ha superpuesto 
para facilitar la observación.
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C a p ítu lo  18  - D iserto  y  p ro g r a m a c ió n  d e  ru tin a s  d e  c o m p u ta c ió n

18»21. Análisis comparativo para la dctcrminaciÓD de la estructura secundaría más probable en los 
extremos del RNA S viral del virus Junín-Candid ftl. L o s  g r á f i c o s  d e r iv a n  d e l  a n á l i s i s  c o m p a r a t iv o  d e  2 4  e s t r u c t u r a s  

s e c u n d a r ia s  p r e d ic h a s  ( i n c lu y e n d o  la  ó p t im a  y  la s  s u b ó p t im a s ) ,  q u e  d i f i e r e n  s ó l o  u n  5 %  e n  s u  AGo. L a s  e s t r u c t u r a s  

s u p e r p u e s t a s  e n  c a d a  g r á f ic o  c o r r e s p o n d e n  a  la s  d e  m á x im a  e s t a b i l i d a d  y  b a ja  p r o b a b i l id a d .  E n  e s t e  c a s o  n o  s e  
c o n s t i t u y e  u n a  e s tr u c t u r a  t ip o  panhandle.
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Figura 18.22. Análisis comparativo para la determinación de la estructura secundaría más probable en los 
extremos del RNA S viral del virus Junín-Candid #1. Los gráficos derivan del análisis comparativo de 24 estructuras 
secundarias predichas (incluyendo la óptima y las subóptimas), que difieren sólo un 5% en su AGo. La estructura de 
mayor probabilidad corresponde a la segunda subóptima. La estructura tipo panhandle predicha se ha superpuesto para 
facilitar la observación.
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Detección de puntos potenciales de 
recombinación en moléculas de RNA, 
construcción y selección de las moléculas 
recombinantes basado en criterios de 
presencia de marcos de lectura abiertos y 
variaciones en la longitud de las proteínas 
codificadas
( P aquete d e  ru tin as d iseñ a d a s y  e sc r ita s  p o r  P.D. G h ir in gh elli)

Actualmente, existen varios programas 
que permiten evaluar la región potencial de 
entrecruzamiento entre dos moléculas parentales 
desconocidas que generaron un recombinante 
detectado en la naturaleza. Uno de estos 
programas es el RDP (Martin and Rybicki, 
2000), el cual trabaja sobre un alineamiento 
múltiple de secuencias y, basado en un esquema 
de ventanas, realiza un análisis de tipo 
filogenético (bootstrapping) para evaluar la 
posible región de recombinación. La precisión de 
la predicción está acotada a la longitud de la 
ventana definida por el usuario.

Sin embargo, ninguno de los programas 
disponibles académicamente permite predecir la 
generación de recombinantes basado en el 
análisis de datos de homología local entre dos 
copias de una misma molécula o entre dos 
moléculas independientes.

Objetivos

Los objetivos principales de este paquete 
de rutinas son:

=> Contar con herramientas que permitan 
predecir la generación de recombinantes a 
partir de datos de homología local.

=> Contar con herramientas que permitan 
seleccionar los potenciales recombinantes 
en función de la presencia de marcos de 
lectura abiertos y variaciones en la longitud 
de las proteínas codificadas.

Fundamentos
Como se ha mencionado en el Capítulo 

12 (páginas 146 y posteriores), existen varios 
mecanismos de recombinación posibles en los

genomas basados en moléculas de RNA. Entre 
ellos, los únicos predecibles son aquellos 
mecanismos que dependen, hasta cierto punto, 
de una complementariedad local en el punto de 
recombinación entre las dos moléculas 
parentales, o en las cercanías del mismo.

Por otra parte, existen múltiples 
programas que permiten detectar la presencia de 
repeticiones (directas o invertidas), perfectas o 
imperfectas, dentro de una misma molécula o 
entre dos moléculas diferentes. Todos estos 
programas trabajan exclusivamente con pares de 
secuencias y generan archivos de texto con los 
pares de regiones homologas y/o gráficos del 
tipo dot plot.

Hipótesis
La detección de repeticiones, perfectas o 

imperfectas, serviría como base para construir 
in silico potenciales recombinantes que, en la 
naturaleza, puedan ser generados por los 
mecanismos de copy choice, transesterificación 
o primer alignment and extensión. El análisis 
simultáneo de la presencia de marcos de lectura 
abiertos y las variaciones en la longitud de las 
proteínas codificadas habilitarían la predicción 
de recombinantes que podrían dar lugar a virus 
emergentes.

Algoritmo

El punto de partida es la búsqueda de 
regiones de homología, total o parcial, entre dos 
secuencias utilizando una versión para PC del 
programa Blast 2 sequences (Karlin and 
Altschul, 1990, 1993; Altschul et al., 1997; 
Zhang et al., 1998), con la siguiente línea de 
comandos:

B12seq -i CDl-v.rnd -j 
Oli-vc.rnd -p blastn -g T -o 
CD1 vOlic. bl2 -W 7 -F F -q -1 -e 
100000 -S 1.

Donde: -/' y - j  son los nombres de los 
archivos de entrada; -p selecciona la subrutina a 
utilizar (blastn o blastp); -g permite operar con o sin 
introducción de gaps (T: true; F: false); -o es el
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nombre del archivo de salida; -W indica la longitud 
mínima de palabra que se usa en la búsqueda; -F  

filtra las secuencias en análisis respecto de regiones 
de baja complejidad informativa (T : tru e; F: fa ls e ) ;  

-e  valor estadístico relacionado con las chances de 
similitud por azar (e x p e c te d  v a lu é); -S permite 
seleccionar si la búsqueda de regiones de homología 
en la segunda secuencia se hace utilizando la hebra 
ingresada (7), la complementaria (2), o las dos 
polaridades (3).

De esta manera, se detectan todas las 
regiones de homología existentes, con una 
longitud mínima de 7 residuos y 100 % de 
homología hasta la longitud máxima posible, 
acotada por la condición de que la homología 
debe ser igual o mayor a 60%.

El archivo de salida obtenido con el 
programa BI2seq (Figura 18.24) se puede 
utilizar como archivo de entrada para diversas 
rutinas. Algunas de ellas tienen por finalidad 
analizar el archivo para seleccionar los 
recombinantes potencialmente viables y 
construir las moléculas de RNA S 
recombinantes, mientras que otras tienen por 
finalidad la visualización gráfica de todos los 
posibles puntos de recombinación.

En el caso de la selección y construcción 
de recombinantes, los datos deben ser 
procesados secuencialmente con las rutinas 
ANPARCOD, ARMAREC4 y REVTAB3, en 
las Figuras 18.25, 18.26 y 18.27 se muestran 
ejemplos de los archivos de salida obtenidos. El 
archivo de salida obtenido con la rutina 
ANPARCOD sirve de base para representar el 
mecanismo de generación del recombinante. Los 
archivos generados con la rutina ARMAREC4 
sirven de base para evaluar la continuidad de 
marcos de lectura y obtener los productos de

traducción recombinantes, en el caso en que los 
puntos de entrecruzamiento correspondan a 
regiones codificantes; mientras que permite 
obtener las moléculas híbridas para efectuar 
predicciones de estructura, etc., en el caso en 
que los puntos de entrecruzamiento 
correspondan a regiones no codificantes. El 
archivo generado con la rutina REVTAB3 
presenta sintéticamente todos los recombinantes 
encontrados, potencialmente viables. La Figura 
18.28 muestra el procesamiento posterior de los 
archivos obtenidos con las rutinas ANPARCOD 
y ARMAREC4 que verifican la factibilidad de 
generación de un recombinante potencialmente 
viable mediante el mecanismo de copy choice.

En el caso de la visualización gráfica, 
los datos deben ser procesados secuencialmente 
con las rutinas DIVIDE, ANA2-1, PROCESA, 
PROCESA 1, PROCESA2, JUNTA1, JUNTA2, 
JUNTA y HISTO. La Figura 18.29 muestra dos 
ejemplos de gráficos que presentan todos los 
posibles puntos de recombinación entre dos 
moléculas de RNA viral.

Dado que los datos mostrados 
corresponden a dos moléculas de RNA S en 
polaridad viral, todos los posibles puntos de 
entrecruzamiento detectados pueden ser 
utilizados para la generación de recombinantes 
mediante los mecanismos de copy choice o 
transesterificación. Para la evaluación de 
generación de recombinantes mediante el 
mecanismo de primer alignment and extensión, 
el análisis debería realizarse entre una molécula 
en polaridad viral y la otra en polaridad viral 
complementaria.

354



Capítulo 18 - Diseño y  programación de rutinas de computación

>
Length = 3534

Score = 25.4 bits (15), Expect = 0.27 
Identities = 22/29 (75%)
Strand = Plus / Plus

Query: 9 aggggatcctaggcgattttggtaacgct 37 
I I  I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I Sbjct: 6 agtggatcctaggcatataggataacgct 34

Score = 25.4 bits (15), Expect = 0.27 
Identities = 17/19 (89%)
Strand = Plus / Plus

Query: 3395 gcctaggatccactgtgcg 3413 
I I I  I I I I I I I I I I I I I I Sbjct: 3516 gcctaggatccccggtgcg 3534

Score = 12.7 bits (7), Expect = 1806
Identities = 7/7 (100%)
Strand = Plus / Plus

Query: 665 aagactg 671
I I I I I I ISbjct: 2591 aagactg 2597

Lambda K H
1.10 0.333 0.550

Gapped
Lambda K H

1.10 0.333 0.550
Matrix: blastn matrix:l -1
Gap Penalties: Existence: 5, Extensión: 2
Number of Hits to DB: 907
Number of Sequences: 0
Number of extensions: 907
Number of successful extensions: 907
Number of sequences better than 100000.0: 1
length of query: 3413
length of database: 3534
effective HSP length: 27
effective length of query: 3386
effective length of database: 3507
effective search space: 11874702
effective search space used: 11874702
T: 0
A: 0
XI: 4 ( 6.3 bits)
X2: 12 (19.0 bits)
SI: 14 (23.8 bits)
S2: 4 ( 7.9 bits)

Figura 18.24. Ejemplo de archivo derivado de la rutina B12seq (Blast 2 sequences), derivado de la comparación entre los 
RNAs S de los virus Junín-Candid #1 y Oliveros. Este archivo es utilizado como archivo de entrada para las diversas rutinas 
descriptas en este capítulo.
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R e g i ó n  c o d i f i c a n t e  p a r a  GPC
K I S F D D I A V L L P E Y D V I  I Q H P

A A G A U C A G C U U U G A U G A C A U C G C A G U G U U G U U A C C A G A A U A U G A C G U U A U A A U U C A G C A U C C G  
Q u e r y : 4 1 6  A U C A G C U U U G A U G A C A U C G C A G U G U U G U U A C C A G A A U A U G A C G U U A U A A U U C A G C A U C C G G  4 7 6

I I I I I I I I I I I I I I I I II
S b j c t :  4 1 1  CCUGGAGAUUUCAUCACUACUCACAACAAUUGUCUUGUCCUCGACCCACGCAUCGGGUUUU 3 5 1

UGGAGAUUUCAUCACUACUCACAACAAUUGUCUUGUCCUCGACCCACGCAUCGGGUUUUUGAC 
G R F Y H H T N N V S C S S P A Y G L F Q

R e g i ó n  c o d i f i c a n t e  p a r a  GPC
K M K C F G N T A V A K C N L N H D S E F  

AAAAUGAAGUGUUUUGGCAAUACUGCUGUAGCAAAAUGCAAUCUGAAUCAUGACUCUGAAUUC 
Q u e r y :  9 3 2  AUGAAGUGUUUUGGCAAUACUGCUGUAGCAAAAUGCAAUCUGAAUCAUGACUCUGAAUUCUG 9 9 3

l i l i  I III I I I I I I I I I I
S b j c t :  8 1 5  ACGUGAAGUUCACACUCGACACGAGAACGUAGUACGUUAGACGAGAGACUGUCAUUAGUUUG 7 5 4

CGUGAAGUUCACACUCGACACGAGAACGUAGUACGUUAGACGAGAGACUGUCAUUAGUUUGGU 
C K L H S S H E Q M M C D A R Q C Y D F W

Figura 18.25. Ejemplo de archivo derivado de la rutina ANPARCOD. Este archivo es utilizado como 
archivo de entrada para la rutina ARMAREC4.

GUAUAGAAGC C C AAGAGAGGUUAAAGC CU GUAU GAC ACUGUU C AUU GUCUC AC CUC CUU GAAC AGU C AU GC AUGC  
AAUU GUC AAUGC AGGAAC AGAAC C AAACUGAUU GUUAAGUUUU GAAGGAU CUUUAAC AU C C C AUAC C CUC AC C AC
a c c a u u u c c c c c a g u u c c u u g c u g u u g a a a u c c c u u c c u c u c u u g u g a u g a a u u g g a g a c a a g u g u g u u c a g c a g

A C A G C U U U U C A A G A U C A U C A A G G U U G G G G U A U U U G A C U G U G U A A A G G A G C C C A A G U G U G G U C A A A C C U U G U A C C A
C A U C A U U C A U C U G U U C A G C U C C U U G C A C U G A C A U G C A A G C A A U U G U C A A A G C A G G C A U U G A U C C A A A C U G A U U G A
U C A A U U G C U U C U G A U C C U U A A U G U C C C A G A U C C U U A C C A C A C C G U U G U U U U G A C C U U G U C U G G A C U G A A A C C C A A

Figura 18.26. Ejemplo de archivo de salida de la rutina ARMAREC4. La zona mostrada corresponde a la 
región de unión entre los RNAs S virales de los virus Junín-Candid #1 y Oliveros. En rojo se indica la 
secuencia correspondiente a Junín-Candid #1 y en negro la correspondiente a Oliveros.

C10I11I.REI; 2 marco de lectura > de 400 aa; 89 1541 ; 484
C10I23I.REI; 2 marco de lectura > de 400 aa; 89 1472 ; 461
C10I32D.REI; 2 marco de lectura > de 400 aa; 116 1496 ; 460
C10I33D.RE2; 1 marco de lectura > de 400 aa; 82 1705 ; 541
C10I43I.RE2; 3 marco de lectura > de 400 aa; 981 2 57 7 ; 532
C10I4 41 .RE2; 2 marco de lectura > de 400 aa; 89 1862 ; 591
C10I45D.RE1; 2 marco de lectura > de 400 aa; 116 14 99 ; 461
C10I46I.RE2; 2 marco de lectura > de 400 aa; 89 167 3 ; 528

Figura 18.27. Ejemplo de tabla generada con la rutina ARMAREC4 y corregida con la rutina 
REVTAB3. Los datos mostrados corresponden a potenciales recombinantes entre diferentes regiones de los 
RNAs S de los virus Junín-Candid #1 y Oliveros.
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Figura 18.29. Gráficos derivados de los datos generados con las rutinas descriptas en este capítulo.
A. Histograma construido con los datos derivados de la rutina DIVIDE, ANA2-1, PROCESA, PROCESA 1, 
PROCESA2, JUNTA1, JUNTA2, JUNTA y HISTO. En este ejemplo se muestran todas las posiciones de 
homología entre los RNAs S de los virus Junín-Candid #1 y Oliveros. B. Gráfico tipo dol p lo t que muestra las 
regiones de complementariedad entre los RNAs S de los virus Junín-Candid #1 y Oliveros. Los datos para 
confeccionar el gráfico derivan de las rutinas.
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Análisis de anfipaticidad en estructuras 
secundarias de proteínas
( P aquete de ru tin as d ise ñ a d a s y  e sc r ita s  p o r  P.D. G h ir in gh elli)

Dado que los 20 aminoácidos esenciales 
se comportan de diferente manera en soluciones 
acuosas, la hidrofobicidad de cada uno de ellos 
es diferente. Desde este punto de vista, una de 
las características importantes en una molécula 
proteica es el perfil de hidrofobicidad de la 
misma. En la mayor parte de los paquetes de 
programas de análisis de secuencias existen una 
o más rutinas para calcular los perfiles de 
hidrofobicidad de moléculas proteicas. Todos 
ellos se basan en el análisis de la estructura 
primaria de la proteína en función de tablas de 
valores de hidrofobicidad de cada aminoácido, 
en una estrategia basada en ventanas. Dado que 
existen más de 20 tablas diferentes con valores 
de hidrofobicidad para cada aminoácido 
(Cornette et al., 1987, 1995), los valores 
absolutos calculados con cada una de ellas son 
diferentes, pero los perfiles representados 
gráficamente son similares.

Sin embargo, ninguna de estas rutinas 
permite evaluar la disposición de aminoácidos 
con características de hidrofobicidad similares 
en una potencial estructura secundaria, tipo a- 
hélice o p-hoja plegada.

Objetivos

Los objetivos principales de este paquete 
de rutinas son:

=> Contar con herramientas que permitan 
evaluar si la disposición espacial de 
residuos aminoacídicos con características 
de hidrofobicidad similares habilitan la 
predicción de anfipaticidad en las 
estructuras secundarias básicas de las 
proteínas.

Fundamentos

La búsqueda y hallazgo de periodicidad 
en una secuencia numérica que representa 
alguna propiedad de una secuencia aminoacídica

constituye un dato peculiar en sí mismo. En 
particular, la detección de una repetición 
periódica de una propiedad determinada (por 
ejemplo: hidrofobicidad) con un período
característico, correlacionable con la geometría 
de la estructura secundaria local (3,6 para a  
hélices y 2,4 para estructuras p), estaría 
indicando, además, el carácter de anfipaticidad 
de la estructura.

Un método estándar para detectar 
periodicidad en una secuencia finita de números 
es realizar el análisis de dicha secuencia 
mediante la transformada discreta de Fourier.

Hipótesis

El hallazgo de periodicidad en la 
hidrofobicidad, coincidente con la periodicidad 
típica de una estructura secundaria proteica 
permite predecir el carácter antipático de la 
misma.

Algoritmo

El punto de partida es un archivo de 
texto ASCII como el que se muestra en la 
Figura 18.30. Sobre la base de este archivo se 
ejecuta la rutina ANFIPATI que realiza el 
análisis. Sintéticamente, se transforma la 
secuencia aminoacídica de la estructura 
secundaria ingresada a una sucesión numérica 
que contiene los valores de hidrofobicidad de 
cada residuo, los mismos se obtienen de una 
tabla asociada con la rutina (Figura 18.31). Es 
de destacar que las tablas son externas al 
programa, por lo cual el usuario puede 
cambiarlas libremente. La sucesión numérica 
obtenida es analizada mediante la transformada 
de Fourier para detectar la existencia de 
periodicidad en la información, generando un 
archivo ASCII (Figura 18.32) que contiene los 
datos de amplitudes calculados para cada 
frecuencia. Además, también se calcula un 
índice de anfipaticidad, que resulta del cociente 
entre el área bajo la curva entre dos frecuencias 
determinadas (85° y 110° sí la estructura 
analizada es una a-hélice, y 160° y 180° sí la
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estructura analizada es una (3-hoja plegada) y el 
área total bajo la curva (Comette et al., 1987).

Por otra parte, este archivo se puede 
importar con muchos de los programas de 
graficación disponibles, para visualizar el perfil 
de amplitudes obtenido en el análisis anterior 
(Figura 18.33).

A partir del archivo anterior, se puede 
generar una versión más sintética utilizando la 
rutina EXTRPEEK. El archivo ASCII 
generado con esta rutina contiene las estructuras

numeradas correlativamente, el valor del índice 
de anfipaticidad y los datos de todos los picos 
destacables (Figura 18.34).

Por último, una rutina relacionada con 
las anteriores es HIDROF, la cual permite 
calcular el perfil de hidrofobicidad, basado en un 
análisis por ventanas y una tabla de 
hidrofobicidad. El archivo ASCII generado tiene 
las posiciones de los residuos y el valor de 
hidrofobicidad asignado (Figura 18.35).

al (22-35) # CLTRWMLIEAELKC
a2 (50-101) # EEFCDMLTLFDFNKQAIQRLKAEAQMSIQLINKAVNALINDQLIMKNHLRDI
a3 (145-165) # DIEQQADNMITEMLQKEYMER
a4 (182-192) # SFYLISIFLHL
al (22-35) # CLTRWMLIEAELKC
a2 (50-101) # EEFCDMLRLFDFNKQAIERLKAEAQMSIQLINKAVNALINDQLIMKNHLRDI
a3 (145-165) # DIEQQADNMITEMLQKEYMER
a4 (182-192) # SFYLISIFLHL
al (22-35) # CLTKWMILAAELKC
a2 (50-101) # AEFCDMLRLIDYNKAALSKFKEDVESALHLFKTTVNSLISDQLLMRNHLRDL
a3 (144-165) # DQIEQEADNMITEMLRKDYIKR
a4 (182-192) # AYLVSIFLHL

Figura 18.30. Ejemplo de archivo de ingreso para la rutina ANFIPMED. El archivo puede contener cualquier 
cantidad de secuencias a analizar, la única limitación es que cada línea no puede tener más de 256 caracteres. Cada 
una de las líneas corresponde a la secuencia aminoacídica de una estructura secundaria definida, y está compuesta por 
dos secciones, el símbolo # separa: a la izquierda el nombre y los datos de posición de la estructura secundaria en la 
proteína completa, y a la derecha la secuencia aminoacídica de la misma.

K yte & D oolitleA 1.00 C 0.17 D-3.00 E-2.60 F 2.50 G 0.67 H-l.70 I 3.10K-4.60 
T-0.75 LV 2.20

2.30 M 1 . 10 W 1.50 N-2.70 Y 0.08 P-0.29 Q-2.90 R-7.50 S-l.10

P R /F TA 0.22 C 4.07 D-3.08 E-l.81 F 4.44 G 0.00 H 0.46 I 4.77K-3.04 T-l.90 LV 5.664.67 M 4.23 W 1.04 N-0.46 Y 3.23 P-2.23 Q-2.81 R 1 . 42 S-0.45

Figura 18.31. Ejemplos de tablas de hidrofobicidad utilizadas. Dos de las tablas de hidrofobicidad más utilizadas. 
En ambas, se representan con valores positivos los aminoácidos hidrofóbicos o menos polares y con valores negativos 
los aminoácidos menos polares o hidrofílicos.
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a 3  ( 1 4 5 - 1 6 5 )  DIEQQADNMITEMLQKEYMER Length: 2 1  a a .

A m p h i p a t h i c  I n d e x :  2 . , 3 2 7 7 9  M ean h y d r o p h o b i c i t y :

P o w e r  S p e c t r u m D a t a

F r e q u e n c y P o w e r N orm . P o w e r Norm . P o w e r
( 1 0 0 0 = 1 0 0 0 ) (M a x . P o w e r = 1 0 0 0 )

0 . 0 0 0 . 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0 0 . 0 0 0 0
1 . 0 0 1 . 8 8 7 4 5 . 7 2 1 6 2 . 1 6 9 6
2 . 0 0 7 . 4 2 0 3 2 2 . 4 9 4 3 8 . 5 2 9 9
3 . 0 0 1 6 . 2 2 1 9 4 9 . 1 7 6 0 1 8 . 6 4 7 8
4 . 0 0 2 7 . 6 9 8 4 8 3 . 9 6 6 6 3 1 . 8 4 0 5
5 . 0 0 4 1 . 0 8 6 9 1 2 4 . 5 5 3 2 4 7 . 2 3 1 1
6 . 0 0 5 5 . 5 1 7 0 1 6 8 . 2 9 7 5 6 3 . 8 1 9 1
7 . 0 0 7 0 . 0 7 9 9 2 1 2 . 4 4 4 3 8 0 . 5 5 9 8
8 . 0 0 8 3 . 9 0 0 0 2 5 4 . 3 3 9 4 9 6 . 4 4 6 5
9 . 0 0 9 6 . 2 0 1 7 2 9 1 . 6 3 1 5 1 1 0 . 5 8 7 9

8 6 . 0 0 7 6 4 . 0 3 6 0 2 3 1 6 . 1 4 3 5 8 7 8 . 2 9 1 2
8 7 . 0 0 8 0 7 . 1 6 5 5 2 4 4 6 . 8 8 8 9 9 2 7 . 8 7 0 4
8 8 . 0 0 8 4 0 . 7 7 6 4 2 5 4 8 . 7 7 8 9 9 6 6 . 5 0 7 5
8 9 . 0 0 8 6 2 . 3 2 8 1 2 6 1 4 . 1 1 2 0 9 9 1 . 2 8 2 1
9 0 . 0 0 8 6 9 . 9 1 2 0 2 6 3 7 . 1 0 2 2 1 0 0 0 . 0 0 0 0
9 1 . 0 0 8 6 2 . 3 9 9 1 2 6 1 4 . 3 2 7 2 9 9 1 . 3 6 3 7
9 2 . 0 0 8 3 9 . 5 3 7 2 2 5 4 5 . 0 2 2 2 9 6 5 . 0 8 2 9
9 3 . 0 0 8 0 1 . 9 8 3 6 2 4 3 1 . 1 8 0 0 9 2 1 . 9 1 3 5
9 4 . 0 0 7 5 1 . 2 6 9 7 2 2 7 7 . 4 4 3 0 8 6 3 . 6 1 5 8
9 5 . 0 0 6 8 9 . 6 9 7 4 2 0 9 0 . 7 8 9 1 7 9 2 . 8 3 5 8
9 6 . 0 0 6 2 0 . 1 8 1 3 1 8 8 0 . 0 5 3 9 7 1 2 . 9 2 4 2
9 7 . 0 0 5 4 6 . 0 3 6 0 1 6 5 5 . 2 8 5 6 6 2 7 . 6 9 1 1
9 8 . 0 0 4 7 0 . 7 3 6 9 1 4 2 7 . 0 1 9 5 5 4 1 . 1 3 1 7
9 9 . 0 0 3 9 7 . 6 6 7 6 1 2 0 5 . 5 1 2 9 4 5 7 . 1 3 5 5

1 0 0 . 0 0 3 2 9 . 8 7 4 2 1 0 0 0 . 0 0 0 0 3 7 9 . 2 0 4 1
1 0 1 . 0 0 2 6 9 . 8 5 2 6 8 1 8 . 0 4 7 0 3 1 0 . 2 0 6 8
1 0 2 . 0 0 2 1 9 . 3 7 9 8 6 6 5 . 0 4 0 8 2 5 2 . 1 8 6 2

1 7 7 . 0 0 1 6 9 . 5 4 8 5 5 1 3 . 9 7 9 2 1 9 4 . 9 0 3 0
1 7 8 . 0 0 1 5 8 . 2 7 8 2 4 7 9 . 8 1 3 8 1 8 1 . 9 4 7 4
1 7 9 . 0 0 1 5 0 . 8 0 4 1 4 5 7 . 1 5 6 4 1 7 3 . 3 5 5 6
1 8 0 . 0 0 1 4 8 . 1 9 0 1 4 4 9 . 2 3 2 1 1 7 0 . 3 5 0 7

0 . 2 6 3 3

Figura 18.32. Ejemplo de archivo de salida de la rutina ANFIPATI. El archivo está en formato texto ASCII. Los 
primeros renglones presentan: los datos de ingreso, tales como el nombre de la estructura, la secuencia y la longitud 
en aminoácidos; el índice de anfipaticidad calculado y la hidrofobicidad media de la estructura. A continuación se 
encuentra la información derivada del análisis de Fourier realizado. La primer columna (F r e q u e n c y ) corresponde a 
las frecuencia de Fourier utilizadas. La segunda columna {P o w er) corresponde a las amplitudes obtenidas para cada 
frecuencia durante el cálculo. La tercera y cuarta columnas {N orm . P o w e r)  corresponden a dos normalizaciones 
diferentes de los datos de P o w er. En la tercera, se asigna el valor de 1000 a la amplitud correspondiente a la 
frecuencia 100 y se normaliza el resto en función de ello. En la cuarta, se asigna el valor de 1000 a la máxima 
amplitud obtenida y se normaliza el resto en función de ello.
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Figura 18.33. Ejemplo de perfil de Fourier derivado del análisis con la rutina ANFIPATI. Se representan las 
amplitudes normalizadas a un máximo de 1000 en función de las frecuencias utilizadas. Dado que el pico máximo 
está muy cerca de la frecuencia 100, y que la secuencia aminoacídica analizada corresponde a una predicción de a- 
hélice, se puede inferir que la estructura secundaria es anfipática.

Helix: 1 AI = 1.83171
Peek 1 22.00 202.6712Peek 2 36.00 260.0942Peek 3 52.00 507.5008Peek 4 68.00 1000.0000Peek 5 98.00 993.2395Peek 6 123.00 405.2811Peek 7 155.00 280.1031Peek 8 172.00 330.8132Peek 9 180.00 167.3970

Helix: 2 AI = 1.70583Peek 1 63.00 300.9302Peek 2 104.00 733.1086Peek 3 148.00 999.9999
Helix: 3 AI = 2.39284Peek 1 36.00 201.8276Peek 2 110.00 1000.0000Peek 3 180.00 204.1940

Figura 1834. Ejemplo de archivo de salida de 
la rutina EXTRPEEK. Simplemente se indican el 
número de la estructura, el índice de anfipaticidad 
(AI) y todos los picos detectados tomando sólo el 
valor máximo de cada uno. Los picos se numeran 
en forma correlativa, y se indica la frecuencia de 
Fourier y el valor de amplitud correspondiente.

5 -0.35
6 -0.407 0.03
8 -0.529 -0.3010 -0.5111 -0.28
12 -0 . 5313 -0.4214 -0.58
15 -1.5516 -1.2517 -1 . 5518 -1.0319 -1 . 36
20 -1.7021 -1.70
22 -0.62
23 -0.92

Figura 18.35. Ejemplo de archivo de salida de 
la rutina H1DROF. Simplemente se indican el 
número del residuo y el valor de hidrofobicidad 
calculado y asignado a la posición central de la 
ventana.

NOTA: Todas las rutinas descriptas y analizadas en este capítulo, no han sido incluidas
en la Tesis debido al incremento excesivo en cantidad de páginas
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Conclusiones generales

En el trabajo de Tesis presentado se describieron diversos aspectos moleculares del RNA S de 
las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín y del resto de los arenavirus.

=> Se clonó el cDNA correspondiente al RNA S de las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín.

=> Se determinó la secuencia nucleotídica completa de ambas cepas. El RNA S de la cepa MC2 
tiene 3400 nt. y el de la cepa Candid #1 tiene 3413 nt.

=> El marco de lectura identificado en polaridad viral en las posiciones 88 a 1533 (481 
aminoácidos) en MC2 y 89 a 1546 (485 aminoácidos) en Candid #1 codifica para el 
precursor de las glicoproteínas virales.

=> El marco de lectura identificado en polaridad viral complementaria en las posiciones 82 a 
1776 (564 aminoácidos) en MC2 y en Candid #1 codifica para la proteína de la 
nucleocápside.

=> La proteína de la nucleocápside de la cepa MC2 se expresó en el sistema baculovirus-células 
de insecto y se utilizó en ensayos de ELISA, permitiendo la detección de anticuerpos 
circulantes en sueros de ratón, cobayo y humanos. Además, con esta proteína recombinante 
se realizaron experimentos iniciales de interacción entre la proteína N y regiones 
seleccionadas del RNA viral {panhandle y hairpin loops intergénicos) y entre la proteína N y 
el catión Zn+2.

=> Se realizó un estudio bioinformático exhaustivo de los ácidos nucleicos, en el cual se 
incluyeron algunos aspectos no estándar del análisis de secuencias, que llevaron al desarrollo 
de algoritmos particulares para poder efectuar los análisis correspondientes.

♦ El análisis cuantitativo comparado de la complejidad informativa local (LCC: local 
composition complexity) permite reagrupar filogenéticamente los arenavirus, separando 
los patógenos netos de humanos (con la excepción de Mopeia) de los no patógenos. Esta 
correlación debería ser analizada nuevamente con un número mayor de secuencias de 
RNAs S arenavirales (no disponibles hoy día) para certificar estadísticamente su validez.

♦ El análisis basado en las frecuencias de A+U vs C+G permitió detectar 3 regiones 
significativas, certificadas estadísticamente. Las dos primeras ricas en A+U, 
probablemente relacionadas con la frecuencia de uso de codones en la zona codificante 
para la glicoproteína G2, y la tercera rica en C+G, probablemente asociada con 
restricciones regulatorias que hacen necesaria la presencia de una o más estructuras tipo 
hairpin loop intergénicas que aseguren la terminación de la síntesis en la generación de 
los mRNAs durante el ciclo viral.

♦ El análisis basado en las abundancias relativas de oligonucleótidos cortos (di-, tri- y 
tetranucleótidos), permitió determinar el perfil de abundancias relativas de los RNAs S 
de los arenavirus que constituyen la firma genómica (genome signature) de los mismos y 
la correlación entre la sub-abundancia del dinucleótido CG vs la sobreabundancia de los 
dinucleótidos UG y CA, sugiriendo la existencia de un mecanismo de deaminación 
preferencial que condujo a estas alteraciones durante la evolución.
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♦ Se determinó la potencial estructura secundaria de los RNAs S completos de las cepas 
MC2 y Candid #1 del virus Junín y, en particular, de las estructuras tipo hairpin loop 
intergénicas y tipo panhandle, estabilizadas por interacciones entre los extremos 5 y 3 , 
de todos los arenavirus analizados.

♦ En función de las estructuras y de un análisis detallado de la presencia de repeticiones 
perfectas e imperfectas (directas o invertidas) de las secuencias de los RNAs S de todos 
los arenavirus analizados, se presentaron hipótesis y ejemplos que soportan la existencia 
de, al menos, tres posibles mecanismos de recombinación que permitirían generar nuevos 
genotipos y fenotipos arenavirales, mediante recombinación en las regiones intergénicas 
y/o en las regiones codificantes. En muchos de los casos es imposible distinguir si el 
recombinante final deriva de un mecanismo de copy choice, transesterificación o primer 
alignment and extensión.

♦ Se presentaron evidencias teóricas que avalan la hipótesis de que el RNA S del clon viral 
62 de la cepa MC2 caracterizado en esta Tesis puede ser un recombinante con fragmentos 
de mRNAs celulares.

♦ Se analizaron exhaustivamente las secuencias diferenciales de los extremos 5’ de los 
RNAs S de las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín, comparativamente con los otros 
arenavirus y con otros sistemas virales, planteando hipótesis sobre los posibles 
mecanismos que permitirían la existencia de uno u otro tipo de extremos en los RNAs S 
virales y en los mRNAs.

♦ Utilizando como secuencia de búsqueda la región intergénica del RNA S de los distintos 
arenavirus se evaluó la existencia de repeticiones imperfectas en los RNAs ribosomales 
humanos 18S y 28S. Este análisis permitió encontrar evidencias teóricas que sustentan 
nuevas hipótesis. La proteína N arenaviral podría interactuar con el rRNA 28S y/o 
complejos ribonucleoproteicos que lo contengan (ribosomas o subunidades ribosomales) 
posibilitando su incorporación en los viriones durante las etapas de encapsidación y 
brotación. Además, esta posible interacción también puede tener relación con el 
desnudamiento (uncoating) de los RNAs virales durante las etapas tempranas de la 
infección, un aspecto no estudiado hasta el presente en los arenavirus.

=> Respecto del estudio bioinformático de las proteínas GPC y N se realizó un análisis teórico
detallado de las estructuras primarias y secundarias predichas, y de posibles modificaciones
postraducc i ona 1 es.

♦ Se identificaron diferentes sitios consenso de modificaciones postraduccionales 
conservados en todos los arenavirus. En particular, en el péptido señal se identificó una 
señal de miristoilación (2GQIVTF7) totalmente conservada que podría ser utilizada in 
vivo, permitiendo la interacción ribosoma-mRNA-proteína naciente con la SRP (signal 
recognition partióle) celular para asegurar el correcto direccionamiento hacia el retículo 
endoplásmico. Por otra parte, se identificó una cantidad variable de sitios potenciales de 
N-glicosilación (4 en las glicoproteínas G1 de Junín y Tacaribe hasta 11 en la 
glicoproteína G1 de Pichindé, y 3 en la glicoproteína G2 de LCM hasta 5 en la 
glicoproteína G2 de Pichindé). De todos estos sitios, sólo uno está totalmente conservado
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en tipo y posición en las glicoproteínas Gl, mientras que en las glicoproteínas G2 se 
conservan tres de los sitios hallados.

♦ Se identificó una región transmembrana totalmente conservada (aminoácidos 170 a 191), 
una señal de dimerización (residuos 73 a 81) y un patrón estructural común que 
explicarían la asociación de las glicoproteínas G2 en forma de tetrámeros que atraviesan 
la envoltura viral.

♦ Se analizaron los posibles péptidos de fusión de las glicoproteínas G2 y se identificó al 
péptido de fusión II (residuos 17 a 21) como el de mayor probabilidad de cumplir esta 
función in vivo.

♦ Se identificó un aminoácido diferencial en la región transmembrana de las glicoproteínas 
G2 de las cepas MC2 y Candid #1. La información analizada permitió sugerir una 
asociación entre el cambio aminoacídico y la atenuación de la virulencia.

♦ Se analizó la presencia de sitios de fosforilación y se identificaron tres sitios conservados 
en tipo y posición en todas las proteínas N, uno de caseinquinasa II, uno de 
proteinquinasa C y uno de tirosinquinasa. La fosforilación/defosforilación de estos sitios 
podría estar relacionada con la transición transcripción/replicación en los arenavirus.

♦ Se identificaron tres señales de dimerización que podrían asegurar la disposición 
compacta de las proteínas N en las nucleocápsides virales. Alguna de estas señales 
también podría participar de la interacción con otra proteína viral (Z o L) o alguna 
proteína celular.

♦ Se analizó el perfil de distribución de histidinas y cisternas en las proteínas N. En base a 
lo anterior se predijo la existencia de un motivo tipo zinc finger en la porción C-terminal 
de las proteínas N. La interacción con el catión Zn+2 se confirmó en experimentos 
preliminares presentados en esta Tesis y en trabajos posteriores no presentados aquí.

♦ Se estudió en las proteínas N la existencia de potenciales dominios de interacción con el 
RNA viral, y se detectaron tres dominios posibles. El dominio I ubicado en la región N- 
terminal, el dominio II ubicado en el primer tercio de la proteína y el dominio III ubicado 
en la región C-terminal, en el loop central del potencial zinc finger.

♦ En base a las predicciones de estructura secundaria, la homogeneidad de patrones 
estructurales encontrada y utilizando metodologías de reconocimiento de plegamiento 
(folding recognition) se esquematizó en forma planar la posible disposición de los 
motivos estructurales que conforman la región tipo zinc finger de la proteína N de los 
virus Junín-MC2 y Junín-Candid #1.

=> En síntesis, en esta Tesis se resumieron datos experimentales y aspectos informativos que 
permitieron postular una serie de hipótesis explicativas de algunas de las peculiaridades de 
las cepas del virus Junín analizadas. En las mismas se intentó conjugar muchos datos 
experimentales dispersos a lo largo de los años con aspectos informativos de las 
macromoléculas y/o especulaciones sobre características no demostradas experimentalmente 
aún.
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Alineamiento múltiple de los RNAs S de arenavirus

60
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CUGCAGUAAG 
-CGCA— CCG 
-CGCA--CCG 
GCGCA— CCG 
C-GCA— CCG 
GCGCA— CCG 
--GCA--CCG 
-CGCA— CCG 
-CGCA— CCG 
-------- GU-----
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GGGAUCCUAG 
GGGAUCCUAG 
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GGGAUCCUAG 
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GGGAUCCUAG 
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.GGAUCCUAG 
.GGAUCCUAG
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GC-GAUUUU-
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GCAUACCUU- 
GCGUUUUUUA 
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G C .....UU.
G C ____yUU.

GG— U A A C G C -------------------------
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----- AAU— ------------ CUUU-------- -GAUUGCGUC A A ------------------------
— CAU-AUU- --------- UG CCU---AACU GAACCAGGU- GAAUCAC--- UC------- CC
----- A A U U C ------ A A — ------------- ------------ ------- GUGUC CUAUUUAA—
----- AUUUU ------- AAAA CCUCCUUUUU GG---------  AAA— GUGUC GCAAUCAG—
-------UUUC C ---- UCUAGA UC----- AACU GG---GUGUC AGGCCCUAUC CUACAGAAG-
-------UUUC C ---- UUUAGG A C----- AACU GG---GUGCU GGAUUCUAUC CAGUAAAAG-
----- A U U U C ------------ ------------- ------------ U AGA— GCAUC UCG---GA—
..............U...............................................................................................................................
..............u ...............................................................................................................................

. . . A U G G G . C  

. . . A U G G G . C

AAUUCAUCAG 
AAUUCAUCAG 
AAGUCAUUGG 
AAAUUGUGAC 
AAUUGUUCAG 
AAUUCAUUAG 
AAAUAGUGAC 
AGAUUGUGAC 
AGAUUGUGAC 
AGAUUGUGAC 
AGAUAGUCAC 
A . . U . . U . .. 
Ar. U . . U . r .

CUUCAUGCAA 
CUUCAUGCAA 
GUUCUUCCAA 
UUUGAUCCAG 
CUUUUUUGAA 
UUUCAUGCAG 
AUUCUUCCAG 
AUUCUUCCAA 
AAUGUUUGAG 
AAUGUUUGAG 
CUUCUUUCAA 
. .U. .U. .A.
. .U. .U. .Ar

GAAAUACCUA 
GAAAUACCUA 
UCCUUACCCA 
UCCAUUCCUG 
GAAGUUCCGA 
GAGAUACCUA 
GAAGUGCCUC 
GAAGUUCCUC 
GCUCUGCCUC 
GCUUUGCCUC 
GAGGUGCCAC 
G . ..U.CC.. 
G . ..U.CC..

CCUUUUUGCA 
CCUUUUUGCA 
ACAUCAUUAA 
AAGUCCUGCA 
AUAUCAUCCA 
UUUUCUUGCA 
AUGUAAUAGA 
AUGUUAUUGA 
ACAUCAUCGA 
ACAUCAUUGA 
ACAUCCUUGA 
...U..U..A 
...U..U..A

180
GGAAGCUCUG 
GGAAGCUCUG 
UGAGGCACUA 
AGAGGUCUUC 
UGAGGCUAUC 
AGAAGCACUC 
AGAGGUGAUG 
GGAAGUGAUG 
UGAGGUGAUC 
UGAGGUCAUC 
AGAAGUGAUG 
.GA.G. . .U.
.G A r G y ..U.

AAUAUUGCUC UUGUUGCAGU CAGUCUCAUU 
AAUAUUGCUC UUGUUGCAGU CAGUCUCAUU 
AACAUUGCCC UCAUCUGUGU GGCAUUAAUU 
AAUGUUGCUC UGAUCAUUGU CUCAGUUCUA 
AACAUAGCUC UGAUAGCAGU GAGCUUAAUU 
AACAUUGCAU UGGUGGCAGU CAGCCUCAUC 
AACAUUGUUC UCAUUGCACU GUCUGUACUA 
AAUAUUGUCC UUAUUGCACU AUCCAUCCUA 
AACAUUGUCA UUAUUGUGCU UAUCGUGAUC 
AACAUUGUCA UUAUUGUGCU CAUUAUAAUC 
AACAUUGUGC UGAUGACCCU CUCAAUCUUG
AA. .U.G. . . U. .U.....U ..... U. . . .
AAyrU.Gy. . U . r U .....U ..... U. .U.

240
GCCAUCAUUA AGGGUGUAGU AAACCUGUAC 
GCCAUCAUUA AGGGUGUAGU AAACCUGUAC 
GCCAUAUUGA AAGGUAUUGU UAACAUAUGG 
UGCAUUGUCA AAGGAUUUGU CAAUCUGAUG 
GCUGCCUUGA AAGGGAUGAU UAACUUGUGG 
UGUAUAGUGA AAGGCUUGGU GAACCUAUAC 
GCAGUGCUGA AAGGUCUGUA CAAUUUUGCA 
GCAAUUCUGA AGGGACUAUA CAAUGUUGCC 
ACGGGUAUCA AGGCUGUCUA CAAUUUUGCC 
ACGAGCAUCA AAGCUGUGUA CAAUUUCGCC 
GCCAUCCUAA AGGGCAUCUA CAAUGUGAUG
..........A  A.G. . .U. . . .AA........
...r...U.A A r G . ..U... .AAy.U____
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ACGUGUGGCC 
ACGUGUGGCU 
ACCUGUGGGA 
ACCUGUGGGA 
ACCUGUGGAA 
A...6.G6.. 
A...6.66..

-GUUC-AAUU
UGLJUCCAAUU
UGAUUCAGCLJ
UUUUCCAGCtJ
UUUUCCAAULJ
UGUUUCAAUU
UUGUUGGUUU
LJGAUAGGGCU
UAUtJCGCAUU
UAUUAGCACU
UCAUCGGUUU
. .  . u ......... u
. . .U___ yü

CUUGAU----
CUUUGUAUUC
GUUCAUAULJC
CGUCACCUUC
GAUAUUCUUU
GAUGGUCUUC
GGUCACUUUC
LJGUCACAUUC
GAUCAGUUUC
GGUCAGCUUC
GAUAACAUUU

. .U.............

CUAGCA----
CUAGCACUCG
CUCAUCCUAG
CUCAULJUUGU
LJUGACUCUAG
CUUGUGUUGG
CUCCUGUUGU
CUUCLJACUUU
CLJACUUCUGG
CUUUUUCUGG
UUGULJUUUGU
. u ................
y u . - y .....

— GGAAGA—  
CAGGAAGA—  
CGGGGAGGAG 
CLJGGCAGAAG 
CAGGAAGA—  
CUGGCAGA—  
GUGGUAG— G 
CAGGAAG— G 
CUGGCAG— G 
CUGGUAG— G 
GUGGGAG— A 
. .6 6 .A 6 . ..
..G6.A6...

------------ A G A G -------- C U - ------- UUUAA AAUCGGACUG
------------ G A A G ------A A G C U - ------UUUAA AAUCGGACUG
ACCUUUCAGA UUGGCCGAAA CCAUGAGUUC CAAAGUAUCA CUCUAAACUU 
AGCAUGAUGA UUGAUAGAAG GCACAAUCUC ACCCAUGUUG AAUUCAAUCU
----------- ------------- -----------U _ ------UUUAG AAUUGGAAGG
------------ G A G G ------A A A C A - ------UUUAA GAUAGGUAUG
-------------   CAC a A -------- --CCAGUCUU
-------------   CUC A --------- — CUGAUC—
-----------  -UGGC AU GUACGGUCUU A A ----- GGG ACCCGACAUU
-----------  -UGGC AU GUACGGCCUU AA----- UGG UCCCGAUAUC
-------------   cuc a a -------- — GCA---- UC

UUCCAGACUG 
UUCCAGACUG 
UUGGGCUACG 
UUUGACAAUC 
UUGCAAAACA 
UUCCAAGAGG 
UUUAUGA— G 
CUUACGA— G 
UUUACCA--A 
UUUACCA--G 
ACUAUGA— G

•y

UGUCCUUCUU
UGUCCUUCU-
CACCCAGCUC
UGCCUCAAUC
UAACGUU-UG
UGUCCCUCUC
CUUCAGACUC
CUGCAAACCC
UUUAAGUCAG
UUCAAAUCAG
UUCUUCUCUC
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CAAUGGUG—  
CAAUGGUG-- 
CUGUUCUGUU 
AUGCAGCAAG 
AUAUGUUG—  
UUUAAGUG—  
UGGAACUAAA 
UUGAGUUGAA 
UGGAGUUUGA 
UGGAGUUUGA 
UCGACCUCGA

y

GGUCUCUUUU 
GGUCUCUUUU 
AACAACACUC 
AACAACACAC 
AAGGUAUUCG 
CACUU— UUG 
CAUGGAGACA 
UAUGGAGACU 
UAUGUCACAU 
UAUGUCUCAC 
CAUGUCUUCA

r

UCCAACAAUC
-CCAACAAUC
AUCACUACUU
ACCAUUACUA
AGGACCACCC
ACCAAUCAGU
CUCAAUAUGA
CUUAAUAUGA
CUGAACCUGA
UUAAAUCUGA
CUGAAUGCAA
. . .A.....
. . .A.....

GCCUCUGU-- 
GCCUCUGU—  
GGCAAUGUCU 
UCCAACACGA 
GC— AUGG-- 
UCCUAUGU--
UCUCCUG---
UAUCCUG---
ACGCAUG---
AUGCGUG---
UCUCCUG---

—  UGUG---- ------- UACCU
—  UGUG---- ------- UACCU
CUUGGGGCAU CGAGCUCACA 
CAUGGGGAAU UGAACUGACC
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—  UAUG---- ------- UUUAG
CACAAAGAAC — AACAGUCA 
CACAAAGAAC — AACAGUCA 
UUCAGCCAAC — AACUCCCA 
CUCAGUCAAC — AACUCUCA 
CUCAAAGAAC — AACUCCCA

UAAACAAGAG CCAUCUUUAC 
UAAACAAGAG CCAUCUUUAC 
UUGACCAACA ACUCCGUGAU 
UUGACAAACA CAUCUAUUGC 
CCACCUACUA UGUCCAUGAA 
CCAACAAAAC ACAUCUCUAU
UCAUUA---- ----------UAU
UCAUUA---- ----------UAU
CCAUUA---- ----------CAU
UCACUA---- ----------CAU
UCACUA---- ----------CAU
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UCCUGCACA-
CUGUUCUCAC
UUGUG---AC
UCGUGUUC—  
UCAUGUUCA-
UCUUG-----
UCAUG-----
UCCUG-----
UCCUG-----
UCAUG-----
• • • • • • • • • •

y y u ......

360
CACACAGAGG
CACACAGAG-
CACACAGUUU
CACACGAAUG
AGCACAGAA-
CACACAAAA-
UAUAAAGGGG
UACAAAGGGA
UACAAAGGAG
UAUAAAGGGG
UAUAAGGACA
. . .A......
.r y A . r r ...

420
CACAUGACCU 
CACAUGACCU 
UAGAGGUCCU 
UAAAGGACCA 
CACAU— CUU 
CUCAUGAACU 
C-CAUGCCUC 
C-CAUGCCGC 
C-CAUGCCCA 
C-GAUGCCCA 
C-GAUGCCUC
. . .A......
y- a ......
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-AUUAAGGGG 
-AUUAAGGGG 
CAAUGCAA—  
UAAUGAAACU 
-AACAAAAAU 
-CUAAAGAGU 
AAUGGUGGGC 
AAGGGUGGGG 
CAGUAUGGGG 
CAGUAUGGGA 
CCAAGUUGGG

y*.....yr y.r.y r . . r
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GGCAAUGCUU
GGCAAUGCUU
---- GCAACU
AGUGGGAACU
GCCACULJGGU
GGUAGAUCCA
AAUGAGACAG
AAUGAGACAG
ACU---UCUG
AGC---UCUG
AAUGAGACAG

CAUUCAAGAU
CAUUCAAGAU
CACUGAAGGU
UCUCCAACAU
GUCUUGAGGU
GUUUCAAAAU
GACUAGA-AC
GACUUGA-GC
GACUAGA-AU
GACUGGA-GC
GCCUAGA-GC

CAGCUUUGAU
CAGCUUUGAU
GUUCACCAAC
CGGGAGCCUU
GUCUGUGACU
CAACAUUGAU
UGACCUUGAC
UCACCUUGAC
UGACCUUCAC
CAACUUUCAC
UGACAUUGAC

G-ACAUCGCA 
G-ACAUCGCA 
AUUCACCACA 
GGAUAUGGCA 
G-AUGUUACC 
A-GUGUCACU 
CAACAC— GA 
CAACAC— CA 
CAAUGA— UU 
CAACGA— CU 
AAACAC— UA

GUGUUGUUAC
GUGUUGUUAC
ACAUCACCAA
AUAUUAGCAA
CUGCUCAUGG
GUGUUAACAA
GCAUUAUUAA
GCAUUCUUAA
CCAUCAUCAG
CCAUCCUUAA
GCAUAAUUAA

540
CAGAAUAU—  
CAGAAUAU—  
CUGCGUUCAG 
UUGUGA-CAG 
CUGAACAU—  
GAUCCGCC—  
UCACAAAUUU 
UCACAAAUUC 
UCACAACUUU 
UCACAACUUC 
UCAUAAGUUU

, y y . r r . ry y ...yr. .yry...yr Y -  •

GACGUUAUAA
GACGUUAUAA
AAUAUCGAUG
GACAA-GGGA
GAUCGUCAAG
GAUGUCUUUG
UGCAAUCUGU
UGUAACCUCU
UGCAAUCUGA
UGCAACUUAA
UGCAACCUGU

U— UCAGCA- 
U— UCAGCA- 
AGCAAGACCA 
AGCAGGAC-A 
UCCUCAACAA 
U--UCACUC- 
CUGAUGCC—  
CUGAUGCC—  
CCUCUGCC-- 
CCUCCGCU-- 
CUGAUGCU—

............... r . y . .

UCCGGCAGA-
UCCGGCAGA-
CCUAAUGAAA
UACAUUGAAA
UCUGUCAAAC
UCC--UAAA-
CACAAAAAGA
CACAAAAGGA
UUCAACAAAA
CUCAACAAAA
CACAGGAGGA

y .y ...r r r .

UA------UGA
UA------UGA
UGGCUCAUAG
UGGUUACUCA
UG------UGU
CU------UG-
ACCUCUAUG- 
AUCUUUAUG- 
AGACCUUUG- 
AGUCUUUUG- 
AUCUUUAUG- 
....... U. .
..............u . .

GC-UGGUGUU 
GC-UGGUGUU 
AAACAAUGCA 
AUGAACUACA 
GCACCCUGCA 
GU-UCUUGUU 
— ACCACGCU 
— AUCACAGC 
— ACCACACA 
— ACCAUACA 
— ACAAAGCA

600
-CUAAAAGUG 
-CUAAAAGUG 
UCUACAGAUC 
CUU-CAA— U 
GUUGAGCACA 
-UUGAAAGUG 
CUUAUGAGC- 
CUCAUGAGU- 
CUCAUGAGU- 
CUCAUGAGU- 
CUUAUGUCA-

yy. .r

AUG— AUCAA 
AUG— AUCAA 
AUGAAACCAG 
GUGCU-CCAU 
GAA— GCAGG 
AUG— A — GG 
AUAAUCUCAA 
AUCAUCUCUA 
AUAGUUUCGA 
AUAGUCUCGA 
AUCUUGACAA

A U---UAGGC
A U---UUGGC
GAAAGAGACU
GUGACUCGUC
AUGGUUGGCU
A G---UGGGU
CUUUCCACUU
CCUUUCAUCU
GCCUACACCU
GUCUACACCU
CAUUCCACCU

-UGUCUCAGU
-UGUCUCAGU
AC-CACCAAU
AUAUAGGUGC
-UACUUGAGU
-UGUUGCU-U
GUCCAU---C
GUCCAU---U
CAGUAU---C
CAGUAU---C
AAGCAU---U

--GGUUCAUG 
--GGUUCAUG 
CCUGUGUGAG 
CAGAUGUAAG 
— GGAUUUUU 
— GGUGGAUU 
CCCAACUUCA 
CCCAACUUCA 
AGAGGGAACU 
AGAGGGAAUU 
CCAGAUUUUA

AAUGCUGUGG
AAUGCUGUGG
AAAGACAAAG
ACAGUUGAAG
AGAGCCCUAA
GAAGCCAUCG
AUCAGUAUGA
AUCAAUAUGA
CCAACUAUAA
CCAACUACAA
ACCAAUAUGA

660
GGCA— UGAU 
GGCA— UGAU 
GGUUACUAAU 
G— UGCUGG- 
AGUA— UGAC 
GUCA--CAGA 
GGCAAUGAGC 
GGCAAUGAGC 
GGCAGUAUCC 
AGCAGUGUCU 
GGCAAUGUCA

r y . . .y . . .y r r . y . ..r r

UG-GUAUCUA
UG-GUAUCUA
UG-AAUACAA
-G-GUGUUAA
UU-CAAUCAU
UG-GGACCAG
UGCGAUUUUA
UGCGAUUUCA
UGCGACUUCA
UGUGAUUUUA
UGUGAUUUUA

y

---GACCCAC
---GACCCAC
CCUAAC-CAA
UCCAAUACAA
---GAUCCAA
---GACCCAG
AUGGGGGAAA
AUGGGGGGAA
ACAAUGGCA-
ACAAUGGCA-
ACGGAGGGAA
....................... A .
. . . r . . . . A .

CAUU---- UC
CAUU---- UC
CAUUGCAUCU
CUUGACAGUU
CACC---- GU
GUCU---- UC
GAUUAGUGUG 
AAUCACUGUG 
— UAACCAUC 
— UCACCAUU 
GAUCUCAGUU

y

UGUGUAGGAA
UGUGUAGGAA
CGCGAAGAAA
GGGGACAGAG
UGUGUCAAAA
UAUGCAGGAA
CA-GUACAAC
CA-AUACAAC
CA-AUACAAC
CA-AUACAAC
CA-AUACAAC
....................... A .
. r . r. . . rA.

CCGUACAAAG
CCGUACAAAG
AGCACUCUGA
GAGG---UGA
GCAAACUUCA
UAAAACCAAA
CUGAGUCACA
CUGAGUCAUA
UUGACAUUCU
UUGUCAUCUU
CUGUCCCACU

720
ACAG— AAGG 
ACAG— AAGG 
GUACUGGAGC 
GGUUGGCAGA 
ACAGUGAAUG 
ACAG— AGGG 
GCUAUGCUGG 
GCUUCGCAGU 
CAGAUCGACA 
CGGACCCACA 
CAAAUUAUGU
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CUUCAUCU—  
CUUCAUCU-- 
CAACUUCUC- 
CAUCUUAUUG 
AAACACGU-G 
UAAACUGA—  
GGAUGCAGCC 
GGAUGCAGCA 
AAGUGCUCAG 
GAGCGCCAUG 
GGAUGCCGGC

UUCAA---GU
UUCAA---GU
UAUGGUCUAU
CAUCACUCGC
UGCAG---AU
UCCAG---AU
AACCAUU-GU
GGUCACU-GC
AGCCAGU-GU
AGCCAGU-GU
AACCACU-GU

y ............. y - * .  • ry

A — CUAUGCC AAGAA-GUUU 
A — CUAUGCC AAGAA-GUUU 
CUGUCAGAGA GCAGA-UUGC 
GUGCUUCAA- -CA-A-CUGC 
AUACCAUCCU UCAAA-GACU 
A — CUAUGGA UGGAG-AUUA
-----------  — GGAUGGCU
-----------  — GAAUGGCU
CUGCCUUCGG GGGGAAAUAC 
CUGCCUUUGG AGGAAAGUAC 
------------ — GAAUGUAU

CAAUACCUCC
CAAUACCUCC
CAAAACUAUU
UCAAAUCAUC
AAACAUCACU
UAACAUUUCA
-GGUACUGUU
-GGCACACUU
-AGAACCUUC
-AGGACUUUC
-GGCACUAUU
_____ A ..............
-------- A y y . y .

AAGACUGGUA
AAGACUGGUA
AUGAUGCAAG
A ---- GUGGA
AGGGGUUCUA 
AAAAAUGGAC 
UGGGGUGGGA 
UGGGGAGGGA 
AUGAGGAGUG 
AUGAGAAGUG 
UGGAGC---A

AAGA--CU-- 
AAGA--CU—  
AGGCUCCAGU 
GGGGAUCCUA 
GAGGGGUUUG 
AGAG--CU-- 
GCAAA— UGG 
GCAAA— UGG 
AGAGG— UAG 
AGAGG--UAG 
GCAAA— UGG

r . r

UGCACCAUUU
UGCACCAUUU
AGCACAGCUC
GAUACU-UGC
UUCGGUUCAA
UUGAUCAUAU
GCUACAUUGC
GUUAUAUUGC
GCUGGGGCUG
GCUGGGGCUG
CCUCCCUUUC

GG— UAUCAA 
GG— UAUCAA 
AAGUCAUUGU 
AAAUCGC-AU 
GG— UCUCAC 
GA— UGGCAA 
UGUGUUACAG 
UGUCUUACAA 
AGUCCUAGAU 
AGUCUUGGAC 
CAUUAUGGAU

r .................r

AUAUAGAGAA
AUAUAGAGAA
ACACUUGAAG
AGACU-GACA
GAAUUGCAUU
UUACAGAGGA
UCUUGACUCA
UCUUGAUUCU
GACAGGCUCA
GACAGGUUCA
GGUUGCCUCU

780
------UGAAA
------UGAAA
GGUUUGAUUA
GGGUUGGGAA
GGGUUUGAAG
------UGUUC
ACUUUUAUGA
ACAUUUAUGA
AUGUUUAGAA
AUGUUUAGAA
GUUUUUAGAA

840
UACCCCGACU
UACCCCGACU
UGCAACUACU
---AACUG-U
UUCAAAUAUC
CGUGAAGAAC
GGCCGUGGCA
GGACGCGGUA
GAUGGCAAGA
GAUGGCAAGA
GACAUAAGUG

CUUGCU-UGG
CUUGCU-UGG
CAGAGUGUUC
GAGGGUG---
CAGGAU-UUA
CCUGUU-UUG
ACUGGGACUG
ACUGGGACUG
CCACCUGGUG
CCACUUGGUG
GGACUCAAUG

r . r

AUGGCAAACU
AUGGCAAACU
UGGCCAUACC
-GAACACAUU
GGUAAAAAAA
AGGGUGAGCA
UAUUAUGACU
UAUAAUGACC
UAGCCAGACG
CAGCCAAACA
CAUACAGACC

GUGUUUGA-- 
GUGUUUGA—  
ACCUUCAAAU
AC---- AAUU
GGUUUUUA—  
GUGUCUUA—  
AGUUAUCAAU 
AGUUACCAAU 
AGUUACCAAU 
AGCUAUCAGU 
GAUUAUAAGU 

A .  . 
A .  .

y

---UGAAGGC
---UGAAGGC
ACCUCAUUCU
UCUUAAUCAU
---UUGAUUA
---UCAAAAU
AUCUGAUAAU
AUCUAAUCAU
ACCUGAUUAU
ACCUAAUCAU
AUUUGAUUAU
. . . U .................
. . . U . r _____

ACAACCCACC
ACAACCCACC
ACAAAACACC
ACAGAACACC
GAAAUUCAAC
UCAACCUGAA
CCAAAAUACA
UCAGAAUACA
ACAAAAUAGA
ACAAAACAGG
UCAGAACACA
. . A ....................
. .  A r . . y r . .

900
AGUUGGCCUC
AGUUGGCCUC
ACUUGGGAGA
ACAUGGGAAA
--UUGGAAAA
GACUGGCCGA
ACCUGGGAAG
ACCUGGGAUG
ACCUGGGAAA
ACUUGGGAAA
UCAUGGGAGG
. . . U G G _____
. . . U G G _____r .  . r

UCCAAUGUCC 
UCCAAUGUCC 
ACCAUUGUGA 
AUCAUUGCAC 
AUCAAUGCGA 
CUGACUGUAA 
AUCACUGCCA 
ACCACUGCCA 
ACCACUGCAC 
ACCACUGUAG 
AUCAUUGCAU 
...A .U G ... 
. y . A . U G y . .

ACUUG-A---
ACUUG-A---
GUUCA-A---
AUACACA---
AAUGA-A---
GGCUG-A---
AUUCUCGAGA
AUUUUCCAGA
AUAUGCAGGU
AUAUGCAGGC
GUUCUCAAGA

CCA-UGUCAA
CCA-UGUCAA
CCAUCUA---
CCAAUGGCAA
UCA-UGUAAA
CCA-CACAAA
GCAUCUCCCA
CCAUCACCUA
CCUUU-----
CCUUU-----
CCCUCACCCA
. c ................
C . . y .........

CACAUUACAU
CACAUUACAU
-AACACAAUU
CAAUAAGAAU
CUCCAUGCAU
CACAUUCCGC
UGGGUUAUCU
UUGGCUACCU
UGGGAUGUCC
UGGGAUGUCU
UGGGAUUUUU

y

UU-CCUCACA
UU-CCUCACA
CA-CCUGUUG
GG-CUCUUCA
UU-AAUGUUG
UU-UUUAUCA
CGGGCUCGUC
UGGGCUUCUC
AGGAUUCUCC
AGAAUCCUCU
AAGCCUUCUG

y- y

960
AGAGGCAA-G 
AGAGGCAA-G 
AUGAGCUCUA 
AAGAACU— G 
GCGAAUGCUG 
AGGAGCCA-A 
UCACAAAGGA 
UCACAAAGAA 
UUUCCCAAGA 
UUGCUCAGGA 
UCACAGAGAA

r
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CUGGUCAGUC
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GUCGCUCLJUC
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CGAGAGAUAU
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-GAAGACUAA
-AAAGACAAA
CCAGGAAUUU

U— UCCAAGG 
U— UCCAAGG 
UUUCAUAACU 
CUGU-UAGCA 
UGGUUCUAGA 
C — UGUAGGA 
UUAUAUUAGU 
AUACAUUAGC 
GUUCUUCACU 
GUUUCUCACU 
CUACAUCUCA

y y

AGGUCUUUAA
AGGUCUUUAA
AGAAGGUUGC
GGAAACUUCU
AGACCACUC-
AGGACUCUCA
AGAAGAUUGC
AGAAGGUUGU
AGGAGACUAG
AGGAGACUUU
AGAAGACUUU
. 6 ........ ü. .
rGr...yü..

AAGCAUUCUU
AAGCAUUCUU
AGGCUUUUCU
UGGCUUCUUC
-GGCAUU-UU
AGGCAUUUUU
UAGGCACAUU
UGGGGACAUU
CGGGCACAUU
CAGGCACAUU
UGGGUCUUUU
. .G.......
.rG...y.yy

UUCCUGGUCU
UUCCUGGUCU
AACUUGGACU
ACUUGGGACU
CUCCUGGACA
CUCCUGGUCG
CACAUGGACA
CACCUGGACA
CACCUGGACU
CACCUGGACC
UACAUGGACU
.... GG.C
..y..GG.C.

1020
CUGACAGACU
CUGACAGACU
UUGUCAGAUG
UGAGUGAUUC
AUAACUGAUG
CUUACUGACC
CUGUCAGAUU
CUAUCAGACU
UUGUCAGACU
CUGUCAGACU
UUGAGUGACU

......... r . y .

Junin MC2 
Junin CDl 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

CAUCCGGCAA GGACACCCCU 
CAUCCGGCAA GGACACCCCU 
CUACAGGCAA UGACCUCCCU 
CUCUGGGCAA C-AUGUCCCA 
CAGUGGGCAA UGACAUGCCU 
CUUUAGGGAA CGAAGCCCCU 
CUGAAGGUAA AGACACACCA 
CAGAGGGAAA UGAAACACCA 
CUUCAGGGGU GGAGAAUCCA 
CCUCAGGAGU AGAAAAUCCA 
CGGAAGGGAA CGACAUGCCA
C ___ GG...... A ____CC.
C...rGG.r. ..A....CC.

GGAGGCUAUU GUCUAGAAGA 
GGAGGCUAUU GUCUAGAAGA 
GGGGGUUACU GCCUAGAGCA 
GGUGGCUACU GUCUAGAGCA 
GGUGGUUAUU GUCUUGAAAG 
GGGGGAUACU GUCUUGAAAA 
GGGGGAUAUU GUCUGACCAG 
GGGGGAUACU GCCUUACUAG 
GGUGGUUAUU GCCUGACCAA 
GGUGGUUAUU GCCUGACCAA 
GGUGGUUACU GUCUCACAAG 
GG.GG.UA.U G.CU 
GG.GG.UAyU GyCU.r...r

1080
GUGGAUGCUC GUUGCAGCCA 
GUGGAUGCUC GUUGCAGCCA 
GUGGGCCAUA GUUUGGGCAG 
GUGGGCCAUU AUCUGGGCUG 
AUGGAUGCUA GUGACGUCAG 
GUGGAUGCUU GUUGCUAGCG 
GUGGAUGCUA AUUGAGGCUG 
AUGGAUGUUG AUUGAGGCCG 
AUGGAUGAUU CUUGCUGCAG 
AUGGAUGAUC CUUGCUGCAG 
GUCUAUGCUA AUAGGGCUUG
. u ........... u. . u ................
r U . . r y . . U . . U .................... r

Junin MC2 
Junin CDl 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

AAAUGAAGUG 
AAAUGAAGUG 
GCAUCAAGUG 
GAAUAAAAUG 
AUCUUAAGUG 
AAUUAAAGUG 
AACUAAAAUG 
AAUUAAAGUG 
AGCUUAAGUG 
AGCUCAAAUG 
AUCUGAAAUG 
...U.AA.UG 
r..U.AArUG

UUUUGGCAAU 
UUUUGGCAAU 
CUUUGGGAAC 
UUUCGACAAC 
CUUUGGAAAC 
UUUUGGGAAC 
CUUCGGGAAC 
CUUUGGAAAC 
UUUCGGGAAC 
UUUUGGGAAU 
CUUUGGGAAC 
.UU.G. .AA. 
yUUyGr.AAy

ACUGCUGUAG 
ACUGCUGUAG 
ACAGCAGUUG 
ACUGUAAUGG 
ACAGCACUAG 
ACUGCAAUUG 
ACAGCUGUGG 
ACUGCAGUAG 
ACAGCAGUUG 
ACAGCUGUUG 
ACUGCCAUUG 
AC.G...U.G 
AC.Gy..U.G

CAAAAUGCAA 
CAAAAUGCAA 
CAAAGUGUAA 
CAAAAUGCAA 
CAAAAUGUAA 
CCAAGUGCAA 
CAAAAUGUAA 
CCAAGUGCAA 
CGAAAUGCAA 
CAAAAUGUAA 
CGAAGUGUAA 
C.AA.UG.AA 
C .AArUGyAA

UCUGAAUCAU
UCUGAAUCAU
UCAAAAUCAU
CAAAGAUCAC
CCUUGACCAC
CCAAAAUCAC
UGAGAAGCAU
UGAGAAACAU
UGUAAAUCAU
UGUCAAUCAU
UCAGGCACAU
.......CA.
y ...r ..CAy

1140
GACUCUGAAU
GACUCUGAAU
GACUCUGAAU
AACGAGGAAU
GAUUCGGAAU
GACUCAGAGU
GAUGAGGAAU
GAUGAAGAAU
GAUGCCGAAU
GAUGAAGAGU
GAUGAAGAAU
.A___ GA.U
rAy...GArU

Junin MC2 
Junin CDl 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

UCUGUGACAU 
UCUGUGACAU 
UCUGUGACAU 
UUUGCGACAC 
UCUGUGACAU 
UUUGUGACAU 
UUUGUGACAU 
UUUGUGACAU 
UCUGUGACAU 
UCUGUGACAU 
UCUGUGACAU 
..UG.GACA. 
UyUGyGACAy

GCUGAGGCUU
GCUGAGGCUU
GUUGAGGCUC
AAUGAGGUUA
GUUGAAAUUG
GCUAAGGCUG
GCUGAGGCUG
GCUAAGGUUG
GCUGCGACUA
GCUACGACUA
GCUCCGCCUU
. . u .........u.
r . U. . r . yU.

1200
UUUGAUUACA ACAAAAAUGC UAUCAAAACC UUAAAUGAU- 
UUUGAUUACA ACAAAAAUGC UAUCAAAACC UUAAAUGAU- 
UUUGAUUACA AUAGGAAUGC UAUUAAGAGU CUGAAUGAUC 
UUUGAUUUCA AUCAAAAUGC CAUCAAAACC UUGCA-ACUC 
UUUGAGUUCA ACAAAAAAGC GAUAGAGACA UUGAAUGAC- 
UUUGAUUACA ACAAAAAUGC UAUAAAAACA CUGAAUGAG- 
UUUGACUUCA ACAAACAAGC CAUUGAAAGG UUGAA-AGCU 
UUCGAUUUCA ACAAACAGGC CAUAAGGAGG CUCAA-AACA 
AUUGACUACA ACAAGGCUGC UUUGAGUAAG UUCAA-AGAG 
AUUGAUUACA ACAAGGCUGC CCUGAGUAAG UUCAA-GCAA 
UUUGAUUUUA AUAAACAAGC AAUUAGCAAA CUGAG-GUCU
.U. GA.U. .A A .......GC .AU____A.. .U........
.UyGA.U.yA Ay.rr...GC .AU.rr.A.. yU..r.r...
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Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

GAAACUAAGA AACAAGUAAA UCUGAUGGGA 
GAAACUAAGA AACAAGUAAA UCUGAUGGGA 
AGUCUCAA-A GUCGUCUAAA UCUUCUAACA 
AAUGUUGAGA AUUCACUGAA UCUUUUCAAA 
AAUACAAAAA ACAAGGUAAA CUUGCUGACC 
GAGACUAAGA CGAGGGUGAA UGUCCUGAGC 
GAAGCACAAA UGAGCAUUCA GUUGAUCAAC 
GAGGCCCAAA UGAGCAUACA GCUGAUCAAC 
GACGUAGAAU CUGCCUUGCA CUUAUUCAAA 
GAUGUAGAGU CUGCCUUGCA UGUAUUCAAA 
GAAGUUCAGC AGAGCAUAAA UUUGAUAAAU
......A ........ U .  .A . . U .  . U _____
rr ..y..A........ U . . A  . . U . . U . r . .

1260
CAGACAAUCA AUGCGCUGAU AUCUGACAAU 
CAGACAAUCA AUGCGCUGAU AUCUGACAAU 
AAUACAAUAA AUUCACUGAU UUCGGAUAAU 
AAGACCAUCA ACGGACUCAU UUCUGACUCA 
CACUCAAUUA AUGCAUUAAU AUCUGACAAC 
CACACCAUCA AUGCUCUGAU CUCAGACAAC 
AAAGCAGUAA AUGCUUUGAU AAAUGACCAA 
AAGGCUGUCA AUGCUUUAAU AAAUGAUCAG 
ACAACAGUGA AUUCUUUGAU UUCAGAUCAA 
ACAACAUUAA AUUCUCUGAU UUCCGAUCAG 
AAAGCUGUCA ACGCCCUCAU CAAUGAUCAA
_____ C . . Ü . A  A . . C . . U . A O ----------G A ----------
_____ C .  . U . A  A y . C . y U . A U  . . . . G A y .  . .

UUAUUGAUGA AAAACAAAAU UAGGGAAUUG 
UUAUUGAUGA AAAACAAAAU UAGGGAACUG 
CUGUUGAUGA AAAACAAGUU GGCUGAGAUA 
CUUGUGAUUA GAAACAGUCU CAAACAACUU 
UUACUGAUGA AGAAUCGACU UAAAGAAUUG 
CUUCUGAUGA AGAAUAAGAU UCGAGAGCUG 
CUUAUAAUGA AGAACCAUCU ACGGGACAUC 
CUCAUCAUGA AGAACCACUU GAGAGACAUC 
CUACUGAUGA GGAACCACUU GAGAGAUCUC 
CUGUUGAUAG AGAAUCAUCU AAGAGAUCUA 
CUGGUCAUGA GGAACCAUUU GAGAGAUCUA
. U . . U . A U . .  . . A A ..............U _____ G A .  . U .

y U . . U . A U . r  r r A A y . r .  . U _____ G A .  . U .

1320
AUGAGUGUCC CUUACUGCAA UUACACAAAA 
AUGAGUGUCC CUUACUGCAA UUACACAAAA 
AUGAACAUUC CGUAUUGCAA UUACACAAAA 
GCUAAAAUUC CUUACUGCAA CUACACAAAA 
UUGAACACUC CUUAUUGUAA UUACACCAAA 
AUGAGUGUAC CUUAUUGCAA CUACACACGA 
AUGGGCCUUC CAUACUGUAA UUACAGCAAG 
AUGGGCAUAC CAUAUUGUAA CUACAGCAGA 
AUGGGGGUGC CAUAUUGCAA UUACUCAAAG 
AUGGGGGUAC CAUACUGUAA UUACUCAAAG 
AUGGGUAUUC CUUAUUGCAA CUACUCUAAG
...... U.C C.UA.UG.AA .UAC.....
.y.rr..U.C C.UAyUGyAA .UAC....rr

UUUUGGUAUG 
UUUUGGUAUG 
UUCUGGUACA 
UUUUGGUACA 
UUUUGGUAUG 
UUUUGGUAUG 
UAUUGGUACC 
UAUUGGUACC 
UUUUGGUACC 
UUCUGGUAUC 
UUUUGGUACU 
U..UGGUA.. 
U .yUGGUAy.

UCAACCACAC 
UCAACCACAC 
UCAACGACAC 
UCAAUGACAC 
UCAAUCACAC 
UCAAUCACAC 
UCAACCACAC 
UUAACCACAC 
UAGAACAUGC 
UGGAACAUGC 
UGAAUGAUAC 
U. .A. .A. .C 
U.rA. .AyrC

ACUUUCAGGA
ACUUUCAGGA
UAGGACUGGA
UAUCACAGGA
AGCAUCAGGG
ACUUUCAGGA
AACUACUGGG
AUCAACAGGA
AAAGACCGGC
UAAGACUGGU
UAGGACAGGG
....C.GG.
....C.GG.

CAACACUCAU
CAACACUCAU
AGGCACACCC
AGGCAUUCUU
GAACACUCAU
CAGCACUCUC
AGAACAUCAC
AAGACCUCAC
GAAACUAGUG
GAGACUAGUG
AGAACAUCCC
...... C. .
. r r . . . . C. .

UACCAAGGUG
UACCAAGGUG
UUCCCCAAUG
UACCGCAGUG
UGCCACGGUG
UUCCAAGAUG
UGCCCAAAUG
UACCAAGGUG
UCCCCAAGUG
UACCCAAGUG
UCCCAAAGUG
U.CC___UG
U.CC..rrUG

1380 
CUGGUUAAUA 
CUGGUUAAUA 
CUGGUUAAUC 
UUGGCUGGUU 
CUGGCUUGUU 
CUGGAUGAUA 
UUGGCUUGUA 
UUGGCUUAUC 
CUGGCUUGUC 
UUGGCUUGUC 
UUGGCUUGUG 
.UGG.U..U. 
yUGG.U.rü.

AAAAACAACA
AAAAACAACA
UCAAAUGGGU
CACAAUGGCU
AGAAAUAAUA
AGAAACAAUU
UCAAAUGGUU
UCAAAUGGAU
ACCAAUGGUU
ACUAAUGGCU
ACCAAUGGGU
. . .AA....
...AAyrr..

GCUAUUUGAA 
GCUAUUUGAA 
CUUACUUGAA 
CGUACCUCAA 
GCUACUUGAA 
CUUACCUCAA 
CAUACUUGAA 
CAUAUCUCAA 
CUUACUUAAA 
CCUACUUGAA 
CAUACCUAAA 
..UA..U.AA 
..UAyyU.AA

CAUUUCUGAC
CAUCUCUGAC
UGAGACUAAA
UGAAACGCAU
UGAAAGUGAA
CUCAUCUGAA
CGAGACCCAC
UGAGACCAAG
UGAGACCCAC
UGAGACCCAU
UGAAACCCAG
....... A.
....... A.

UUCCGUAAUG
UUCCGUAAUG
UUCAGAACUC
UUCAAGAAUG
UUUAGAAAUG
UUUAGAAAUG
UUUUCUGAUG
UUUUCAGAUG
UUCAGUGAUC
UUUAGUGAUC
UUCUCAACAG
u u ........... u.
UUy...r.U.

ACUGGAUACU
ACUGGAUAUU
AGUGGCUGUC
AUUGGUUGUG
AUUGGAUUAU
AGUGGAUUCU
AUAUUGAACA
ACAUCGAACA
AAAUCGAACA
AAAUCGAACA
AAAUUGAGCA
A ........
A ........

1440
AGAAAGUGAC
AGAAAGUGAC
AGAGAGCAAU
GGAGAGCCAA
UGAGAGUGAU
UGAAAGUGAU
ACAAGCUGAC
ACAAGCUGAC
GGAAGCCGAU
AGAAGCAGAU
AGAAGCCAAU
. .A....A.
. .Arr. . .A.
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Junín MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junín MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junín MC2 
Junín CDl 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

UUCUUAAUUU CUGAAAUGCU AAGCAAAGAG 
UUCUUAAUUU CUGAAAUGCU AAGCAAAGAG 
GCACUCUAUA CAGAAAUGCU AACAGAAGAU 
AAUCUAUACA AUGAGAUGCU GAUGAAAGAG 
CAUUUAUUGU CUGAAAUGCU CAAUAAAGAA 
UUCCUCAUUU CAGUGAUGCU GGGUAAGGAG 
AAUAUGAUCA CUGAGAUGUU ACAGAAGGAG 
AACAUGAUAA CAGAGAUGCU ACAAAAGGAA 
AACAUGAUUA CAGAGAUGUU GAGGAAGGAU 
AACAUGAUCA CAGAGAUGUU GAGGAAGGAC 
AACAUGUUCA CUGACAUGUU GAGGAAGGAG
___ U ....... GA.A U G . U _____AA.GA.
___ U ....... GArA U G y U _____AArGA.

1500
UAUUCGGACA GGCAGGGCAA AACUCCCUUG 
UAUUCGGACA GGCAGGGUAA AACUCCUUUG 
UAUGACAAAA GGCAGGGUAG CACACCACUC 
UAUGAGGAAA GACAAGGAAA AACCCCUUUG 
UACAUAGAUA GACAGGGAAA GACACCGUUG 
UAUUCAGAGA GACAGGGGAG AACUCCAAUC 
UAUAUGGAGA GGCAGGGGAA GACACCAUUG 
UACAUAGAUA GACAGGGCAA AACUCCACUG 
UACAUAAAGA GGCAGGGGAG UACCCCCCUA 
UACAUAAAAA GACAAGGGAG UACUCCUUUA 
UAUGAGAAAA GGCAGAGCAC AACACCUCUG
UA....A.A G.CA. .G.A. .AC.CC. .ü.
UAy...r A .A GrCArrG.A . .AC.CC..U.

ACUUUAGUUG ACAUCUGUUU 
ACUUUAGUUG ACAUCUGUAU 
UCCUUGGUUG AUCUAUGUUU 
GCACUGACAG AUAUAUGCUU 
ACUUUGGUGG AUAUCUGUUU 
ACUUUAGUGG ACAUUUGUUU 
GGUCUAGUUG ACCUCUUUGU 
GGGUUAGUUG ACCUAUUUGU 
GCAUUGAUGG ACCUUCUGAU 
GCCUUAAUGG AUCUUUUGAU 
GGGUUAGUAG AUCUUUUUGU
___ U ____G A. .U.U. . .U
...yUrry.G Ay.U.U...U

UUGGAGCACA GUAUUCUUCA 
UUGGAGCACA GUAUUCUUCA 
UUGGUCAACC UUAUUCUAUG 
CUGGUCUUUG GUUUUUUACA 
CUGGAGCACU UUGUUUUUCA 
UUGGAGUACA GUGUUCUUCA 
GUUCAGUACA AGUUUCUAUC 
UUUUAGCACA AGUUUCUAUC 
GUUUUCCACA UCUGCAUAUC 
GUUUUCAACA UCAGCAUACU 
UUUCUCCACU AGCUUUUAUU
.u............. u.. .
.U..... y ......y.U.y.

-CAGCGUCCC
-CAGCGUCAC
UGACCA-CAU
CCAUUA-CAG
-CAACAACAC
UCAGCA-CAC
UUAUUAGCA-
UGAUAAGCA-
UAGUCAGCA-
UGAUCAGCA-
UGAUCUCCG-
. .A___ C. .
. .A___ C. .

1560
UCUUCCUUCA
UCUUCCUUCA
UGUUUGCUCA
UAUUUCUCCA
UGUUUCUUCA
UAUUCUUGCA
UCUUCCUUCA
UCUUUCUCCA
UCUUCCUGCA
UCUUUCUGCA
UGUUCCUCCA
U.UU___ CA
U.UUy.y.CA

CUUGGUGGGC AUACCCACCC 
CUUGGUGGGU AUACCCUCCC 
UCUUGUUGGU UUCCCAACAC 
CAUAGUUGGA AUACCUACUC 
CCUGGUAGGC UUUCCAACUC 
CCUCAUUGGU UUCCCAACUC 
CCUAGUCAAA AUACCAACUC 
CCUGGUCAAA AUACCAACCC 
CCUUGUCAAA AUACCAACAC 
UUUUGUGAGG AUACCAACAC 
CCUAAUCAAA AUUCCAACAC
. .u. .u.... u.cc. .c.c
y.U.rU.rr. .U.CC..C.C

AUAGGCACAU CAGAGGCGAG 
ACAGACACAU CAGGGGCGAA 
ACAGACACAU CUUAGAUGGU 
AUAGGCACAU CAUUGGUGAU 
AUAGACACAU ACGUGGUGAA 
AUGAACACAU UCGAGGGGAA 
AUAGGCAUAU UGUAGGCAAG 
AUAGACACAU UGUAGGUAAA 
ACAGGCACAU AAAAGGUGGC 
AUAGACACAU AAAGGGCGGU 
AUAGACACAU AAAAGGCAAG
A ___ C A C A U ____G .....
AyrrrCACAU ....Gr .rr.

1620
GCAUGCCCUC UGCCCCACAG 
GCAUGCCCUU UGCCACACAG 
CCUUGCCCUA AACCCCACAG 
GGUUGCCCGA AACCACACAG 
CCCUGCCCAC UACCCCAUAG 
GGUUGCCCUC UCCCCCAUAG 
UCGUGUGGGA AACCUCACAG 
CCUUGCCCAA AACCCCACAG 
UCAUGUCCAA AGCCACACCG 
UCAUGUCCAA AGCCACAUCG 
CCUUGCCCGA AACCACACAG
. . .UG........CC.CA. .G
. . .UGy.......CC.CA. .G

GCUAAAUAGC UUGGGUGGUU 
GUUGAACAGC UUGGGUGGUU 
AUUAACAAAG AAAGGAAUUU 
GAUUACAAGA AACUCCCUGU 
GCUCAACAGU AGAGGAGGAU 
AUUGAACAGC AUGGGAGGAU 
AUUGAAUCAU AUGGGCAUUU 
GCUGAACCAC AUGGGCAUCU 
AUUAACCAAC AAAGGAAUUU 
CUUGACCAAC AAGGGGAUCU 
ACUCAAUCAC AUGGCAAUCU
. .U.A............... U
. .U.A. . .r........... U

GCAGAUGUGG UAAGUACCCC 
GCAGAUGUGG UAAGUACCCC 
GUUCCUGUGG ACAUUUUGGA 
GUAGCUGCGG GUAUUAUA-A 
GUAGAUGUGG GAAAUACCCU 
GUAGGUGUGG GAAGUAUCUG 
GUUCCUGUGG ACUCUACAAA 
GCUCCUGUGG UCUAUACAAA 
GUAGUUGUGG UGCAUUUAAG 
GUAGUUGUGG UGCAUUCAAG 
GUUCCUGUGG CUUCUAUAAG
G ___ U G U G G ____U .....
Gy...UGUGG ___ U .....

1680
AAUCUAAAGA AACCAACAGU 
AAUCUAAAGA AACCAACAGU
AUACCGGGCA AACC---UGU
AUACCAAAGA AACC-------
GAACUAAAAA AGCCAAUCAC 
CCUCUGAAGA AGCCAACUAU 
CAGCCUGGUG UGCCUGUGAA 
CAGCCAGGUG UGCCUGUCAG 
GUGCCUGGUG UAAAAACCGU 
GUGCCUGGUG UAAAAACUAU 
CAACCAGGUC UCCCCACACA
. . .C................
...Cy.rr.............
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UUGGCGCAGA
ULJGGCGUAGA
UCGAUGGGUG
UUAC-----
CUGGC--ACA
UUGGCAUCGU
AUGG-----
AUGG-----
CUGG-----
CUGG-----
AUGG-----
.U................
.Ur......

GGA--- CAC
GGA--- CAC
AAACGAUCAC
AAAUGG---
AGAAC— CAC
AGA--- CAU
AAGAGA---
AAGAGG---
AAAAGA-CGC 
AAAAGA-CGC 
AAAAGG---
rrr

1740
I---- GA -CCUCCC-G- -AA— GG--- ----- U-C-CCC
-- GA -CCUCCU-G- -AG— GG---  ----U-C-CCC
|---G - --UCUU---CA--- GG-- ------CU— C

- G - --------- ----------------------
G G A --------- CAAUCA-----UUGU-CUCCC

¡-- G A ----- CAG- CA--CA---U UUGCGCUCCC
— GA -CCC-UU-GU CA-- GG-- -----------
-- ----UCCCA—  CA---GG--------------

A-GA A-------- CA--- G-- C ----------
I----- ---- uc— AG- CA G--- C ------------
—A~ GA A------- CA----GGGGC A C

,U. .
Urr

1800
Junin MC2 ACC---- AG CCC-— GGGC — AUU— GCC C-GGGCU-- — GGU G--- -----------
Junin CDl ACC---- AG CCC-— GGGC — ACU— GCC C-GGGCU-- — GGUG--- -----------
Oliveros CCC— AUCA- cuc--UGGGC CCAUUGGGCC CAGGGU-GAU — GG-GG-- -----------
Pichindé --- G-U-- — -UGGG- AAAAUAAGCU CCG— CU— U CCGAC---- -----------
Sabiá ACC-GA--- CCC-— GGGC — AAU— GCC C-GGGUC-- — GGUG--- -----------
Tacaribe ACC-GG--- CCC-— GGGC — UUU— GCC C-GGGCC-- — GGUG--- -----------
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm.' 
LCM WE 
Mopeia CCCCGA— GA CCCACCG— C C— UUCGGCG GUGGGUC— U C-GGGGGCCU GGAGUGACUG
Cons. Est. 
Consenso

1860
Junin MC2 ------- UG G--CCCCC-C AG----- -U CCGCGGCC— --- U-GGCC GCG-GAC— U
Junin CDl ------- UG G--CCCCC-C AG----- -U CCGCGGCC— --- U-GGCC GCG-GAC— U
Oliveros ------- CG G--cccccuc -GA---- -C CCACGGC-- AAA--- ACC GUG-GGC--
Pichindé ------ AU- GGGCCUC-- -GACGUCACU CC-C--C-- -AAU-AGG-G GAGUGAC-GU
Sabiá ------- UG G--CCCCC-C AG----- -U CCGCGGC-- AAAU-- GCC GCG-GAC--U
Tacaribe ------- UG G--CCCCC-C -GA---- -u CCGCGGC— G -- UU— GCC GCG-AA-- U
Lassa Jos. — G--CCCCCGU -GAC--- CCACCGCCU- — AUU-GGCG GUG-G-- GU
Lassa Nig. — G--CCCCCGU -GAC--- CCACCGCC— -AAUU-GGCG GUG-G-- GU
LCM Arm. — G--ccucc-c UGAC-UC--U CCACCUC— G AAA--- GAG GUG- GAGAGU
LCM WE — G--ccucc-c UGAC-UC--U CCACCUC— G AAA--- GAG GUG-GAGAGU
Mopeia UUCCUUGAUG G--CCUCCAC -GAC--- CCACCGCC— AGA-- GGCG GUG-G-- GU
Cons. Est. G. .CC.c... .G..... CC.C ..C ... G.G......
Consenso ............................................................. G. .CCyc... .G..... CC.C ..C ... .r. . G.G.r....

Junin MC2 
Junin CDl 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

-GGGGAGGC- -AC------ U GC-------
-GGGGAGGC- ~AC------ U GC-------
CGAGGGGG—  -------GGU GCA------
C-- GAGGCC U-C------ G-AGGA----
-GGGGAG-C- -ACC----- ------AA--
CGGGGAGGC- -ACCUGUGGU GC-GGAAGUC
CACGGGGGC-- ----------  GUC
CACGGGGGC-- ----------  GUC
CAGGGAGGC- — CC--- AG- --AGG--GUC
CAGGGAGGC- — CC--- AG- -C-GG— GUC
CGUGGAGGU- -----------  GUC
---G.G........................
---GrG........................

-U---
UUA-AG
-U---
UUACAG
C-AU--
C-AU--

CC-U-U
A

yyA

CAGUGCAUA-
CAGUGCAUA-
CAUUGCAAC-
GAGGUUGA-U
GAUGGUGAA-
CAGUGCAAA-
CAGAACGACU
CAGGACGACU
GAGUGUCACA
GAGUGUCACA
CAGGACAACU
.A.......
.A. . .y---

1920 
— GGCUGCCU 
--GGCUGCCU 
--CACUGA-U 
CAAGUCUGUG 
— UGCUGCCU 
— AGCUGUUU 
CUAGGUGUCG 
UUAGGUGUUG 
ACAUUUGGGC 
ACAUUGGGUC 
CUGGGAGGAC
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Apéndice 1

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

UCGGGAGGAA
UCGGGAGGAA
UCAGACUUAA
UUGULJCCUGU
CCAGUGUGAA
UGGGAAAGAA
AUGUUC-UGA
AAGUUC-UGA
CU---- CUAA
CU---- CUGA
CUGUUC-UAA

r

CAGCAAGCUC
CAGCAAGCUC
ACACUAGAGC
ACAGUGUGUC
GAGCAAU-GC
AAGGAA-CUC
ACUCCAUAUC
ACACCAUGUC
AAAUUAGGUC
AGAUCAAAUC
ACACCAGGUC
.........C
.... r...C

GGUGG-UAAU
GGUGG-UAAU
ACUUGGAAGU
AAUAGGUAA-
AUCAGGCAAU
UUUGGGUAGU
UCUGGGCAGC
UCUAGGGAGC
AUGUGGCAGA
AUGUGGCAGG
UCUACUCAAG
.......A. .
.......A r .

A-GAGGUGUA
A-GAGGUGUA
A-GAGGCUUG
A-CAUCUCAU
A-AACCUUCC
A-GUGGUAUU
A-CUGCUCUC
A-CAACUCUC
AUGUUGUGAA
AUGUUGUGAA
A-CUGGUCUG
A .........
A .... y . . •

AGUUCUUCU-
AGUUCUUCU-
GGCUCUAUG-
GGGUUUCUG-
AGUUUGGUU-
GGUUCCUCC-
AAAACCGAU-
AGGACUUUU-
CAGUUUUCAG
CGGUCGGGAG
GGGGUUGGG-

r . .y

1980
-UCAUAGAGC
-UCAUAGAGC
-CUUGGCACA
-AUCUCUGAC
-UGAGGUGGU
-UUGGGUAGU
-GUGUUCAGU
-GCAUCAAGU
AUCUGGGAGC
AUCAGGGAGU
-AUUUGUGGA

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

-UUCCCAUCC
-UUCCCAUCC
-UUGCCCUCA
CCAGCCUGUC
-UGGCCUGCU
-UCUCCACUC
CCU-CCUGAC
CCU-CCUGAA
CUUGCUUUGG
CUUGCCUUGG
CUC-CCUAUG
___ c c . . .
.y..CC...

AACACUGACU 
AACACUGACU 
AAUGCUGCUU 
ACUGUUGCAU 
AUGGCUGACU 
ACGGCUGAGU 
ACUGCUGCAU 
ACUGCUGCAU 
AG-GCGCUUU 
AA-GCACUCU 
ACUGCUGCUU
A ........U

. A. .ry___ U

GAAACAUUAU 
GAAACAUUAU 
GAAACAUGAG 
CAAACAUGAU 
GAAACAUUAG 
GGAACAUUAU 
CAAACAUGAU 
CAAACAUAAU 
CAAAAAUGAU 
CAAAGAUGAU 
CAAACAUGAG 
. .AA.AU.A. 
.rAA.AU.A.

GCAGUCUAGC
GCAGUCUAGC
ACAGUCAAGC
GGUGUCAAGC
ACAAUCAAGU
GCAGUCCAGC
GCAGUCCAUU
GCAAUCCAUC
GCAGUCCAUG
GCAGUCCAUG
ACAAUCCAGC
___ UC.A. .
r..rUC.A..

AGAGCACAGU 
AGAGCACAGU 
AGUGCACAAU 
AAUGCACAUG 
AGGGCACAGU 
AGUGCACAGU 
AGUGCACAGU 
AGUGCACAAU 
AGUGCACAGU 
AGUGCACAGU 
AAUGCACAGU 
A . .GCACA.. 
Ar.GCACA..

2040
GUGGCUCACU
GUGGCUCACU
GAGGUUCACC
GGGGGU--UU
GUGGCUC--U
GAGGUUCAUC
GUGG-------
GAGG-------
GCGG-------
GUGG-------
GUGG-------
6 . 6 6 ...........
6 .66 ...........

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

GGAGGCCAAC UUAAAGGGAG 
GGAGGCCAAC UUAAAGGGAG
UGA----------
GCAG— UGGU UU
GAGGACU---
AGGACUGGGG
---GGUUAUU
---AGUUAUU
---GGUGAUC
---GGUGAUU
---UGUCACU

CAUCCUUAUC UCUCUUUUUC 
CAUCCUUAUC UCUCUUUUUC 
-AUUGCCACC UUUCUUCUUU
CAGCU---CC UUUCUUCUUC
UGUCUUUGUC UUUCUUUUUC 
AAUCUUUGCU CUUAUUCUUC 
CUUUACCGCC UCUUUUCUUC 
CUUUACCACC UCUCUUCUUU

ucuucuuu 
ucuucuuu

CUUUGCCACC UCUCUUCUUC
........... u.uu.uu.
............. U.UUyUUy

2100
UUGCUGACAA CCACUCCAUU 
UUGCUGACAA CCACUCCAUU 
CUUGAAAGCA CAACACCAUU 
UUCUUUAUGA CUAAGCCCUU 
UUUGGCACAA UAACUCCAUU 
UUGCUAAUAA UCACCCCAUU 
UUUUCAACAA CGACACCUGU 
UUCUCCACAA CUACCCCAGU 
UUGUCCCUUA CUAUUCCAGU 
UUGUCUCUCA CUACCCCAGU 
UUUUGCGUUA CAAUCCCCGU
.U.......A . .A. .CC. .U
y U .......A y.A. .CC. .U

GUA 
GUGGGA 

CUUGGUGGAG
UCCU-------
UCCU-------
UCUU-------
UCUU-------
UCUU

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

GUGAUGUUUG CAUAGGUGGC 
GUGAUGUUUG CAUAGGUGGC 
GUGUUUAGUG CAAAGUGAUC 
GUGCUUGGUG CAGAGUUGGU 
GUGUUUCUUA CAGAGGUGAC 
AUCUUGUUUG CAGAGGUGGC 
GUGCAUGUGG CAUAAGUCUU 
GUGCAUGUGA CAUAGAUCCU 
AUGCAUCUUA CACAACCAGC 
GUGCAUUUUG CAUAGCCAGC 
AUGCAUUCUA CAAAGGUGUU
.U........ CA.A.....
rü...... r CA.Ar.....

CAAAUUUCUC CCAGACCUGU 
CAAAUUUCUC CCAGACCUGU 
CAAAUUUCUC CCAAACAACA 
UGUAUCUCUC CCAGAUCUCA 
CAAAAUCUGA CCAGAUUGGC 
CGAAUUUAUC CCACACUUGG 
UAUACUGGUC CCAGACUGCA 
UGAAUUGAUC CCAAACAGCA 
CAUAUUUGUC CCACACUUUG 
CAUAUUUGUC CCACACUUUA 
UGUAUUCAUC CCAGAUCUUA
. . .A.....  CCA.A
yyrA.y.... CCA.Ay..

2160
UGGUCGAACU GCCUGGCUUG 
UGGUCAAACU GCCUGGCUUG 
CUCUCAUAGA AUCUUGCUUG 
UCCUCAAAGG UGCGUGCCUG 
UCCUCAAACU UUCUCGCCUG 
UGCUCGAAUA GUCUUGCUUG 
UUUUCAUACU UCCUGGAAUC 
UUCUCAAACU UUCUUGAAUC 
UCUUCAUACU CCCUCGAAGC 
UCUUCAUAUU CUCUUGAGGC 
UCCUCAAAUU UUCUUGCAUC
...UC..A.. ..C . . 6 ___

. y . .UCr.A.. ..C..6___
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Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

UUCUGAUGUA
UUCUGAUGUA
GUCUGUUGGG
CUCUGCACUG
UUCAGAUGCC
AUCUGAAGUG
AGUUUUGCUG
UGCULJUACUA
UUCCCUGGUC
CUCCUUACUC
GUCUUUCUGC

CLJUCCUGAUG 
CUUCCUGAUG 
LJUUUUUGAUG 
UCUGAUUAUA 
GCGCCUUAUA 
CUUUCUGALJG 
UUUCCUUALJG 
UUUUCUGAUA 
CUUUCUGAUG 
.CUUUCUGAUG 
CUUUCUGAUG
....U.AU.
.y. . .U.AUr

AGCCUAACAU
AGCCUAACAU
AAGCUGAGAU
AGCUUCACGU
AAUUUAAUGU
AACUUAACAU
AGGGCAAUAU
AGAGUGAUGU
AUUUCAACAU
AUCUCAACAU
AUGGACACAU
A ....A. .U
A ....A.rü

UCAUCGGACC 
UCAUCGGACC 
UCAUCAGAAC 
UCAUCUGAAC 
UCAUCUGAAC 
UCAUCAGAUC 
UCAUCGGACC 
UCCUCUGAUC 
UCAUCGGAGC 
UCAUCAGAAC 
UCAUCAGCAC 
UCAUC.G..C 
UCAUC.G..C

CAACCAGCUU
CAACCAGCUU
CAAUUGUGGA
CAAGUACUUU
CGACAAUCUU
CAAUUAAUUU
CAAUUAGUUU
CAAUCAGUUU
CGAUAAGCUU
CAAUGAGUUU
CAAUCAGUUU
C.A......
CrA..r....

CUUGAGUGGU
CUUGAGUGGU
CUUGACAUGU
CUUGAGCAGU
CUUGGGUGGU
CUUGUGUUGU
CCUGACAGGU
CUUGGCAAGU
CUUGACAGCU
CUUGACAGCU
CUUGACACGA
CUUG___G.
CUUG___G.

AAGAUCUCUU
AAGAUCUCUU
GAUGUCAGGU
UAGAUCUCUU
UAAGUCUUUG
GAGAUCUUUC
AAUGUCUUUU
UAUGUCUCUC
AAUGUCCUUC
UAUGUCCCUU
UAUGUCCCUC
.A. .UC___
.A.rUC___

CACAACCAUG 
CACAACCAUG 
CAAAACUAAU 
GAAAACCAUG 
GAGGACCAUG 
AAUCACCAUG 
AAUGACCAUA 
GAUGACCAUG 
UAGAACCAUC 
CAAGACCAUC 
CAAGACCAUG 
.A. .ACCA. . 
.A. .ACCA. .

CUUCCAUGGA
CUUCCAUGGA
CUUCCAUUCA
CUUCCAUGCA
CGACCGUGUG
CUUCCGUGAA
CUUCCUUGUG
CUCCCUUGUG
CUAUUCUGUG
CUAUUCUGUG
CUGUUCUGGG
CU___u.. .
CU.yy.U..r

UCCGGAGGCA
UCCGGAGGCA
UUUGAAGGCA
UUCUGGGGCA
UUUUGAGGAA
UUGGGAGGUA
UUCCGGGGGA
UUCCGAGGAA
CCCUGCGGAA
CCUUGUGGGA
UUCUUUGGCA
.....GG.A
yy___GG.A

2220  
GGUCAAACAA 
GGUCAAACAA 
GUUCCAUUAG 
UUUCGAACAG 
UAUCUACUAA 
UAUCUAGAAG 
AUUCAAGGAG 
ACUCAAGGAG 
AGUCCAGAAG 
AGUCCAGAAG 
AGUCAAGAAG 
. .U C .A . .A.
. . UC . A . .Ar

2280
GCAAGCCAAU
GCAAGCCAAU
GCUUGAUUAG
AAUGUCUGAU
GGAGCCCUAU
GUAACCCUAU
GUGCAUCAAU
GGGCUUCUAU
GAGCACCUAU
GAGCACCUAU
GGCUCUCAAU
........A.
r .... y .A.

CACGUAACUA AGAACUCCUG 
CACGUAACUA AGAACUCCUG 
AAUUCUGCUC AGCAGGCCUG 
GAUUGAGGAG AUCAGACCCG 
AACAUAGCUG AGCAAGCCUG 
GACAUAACUG AGCACACCUG 
GACAGCACUG GUCAAGCCCG 
CACUGCACUG GUUAACCCAG 
AACUGACGAG GUCAACCCGG 
AACUGAUGAG GUCAGCCCAG 
UACAGCACUU GUCAACCCCG
.A........... A. .CC.G
.Ay...... r. .A. .CC.G

GCAUUGCAUC UUCUAUGUCU 
GCAUUGCAUC UUCUAUGUCU 
AUCUUGCGUU CUCGAUGUCU 
GUUGAGCAUC AGCCAAGUCC 
GCUGUGCAGA UUCUAGGUCC 
GCACAGCAUC CUCAAUGUCC 
GUUGUGUAGC GAAGAGGUCU 
GUUGGGCAGC AAACAAAUCA 
GUUGCGCAUU GAAGAGGUCG 
CCUGUGCAUU GAAGAGGUCA 
GCUGAACUGA GAAUAGGUCU
.............. A. .UC.
.y...ry....... A. rUC.

2340
UUCAUUAAGA UGCCGUGAGA 
UUCAUUAAGA UGCCGUGAGA 
CUCAGUAAAA UUCCAUGAGA 
UUUAAAAGGA GACCAUGUGA 
UUUAGCAACA UCCCAUGUGA 
UUCAUUAGAA UGCCGUGAGA 
GUGACAUCAA UCCCAUGUGA 
GUCACAUCAA UACCAUGUGA 
GCAAGAUCCA UGCCGUGUGA 
GCAAGAUCCA UGCCGUGUGA 
UGGAUGUCAA UGCCAUGAGA
. . .A....A . .CC.UG.GA
. . .A....A . .CCrUG.GA

GUGUCUGCUA CCAUUUUUAA 
GUGUCUGCUA CCAUUUUUAA 
GUAUUUGCUU CCAUUUUUGA 
AUACUUGUUC UGCUCUUUGA 
AUGCCUGCUA CCAUUUUUGA 
AUGUCUGCUC CCAUUUUUAA 
GUACUUAGCA UCCUGCUUGA 
AUACUUUGCA UCUUGUUUGA 
GUACUUGGAA UCUUGCUUGA 
AUACUUGGAG UCCUGCUUGA 
GUGUUUGGAG UCUUGUUUGA
•U...U.......U. .UU.A
rUry.U--- y..U.yUUrA

ACCCUUUCUC AUCAUGUGGU 
ACCCUUUCUC AUCAUGUGGU 
AGCCCUUCUC AUCAUGUGGG 
AGGAUUUUUC AUCAUGGGGA 
ACCCCUUCUC AUCAUGUGGU 
AUCCCUUCUC AUCAUGUGGC 
ACUGCUUUAA AUCAGUAGGU 
AUUGCUUCAA AUCUGUUGGC 
AUUGUUUUUG AUCAACGGGU 
AUUGCUUCUG GUCCGUAGGU 
AUUGUUUAAU GUCUGUUGGU
A ___UU. . . .UC___ GG.
A. . .yUU. . . rUC___GG.

2400
UUUCUGAAGC AGUGAAUAUA 
UUUCUGAAGC AGUGAAUAUA 
AGUCUGAAGC AAUGUAUGUA 
AACCUAUAAC AGUGUAUGUA 
UUCCUAUAAC AGAGGAUAUA 
UUUCUGAAGC AGUGGAUGUA 
UCACGGAAGA AGUGUAUGUA 
UCCCUAAAGA AAUGUACAUA 
UCCCUGUAAA AGUGUAUGAA 
UCUCUGUAAA AAUGUAUGAA 
UCCCUGUAAA AAUGAAUAUA 
...C...A.. A.UG.A...A 
...C.r.Ar. ArUG.Ayr.A
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Junin MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

CUUGCUACCU
CUGCUUACCU
GUAACCAGUU
GUUGCCUGUA
AUUACCUGLJG
UUGUUUCUUU
GCAGCCUGAA
GCAACCCGAG
CUGCCCGUUC
UUGCCCAUUU
CUGACCAUUA

.y..yy---

GCAGGCUGGA 
GCAGGCUGGA 
GUGGGCUGAU 
LJCAGGUUGGU 
UCUGGUUGGU 
GCAGGLJUGAU 
CUUGGUUGAU 
CUCGGUUGAU 
UGUGGUUGGA 
UGUGGUUGAA 
UUAGGLJUGAU 
. . .GG.UG..
. . . GGyUGr.

ACAACGCCAU 
ACAACGCCAU 
ACAAAGCAAG 
AGAUGGCCAU 
ACAAUGCUAA 
AUAALJGCAAG 
AGAGGGCAAU 
AAAGGGCUAU 
AAAUUGCUAU 
AUAUUGCUAU 
AGAUAGCLJAU 
A.A. .GC.A. 
A.A. .GC.A.

CUCAACAGGG
CLJCAACAGGG
CUCAACAGGG
UUCCACCGGG
UUCAACCGGA
CUCUACUGGG
UUCCACUGGA
CUCAACUGGG
UUCCACUGGA
CUCCACUGGA
CUCCACGGGG
.UC.AC.GG.
yUC.AC.GGr

UCA-GUAGCU 
UCA-GUAGCU 
UCU-GUUGGU 
UC-AUUUGGU 
UCA--UUACU 
UCAAGUUGGA 
UCU--UCAGG 
UCU— UCUGG 
UCA--UUAAA 
UCA— UUGAA 
UCU— UCAGG
uc...u___
UC...ü___

2460
GGU-CCUUCA
GGU-CCUUCA
GG-GCCCUCA
G-UCCCCUCA
GGUACCCUCA
GGU-CC-UCG
UCUUCCUUCA
UCUUCCUUCA
UCUACCCUCA
CCUGCCUUCA
UCUCCCUUCU
___cc.uc.
___cc.uc.

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso .

AUGUCGAGCC
AUGUCGAGCC
AUAUCCACCC
AUAUCAAUCC
AUGUCAAUCC
AUGUCCAACC
AUGUCCAUCC
AUAUCCAUCC
AUGUCAAUCC
AUGUCAAUCC
AUGUCAAUCC
AU.UC.A.CC
AUrUC.A.CC

AAAGGGUAUU
AAAGGGUAUU
AGAUGGUUUC
ACGUAGUGGC
AUGUUGUCAG
AAAUAGUGUU
AGGUCUUAGC
AGGUUUUUGC
AUGUAGGAGC
AUGUGGGAGC
AUGUCUUAGC
A .........
A. r .......

GGUGGGG-UC
GGUGGGG-UC
AUCUGGA-UU
UCUUGGA-UC
AGUUGGG-UC
GGAGGGG-UC
AUUUGGG-UC
GUUGGGAAUC
GUUGGGG-UC
AUUGGGA-UC
AUUUGGAUCC
___ GG____
....GGr.yy

GAGUUUCCCC
GAGUUUCCCC
CAGCUUUGAG
AAGCAUCUGA
AAUCUUACCC
AAGUUCACUA
AACUUGCAGC
AAGUUGAAGC
AAUUCCUCCC
AAUCCCUCCC
AA-UUGCAAC
.A........
•A.y.....

ACU--GCCUC 
ACU— GCCUC 
AUU— GCUUC 
A UU— GAGGA 
AUU--GCCUC 
AUA— GCAGC 
AUU--GCAUC 
ACUUGAAAUC 
A — UGAGGUC 
A — UCAAGUC 
A — UGCUGUC 
A .........

2520
UCUGAUGACA
UCUGAUGACA
UUUGAUCACU
C---ACAACA
UCUCACAACU
UCUGACUAUU
CUUGAGGGUC
UUUGAGAGUC
UUUUAAAAGC
UUUCAACAGC
UUUGAGUUCC
___ A .....
y- • a ....

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

GCUUCUUGUA
GCUUCUUGUA
GCUUCCUGUG
GUGUCUUCUU
GACUCUUGCA
AGUUCUUGCC
AUCAGCUGAG
AUCAACUGAG
AUUGUCUGGC
AUUGUUUGAC
AUUGUCUGAG
........... U. . .
r....yU...

UCUCUGUCAA
UCUCUGUCAA
UGUCUGUCAA
UUUCC-UUAG
ACUCAGUCAA
CCUCUGUGAG
AAGAGGUAAG
AGUAAGUUAA
UGUAGCUUAA
UGUAACUCAA
AGUAGGUCAA
..... U.A.
..... U.Ar

GUUAGCCAAU 
GUUAGCCAAU 
AGGAUUAAGU 
G--GAUUUGU 
GUGGGAGAGU 
GCUUGCCAGU 
CCCAGC-GGU 
UCCUGC-AGC 
GCC— C-ACC 
GCC— C-ACC 
ACCAGC-AGG

CUCAAAUUCU
CUCAAAUUCU
CUUAUGUUGC
UUGAGAU-CU
CUAAUGUUCU
CUUAAAUUUU
AAACCCUGCC
AAAGCCUGCA
UGAG---GUG
UGAG---GUG
CAUGCCUUGG

GACCGUUCUU 
GACCGUUCUU 
CACCAUUUUU 
GGUGAUCC—  
GACCUGCCUU 
GCCCCUUUCU 
GACUGCAGGG 
GACUGUAAUG 
GACC-UGCUG 
GGCC-UGCUG 
GCCUGAGCGA

y

2580
UUCCG-----
UUCCG-----
GACAGGUG-- 
-ACCGUU— U 
UUCUGGUGUU 
UUCUGCUGGC 
AUUUACUGGA 
ACUUGUUGGA 
CUCCA— GGC 
CUCCA--GGC 
GUCUGUUGGA

y r

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

------- GUUG
-------GUUG
---GGGGAGG
CUUACUGGUG
CUCG----- G
CUUGGUGCUG
AUUGUUGCUG
CCCCCCAUUU
GCUGGCCUGG
ACUGGCCUAG
GUUACCUUUG

U— CUAGGUC CAGCAA----  -CUGGUUUC-
U— CUAGGUC CAGCAA----  -CUGGUUUC-
ACCAUA---- ---- CAUGACA UCU--------
GC— U G G A U - -------AGCA GUUGGCUUU-
CCCUUG---U UGG---------- GGCUUU-
CUCCUGGUUC UGGCACUGCA UCCGGCUUC-
UC----AG-CU UUCUGUGGCU UCCCAUCUGA
CC----AA-UU UUCUGGGGCU UGUUGUCUUG
GU----GAAUU GACUGCAGGU U UCUCG
AU----GAGUU GGCCACAAGU U UUUCA
UC----AGGCU UUGCAUUCUG UUGCACAUCA

CUUGUCAGAU 
CUUGUCAGAU 
UUUGAGAAGU 
GAGUCCAAAU 
GUGCUUAAAU 
UUGGUCAGAU 
UU— CCAGAU 
CU— CAAGGU 
CUUGUGAGAU 
UUUGUGAGAU 
CCACUCAGAU 
..... A. .U

2640 
CAAUACUUGU 
CAAUACUUGU 
CAAUAGUGGU 
CCACAGUGGU 
CAACAGUGGU 
CUACGCUCGU 
CAACGACAGU 
CCACCACAGU 
CAAGUGUUGU 
CAAUUGUCGU 
CAACAGUUGU 
C.A.... GU

r ArrU C.A...y.GU
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Junin MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

GUUGUCCCAU GACCUGCCUA 
GUUGUCCCAU GACCUGCCUA 
GUUAUCCCAA GCUCUGCCUG 
GUUGUCCCAA GCCCUCCCUU 
GUUUUCCCAU GACCUACCCU 
GUUGUCCCAG GAUCGCCCCA 
GUUUUCCCAG GCCCUUCCUG 
AUUUUCCCAU GCUCUUCCCA 
GUUUUCCCAU GCUCUCCCCA 
GUUCUCCCAU GCUCUCCCCA 
GUUAUCCCAA GCCCUGCCGA 
.UU.UCCCA. G..C..CC.. 
rUU.UCCCA. G.yC..CC..

AGAAAGGCAA AGUUUGUACA 
AGAAAGGCAA AGUUUGUACA 
AGAGAGGCAA AUCUUGUAAA 
UGAGAGACAG AUUUUAUACA 
UGAAAGGCAG AUUUUGUACA 
UGACAAACAC AGUUUGUAGA 
UGACAAACAA AUCUUGUAGA 
UGAGAGACAG AUCUUGUAUA 
UGAAAGGCAA ACUUUAUAGA 
UGAAAGACAG ACUUUAUAAA 
AGAAAGACAU AGUUUGUAGA 
.GA.A. .CA. A. .UU.UA.A 
.GA.ArrCA. A.yUUrUA.A

UGAUUUGUGA UCUGGAACCA 
UGAUUUGUGA UCUGGAACCA 
UGAUCUGGGA UCUUGAGCCA 
GAACUUGGGA UCUUGAGCCA 
UGAUCUGGGA UCUGGAGCCA 
UAAUUUGCGA UCGAGAGCCU 
UUAUUGAGGU UGUUGAUGCA 
CAAUCGAGGU CCUUGAUGCA 
CAAUCGAUGU UCUACAAGCU 
CAACUGACGU UCUACAGGCU 
CGAUCGAUGU UCUUGAUGCU
..A....G. ü ___ A. .C.
. .Ayy.r.G. U ___A. .C.

GAAGGUUUUC AUAAGGGUUU 
GAAGGUUUUC AUAAGGGUUU 
GGAUGUUCUC AUAGGGAUUC 
GCAGGUUUUC AUAAGGGUUC 
GAAGGUUUUC AUAAGGGUUU 
GUAAAUUUUC GUAGGGGUUC 
GUAUGUUUUC AUAAGGAUUC 
GGAUGUUCUC AUAAGGGUUC 
GGAUGUUUUC AUAAGGGUUC 
GGAUGUUUUC AUAAGGAUUU 
GGAGAUUUUC AUAAGGGUUC 
G.A..UU.UC .UA.GG.UU. 
G.A.rUUyUC rUArGGrUUy

2700
AUAUAAGGCC AACCAUCGCC 
AUAUAAGGCC AACCAUCGCC 
AUGUAUGGCC AACCUUCACC 
AUGUAGGGCC AGCCAUCCCC 
AUGUAAGGCC AACCUUCUCC 
AUAUAGGGCC AGCCAUCACC 
AUAUAUGGCC AUCCAUCUCC 
AUAUAGGGCC AUCCGUCUCC 
AUGUAUGGCC AUCCUUCACC 
AUGUAUGGCC AUCCUUCACC 
AUGUAAGGCC AACCCUCUCC 
AU.UA.GGCC A.CC.UC.CC 
AUrUA.GGCC A.CC.UC.CC

2760
CUAUUGCCUG GUUUCUCAUC 
CUAUUGCCUG GUUUCUCAUC 
CUCAUCCCUG GUUUUUCUGA 
CUUUGCCCGG GUGUAGUACU 
CUAUUUCCAG GUUUCUCAUC 
CUACUUCCAG GUCUGUCGUC 
CUUUCACCAG GGGUGUCUGA 
CUUUCACCCG GUGUGUCUGA 
CUGUCCCCAA CUUGGUCUGA 
CUAUCCCCAA CUUGAUCUGA 
CUUUCCCCUG GCGUGUCAGA
CU___CC............
CU___C C . r ..... y. . .

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

AAUAAACAUG CCUUCUCUUC 
AAUAAACAUG CCUUCUCUUC 
GACAAACAUU CUUUCUUGAU 
CACAAACAUA CCCUCACGGU 
UACAAACAUG CCUUCCUUUU 
AAUAAACAUA CCCUCCCUUC 
AAUGAACAUU CCAAGAGCCU 
UACAAACAUU CCCAGACUCU 
AACAAACAUG UUGAGUUUUC 
GACAAACAUG UUGAGUUUCU 
GACAAACAUU CCCAAAGAAC
.A. .AACAU...........
.AyrAACAU. yy......y

GUUUAACCUG AAUGGUUGAU 
GUUUAACCUG AAUGGUUGAU 
GCUUCACCCU AAGGAGGGAU 
UCUUAAUCUG CAGUAGACUU 
UCUUUAUGGA UAGGGUUGUC 
UCUUGACUUG UAAGGUGUUU 
UCUUGACCUU UAAAAUGGAU 
UCUUAACUUU CAAGAUUGAC 
UCUUGGCCCC GAGAACUGCC 
UCUUGGCCCC AAGGACUGCU 
GCUUGACUUU CAAGGCAGCC
. .UU....... A .......
.yUU.ry... .A..r....y

2820
UUUAUGAGGG AAGAAAAGUU 
UUUAUGAGGG AAGAAAAGUU 
UUGAUGAUGU CAGCAAACAC 
UUUAUGAGGG UGCUAAACAU 
UUUAUGAUCU GAGAAAAGUU 
UUGAUCAGGC UAGAGAAGUU 
UUGAGGAUAC CAUCCAUUGU 
UUCAAGAUAC CAUCCAUGGU 
UUCAAGAGGU CCUCGCUGUU 
UUUAGGAGAU CCUCACUAUU 
UUCAAAAUUC CUUCCAAAUU
UU.A. .A.............
UU.A. .A............ y

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

AUCUGGGGUG
AUCUGGGGUG
AUCUGGCUUA
AGAGGGCUUC
GUCAGGAGUG
GUCGGGACUC
CUGAGGUGAC
CUGAGGUGAA
GCUUGGCUUG
GCUUGGUUUG
GGAUUUUGUU
.......U.
r......U.

ACUCUGAUUG
ACUCUGAUUG
ACAUAGAUUG
ACUUGGAUGG
AUCCUUAUGG
ACUCUGAUUG
ACCUUGAUUG
ACCUUAAUAG
AUCAAAAUUG
AUCAAAAUAG
ACUUUGAUGG
A ....AU.G
Ay---AU.G

UCUCCAACAU 
UCUCCAACAU 
UUUCCAACAU 
UCUCAAGCAU 
UUUCCAGCAU 
UCUCCAACAU 
UCUCCAACAU 
UCUCUAACAU 
ACUCUAACAU 
AUUCCAGCAU 
UCUCCAGCAU 
. .UC.A.CAU 
.yUC.ArCAU

AUUUCCAUCA
AUUUCCACCA
GUUUCCCCCA
GUUGCCACCA
GUUACCACCA
GUUACCACCA
AUUGCCACCA
GUUACCACCA
GUUACCCCCA
GUUCCCUCCA
GUUUCCGCCG
.uu.cc..c.
rUU.CC.yCr

UCAAGAAUGG 
UCAAGAAUGG 
UCAACCAGAC 
UCAAUCAUAC 
UCCAGAAGCG 
UCAAGGAUGG 
UCCAGCAUGC 
UCAAGCAUGC 
UCCAACAGGG 
UGUAGCAGAG 
UCUAUUAGAC 
UC.A..A... 
UC.A. .A. . .

2880 
AUGCACCAGC 
AUGCACCAGC 
AUGCACCGGC 
AAGCAGCUGC 
UUGCACCAGC 
AGGCUCCUGC 
AAGCUCCUGC 
AGGCCCCUGC 
CUGCCCCUGC 
CUGCCCCCGC 
AAGCACCAGC 
. . GC. CC. GC 
. . GC. CC. GC
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Junín MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
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Junín MC2 
Junín CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
C ons. E s t  
C onsenso

CUUUACUGCA GCUGAAAGAC 
CUUUACUGCA GCUGAAAGAC 
UUUCACUGCA GCAGCAAGAC 
UUUGACUGCU GCAGACAGAC 
UUUAACAGCU GCAGAAAGAC 
UUUUACUGCU GCCAACAGAC 
CUUCACAGCU GCACCCAAGC 
UUUGACAGCA GCACCCAAAC 
CUUCACGGCA GCACCAAGAC 
UUUCACAGCC GCACCAAGAC 
UUUCACCGCA GCUGACAGGC
. UU.AC.6C. GC___ A. .C
yUU.AC.GC. GC___ ArrC

AGUCACAAUC UGGAGGCAGU 
AGUCACAAUC UGGAGGCAGU 
UGUGAUGAAU UGGAGACAAG 
GCUGAUGAUU UUUAGGGCGC 
AGUCACUAUU UGAAGACAGU 
GGUUAUAAUU UGCAGACACU 
GUCAAUCAUA UUUAGGAUGG 
GUCAAUCAUA UUCAGAAUUG 
AGUGAUGACC CCCAGAACUG 
AGUAAUGACC CCCAGAACUG 
CUCAAUGAUC CCCAAGAUUG
____A. .A ............. A ____
• .y .A y .A . . y . . A r r . .

UAAAGUUGUA GCCAGAAAUG 
UAAAGUUGUA GCCAGAAAUG 
UCAGAUUGUA CCCAGAGAUG 
UAAGGUUAUA CCCAGAGAUA 
UAUAGUUAUA UCCUGAGAUG 
UGAGGUUGUA ACCUGAAAUG 
UAAAAUUAUA ACCUGAGAUA 
UGAAAUUGUA ACCAGAGAUG 
UAAAGUUAUA GCCAGAAAUG 
UGAAAUUAUA ACCAGAGAUA 
UAAAAUUGUA CCCUGAUAUG
U____UU.UA .CC.GA.AU.
U . . rrUUrUA .CC.GA.AUr

CAUGUUCCUG AGUCAAUCUG 
CAUGUUCCUG AGUCAAUCUG 
UGUGUUCAGC AGACAGCUUU 
UGUGUUGUUG UGUGAGCUUU 
CAUGUUCUGC UGUAAGUUUU 
CAUGGUUUGG GAUGAGCUUG 
GAUGACUUUG AGUCAGCCUG 
GAUGACUCUG AGACAAUCUG 
GGUGCUUGUC UUUCAGCCUU 
GGUGUUUAUC UUUUAGCCUU 
GGUGGGUCUG AGAGAGUUUG

.rUG.........................AryyU.

2940
UUGAUGGAGC UUUCAUCCUU 
UUGAUGGAGC UUUCAUCCUU 
UUGUUAGCAC UUUCCUCUCU 
UUCAAGGCUG AUGGCUCAUG 
UUCAAGCCGC UCUCAUCUUU 
UUAAUUGAAC UCUCUUCUUU 
UUCAAAGAGC UUUUCUUGGU 
UUGAGUGAAC UUUUCUUAGU 
UUGAUGCUGG ACUGCUGUUC 
UUGAUACUAG AUUGCUGUUC 
UUUAUGGCAC UUUUCUUGGG
UU................................ U------
UU...................... y .  . .U ------

3000
UCAAGGUCAC UCAAGUUUGG 
UCAAGGUCAC UCAAGUUUGG 
UCAAGAUCAU CAAGGUUGGG 
UCCAGAUCUG UCAUGUUCGG 
UCUAGGUCAA UCAGGUUGGG 
UCAAGAUCAG AAAGAUUUGG 
UCUAAGUCUG AAGUGUUGGG 
UCGAGAUCAG AUGAGUUGGG 
UCAAGAUCAU UAAGAUUUGG 
UCUAGGUCAC UGAGAUUCGG 
UCUAAGUCAG ACAUGUUUGG
UC.A. .UC................. UU.GG
UC.ArrUC. .  . . r . rUU.GG

AUACUUCACA GUGUAUAGAA 
AUACUUCACA GUGUAUAGAA 
GUAUUUGACU GUGUAAAGGA 
GAACUUGACA GUGUAAAGCA 
GAACUUAACU GUAUAAAGAA 
GUAUUUCACU GUAUAAAGAA 
AUACUUUGCU GUGUAGAUCA 
GUAUUUGGCU GUGUAAAUCA 
AUACUUGACU GUGUAAAGCA 
GUAUUUGACU GUGUAAAGUA 
AUACUUUGCA GUGUACACAA 
. . A .U U ..C . GU.UA.A. .A 
r.AyUU.rC. GUrUA.A..A

GCCCAAGAGA GGUUAAAGCC 
GCCCAAGAGA GGUUAAAGCC 
GCCCAAGUGU GGUCAAACCU 
AACCAAGUGC ACUCAGUGCU 
GUCCCAAAGA UGUUAGUGCC 
GGCCUAAAGA GGUCAAUGCU 
AACCCAAAUC UGUCAAUGCU 
GCCCUAAAUC UGUCAAAGCU 
AGCCAAGGUC UGUGAGCGCU 
AGCCAAGGUC UGUGAGUGCC 
GCCCCAAGUC UGACAACGAU
. . CC. A ....................A ...........
r .C C .A r................. A r. . .y

3060
UGUAUGACAC UGUUCAUUGU 
UGUAUGACAC UGUUCAUUGU 
UGUACCACAU CAUUCAUCUG 
UGGACAACAU CAUUAAGCUG 
UGAACAACAU CCCCCAUGGU 
UGAACUACAU UGUUCAUAGU 
UGUACUGCAU CAUUCAAGUC 
UGAACGGCAU CAUUCAGGUC 
UGUACAACGU CAUUGAGCGG 
UGCACAACAU CAUUGAGUGG 
UGGAUCACAU CAUUCAGAUC
UG.A. . .C ................. A____
UG.Ay.rCry y . y y . A . . . .

CUCACCUCCU UGAACAGUCA 
CUCACCUCCU UGAACAGUCA 
UUCAGCUCCU UGCACUGACA 
CUCACCCCCU UGCUCUGUCA 
AUUGUCACUU UGUUUAGUCA 
CUCCCCUCCU UGGACAGUCA 
AACCUGCCCC UGUUUUGUCA 
CACUUGCCCC UGUUUGGUCA 
AGUCUGUGAC UGUUUGGCCA 
GGUCUGUGAC UGUUUUGCCA 
UGCCUGCCCU UGUUUGCACA
......................  UG............ CA
. . y ............ y  U G . .y . . .CA

UGCAUGCAAU UGUCAAUGCA 
UGCAUGCAAU UGUCAAUGCA 
UGCAAGCAAU UGUCAAAGCA 
UACAGGCGAU GGUCAAGGCU 
UACAAGCGAU UGUCAGUGCA 
UACAUGCAAU UGUUAAUGCA 
GACAUGCCAG UGUCAGACUU 
GGCAUGCUAA AGUUAGGCUU 
UACAAGCCAU AGUUAGACUU 
UGCAAGCCAU UGUCAGGCUU 
UGCAAGCAAU CGUCAGGCUU
U.CA.GC.A. . GU. A ..........
UrCA.GC.A. .G U yA r..y .

3120
GGAACAGAAC CAAACUGAUU 
GGAACAGAAC CAAACUGAUU 
GGCAUUGAUC CAAACUGAUU 
GGCAUUGAUC CAAAUUGAUU 
GGGACAGAUC CAAAUUGAUU 
GGCAUGGAUC CAAAUUGAUU 
GGCAUGGUCC CGAACUGAUU 
GGCAUUGUUC CGAACUGAUU 
GGCAUUGUGC CAAAUUGAUU 
GGCAUUGUGC CGAACUGAUU 
GGCAUUGUCC CAAACUGAUU 
G G .A ..G ..C  C.AA.UGAUU 
GG.Ay.G..C CrAAyUGAUU
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GUUAAGUUUU
GUUAAGUUUU
GAUCAALJUGC
AAUCAAUAGU
AULJCAGCCUG
GUUCAGUUUG
ALJUGAGCAAC
GUUGAGUAAC
GUUCAAAAGU
GUUCAGAAGU
GUUUAAAAGC
. .Ü.A.........
r.ü.Ar___

GAAGGAUCUU
GAAGGAUCUU
LJUCUGAUCCU
GUGUUAUCCU
UUCGGAUCAG
CUGGAAUCUU
UCUGCAUUUU
UCUGCAUULJU
GAUGAGUCLJU
GAUGAGUCCU
UCUGGGUUUC
........... U. . .
......... r ü y . .

UAACAUCCCA 
UAACAUCCCA 
UAAtJGUCCCA 
UGAUGLJCCCA 
CUACGUCCCA 
LJCACAUCCCA 
UCACAUCCCA 
UGACAUCCCA 
UCACAUCCCA 
UCACAUCCCA 
GAACAUCCCA 
..A..UCCCA 
..AyrUCCCA

UACCCUCACC 
UACCCUCACC 
GAUCCUUACC 
GACCUUCACA 
AAUCCUUACA 
AACUCUAACA 
AACUCUCACC 
AACUCUCACA 
AACUCUUACC 
AACCCUUACU 
CACUCUAACA 
.A. . . U.AC.
. AyyyU.AC.

ACACCAUUUC
ACACCAUUUC
ACACCGUUGU
ACACCAUCUC
ACCCCUGGAG
AUUCCAUUGG
ACUCCAUCUC
AUGCCAUCAC
ACACCA---C
ACACCA---C
AUGCCAUCUC
A..CC....
Ay.CC

3180
CCCCAGUUCC
CCCCAGUUCC
UUUGACCUU-
UGUUACCUGC
ACCUCACUUG
GACGACCUCC
UCCCAGCCCG
UGGCACCCUU
UUGCACCCUG
UUGCACCCUG
CGAGAGUGUU

........... y.  • •

UGUUCUCAAU 
UGUUCUCAAU 
GGAUCUCAGU 
GGAGCGGAGA 
UUUCCUUAAA 
UGUUCUCAAA 
CAUAUUCAGG 
CAUGUUCAAA 
UAUCUGUAGG 
CAUUUGCAGU 
CAUCUGUAGC 
...... A. .

AUCUCUGAUC 
AUCUCUGAUC 
AUAGCUGAGC 
AUCUCUGCCC 
AGAUCAGACC 
AUCUCACUCC 
AGAGCUCUUC 
AGGGCUCUCC 
AUCUGAGAUC 
CUUUGGGAUC 
AAAACCCUCC 
........ C

-------UUG-
-------UUG-
---- GUCUG-
GG--GUCUG-
-------CUG-
-------CUG-
AGCCCCUUGA
UCCCCCUCCA
— ---- CUGA
-------CUGA
UCCUGCCCGG
....... G.
.....yys.

---CUGUUG-
---CUGUUG-
---G-ACUG-
---GCAUUAG
-— CUGUUG-
---CUGAGC-
UUACCACCAC
CUUACUCCAG
GGCUUUC---
GGUCUUC---
AACCCGCCAC

-AAAUCCCAG 
-AAAUCCCAG 
-AAACCCAAG 
CAAACCCCAU 
-AAAACCAAG 
-AAAUCCGAG 
UCAUUCCUAU 
UCAUGCCAAU 
UCAUCCCAAC 
UCAUCCCAAC 
CCAUUCCGAC 
. .A . . CC.A .
. .A. . CC.A . ....y..Ar. ........ C

3240
UCUUGGCCAG
UCUUGGCCAG
GCCUGUCCAG
UUUGCUCCAG
UUUUGGUGAG
UCCUGUUGAG
UUUGGUCAAG
UUUGAUCAAG
UUUGGUCUAG
UCUGAUCAAG
UCUGUUCUAG
....... AG
.yy...y.AG

UUGUGACUGA
UUGUGAUUGA
UUGAGCAGUU
CUGAGUGUUU
CUGUGAUUGG
UUGAGAUUGU
UUGCUGUGAG
CUGUUGUGAA
UUGCUGUGUU
UUGUUGUGCU
CUGCUGAGCU
.UG......
.UG......

GACAAGUUAC 
GACAAGUUAC 
GUGAGAUUCC 
GUAAGAUUGC 
GAAAGGUUUC 
GGCAGAUUUC 
CUUAGGUUGC 
CUCAAAUUCC 
GUUAAGUUCC 
GUCAAAUUUC 
GUUAGGUUGC 
...A..UU.C 
...ArrUU.C

CCAUGUAAAC
CCAUGUAAAC
CUUGGUAAAC
CUUCAUAGAC
CCAGGUACAC
CCAUGUAAGC
CCAUAUAGAC
CCAUAUAAAC
CCAUAUAUAC
CCAUGUAGAC
CCAUAUAGAC
C ___UA. .C
Cy..rUA.rC

CCCUUGAGAG 
CCCUUGAGAG 
ACCAGG— GG 
ACCAGGCUGA 
ACCUCCUGAG 
AUUGGUACCA 
ACCUGCACUU 
UCCUGAACUC 
CCCUGAAGCC 
UCCAGAAGCU 
UCCAGCAGCA

• yy

CCUG---UCU
CCUG---UCU
UGCUC-CUUU
GACAGGCCUU
GCUGAUCUUU
UUGC---UCU
AAUGGCCUUU
AAAGGCCUUU
UGGGGCCUUU
UGAGGCCUCU
AGAGGCCUCU
..................U
...... yyu

3300
CUGCUCUUCU
CUGCUCUUCU
CAUUCGUGUU
CGGUUCUGGU
CUGUUUGUCC
CAGUUCUUUU
CUGUUCUGAU
CUGUUCUGGU
CAGACCUCAU
CAGUUCUCAU
CACCUCUGAU
c ..................
C. . .y---y

AAACUUGGUU UUUAAAUUCC 
AAUCUUGGUU UUUAAUUUCU 
GAUCUUCCUC UUCAGUUUUU 
GACUUUCUUC CUUAACUUGU 
AACUUUUCUU UUCAGUUUCU 
UAUUUUGUCU UUUAGCUUUU 
CACCUUUGAC UUUAACUUCU 
GACUUUUGAU UUCAGUUUUU 
GAUCUUGGCC UUCAGCUUCU 
AAUUUUGGCC UUCAGCUUCU 
GACUUUUGCU UUGAGUCUGU
.A. .UU.....U.A. . .U. .
.A.yUU...y yU.Ar.yU.y

CAAGGCCAGA CGCCAACUCC 
CAAGGUCAGA CGCCAACUCC 
CCAGAUCAGU UGCUAACUCC 
CCAAAUCAGA UGCAAGCUCC 
CCAGGUCUGA UGCAAGAUCC 
CAAGAUCGGA GGCCAGUUCC 
CUAGAUCAGC GGCUAAGAUU 
CUAAAUCAGC GGCCAGGAUU 
CAAGGUCAGC CGCAAGAGAC 
CAAGAUCAGC UGCAAGGGUC 
CCAGGUCGGC AGCAAGGACG
C.A...C.G. .GC.A ....
C.ArryC.G. .GC.Ar....

3360
AUCCGCUCAA CCCUCCCCAG 
AUCAGCUCAU CCCUCCCCAG 
AUGAGUUCAU CCUUGGAAAG 
AUGAGCUCCU CUUUAGCUAA 
AUCAGUUCAG AUUUGUUGAG 
AUUAGUUCAU CCCUUGCCAG 
AAUAAGUCAU CUGAGGUUAG 
AGUAGAUCGU CUGAACUUAA 
AUCAGUUCUU CUGCACUGAG 
AUCAAUUCCU CUGCACUAAG 
AGGAGGUCAU CAGAGGUUAG
A ....UC.......... A.
A. . .r.UC..........Ar
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AUCUCCCGCC UUGAAAACCG 
AUCUCCCGCC UUGAAAACUG 
ACCUCCAACC UUCAGUGAAA 
GCCUCCCACU UUAAGLJACAU 
AUCACCAAGU UUUAAGAUUG 
GUCACCAACLJ ULJGAAGAUUG 
AGUCCCAACU CUCAGUAUAC 
GGLJUCCAACU CUUAAGACAC 
CCUCCCCACU UUCAAAACAU 
UCUUCCCACU UUCAUAACAU 
UGUCCCCACU CLJCAAAACAU
___ CC..C. .U.A......
..y.CC.rCy yU.A..r...

CUCUULJAUUC AGGUCCCUCA 
CUCUUUAUUC AGGUCCCUCA 
UGCUUUGUUA AGAUCUCUGA 
CUCUUUGUUC AUGUCCCUCA 
UUCUUUAUUU AGGUCUCUCA 
CUCUAUAUUG AGAUCCCUCA 
CGCUUGAUUU AGGUCCCUCA 
UGCUUGAUUG AGAUCUCUCA 
AGUCUGGUUG AGACUUCUGA 
AGUCUGGUUA AGACUCCUGA 
UGCCUGGUUU AGGUCCCUCA
.......UU. A .....CU.A
. . y y . . rUU. A . ryyyCU.A

UGUUUCGUUG AACACUCCUC 
UGUUUCGUUG AACACUCCUC 
CAUUGCUUUG UUUGUUUCUC 
UAUCUCUUUG GACUGAUCUC 
UGUCUCUUUG GGAACUCUUC 
UGUUCUUCUG AACACUUUUC 
UCUUUUGUUG AGUUGAUUUU 
UUUUCUGCUG UGUGGAUUUG 
UCUUCUUUGA UGUUGACUUU 
UUUUCUUUGA UGUAGACUUC 
UCUUCUGUUG GACUGACUUU
. . u ..................................u .
y.Uy.y.y.r..... yyU.

ACUUAUUGAG GUCUUCUUCC 
ACUUAUUGAG GUCUUCUUCC 
GCUUCAGGAG AUCAUCAUCA 
GUCUGGUCAG AUCAGAAUCA 
GUUUAUCAAG AUCUCCAUCA 
AUUUGUUCAA GUCAUCAUCG 
ACCGUUUCAA AUCAUUGUCA 
GUCGUUUUAG GUCGCCAUCA 
GUCUCUGUAG GUCUUUGUCA 
GUCUCUGCAA GUCUUUAUCC 
AUCUUUUCAG GUCAGAGUCA
........A. .UC____UC.
ryy.... Ar rUC. . . .UC.

3420
AUGGACAUGA GUCUGUCAAC 
AUGGACAUGA GUCUGUCAAC 
AUCAUCAUCA AACCAUCAAC 
AUAUUCAUCA GAGCAUCAAC 
AUGCUCAUCA GGUUGUCCAC 
AUAGACAUCA GCCUGUCGAC 
AAUUCAACAA GAUUGUUGAC 
AGCUCAACAA GAUUGUUGAC 
AAAUCCACAA GAGAAUGUAC 
GGAUCAACAA GAGAAUGCAC 
AACUCAACUA GAUUGUUCAC
..... A. . A .... U. .AC
r....Ay.A r. . .rU. .AC

3480
CCCCUUUUAG UCUUUCUGAG 
CCCCUUUUAG UCUUUCUGAG 
GACCUCCGUU CUUUCCUCAU 
GUCCUCUUAU CUUUGCGCAC 
UUCCUUUUAG ACUUUCUAAG 
GUCCUUUUGG UCUUUCUAAG 
UCCCUUCUCU CCUUGCGCAU 
UCUCUUUUCU GCUUGCGCAU 
UCUCUCUUUU CCUUCCUCAU 
UCCCUCCUUU CCUUUCUCAU 
UCCCUCUUCU CCUUUCUCAU
. . .CU....... UU.C. .A.
• y C U y y . . .  . yUU. C. . A .

UGCCCGCUGC ACCUGUGCCA 
UGCCCGCUGC ACCUGUGCCU 
CACUCGCUGA ACUUGCGAGA 
CAUUCUUUGG ACUUGAGCAA 
GAUCCUUUGA ACAAGAGAGA 
CACUCGUUGA ACUUGAGCAA 
CAACCGUUGA ACAUUACUGA 
CAAUCUCUGA ACAUUACUGA 
GAUCCUCUGA ACAUUGCUGA 
GAUCCUCUGA ACGUUGCUGA 
CAACCUUUGA ACAUUGGCAA
___ C. .UG. A C ____G. .
.r.yC.yUG. A C ___ G. .

CUUGGUUGAA GUCAAUGCUG 
CUUGGUUGAA GUCAAUGCUG 
CUUGACUGAA GUCAAGUCCG 
CUUUGUGAAA GUCAAGAGCA 
CUUGAUUGAA AUCAAGACCA 
CCUGGUUGAA GUCAAUGCUG 
CUUCGGAGAA GUCAAGUCCA 
CCUCGGAGAA GUCAAGACCA 
CCUCAGAGAA GUCCAACCCA 
CUUCAGAAAA GUCCAACCCA 
CUUCAGAGAA GUCCAGCCCA

. CyU.r ..rAA rUC.A ...yr

3540
UCAGCAAUUA GCUUGGCAUC 
UCAGCAAUUA GCUUGGCAUC 
UCCACCAGAG ACUUUGCAUC 
GACAACAGUG CUCUUGUGUC 
UCAAGUAUCA UUUUGGCAUC 
UCGGCAAUCA GCUUAGCGUC 
UGUAAAAGAG CCUGGGCAUC 
UGAAGGAGAG CUUGAGCGUC 
UUCAGAAGGU UGGUUGCAUC 
UUUAGAAGAC UGGUUGCGUC 
UGAAGAAGUG CUUGAGCAUC
..... A ......... G. .UC
..... A ......... GyrUC

CUUCAGAACA UCCGACUUGA CAGUCUGAGU 
CUUCAGAACA UCCGACUUGA CAGUCUGAGU 
ACGCAAGACA UCUCCUUUGG UUUGAGUGGU 
UGACAGCACA UCAGCCUUCA CAGGAUGGGU 
CCUCAGAACA UCGGUCUUCA CCGGUGUUGU 
CUUUAAAAUA UCUGACUUGA CUGUUUGGGU 
UUUCACCACC UGUAGUUUGA UGUUGGAGCA 
UUUAACUACC UGCAACUUUA UGUUGGAACA 
CUUAAUGACA GCAGCCUUCA CAUCUGAUGU 
CUUGAUGACG GCAGCCUUUA CAUCUGAUGU 
CUUGAUGACU UGGAUCUUUA UGUUGGAGCA
--- A. .A......... UU ..............
. . . .A. .Ay.......yUU.r y .........

3600
AAAUUGACUC AAACCUCUCC UUAAGGACUG 
AAAUUGACUC AAACCUCUCC UUAAGGACUG 
GUAGUGACUC AGGCCUCGCC UCAGUGACUG 
CCAGUUGGAC AAGCCCCUCC UAAGGGAUUG 
GAACUCACUG AGCCCUCUUC UCAGGGAUUG 
GAAUUGACUC AAUCCCUUUC UAAGAGACUG 
GUAACCAGAU AAUUCCCUCC UCAAAGAUUG 
GUAGCCAGAU AGUUCCCUUC UUAGGGAUUG 
GAAGCUCUGC AAUUCUCUUC UCAAUGCUUG 
AAAACCCUGC AACUCCCUCC UCAACGCCUG 
GUACCCUGAG AGUUCUCUCC UCAGGCUCUG
. .A.......A. . .C_____C U.A.....UG
. .A.y.... ^-yCyy.yC U.Ar. . .yUG
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Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos. 
Lassa Nig. 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est. 
Consenso

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm.' 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

AGUCCAUCUA 
AGUCCAUCUA 
AGUCCAUCUG 
CACCCAGC-G 
AGUCCAUCUG 
GGUCCAUCUG 
UGUCCACAAA 
AGUCCACAAG 
CGUCCAUUGG 
UGUCCACUGA 
UGUCCACAAG 
. . . CCA___

AAGCUUGGAA 
AAGCUUGGAA 
AAGCUGGGUA 
GAAC--GAUG 
AAGCUGGGGA 
AAGCUUGGCA 
AAGGAUUUUA 
AAUGACCUCA 
AAGCUCUUAA 
AAGCUUUUGA 
AAGGACUUCA 
.A.......

.ryCCA. . .r rA......r

CCUCUUUGGA
CCUCUUUGGA
UGUCACUUGC
GGAUAUU---
UUUCCUUUGA
CUUCCUUGGA
UUUCCUUUGA
CUUCCUUGGA
CUUCCUUAGA
CUUCUUUGGA
CCUCCUUUGA
........... u . . .
. . . y .y ü . . .

GUGUGCl
GUGUGcl
accagaI
gucggaI
GUUGCul
U U G A G cl
GGCACul
AGCACul
caaggaI
caaagaI
auuggaI

CAU.
CAU.

UUGAUCUGAG — AAAA----  AAUUGCUCAG
UUGAUCUGAG — AAAA---- AAUUGCUCAG
GUGUCGUGUG ACAAAA----  GGUUUGUAAA
UUCCUCUGAG UCAGUA----  AAGAAGUGAA
— GACUUG—  -----------  — CUGACCAG
AGGAUUUCAA — AAAA---- GA— GCUCAG
UGCACGCAAC AAAGAACUGA GACUA-UCUG 
CUUGAGUGGG UCUUGAAUGU GGUCACUCCA
----------- ------GGUU— ------UCUCA
----------- ------GAAU— ------UUCCA
----- G C A G - ---- A G C U G - ---- AUUCCA

UGAA-------
UGAA-------
AGAGCA----
CG— UA----
UAAA-------
UGAA-------
CCAAAAUGAC
AAGGUUUGAU
A ------ GAC
A ------ AU

y. .r

3660
CCAGAAGAUC -UGGUGGUU- 
CCAGAAGAUC -UGGUGGUU- 
GUGCGAGACA AUGGUGAGAG 
UUG-GAGU—  -UGUUCACAC
GUGGAAAA—  ------------
AUGGC-GAUC -AAA— GCA- 
GCCA-GAUUG UUGUGUUGUA 
GUCGUGAUGG UUGUCUGACC
--------UUG UUGCUCAAU-
--------UUG UCACACAAU-
GU— UGGAGG CUUUUCGGU-

-AGUGUUAGA
-AGUGUUAGA
AAGCGUUAUC
CAGCGUGAUC
-GG---UAGA
-AGAGUUAGA
AAAAGCAAAG
UAGUGCAAAG
AA----- AUG
AA----- AAG
-------AAGG
...... A. .
...... A. .

3720
CACUAU----
CACUAU----
CUAUAU----
UAGUGUC---
CAAUUU----
CAAUUU----
CGCAAUCCAA
CGCAAUCCAA
CGCAAUCAAA
CGCAAUCAAA
CGCAAUCAAU
.........U____
y ---U ---

Junin MC2 
Junin CD1 
Oliveros 
Pichindé 
Sabiá 
Tacaribe 
Lassa Jos 
Lassa Nig 
LCM Arm. 
LCM WE 
Mopeia 
Cons. Est 
Consenso

— GCCUAGGA 
— GCCUAGGA 
--GCCUAGGA 
--GCCUAGGA 
— GCCUAGGA 
— GCCUAGGA 
UAGCCUAGGA 
UAGCCUAGGA 
U-GCCUAGGA 
U-GCCUAGGA 
UAGCCUAGGA 
..GCCUAGGA 
..GCCUAGGA

3741
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC - 
UCCACUGUGC G 
UCCACUGUGC - 
UCCACUGUGC . 
UCCACUGUGC .

Figura A p l.l. Alineamiento múltiple de los RNAs S de arenavirus. El alineamiento múltiple fué realizado 
con el Chista! V, de manera independiente para las regiones codificantes y las no codificantes. Las regiones 
codificantes fueron alineadas utilizando los siguientes parámetros: fixed gap penalty=\0, floating gap 
penalty=\0, toggle transitions=weighted. Las regiones no codificantes fueron alineadas en corridas 
independientes, utilizando los siguientes parámetros: fixed gap penalty=7, floating gap penalty=l, toggle 
transitions=unweighted. Además, para las regiones intergénicas se tuvieron en cuenta las predicciones de 
estructura secundaria, alineándolas en bloques independientes de acuerdo a equivalencias estructurales.
Al pie del alineamiento se indica el Cons. Est. (consenso estricto), que tiene en cuenta sólo las identidades, y el 
Consenso, que tiene en cuenta las identidades y las transiciones.
Con recuadros grisados se destacan los codones de iniciación y terminación de GPC y los tripletes 
complementarios a los codones de iniciación y terminación de N. En negrita y subrayado se indican las 
secuencias intergénicas que, potencialmente, forman estructuras tipo hairpin-loop (term inadores de la 
transcripción).
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Alineamiento de los RNAs S de las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín
60

Junin MC2 -UGCAGUAAG GGGAUCCUAG GCGAUUUUGG UAACGCUAUA AGUUGUUACU GCUUUCUAUU 
Junin CD1 CUGCAGUAAG GGGAUCCUAG GCGAUUUUGG UAACGCUGUA AGUUGUUACU GCUUUCUAUU

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  k k k k k k k k k k  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  k k ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  k k k k k k k k k k

Junin MC2 UGGACAACAU CAAACCAUCU AUUGUAC 
Junin CDl UGGACAACAU CAAACCAUCU AUUGUAC

120
GGCAAUUC AUCAGCUUCA UGCAAGAAAU
GGCAAUUC AUCAGCUUCA UGCAAGAAAU

********** ********** ********** ********** ********** **********

180
Junin MC2 ACCUACCUUU UUGCAGGAAG CUCUGAAUAU UGCUCUUGUU GCAGUCAGUC UCAUUGCCAU
Junin CDl ACCUACCUUU UUGCAGGAAG CUCUGAAUAU UGCUCUUGUU GCAGUCAGUC UCAUUGCCAU

********** ********** ********** ********** ********** **********

Junin MC2 CAUUAAGGGU GUAGUAAACC UGUACAAAAG 
Junin CDl CAUUAAGGGU GUAGUAAACC UGUACAAAAG 

********** ********** **********

Junin MC2 
Junin CDl

Junin MC2 
Junin CDl

240
UGGUU-GUUC -AAUUCUU-G -AU— CUAGC 
UGGUUUGUUC CAAUUCUUUG UAUUCCUAGC 
***** **** ******* * ** *****

300
-------AGGA AGAUCCUGCC C-GA-G-AGC UUUUAAAAUC GGACUGCACA CAGAGGUUCC
ACUCGCAGGA AGAUCCUGCA CAGAAGAAGC UUUUAAAAUC GGACUGCACA CAGAG-UUCC

k ★ k k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k

AGACUGUGUC CUUCUUCAAU GGUGGGUCUC UUUUU 
AGACUGUGUC CUUCU-CAAU GGUGGGUCUC UUUU~ 
********** ***** **** ********** **■

360
CCAAC AAUCCACAUG ACCUGCCUCU
CCAAC AAUCCACAUG ACCUGCCUCU 
***** ********** **********

420
Junin MC2 GUUGUGUACC UUAAACAAGA GCCAUCUUUA CAUUAAGGGG GGCAAUGCUU CAUUCAAGAU 
Junin CDl GUUGUGUACC UUAAACAAGA GCCAUCUUUA CAUUAAGGGG GGCAAUGCUU CAUUCAAGAU

********** ********** ********** ********** ********** **** k k k k k k

480
Junin MC2 CAGCUUUGAU GACAUCGCAG UGUUGUUACC AGAAUAUGAC GUUAUAAUUC AGCAUCCGGC
Junin CDl CAGCUUUGAU GACAUCGCAG UGUUGUUACC AGAAUAUGAC GUUAUAAUUC AGCAUCCGGC********** ********** ********** ********** ********** **********

540
Junin MC2 AGAUAUGAGC UGGUGUUCUA AAAGUGAUGA UCAAAUUAGG CUGUCUCAGU GGUUCAUGAA
Junin CDl AGAUAUGAGC UGGUGUUCUA AAAGUGAUGA UCAAAUUUGG CUGUCUCAGU GGUUCAUGAA********** ********** ********** ******* ** ********** **********

600
Junin MC2 UGCUGUGGGG CAUGAUUGGU AUCUAGACCC ACCAUUUCUG UGUAGGAACC GUACAAAGAC
Junin CDl UGCUGUGGGG CAUGAUUGGU AUCUAGACCC ACCAUUUCUG UGUAGGAACC GUACAAAGAC********** ********** ********** ********** ********** **********

660
Junin MC2 AGAAGGCUUC AUCUUUCAAG UCAAUACCUC CAAGACUGGU AUCAAUGAAA ACUAUGCCAA 
Junin CDl AGAAGGCUUC AUCUUUCAAG UCAAUACCUC CAAGACUGGU AUCAAUGAAA ACUAUGCCAA 

********** ********** ********** ********** ********** **********
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Junin MC2 
Junin CD1

GAAGUUUAAG ACUGGUAUGC ACCAUUUAUA
GAAGUUUAAG ACUGGUAUGC ACCAUUUAUA 
* * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *

UAGAGAAUAC
UAGAGAAUAC
**********

720
CCCGACUCUU GCUUGGAUGG 
CCCGACUCUU GCUUGGAUGG 
********** * * * * * * * * * *

Junin MC2 
Junin CD1

780
CAAACUGUGU
CAAACUGUGU
’k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

UUGAUGAAGG CACAACCCAC 
UUGAUGAAGG CACAACCCAC 
********** **********

CAGUUGGCCU
CAGUUGGCCU
'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

CUCCAAUGUC
CUCCAAUGUC
**********

CACUUGACCA
CACUUGACCA
**********

Junin MC2 
Junin CD1

UGUCAACACA UUACAUUUCC 
UGUCAACACA UUACAUUUCC 
********** **********

UCACAAGAGG CAAGAACAUU
UCACAAGAGG CAAGAACAUU 
********** **********

840
CAGCUUCCAA GGAGGUCUUU 
CAGCUUCCAA GGAGGUCUUU 
********** **********

Junin MC2 
Junin CDl

AAAAGCAUUC
AAAAGCAUUC
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

UUUUCCUGGU
UUUUCCUGGU
**********

CUCUGACAGA CUCAUCCGGC AAGGACACCC 
CUCUGACAGA CUCAUCCGGC AAGGACACCC
-k'k'k'k'kir'k'k'k'k •k'kic'k'k'k-k'k'k'k •k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

900
CUGGAGGCUA
CUGGAGGCUA
'k'kif'k'k'kir'k'k'k

Junin MC2 
Junin CDl

UUGUCUAGAA GAGUGGAUGC
UUGUCUAGAA GAGUGGAUGC 
********** **********

UCGUUGCAGC CAAAAUGAAG
UCGUUGCAGC CAAAAUGAAG 
********** **********

960
UGUUUUGGCA AUACUGCUGU 
UGUUUUGGCA AUACUGCUGU

Junin MC2 
Junin CDl

AGCAAAAUGC AAUCUGAAUC
AGCAAAAUGC AAUCUGAAUC 
********** **********

AUGACUCUGA AUUCUGUGAC
AUGACUCUGA AUUCUGUGAC 
★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★★

AUGCUGAGGC
AUGCUGAGGC
**********

1020
UUUUUGAUUA
UUUUUGAUUA

Junin MC2 
Junin CDl

CAACAAAAAU
CAACAAAAAU
'k'k^c'k'k'k'k'k'k'k

GCUAUCAAAA CCUUAAAUGA
GCUAUCAAAA CCUUAAAUGA 
********** **********

UGAAACUAAG
UGAAACUAAG
'k'k'k'kic'k'k'k'k'k

AAACAAGUAA
AAACAAGUAA
'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

1080
AUCUGAUGGG
AUCUGAUGGG

Junin MC2 
Junin CDl

ACAGACAAUC AAUGCGCUGA UAUCUGACAA
ACAGACAAUC AAUGCGCUGA UAUCUGACAA 
********** ********** **********

UUUAUUGAUG AAAAACAAAA
UUUAUUGAUG AAAAACAAAA 
********** **********

1140
UUAGGGAAUU
UUAGGGAACU
'k'k-k'k'k-k'k'k ★

Junin MC2 
Junin CDl

GAUGAGUGUC
GAUGAGUGUC
' k i c J c i c - k ' k ' k i c i c ' j r

CCUUACUGCA AUUACACAAA
CCUUACUGCA AUUACACAAA 
********** **********

AUUUUGGUAU
AUUUUGGUAU
-k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

1200
GUCAACCACA CACUUUCAGG 
GUCAACCACA CACUUUCAGG
'k'k'k'k'k^c'kic'k'k -k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

Junin MC2 
Junin CDl

ACAACACUCA UUACCAAGGU 
ACAACACUCA UUACCAAGGU 
********** **********

GCUGGUUAAU AAAAAACAAC 
GCUGGUUAAU AAAAAACAAC
’k'k'k'k'k'k'k'k'k-k 'k'k'kicic'k'k'k'k-k

1260
AGCUAUUUGA ACAUUUCUGA 
AGCUAUUUGA ACAUCUCUGA
jc'k'k'k'k'k'k'k'k'k * * * ★  ★

Junin MC2 
Junin CDl

CUUCCGUAAU GACUGGAUAC 
CUUCCGUAAU GACUGGAUAU 
********** *********

UAGAAAGUGA CUUCUUAAUU 
UAGAAAGUGA CUUCUUAAUU
***•**★ '*■■*■★ * 'k-k'k'k'k'k'k'k'k-k

UCUGAAAUGC
UCUGAAAUGC

1320
UAAGCAAAGA
UAAGCAAAGA

Junin MC2
Junin CDl GUAUUCGGAC AGGCAGGGCA AAACUCCCUU 

GUAUUCGGAC AGGCAGGGUA AAACUCCUUU 
********** ***** * * * * ******* **

GACUUUAGUU
GACUUUAGUU
'k'k'k'k'k’k'k'k'k-k

1380
GACAUCUGUU UUUGGAGCAC
GACAUCUGUA UUUGGAGCAC 
********* **********
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1440
Junin MC2 AGUAUUCUUC ACAGCGUCCC UCLJUCCUUCA CUUGGUGGGC AUACCCACCC AUAGGCACAU
Junin CD1 AGUAUUCUUC ACAGCGUCAC UCUUCCUUCA CUUGGUGGGU AUACCCUCCC ACAGACACAU

********** ******** * ********** ********* ****** ★  + + + * + *****

1500
Junin MC2 CAGAGGCGAG GCAUGCCCUC UGCCCCACAG GCUAAAUAGC UUGGGUGGUU GCAGAUGUGG
Junin CD1 CAGGGGCGAA GCAUGCCCUU UGCCACACAG GUUGAACAGC UUGGGUGGUU GCAGAUGUGG

* * * ***** ********* **** ***** * * ** *** ********** **********

1560
Junin MC2 UAAGUACCCC AAUCUAAAGA AACCAACAGU UUGGCGCAGA G G A C A C P U s  ACCUCCCGAA 
Junin CDl UAAGUACCCC AAUCUAAAGA AACCAACAGU UUGGCGUAGA G G A C A C S ü a  ACCUCCUGAG

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  k k k k k k ★ ★ ★  k k k k k k i t l t & k  k k k k k k k k

1620
Junin MC2 GGUCCCCACC AGCCCGGGCA UUGCCCGGGC UGGUGUGGCC CCCCAGUCCG CGGCCUGGCC
Junin CDl GGUCCCCACC AGCCCGGGCA CUGCCCGGGC UGGUGUGGCC CCCCAGUCCG CGGCCUGGCC

k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★

1680
Junin MC2 GCGGACUGGG GAGGCACUGC lüüScAGUGCA UAGGCUGCCU UCGGGAGGAA CAGCAAGCUC
Junin CDl GCGGACUGGG GAGGCACUGC UUACAGUGCA UAGGCUGCCU UCGGGAGGAA CAGCAAGCUC

•k’k'k'k'k'k'k'k'k’k 'k-k'k'k'k'k'k'k'k'k fcltit 'k'k'k'k'k'k'k 'k'k'kkr'k'k'k'k'k'k 'k'k'k'k'k'k'kk'k'k •kk'k'k'k'kk-k’k'k

1740
Junin MC2 GGUGGUAAUA GAGGUGUAAG UUCUUCUUCA UAGAGCUUCC CAUCCAACAC UGACUGAAAC
Junin CDl GGUGGUAAUA GAGGUGUAAG UUCUUCUUCA UAGAGCUUCC CAUCCAACAC UGACUGAAAC

•k'k-k'kk'k'kic'k'k •k-k'k-k'k'k-k'k'k'k 'k-k'k'k'k'k'k'k'k'k 'k'k'k'k'k'k'k'k'kk -k 'k -k ' kk 'k ' kkkk  ■kk'k-k'k'kk'k-kk

1800
Junin MC2 AUUAUGCAGU CUAGCAGAGC ACAGUGUGGC UCACUGGAGG CCAACUUAAA GGGAGCAUCC
Junin CDl AUUAUGCAGU CUAGCAGAGC ACAGUGUGGC UCACUGGAGG CCAACUUAAA GGGAGCAUCC********** ********** ********** ********** ********** **********

1860
Junin MC2 UUAUCUCUCU UUUUCUUGCU GACAACCACU CCAUUGUGAU GUUUGCAUAG GUGGCCAAAU
Junin CDl UUAUCUCUCU UUUUCUUGCU GACAACCACU CCAUUGUGAU GUUUGCAUAG GUGGCCAAAU

********** ********** ********** ********** ********** **********

1920
Junin MC2 UUCUCCCAGA CCUGUUGGUC GAACUGCCUG GCUUGUUCUG AUGUAAGCCU AACAUCAACC
Junin CDl UUCUCCCAGA CCUGUUGGUC AAACUGCCUG GCUUGUUCUG AUGUAAGCCU AACAUCAACC

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★  'k'kk'k'k'k-k'k'k-k -k 'kkkk'k 'k 'k 'k - k ' k - k k k k k ' k ' k k  ' kk 'kkkk 'k ' k ' k ' k  k k ' k k ' k k ' k k k k

1980
Junin MC2 AGCUUAAGAU CUCUUCUUCC AUGGAGGUCA AACAACUUCC UGAUGUCAUC GGACCCUUGA
Junin CDl AGCUUAAGAU CUCUUCUUCC AUGGAGGUCA AACAACUUCC UGAUGUCAUC GGACCCUUGA

' kkk 'k 'k 'kk 'k 'kk  kk-k-k-k-k-kk-k-k k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k

2040
Junin MC2 GUGGUCACAA CCAUGUCCGG AGGCAGCAAG CCAAUCACGU AACUAAGAAC UCCUGGCAUU 
Junin CDl GUGGUCACAA CCAUGUCCGG AGGCAGCAAG CCAAUCACGU AACUAAGAAC UCCUGGCAUU 

********** ********** ********** ********** ********** **********

Junin MC2
Junin CDl

GCAUCUUCUA UGUCUUUCAU
GCAUCUUCUA UGUCUUUCAU 
********** **********

UAAGAUGCCG
UAAGAUGCCG
k k k k k k k k k k

UGAGAGUGUC
UGAGAGUGUC
**********

UGCUACCAUU
UGCUACCAUU 
★ ★★★★★★★★★

2100
UUUAAACCCU
UUUAAACCCU 
★ ★★★★★★★★★
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Junin MC2 
Junin CD1

UUCUCAUCAU GUGGUULJUCU 
UUCUCAUCAU GUGGUUUUCU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A :  A r A r A r A r A ' A r A r A ' A ' A r

GAAGCAGUGA AUAUACUUGC 
GAAGCAGUGA AUAUACUGCU 
********** *******

2160
LJACCUGCAGG CUGGAACAAC 
UACCUGCAGG CUGGAACAAC 
********** * * * * * * * * * *

Junin MC2 
Junin CD1

GCCAUCUCAA CAGGGUCAGU AGCUGGUCCU 
GCCAUCUCAA CAGGGUCAGU AGCUGGUCCU 
* * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *  * * * * * * * * * *

UCAAUGUCGA
UCAAUGUCGA
**********

2220
GCCAAAGGGU AUUGGUGGGG 
GCCAAAGGGU AUUGGUGGGG 
********** **********

Junin MC2 
Junin CD1

2280
UCGAGUUUCC CCACUGCCUC 
UCGAGUUUCC CCACUGCCUC 
********** **********

UCUGAUGACA GCUUCUUGUA
UCUGAUGACA GCUUCUUGUA 
********** **********

UCUCUGUCAA GUUAGCCAAU 
UCUCUGUCAA GUUAGCCAAU 
********** **********

Junin MC2 
Junin CD1

CUCAAAUUCU GACCGUUCUU 
CUCAAAUUCU GACCGUUCUU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A :  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A :

UUCCGGUUGU CUAGGUCCAG CAACUGGUUU 
UUCCGGUUGU CUAGGUCCAG CAACUGGUUU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

2340
CCUUGUCAGA
CCUUGUCAGA
**********

Junin MC2 
Junin CD1

UCAAUACUUG
UCAAUACUUG
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A :

UGUUGUCCCA UGACCUGCCU 
UGUUGUCCCA UGACCUGCCU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r  A r A r A r A r A - A r A r A r A r A r

AUGAUUUGUG
AUGAUUUGUG
**********

AUCUGGAACC
AUCUGGAACC
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

2400
AAUAUAAGGC
AAUAUAAGGC
A r A r A r A - A r A r A r A r A r A r

Junin MC2 
Junin CD1

CAACCAUCGC
CAACCAUCGC
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

CAGAAAGGCA AAGUUUGUAC AGAAGGUUUU 
CAGAAAGGCA AAGUUUGUAC AGAAGGUUUU
★  A r A r A r A r A r A r A r A r A r  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

CAUAAGGGUU
CAUAAGGGUU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

2460
UCUAUUGCCU
UCUAUUGCCU

Junin MC2 
Junin CD1

GGUUUCUCAU CAAUAAACAU
GGUUUCUCAU CAAUAAACAU 
********** **********

GCCUUCUCUU CGUUUAACCU
GCCUUCUCUU CGUUUAACCU 
********** **********

2520
GAAUGGUUGA UUUUAUGAGG 
GAAUGGUUGA UUUUAUGAGG
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A :  A r A r A r A r A r A r A r A r A r A r

Junin MC2 
Junin CDl

GAAGAAAAGU UAUCUGGGGU GACUCUGAUU
GAAGAAAAGU UAUCUGGGGU GACUCUGAUU 
********** ********** **********

GUCUCCAACA UAUUUCCAUC
GUCUCCAACA UAUUUCCACC 
********** ******** *

2580
AUCAAGAAUG
AUCAAGAAUG**********

Junin MC2 
Junin CDl

GAUGCACCAG
GAUGCACCAG**********

CCUUUACUGC AGCUGAAAGA
CCUUUACUGC AGCUGAAAGA 
********** **********

CUAAAGUUGU
CUAAAGUUGU

AGCCAGAAAU
AGCCAGAAAU
A r A r A r A r A r A r A r A r A r A -

2640
GUUGAUGGAG
GUUGAUGGAG
A A A A A A A A A A

Junin MC2 
Junin CDl

CUUUCAUCCU
CUUUCAUCCU
A A A A A A A A A A

UAGUCACAAU CUGGAGGCAG
UAGUCACAAU CUGGAGGCAG 
********** **********

UCAUGUUCCU GAGUCAAUCU 
UCAUGUUCCU GAGUCAAUCU
A A A A A A A A A A  A A A A A A A A A A

2700
GUCAAGGUCA
GUCAAGGUCA
A A A A A A A A A A

Junin MC2 
Junin CDl

CUCAAGUUUG GAUACUUCAC 
CUCAAGUUUG GAUACUUCAC 
********** **********

AGUGUAUAGA AGCCCAAGAG 
AGUGUAUAGA AGCCCAAGAG
A A A A A A A A A A  ★ A A A r A A A r A A A

AGGUUAAAGC
AGGUUAAAGC
A A r A A A r A A A A A

2760
CUGUAUGACA
CUGUAUGACA
A A A r A A A A A r A r A

Junin MC2
Junin CDl CUGUUCAUUG UCUCACCUCC 

CUGUUCAUUG UCUCACCUCC 
********** **********

UUGAACAGUC AUGCAUGCAA 
UUGAACAGUC AUGCAUGCAA 
********** **********

UUGUCAAUGC
UUGUCAAUGC
A A A A A A A A A A

2820
AGGAACAGAA
AGGAACAGAA
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Junin
Junín

MC2
CD1

CCAAACUGAU
CCAAACUGAU 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

UGUUAAGUtJU
UGtJUAAGUUU
**********

UGAAGGAtJCU
UGAAGGAUCU
+ * + + * * + * * +

ULJAACAUCCC
UUAACAtJCCC
■kkkk'kk'k'k 'k 'k

AUACCCUCAC
AUACCCLJCAC 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

2880
CACACCAUUU
CACACCAUUU
k 'k 'k 'k ' kkkk -k 'k

Junin
Junin

MC2
CD1

CCCCCAGUUC
CCCCCAGUUC
**********

CUUGCUGUUG
CLJUGCUGUUG 
★ ★★★★★★★★★

AAAUCCCAGU
AAAUCCCAGU 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

GUUCUCAAUA
GUUCtJCAAUA 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

UCUCUGAUCU
UCUCUGAUCU 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

2940
CUUGGCCAGLJ
CLJUGGCCAGU 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

Junin
Junin

MC2
CD1

UGUGACUGAG
UGUGAUUGAG 
* * * * * * * * *

ACAAGUUACC
ACAAGUUACC
k k k k k k k k k k

CAUGLJAAACC
CAUGUAAACC
■A-*-*-*******

CCUUGAGAGC
CCLJUGAGAGC
'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

CUGUCLJCUGC
CUGUCUCUGC
k k k k k k k k k k

3000
UCUUCLJAAAC
UCUUCLJAAUC 
******** +

Junin
Junin

MC2
CDl

UUGGUUUULJA
UUGGUUULJUA
**********

AAUUCCCAAG
AUUUCUCAAG
★ k k k ★ ★ ★ ★

GCCAGACGCC
GUCAGACGCC 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

AACUCCALJCC
AACUCCAUCA
■k'k'k'k'k'k'k'k'k

GCUCAACCCLJ
GCUCAUCCCLJ

3060
CCCCAGAUCU
CCCCAGAUCU
**********

Junin
Junin

MC2
CDl

CCCGCCLJUGA
CCCGCCUUGA
k k k k k k k k k k

AAACCGUGUU
AAACUGUGtJU
■*■■**★★ k k k k k

UCGUUGAACA
UCGUUGAACA
'k'k'k'k'k'k'k-k'k'k

CUCCUCAUGG
CUCCUCALJGG

ACAUGAGUCU
ACAUGAGUCU 
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

3120
GUCAACCUCU
GUCAACCLJCU
k k k k k k k k k k

Junin
Junin

MC2
CDl

UUAUUCAGGLJ
UUAULJCAGGU 
★ ★★★★★★★★★

CCCUCAACUU
CCCLJCAACUU 
★ ★★★★★★★★★

AtJUGAGGUCU
AUUGAGGUCU
■k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

ucuucccccc
ucuucccccc
**********

UUUUAGLJCUU
LJUUUAGUCUU 
★ ★★★★★★★★★

3180
UCUGAGUGCC
UCUGAGUGCC 
★ ★★★★★★★★★

Junin
Junin

MC2
CDl

CGCUGCACCU
CGCtJGCACCU
k k k k k k k k k k

GUGCCACUUG
GUGCCUCUUG
★ ★★★A- ★★★★

GUUGAAGUCA
GUUGAAGLJCA
•k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

AUGCUGUCAG
AUGCUGUCAG
'k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

CAAUUAGCUU
CAAUUAGCUU
**********

3240
GGCAUCCUUC
GGCALJCCUUC
•k'k'k'k'k'kkk'kk

Junin
Junin

MC2
CDl

AGAACALJCCG
AGAACAUCCG
k k k k k k k k k k

ACLJUGACAGU
ACUUGACAGU
k k k k k k k k k k

CUGAGUAAAU
CUGAGUAAAU
**********

LJGACUCAAAC
UGACUCAAAC 
★ ★★★★★★★★★

CUCUCCUUAA
CUCUCCULJAA
' k ' k ' k k k k ' k k ' k k

3300
GGACUGAGUC
GGACLJGAGUC
■k'k'k'k'k'k'k'k'k'k

Junin
Junin

MC2
CDl

CALJCUAAAGC
CALJCUAAAGC 
★ ★★★★★★★★★

UUGGAACCLJC
UUGGAACCUC

UULJGGAGUGU
UUUGGAGUGU
'k'k'k'k'k'kk'k'k'k

GclCAübcCAG
GCCAubcCAG
k k i f i l 1t k k k k k

AAGAUCUGGU
AAGAUCUGGU
k k ' k k k k k ' k k k

3360
GGUUULJGAUC
GGUUUUGALJC
k k k k k k k k k k

Junin
Junin

MC2
CDl

UGAGAAAAAA
UGAGAAAAAA
k k k k k k k k k k

ULJGCUCAGLJG
UUGCUCAGLJG
k k k k k k k k k k

AAAGUGUUAG
AAAGUGUUAG
'k'k'k'k'kk'k'k'k'k

ACACLJAUGCC
ACACUAUGCC
' kk 'k 'k 'kk 'kk 'k 'k

UAGGAUCCAC
UAGGALJCCAC
•k'k'k'k'k'kk'k'k'k

3415
UGUGCG
UGUGCG
k k k k k k

Figura Apl.2. Alineamiento múltiple de los RNAs S de las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín. El
alineamiento filé realizado con el programa Clustal X, utilizando los siguientes parámetros: gap opening=\0, 
gap extension=OA, transitionsweight=0.5. Al pie del alineamiento se indica el consenso estricto con asteriscos. 
Con recuadros grisados se destacan los codones de iniciación y terminación de GPC y los tripletes 
complementarios a los codones de iniciación y terminación de N. En negrita y subrayado se indican las 
secuencias intergénicas que, potencialmente, forman estructuras tipo hairpin-loop (terminadores de la 
transcripción). En rojo se indica la zona de mayores diferencias, correspondiente a la región codificante para el 
final del péptido señal y el principio de la glicoproteína Gl.
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MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
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INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

Alineamiento múltiple de los RNAs S de bunyavirus
Grapo mayoritario

60
AGTAGTGTGCTCCACTTGAATACTTTGAGAATATATTGAAATAAACTTCTA------TAA
AGTAGTGTACTCCACTTGAATACTTTGAGAATATATTGAAATAAACCCCTA------TAG
----------------------------GAATATATTGAAATAAACTTTTA------TAG
GA----- ATAACTTTGATATAA-------AC-- CTGACATAAAGTCC-A------T—
ATTAGTGTACTCCACTTGAATACTTTGAAAATAAATTGTTGTTGACTGTTTTTTACCTAA
GA----- ATTTTGTTTAAATAC-------- T-- TTGCTATAAGGCCA-A------T—
AGTAGTGTACTCCACTTGAATACTTTGAAAATATCGTGTTATTACTTGTTGCTT— CTGG 
AGTAGTGTACTCCACTTGAATACTTTGAAAATAGTTTGTCATTACTTGA-GATA— CCGA 
AGTAGTGTACXCCACGTGAATACTTTGAAAATACTTTGAAATAAATT---------CTAT

120
AAGGCAT-ACTTGGT— TGATATGGGAGATTTGGTTTTCTATGATGAAGCATCCACAGGT 
AAGGAAT-ACCTGGT— TGATATGGGAGATTTGGTTTTCTATGATGTCGCATCCACAGGT 
AAGGAAT-ACTTGGT— TGATATGGGAGATTTAGTTTTTTATGATGTCGCATCCACAGGT
--- TAC-ACT— AT— TGCAATGGGTGATTTGGTTTTCTATGATGTCGCATCCACAGGT
GGGGAAATTATCAAGAGTGTGATGTCGGATTTGGTGTTTTATGATGTCGCATCAACAGGT
--- TAC-A---- T— TGTGATGGGAGATTTGATCTTTTATGATGTCGCATCAACAGGT
AAAGAATTGACTAGA-GTGTTATGTCGGATTTGGTTTTTTATGATGTCGCATCCACAGGT
GAGGAATAACTTGGAAGTGTGATGTCTGATTTGGTTTTTTATGATGTCGCATCCACCGGT
AAAAAATTGTTGCATAGTGAGATGTCAGAGCTTGTCTTTTATGATGCTCCATCAACAGGT

180
GCAAATGGATTTGATCCAGATGCAGGGTTTGTGGCATTTATG-GCTGACCATGGAGAATC 
GCAAATGGATTTGATCCAGATGCAGGGTTTGTGGCATTTATG-GCTGACCACGGAGAGTC 
GCAAATGGATTTGATCCAGATGCAGGGTTTGTGGCATTTATG-GCTGACCACGGAGAGTC 
GCAAATGGATTTGATCCTGATGCAGGGTATGTGGCATTTATG-GCTAACCATGGGGAGTC 
GCAAATGGATTTGATCCTGATGCAGGGTATATGG-ACTTCTGTGTTAAAAATGCAGAATC 
GCAAATGGATTTGATCCAGATGCAGGGTATCTGGCATTTACA-ATTGCGCATGGGGAAGC 
GCAAATGGATTTGATCCTGATGCAGGGTATGTGG-ACTTCTGTGCTAAACATGGGGAATC 
GCAAATGGATTTGATCCTGATGCAGGGTATGTGG-ACTTCTGTATTAAACATGGGGAAGC 
GCAAACGGATTTGATCCCGATGCAGGGTATGTGGCATTTAT-TGCTGCACATGCCGGATC *****^***********^********** * *** * ** * * * * *

240
TATCAATTTGGCAGCCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCAGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
TATCAATCTGTCAGCCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCAGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
TATCAATCTGTCAGCCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCAGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
GATCAGTCTGTCAACCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCCGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
ACTCAACCTTGCTGCAGTTAGGATCTTCTTCCTCAATGCCGCAAAGGCCAAGGCTGCTCT 
TATCAATTTGTCAGCCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCCGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
GATTAACCTTGCTGCAGTTAGGATCTTCTTCCTCAATGCCGCAAAAGCCAAGGCTGCTCT 
AATTAATCTCCATTCCGTTAGGATCTTCTTCCTTAATGCCGCAAAAGCCAAAGCTGCTCT 
GTACGATCTTTCTGCTGTTAGGATCTTCTTCCTCAATGCTGCCAAGGCCAAGAATGCTCT * * ***************** ***** ** ** ***** ******

300
CGCTCGTAAACCGGAGCGGAAAGCTACTCCTAAATTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGATTGT
CGCTCGTAAACCGGAGCGGAAAGCTACTCCTAAGTTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGATCGT
CGCTCGTAAACCGGAGCGGAAAGCTACTCCTAAGTTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGATCAT
CACTCGTAAGCCGGAGCGGAAGGCTACACCTAAGTTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGATCGT
CTCGCGTAAGCCAGAGAGGAAGGCTAACCCTAAATTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGGTTAT
CTCTCGTAAACCGGAGAGGAAAGCTACTCCTAAATTTGGAGACTGGCAGGTGGAAATTGT
CTCGCGTAAGCCAGAGAGGAAAGCTAATCCTAAATTTGGCGAGTGGCAGGTGGAGATTGT
CGCTCGTAAGCCGGAGAGGAAGGCTAGTCCTAAATTTGGAGAGTGGCAGGTGGAGGTCGT
CTCGAGAAAACCAGAGGGGAAGGTTAGTATTAAATTTGGCGAGTGGTCGGTGGAGGTGGT
* * * * * * *  * * *  * * * *  * * + é é *  . . . . .  . .  . . .  . . . . . .
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INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
M E LAO.LCC 
M O RRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
M E LAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
K E Y .LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
M O RRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
KEY.LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

INKOO.LCC 
JAMEST.LCC 
JSU.LCC 
K E Y .LCC 
LACRO.LCC 
MELAO.LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
TRIVITA.LCC

360
CAATAATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATAATCATTTTTCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATAATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATAATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCTTGCA 
CAATAATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAACAATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATAATCATTTTCCAGCAAACAGGAACAATCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATTATCATTTTCCTGGAAACAGGAACAACCCAATTGATAACAACGATCTTACCATCCA 
CAATAATCATTTTCCTGGCAACAGGAACAATCCAATTGGTAACAACGATCTTACCATCCA 
**•*• * * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * *  * * * * * * * ^ * * * * * * * * * * * * * * * * m* . * *

420
CCGGCTTTCTGGATATTTAGCAAGATGGGTCCTTGAGCATTTCACTGAAGATGACGATGA
TAGGCTTTCAGGATATCTAGCCAGATGGGTTCTTGAGCATTTTAACTCAGATGATGACGA
TAGGCTTTCAGGATATCTAGCCAGATGGGTTCTTGAGCATTTCACCGCAGATGACGATGA
CCGGATTTCAGGATATCTAGCTAGATGGGTGCTGGAGCACTTTGGAGAGGGTGAGGACGA
CAGATTATCTGGGTATTTAGCCAGATGGGTCCTTGATCAGTATAACGAGAATGATGATGA
TCGGCTTTCAGGATATCTTGCCAGATGGGTGCTAGATCTGTTCAAAGAAAATGAAGATGA
CCGCATCTCAGGATACCTTGCCAGATGGGTCCTAGAGCAATACAGAGAAAATGAAGATGA
CCGGCTGTACGGGTATTTGGCTAGATGGGTGCTAGAGCAGTTCAAAGAAAATGAAGACGC
CAGAATTTCAGGCTATCTCGCAAGATGGGTTCTAGAAGAGTTCAAAGGACAAGATGATGA

A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A  A A A A A A

480
GTCCCAAAGAGAACTCATAAGAAGCACCATCATAAACCCGATTGCAGAATCAAATGGCAT
GTCTCAGAGAGAACTCATAAGGAGCACCATCATAAATCCAATTGCAGAATCCAATGGAAT
ATCTCAAAGAGAACTCATAAGGAGCACTATCATAAATCCAATCGCAGAATCCAATGGGAT
GTCACAAAAGGAGCTGATCAAGAGCACTGTCATCAATCCAATTGCCGAGTCCAACGGGAT
GTCTCAGCACGAGTTGATCAGAACAACTATTATCAACCCAATTGCTGAGTCTAATGGTGT
ATCCCAGAAGGAATTAATCCAGAGCACCATCATCAATCCTATTGCTGAGTCCAATGGGAT
GTCCCAAAGAGAATTGGTTAAGACGACAGTCATCAACCCCATTGCTGAGTCTAATGGCAT
AGCTCAAAGGGAGTTGATTAAAACAACCGTTATCAACCCCATAGCTGAGTCTAATGGGAT
AGCCCAGAAGGACATCATCCGCTCAACCATTGTGAACCCAATTGCAGAATCCAATGGGAT

A A A ArAr A A A A  A A A A A A A A A A A A A A A A A A  A

540
TCATTGGAACAATGGCCCAGAAATTTATCTTTCATTCTTCCCAGGAACAGAAATGTTTCT
TCATTGGAACAATGGCCCAGAAATTTATCTTTCGTTCTTCCCAGGGACCGAAATGTTCCT
CCATTGGAACAACGGTCCAGAAATTTATCTTTCATTTTTCCCAGGAACCGAAATGTTCCT
TCGCTGGGGCAACGGTGTAGAAATCTATCTCTCCTTCTTCCCAGGAACTGAAATGTTTCT
GGGATGGGACAGTGGGCCAGAGATCTATCTATCATTCTTTCCAGGAACAGAAATGTTTTT
ACACTGGGCAAATGGGGTTGAAATATACCTTTCATTTTTCCCAGGGACTGAAATGTTTCT
CAGATGGGAGAATGGCCCAGAAATTTATCTGGCATTCTTCCCAGGAACCGAGATGTTCTT
CAGGTGGGACAATGGAGCAGAAATATATTTGGCATTCTTCCCAGGCACAGAAATGTTTCT
CCACTGGGATAGCGGTGCAGATGCCTACCTGTCATTCTTCCCTGGCACTGAAATGTTTCT

A A A  A A A  A A  A A  A A A A A A A A A A A A A A A A A A A  A

600
AGAAGTTTTCAAATTCTACCCTTTAACCATTGGAATTTACAGAGTCAAGCATGGTATGAT 
AGAAATTTTCAAGTTCTACCCGTTAACCATCGGGATTTACAGAGTCAAACATGGTATGAT 
AGAAATCTTCAAGTTCTACCCGTTAACCATTGGAATTTACAGAGTCAAACATGGTATGAT 
GGAATTGTTCAAATTCTACCCATTGACAATTGGCATCTACAGAGTGAAACATGGAATGAT 
GGAAACTTTCAAATTCTACCCGCTGACCATTGGAATTCACAGAGTCAAGCAAGGCATGAT 
GGAAGCCTTCAGATTTTATCCTCTAACAATTGGAATCTACAGAGTCAAACACGGGCTGAT 
GGAGACATTCAAATTTTATCCTCTAACTATTGGAATTTACAGAGTTAAACATGGAATGAT 
GGAAACATTCAATTTTTACCCGCTGACAATTGGCATTTACAGAGTCAAACAAGGAATGAT 
GGAATCATTTGATTTCCTCCCATTAGCAATTGGGATCTATAGAGTCAAAAATGGCATGAT 
• * ***** * * * ** * * * *

422



Apéndice 2

INKOO.LCC  
JAM EST.LCC  
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LACRO. LCC 
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T R IV IT A .L C C

660
GGATCCTCAGTACCTAAAGAAGGCACTTAGGCAACGTTATGGCACCTTGACTGCAGAGAA
GGATCCCCAGTACTTGAAGAAGGCTCTCAGGCAACGCTATGGCACCTTGACTGCAGAGAA
GGATCCCCAGTATCTGAAGAAGGCTCTCAGGCAACGCTATGGCACCTTGACTGCAGAGAA
GGATGCTCAGTACCTAAAAAAAGCTCTGAGACAGCGCTATGGGACATTGACTGCAGATAA
GGACCCTCAATACCTGAAGAAGGCCTTAAGGCAACGCTATGGCACTCTCACAGCAGATAA
GGACCCTCAGTATCTAAAGAAGGCTCTACGACAGCGCTATGGCACCTTGACTGCAGACAA
GGACCCCCAATATCTAAAGAAAGCATTAAGGCAGAGATATGGCTCCTTAACTGCTGAAAA
GGACCCCCAGTATCTGAAGAAAGCATTGAGGCAGCGCTATGGCTCTCTTACTGCAGACAA
GGATGTCCAATACCTGAAAAAAGCTCTCCGTCAAAGATACGGGACTATGACAGCAGATAA
4c 4c -k 4c 4c 4c 4c 4c 4c 4c 4c 4e 4c 4c ★  4c 4c 4c 4c 4e 4c 4c 4c ★  4c 4 c 4 c 4 c 4 c 4 e 4 c 4 c ' k

INKOO.LCC  
JAMEST. LCC 
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO. LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

720
ATGGATGGCACAGAAGACAGTGCTCATTGCTAAAAGCCTAAAGGATGTTGAGCAGCTTAA
GTGGATGGCGCAGAAGACAGTGCTCATTGCTAAGAGCTTGAAGGATGTCGAGCAGCTCAA
ATGGATGGCACAGAAGACAGTGCTCATTGCTAAGAGCTTGAAGGATGTTGAGCAGCTCAA
ATGGATGGCTCAAAAGACATCTATGATTACAAAGAGCCTCAAAGATGTGGAGCAGCTAAA
GTGGATGTCACAGAAGGTTGCAGCAATTGCTAAGAGCCTGAAGGATGTAGAGCAGCTTAA
ATGGATGGCACAAAAAACCACTATGATTGCTAAAAGCCTGAAGGATGTAGAGCAGCTGAA
GTGGATGTCCCAGAAGACAGGCATGATTGCTAAAAGCCTAAAGGAGGTTGAGCAACTCAA
GTGGATGTCGCAGAAAACTACTGCCATAGCTAAGAGCCTAAAGGATGTTGAGCAGCTTAA
GTGGATGTCTACTAAGACAACAGTAATTGCAAAGACCCTGAAGAGAGTTGAGAGCTTCAA

★  4c 4c 4c 4c ★  4c 4c 4c 4c 4c 4c 4c4c 4c 4c 4c 4c4c 4c 4c 4c 4c 4c ★  +  ★

INKOO.LCC  
JAMEST.LCC  
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO. LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

780
ATGGGGAAGAGGAGGACTTAGTGATGCTGCAAGAACTTTCTTGATCAAATTTGGTGTAAA 
ATGGGGAAGAGGAGGACTTAGTGATGCTGCAAGAACCTTCTTGATCAAATTTGGTGTAAA 
ATGGGGAAGAGGAGGTCTTAGTGATGCTGCAAGAACTTTCTTGATCAAATTTGGTGTAAA 
GTGGGGAAAGGGTGGTCTCAGCGATACTGCCAGAGCTTTCCTTGCTAAATTCGGCGTGAG 
ATGGGGAAAAGGAGGCCTGAGCGATACTGCTAAAACATTCCTGCAGAAATTTGGCATCAG 
GTGGGGTAAGGGGGGTCTTAGTGATGCTGCTAGAACATTCCTTCAGAAGTTCGGTGTTAG 
GTGGGGCAGAGGTGGTTTGAGCGATACTGCCAGGACTTTCCTTCAGAAATTTGGAATAAG 
ATGGGGTAGAGGCGGCCTTAGCGACACTGCAAGAACATTCTTGCAGAAATTTGGAATCAG 
ATGGGGTAAGGGAGGACTAAGTGAGGCAGCCAGAGCATTCCTCTCAAAATTTAATGTAAA 

* * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * *  * *

INKOO.LCC  
JAMEST.LCC  
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO. LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

840
GCTGCCTTAAACAAGAGCAGTGACGAAATTTGAGTAAATTTTGGATTAATAAATTGACAA
GTTGCCATAAACAAAAATAGCAATGGCATTTCAGTAA-TATTTGATATATAAATTGGTAA
ACTGCCATAAACAAGA-TAGCAATGGCATTTCAGTAA-TTTTCAGTATATAAATTGATAA
ACTTCCATGAGTC--------------- TGATGCTCTCCTGGTAGATTCGGCATTT-TAA— T— TAG
GCTTCCATAAATATG-GCATGAGG------------- CATTCAAATT— AGGTTCTAAATTCTAA-A
ACTTCCATAAAT------------------TGATGGTCCTCTAATGAATTCGGCATTT-TAAATT— TAA
ACTGCCATAAGCTTG------ AGCAGT CAGG-ATATT— TGGGACAAAATTTAAACA
ACTCCCATAAATGGG------ ATTAAG TCTG-TAATT— AGGCTCAAAATTCAA— A
AATACCATGAGTA--------------- TGATGCTCCCCTCGTGGAATTGGAATTCCAAATTCAA-AA

* * * * *  * *

INKOO.LCC  
JAMEST. LCC 
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO. LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

900
ATTTTACA--------------- ATTGGTTAAAATTCAATTCTTATAATTGGCTTCCAAAAGGTC— T
ATTTTAAATTTTAAAATTGGTTCAAATTCATTTTT-ATAATTGGCTTCTAAAAGGTC— T 
ATTTTAAATCTTGAAATTGGTCCAAATTCATTTTTTATAATTGGCTCCCAAAAGGTC— T
GTCT-AAATTTT------ A— ATTTTAAATT GGC TTCCAAAAGGTCCAT
TTTATATA-TGTCAATTTGAT— TAATTGGTTATCCAAAAGGGTTTTCTTAAGGG----------
ATTTTAAATCAC------ ATTATATTXAATT GGTCA— TTCCAAAAGGTTCTT
ATTGGATATTTCAAAATTAAT— TAATTGGCTAACTAAAAGGGTTCTT------- AGG------------
GTTTTATTGTAATAATTTGGTCATAATTGGCTATCCAAAAGGGTTCCCC------AAG-----------
TTTTCGTAT— AAATATTTGGTAAAATTTG— ACCCAAAA---------------------- AAGAGTCCAT
. * . .  * * * *  +
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INKOO.LCC  
JAMEST. LCC 
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

960
TATGACCATAAAC-ATAGCAGCATAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAACTTAATAGAT 
TATGACCATAAAC-ATAGCAGCACAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAACTTAATAGAT 
TATGACCATAAAC-ATAGCAGCACAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAACTTAATAGAT 
TGGG-CCACAAAT-ATAGCAGCAAAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAATATGTCGTAT 
— AACCCACAA-AAATAGCAGCTAAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAAAAAACTATAA 
TAGAACCACAAAXTATAACAGCAAAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAAAGAATTAGAT 
— GGCCCACAA-CCATAGCAGCTAAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAAAACAATAGAA 
— AGCCCACAA-TAATAGCAGCTAAATGGGTGGGTGGTAGGGGACACGAAAAAAATAGAA 
TGGGCTCACAAATCA-AGCAGCATAATGGGTGGGTGGTAGGGGACAGCAAGAGGAAGGAA 

** **  * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  **

INKOO.LCC  
JAMEST. LCC 
JSU .L C C  
KEY.LCC  
LACRO. LCC 
MELAO. LCC 
MORRO.LCC 
TAHYNA.LCC 
T R IV IT A .L C C

1006
CTCAGGTCATTGATTTAGTTAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT
CTCAGGTCATTGATTTAGTTAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT
CTCAGGTCATTGATTCAG--------------------------------------------------------------
GTCAGGTCATTGATAAAATAAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT
ATCAGGTCATAAATAAAATAAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT
CTCAGGTCATGATTAAAATAAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT
GCTAAATCATTAATTTAATAAAAGGTATTCAGTGGAGCACACTACT
GTTAGATCATTTATTTTATAAAAGGTATTCAGTGGAGCACACTACT
ATTAATTCATTAAATAAAGTAAATGTATTCAGTGGAGCACACTACT 

* * * * *

Figura Ap2.1. Alineamiento múltiple de los RNAs S de bunyavirus, Grupo mayoritario. El alineamiento 
múltiple fuer realizado con el programa Clustal V. Los parámetros utilizados fueron: f i x e d  g a p  p e n a lty = 7 ,  

f l o a t in g  g a p  p e n a l ty = l , to g g le  tra n s itio n s= w e ig h te d . Con asteriscos se señala donde hay nucleótidos 
conservados en todos los miembros del alineamiento y con puntos la ausencia de conservación.

Alineamiento múltiple de los RNAs S de bunyavirus
G rupo m inoritario

6 0
BATAI. LCC AGTAGTGTACTCCACACTATAAACTTTCAATTGCTGAT----------- TTTCAAAAC---
GERMIST.LCC AGTAGTGTACTCCACGCATAAAACTTTTTATCGTTGAGACATTACTATTTGGAGAATTTA
MAGUARI.LCC AGTAGTGTACTCCACACTAATAACTAGCTATTTCTGATA--------ATCTTGAGAAC— A**************** * * * * * * * * * * * * *

120
BATAI.LCC ---- TTTGTGCAA-AGGGTATATCCGA-TGATTGAATTGGAATTCAATGATGTCGCTGCT
GERMIST.LCC AGTCTTTGACTTATACTTGGCTTTTAAATGTTGGAGTTGGAATTTGAAGATGTCCCTAAT 
MAGUARI.LCC A ---TCAGATCCA-ACTTGGTTTTCAA-TGATTGAACTTGAATTCAATGATGTCGCTGCT

* k -k k k k k k ★ k -k k k

1 8 0
BATAI.LCC AACACCAGCAGTACTTTTGACCCAGAGGTTGCATACATTAACTTTAAGCGTATCTACACC 
GERMIST.LCC AACATCGGGAGTACTTTTGACCCAGAGTCAGGATACACTAACTTTCAGCGTAACTACCTG 
MAGUARI.LCC AACACCAGCAGTACTTTTGACCCAGAGATTGCATACGTTAACTTTAAGCGTATCCACACC 

****^*^*^****************** * * * * * ******* ****** * * *

2 4 0
BATAI.LCC ACTGGGCTTAGTTATGACAACATTAGAATTTTCTACATTAAAGGACGCGAGATTAAAACT 
GERMIST.LCC CCAGGGGTTACGCTTGACCAAATTCGCATCTTCTACATTAAAGGACGCGAGATTAAAAAT 
MAGUARI.LCC ACTGGGCTTAGTTATGACCACATTCGAGTCCTCTACATTAAAGGACGCGAGATTAAAACT 

 ̂* ̂ * * * ̂ * * * ̂  ̂̂  ̂ ****^*^***^*^ * _*************************** *

3 0 0
BATAI.LCC AGTCTCTCAAAAAGAAGTGAATGGGAGGTTACGCTTAACCTTGGGGGCTGGAAGGTTACT 
GERMIST.LCC AGTCTCTCAAAAAGAAGTGAATGGGAAGTTACGCTTAACCTTGGGGGCTGGAAGGTACCT 
MAGUARI.LCC AGTCTCACAAAAAGAAGTGAGTGGGAGGTTACGCTTAACCTTGGGGGCTGGAAGGTTGCT 

******^***************** * ***************************** **

424



Apéndice 2

B A T A I. LCC 
GERM IST. LCC 
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERMIST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERMIST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERMIST.LCC  
MAGUARI. LCC

B A T A I. LCC 
GERM IST.LCC  
MAGUARI. LCC

360
GTATTTAATACAAATTTTCCTGGGAACAGGAACAGTCCAGTTCCAGACGATGGTCTTACC
GTACTCAATACGAATTTCCCTGGAAACAGGAACAATGCAGTGCCTGACTACGGTCTTACC
GTATTTAATACAAATTTTCCTGGCAACCGGAACAGTCCAGTTCCAGACGATGGTCTTACC
+ * * k + * * + * * * * * *  * * * * *  * * * + * * *  + * ^ * ^ * * * + > * * ^ + * * í * > * * * * *  + * * *

420
CTCCACAGACTCAGTGGATTCCTTGCCAGGTACTTACTTGAGAAGATTCTAAAAGTGAGT
TTCCACCGTATCAGTGGATACCTTGCCCGGTACCTACTTGGAAAGTACCTTGCAGAGACA
CTCCACAGACTCAGTGGATTCCTTGCCAGGTACCTACTTGAGAAAATTTTAAAAGTGAGT

k k k k k k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k k k ★ ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★  ★ k k + ★

480
GACCCGGAAAAATTGATTATAAAATCAAAAATTGTTAATCCACTTGCAGAAAAAAACGGT
GAACCAGAAAAGCTCATAATGAGAACAAAAATTGTGAACCCTCTTGCTGAGAAGAATGGC
GACCCAGAAAAACTTATCATCAAATCAAAAATAATCAACCCTTTGGCTGAAAAAAATGGA 
** **  * * * * *  * **  **  * * * * * * * * *  * **  **  * **  **  **  **  **

540
ATAACCTGGGCAGATGGGGAGGAGGTTTACCTCTCATTCTTTCCAGGGTCTGAAATGTTC
ATCACATGGGAGAGCGGGCCAGAAGTCTACCTGTCCTTCTTCCCAGGTGCTGAAATGTTC
ATAACATGGGCTGATGGTGAGGAGGTATACCTCTCATTCTTTCCAGGCTCAGAAATGTTC
k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k

600
TTAGGAACTTTCAGATTCTATCCCCTAGCAATTGGCATTTACAAGGTGCAGAGGAAAGAG
CTTGGAACTTTCAGATTCTACCCACTTGCCATTGGGATCTACAAAGTGCAGAGGAAAGAA
TTGGGAACATTCAAATTCTACCCATTGGCTATCGGAATTTACAAGGTTCAGAAGAAGGAA 

* * * * * *  * * * *  * * * * * *  **  * **  **  **  **  * * * * *  **  * * * *  + * *  +*

660
ATGGAGCCAAAGTATCTGGAGAAGACCATGCGCCAAAGATATATGGGCTTGGAAGCATCA
ATGGACCCAAAATTTCTGGAGAAGACTATGCGCCAGAGGTACCTTGGCATTGATGCTCAG
ATGGAACCTAAATATCTGGAGAAAACAATGCGACAGAGGTACATGGGTCTTGAAGCAGCT
k k k k k k k k k k k k k k k k k k k  k k ★ ★ ★ ★ ★  ★ ★  k k k k k k k k k k k k

720
ACTTGGACAGTCAGTAAGCTGAACGAAGTTCAGTCTGCACTGACTGTAGTATCAGGACTT
ACATGGACAACAACTAAGCTTGGAGAAGTGGAAGCAGCTTTAAAAGTAGTCTCAGGGCTC
ACATGGACAGTTAGCAAAGTCAATGAAGTCCAGGCTGCACTTACAGTTGTCTCTGGATTA
★ ★ ★ ★ ★  k k k k k k k k k k * ★ ★ ★  k k k k k

780
GGGTGGAAGAAGACAAATGTGAGCAGTGCCGCTAGAGAATTCCTAGCAAAGTTTGGCATC
GGATGGAAGAAGACAAATGTCAGCAGTGCTGCAAGGGAGTTCCTATCCAAATTCGGCATC
GGTTGGAAGAAAACTAATGTCAGTGCTGCGGCCAGAGAGTTTCTGGCTAAGTTTGGAATT
k k k k k k k k k k  k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k k

840
AGCATGTAAATGCATTGTCAGAATTGT-AATCTGAT-AAATTGT-ATTTTTAAAATTTGG
AGGATGTGAACACCCAGAGAAGTGCATTAATCGGGCTAAATTTTTATTTTATTAATTTGA
AACATGTAAAAACAT-GCAGTAATT-T-AATCTGTTCAAAATTT-ATGCATTAA-TTTGG
k k k k k k k ★ T*r k k k k k k k k k k k k k k k k k k

900
CTAAA— AGAGTCCCTGGACTCAAAAAGTAAAAACAGC-TTGTT-----GGGTGGGTGGTTG
CTAAACAAGGGGTTTTTACCCCAAACAATCTAAGCAGCATTGTAAATGGGTGGGTGGTTG
CTAAA— AGAGTCTTCGGACTCAAAA— TAAA— CAGC-TTTCA-----GGGTGGGTGGTTG
* * * * * >>* * >* ..................* ^ * * * * >>>* >>* >>**** ** *************
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960
B A T A I . L C C  

G E R M I S T . L C C  

M A G U A R I . L C C

G G G A C A G A A A G A G C A C A G C A A A T T G T T T T T G A A G C A T - T G C A G T ----------- T T C T - T T T A A G T
G G G A C A G T A A T T G A C T A C A G C A T T A T T C T A G T A T T T A A T G T C A T T T G A T A T T G T T T A A G T

G G G A C A G A A A T A A G C C A G — A A T A A A T T G T A C A G C T C - C A T G A T — G A T T A T - T T C A A G T  
* * * * * * *  * * * * * * * ...................................... * . . . . * . . * . * * • * * * *

B A T A I . L C C  

G E R M I S T . L C C  

M A G U A R I . L C C

980
T T T A G G T G G A G C A C A C T A C T

T T A A G G T G G A G C A C A C T A C T

T T T A T G T G G A G C A C A C T A C T
★  ★  je j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e j e

Figura Ap2.2. Alineamiento múltiple de los RNAs S de bunyavirus, Grupo minoritario. El alineamiento 
múltiple fuer realizado con el programa Clustal V. Los parámetros utilizados fueron: J ix e d  g a p  p e n a l t y = l , 

f lo a t in g  g a p  p e n a l ty = l , to g g le  tra n s itio n s= w e ig h te d . Con asteriscos se señala donde hay nucleótidos 
conservados en todos los miembros del alineamiento y con puntos la ausencia de conservación.
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Bunyavirus (grupo mayoritario)

Figura Ap2.3. Gráfico consenso de LCC del grupo mayoritario. La línea negra representa las medias 
aritméticas de los valores de LCC de los 9 miembros del grupo. Las líneas grises verticales representan los errores 
estadísticos (+la y -la) cada dos posiciones. El gráfico fue construido uitlizando las rutinas descriptas en el 
Capítulo 18.

Bunyavirus (grupo minoritario)

nucleótido

Figura Ap2.4. Gráfico consenso de LCC del grupo minoritario. La línea negra representa las medias 
aritméticas de los valores de LCC de los 3 miembros del grupo. Las líneas grises verticales representan los errores 
estadísticos (+la y -la) cada dos posiciones. El gráfico fue construido uitlizando las rutinas descriptas en el 
Capitulo 18.
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Ligación de oligonucleótidos a híbridos cDNA/RNA, catalizada por la DNA 
ligasa del fago T4 y amplificación por PCR: bases para un método rápido de 
clonado de extremos 5’ de mRNAs y RNAs virales

Detalle experimental

Preparación del oligonucleótido (primer NA fosforilado y  bloqueado en el extremo 3')

Reacción de fosforilación ___________  Premix l
Primer NA 3,2 pg/pl 6,3 pl lOXbufferPNK 51*1
Premix I 10,0 pl (r” P)ATP 30 nCi/ til 3 p l
agua 3,7 pl PNK 1 U/ pl 3 til
TOTAL 20,0 pl agua 14 ni

15 min a 37°C TOTAL 25 pl
Premix II 20,0 pl
TOTAL 40,0 pl Premix II

60 min. a 37°C 10 X buffer PNK 8 pl
lOOmM ATP lu í

Gel de poliacrilamida IO%-8 M urea PNK 1 U/ pl 3u l
Autorradiografla 30 min. a agua 28 pl
temperatura ambiente, con pantalla TOTAL 40 pl
(Fig. Ap3.1A)
Cortar el trozo de gel con la especie
de 30 nt.__________________________
Colocar el trozo de gel entre vidrios de 
minigeles. Armar un gel de acrilamida 
6% nativo alrededor. Correr IS min. 
Autorradiografla 30 min. a 
temperatura ambiente, con pantalla
(Fig. Ap3.1B)____________________
Cortar el trozo de gel con la forma
de 30 nt.__________________________
Colocar el trozo de gel en un 
Eppendorf y eluir el primer en agua: 
Toda la noche a 50°C en 300 pl
2 x I h. a S0°C en 200 pl____________
Concentrar en Speed Vac___________

Reacción de bloqueo
Primer (,2P)NA en agua 19,0 pl
TdT buffer 5 X 6,0 pl
lOmMddCTP 3,0 pl
agua 1,5 pl
TdT Promega 5 U/pl 0,5 pl
TOTAL 30,0 pl

5 min. a 37°C
0,5 M EDTA pH 8,0 1,0 pl

Merm Aid High binding salí soluiion 300,0 pl
Merm Aid (Jlassfog 40,0 pl

20 min. con agitación fuerte
3 x lavados con Merm Aid wash sol. 400,0 pl
2 x eluciones a 50°C con agua 50,0 pl

Concentración con Speed Vac
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Figura Ap3.1. Purificación de la especie de 30 nucleótidos del primer NA. A. Autorradiografia del gel 10%
de acrilamida-N,N’ bisacrilamida (38:2) y 8 M urea como desnaturalizante. Calle 1: oligonucleótido sintético 
NA fosforilado solo con (y32P)ATP. Calle 2: oligonucleótido sintético NA fosforilado con (y32P)ATP (pulso de 
15 min.) y luego con ATP no radioactivo (1 hora). Con una flecha se indica la especie de longitud máxima. 
También se observan las ventanas generadas en la autorradiografia para poder cortar con mayor precisión la 
especie deseada. B. Autorradiografia del gel 6% de acrilamida-N,N’ bisacrilamida (38:2) nativo. Calle 1: 
especie de 30 nt. del p r im e r  NA fosforilado solo con ATP radioactivo. Calle 2: especie de 30 nt. del p r im e r  NA 
fosforilado con ATP radioactivo y ATP no radioactivo. También se observan las ventanas generadas en la 
autorradiografia para poder cortar con mayor precisión el fragmento de gel.

H ibridación  d e  o ligonucleó tidos
P rim er  (32P)NA en agua 11 ng/|il 4,0 ni
P rim er  NB en agua 10 ng/nl 4,0 ni
10 X buffer hibridación 1,0 ni
Agua 1,0 ni
TOTAL io,o ni

3 min. a 100°C
Dejar descender la temperatura hasta 37°C

10 X  B u ffer  h ibridación  
100 mM Tris-HCl pH 7,5 
1 mM EDTA pH 8,0 
500 mM NaCl
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Experimento 1
Síntesis de cDNA y  ligaciones a oligonucleótidos simple cadena y  doble cadena

Reacción de síntesis de cDNA
Transcripto in vitro 50 ng/pl 5,0 pl
Primer G en agua 20 ng/pl 10,0 pl
agua 20,0 pl
TOTAL 35,0 pl

3 min. a 100°C —► agua-hielo
0,1 M HOCH3Hg 3,0 pl

5 min. a temperatura ambiente
1,4 M (3ME 3,0 pl

5 min. a temperatura ambiente
RNAsin 40 U/pl 2,5 pl

5 min. a temperatura ambiente
5 X buffer transcripción reversa 19,3 pl
10 mM 4 dNTPs 9,6 pl
Agua 26,3 pl
AMV-RT 8 U/pl 5,0 pl
TOTAL 103,7 pl

80 min. a 42°C
1 extracción con fenol y precipitación con etanol

Resuspensión en 25 pl de agua

Reacciones de ligación
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7

Híbrido cDNA/RNA (10 ng/pl en RNA) 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl
P r im e r  NA (11 ng/pl) 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl — — —

Dúplex NA/NB (4,4 ng/pl en NA) — — — — 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl
agua 13,0 pl 13,0 pl 13,0 pl 13,0 pl 12,0 pl 12,0 pl 10,5 pl
10 X buffer Mg 2,0 pl 2,0 pl — — 2,0 pl — 2,0 pl
10 X buffer Mn — — 2,0 pl 2,0 pl — 2,0 pl —

T4 RNA ligasa 1,4 U/pl — 1,0 pl — 1,0 pl — — —

T4 DNA ligasa 100 U/pl (NEB) 1,0 pl — 1,0 pl — 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
Klenow 2,5 U/pl (BM) — — — — — — 0,5 pl
10 mM 4 dNTPs — — — — — — 1,0 pl
TOTAL 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl

Incubación a 16°C toda la noche

10 X  Buffer Mg ¡0 X  Buffer Mn
300 mM Tris-HCl pH 7,8 500 mM Hepes-NaOH pH 7,9
100 mM MgCh 100 mM MgCb
100 mM DTT 100 mM DTT
10 mM ATP 1 mM ATP

500 pg/ml BSA

Reacciones de PCR para detectar productos de ligación de oligonucleótidos al híbrido cDNA/RNA 
(Figura Ap3.2)

Premix
10 X buffer PCR 10,0 pl
Tritón X-100 0,1 pl
2 mM 4 dNTPs 10,0 pl
agua 58,4 pl
Taq polimerasa 2,5 U/pl 1,5 pl
TOTAL 80,0 pl

Perfil de ciclado
92°C 2 min. 1 ciclo
92°C 30 seg. 
54°C 1,5 min. 
72°C 1 min.

40 ciclos

72°C 5 min. 1 ciclo
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Reacciones de PCR
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Clon de cDNA (GPC Junín MC2) — ____ — — — — — 0,1 — —
Híbrido cDNA/RNA (10 ng/pl en RNA) — — — — — — — — 0,5 0,5
Ligación 1 (experimento 1) 1,0 ____ ____ ____ — — — — — —
Ligación 2 (experimento 1) 1,0 ____ ____ — — — — — —
Ligación 3 (experimento 1) _ 1,0 _ — — — — — —

Ligación 4 (experimento 1) ____ ____ 1,0 — — — — — —

Ligación 5 (experimento 1) — — — 1,0 — — — — —

Ligación 6 (experimento 1) — — — — — 1,0 — — — —
Ligación 7 (experimento 1) — — — — — — 1,0 — — —

Primers Arena/G (10 pM de c/u) — — — — — — — 1,0 1,0 —
Primers NB/G (10 pM de c/u) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 — — 1,0
Premix PCR 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
agua — — — — — — — 0,9 0,5 0,5
TOTAL 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
Nota: el primer Arena es el primer universal de los arenavirus y corresponde a los primeros nucleótidos de los extremos 5’ 
viral y 5’ viral complementario.

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

Figura Ap3.2. Amplificación de cDNAs ligados a oligonucleótidos. Calle 1: PCR con p r im e r s  NB y G, el 
molde fue la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el p r im e r  NA simple cadena (enzima: T4 DNA 
ligasa en bufiér Mg). Calle 2: PCR con p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de ligación del híbrido RNA- 
cDNA con el p r im e r  NA simple cadena (enzima: T4 RNA ligasa en buffer Mg). Calle 3: vacía. Calle 4: PCR 
con p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el p r im e r  NA simple 
cadena (enzima: T4 DNA ligasa en buffer Mn). Calle 5: PCR con p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de 
ligación del híbrido RNA-cDNA con el p r im e r  NA simple cadena (enzima: T4 RNA ligasa en buffer Mn). 
Calle 6: PCR con p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex 
NA/NB (enzima: T4 DNA ligasa en buffer Mg). Calle 7: marcador de peso molecular, pUC9 digerido con 
H a e  111: 80 bp + 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 434 bp + 458 bp y 587 bp. Calle 8: PCR con 
p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB (enzima: 
T4 DNA ligasa en buffer Mn). Calle 9: PCR con p r im e r s  NB y G, el molde fue la mezcla de ligación del 
híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB (enzimas: T4 DNA ligasa + Klenow, en buffer Mg + 4 dNTPs). 
Calle 10. PCR co n  p r im e r s  internos, utilizando como molde un clon de cDNA. Calle 11: PCR con p r im e r s  
internos, utilizando como molde una alícuota del cDNA. Calle 12: PCR con p r im e r s  NB y G, utilizando como 
molde una alícuota del cDNA. Con puntos negros se indican los fragmentos de amplificación esperados (-320 
bp en el producto de ligación y . —220 bp con los p r im e r s  internos)
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Experimento 2
Síntesis de cDNA y  ligaciones a oligonucleótidos simple cadena y  doble cadena

Reacción de síntesis de cDNA
RNA total de células infectadas (~5 pg) 5,0 pl
Primer G en agua 20 ng/pl 10,0 pl
agua 20,0 pl
TOTAL 35,0 pl

3 min. a 100°C -» agua-hielo
0,1 M HOCH3Hg 3,0 pl

5 min. a temperatura ambiente
1,4 M (3ME 3,0 pl

5 min. a temperatura ambiente
RNAsin 40 U/pl 2,5 pl

5 min. a temperatura ambiente
5 X buffer transcripción reversa 19,3 pl
10 mM 4 dNTPs 9,6 pl
Agua 26,3 pl
AMV-RT 8 U/pl 5,0 pl
TOTAL 103,7 pl

80 min. a 42°C
1 extracción con fenol y precipitación con etanol

resuspensión en 20 pl de agua

Reacciones de ligación
Reactivos 1 2 3 4 5 6

Híbrido cDNA/RNA (-0,15 picomoles/pl) 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl
Primer NA (~ 12,2 picomoles/pl) 0,25 pl — — 0,25 pl — —

Dúplex NA/NB (~0,6 picomoles/pl) — 2,0 pl 2,0 pl — 2,0 pl 2,0 pl
agua 7,75 pl 6,0 pl 4,5 pl 6,75 pl 5,0 pl 3,5 pl
10 X buffer Mg 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
T4 DNA ligasa 100 U/pl (NEB) 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl 0,5 pl
Klenow 2,5 U/pl (BM) — — 0,5 pl — — 0,5 pl
10 mM 4 dNTPs — — 1,0 pl — — 1,0 pl
40 % PEG 8000 — — — 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
TOTAL 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl

Incubación a temperatura ambiente toda la noche

Reacciones de PCR para detectar productos de ligación de oligonucleótidos al híbrido cDNA/RNA 
(Figura Ap3.3)

Premix
10 X buffer PCR 25,0 pl
2 mM 4 dNTPs 25,0 pl
agua 98,2 pl
Taq polimerasa 2,5 U/pl 1,8 pl
TOTAL 150,0 pl

Perfil de ciclado
92°C 2 min. 1 ciclo
92°C 30 seg. 
54°C 1,5 min. 
72°C 1 min.

40 ciclos
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Reacciones de PCR
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

cDNA/RNA no lig. (~ 200 femtomoles) 3 3 -

cDNA/RNA no lig. (~ 20 femtomoles) -

cDNA/RNA no lig. (~ 2 femtomoles) -

Ligación 1 (exp. 2) (~ 200 femtomoles)
Ligación 1 (exp. 2) (~ 20 femtomoles) -

Ligación 1 (exp. 2) (~ 2 femtomoles)
Ligación 2 (exp. 2) (~ 200 femtomoles) -

Ligación 2 (exp. 2) (~ 20 femtomoles) -
Ligación 2 (exp. 2) (~ 2 femtomoles) -
Ligación 3 (exp. 2) (~ 200 femtomoles) -
Ligación 3 (exp. 2) (~ 20 femtomoles) -

Ligación 3 (exp. 2) (~ 2 femtomoles) 3 -

Ligación 4 (exp. 2) (~ 200 femtomoles) 3 -

Ligación 4 (exp. 2) (~ 20 femtomoles) 3
Ligación 4 (exp. 2) (~ 2 femtomoles) 3 -

Ligación 5 (exp. 2) (~ 200 femtomoles) 3 -

Ligación 5 (exp. 2) (~ 20 femtomoles) 3
Ligación 5 (exp. 2) (~ 2 femtomoles) 3

Ligación 6  (exp. 2) (~ 200 femtomoles) 3 -

Ligación 6 (exp. 2) ( ~  20 femtomoles) 3

Ligación 6 (exp. 2) ( ~  2 femtomoles) 3 -

Primers NB/G (10 pM de c/u) 1 - - - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Primers Arena/G ( 10 pM de c/u) - 1 1 1
Premix PCR 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
agua 3

TOTAL 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

1 2 3 4 M 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M 17 18 19 20 21 22 23

Figura Ap3.3. Amplificación de cDNAs ligados a oligonucleótidos. En todos los casos, las cantidades de molde en los 
distintos puntos de las diluciones seriadas corresponden a 200, 20 y 2 femtomoles totales de cDNA no ligado, 
respectivamente. Calle 1: control negativo de PCR con primers NB y G (molde: cDNA sin ligar). Calles 2 a 4: controles de 
existencia del cDNA, amplificaciones con primers Arena y G utilizando como moldes diluciones seriadas del cDNA (con 
una flecha negra se indica el fragmento de amplificación esperado: ~220 bp). Calles 5 a 7: PCRs con primers NB y G, 
amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el primer NA simple cadena. 
Calles 8  a 10: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido 
RNA-cDNA con el dúplex NA/NB. Calles l i a  13: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de 
la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB (enzimas: 14 DNA ligasa + Klenow). Calles 14 a 16: 
PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con 
el primer NA simple cadena, en presencia de 4% PEG 8000. Calles 17 a 19: PCRs con primers NB y G, amplificaciones 
sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB, en presencia de 4% PEG 
8000. Calles 20 a 22: PCRs con primers NB y G, amplificaciones sobre diluciones seriadas de la mezcla de ligación del 
híbrido RNA-cDNA con el dúplex NA/NB (enzimas: T4 DNA ligasa + Klenow), en presencia de 4% PEG 8000. Calle 23: 
control negativo de PCR (sin DNA). Con puntos negros se indica el fragmento de amplificación esperado: -256 bp. 
M: marcador de peso molecular, pUC9 digerido con Hae III: 80 bp, 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 434 bp + 
458 bp y 587 bp.
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Experimento 3
Síntesis de cDNA y  ligaciones a oligonucleótidos simple cadena y  doble cadena

R e a c c io n e s  d e  s ín te s is  d e  cD N A MC2 Candid #1
clon 52 clon 62 mezcla Viral # 12 # 17

RNA total de células infectadas o viral 5,0 pl 5,0 pl 5,0 pl 2,5 pl 2,5 pl 2,5 pl
P r im e r  G en agua 20 ng/pl 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl 5,0 pl 5,0 pl 5,0 pl
agua 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 10,0 pl 10,0 pl 10,0 pl
TOTAL 35,0 pl 35,0 pl 35,0 pl 17,5 pl 17,5 pl 17,5 pl

3 min. a 100°C -»  agua-hielo
0,1 M HOCH3Hg 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl 1,5 Hl 1,5 pl 1,5 pl

5 min. a temperatura ambiente
1,4M 0M E 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl 1,5 pl 1,5 pl 1,5 pl

5 min. a temperatura ambiente
RNAsin 40 U/pl 2,5 pl 2,5 pl 2,5 pl 1,25 pl 1,25 pl 1,25 pl

5 min. a temperatura ambiente
5 X buffer transcripción reversa 19,3 pl 19,3 pl 19,3 pl 9,6 pl 9,6 pl 9,6 pl
10 mM 4 dNTPs 9,6 pl 9,6 pl 9,6 pl 4,8 pl 4,8 pl 4,8 pl
Agua 26,3 pl 26,3 pl 26,3 pl 13,2 pl 13,2 pl 13,2 pl
AMV-RT 8 U/pl 5,0 pl 5,0 pl 5,0 pl 2,5 pl 2,5 pl 2,5 pl
TOTAL 103,7 pl 103,7 pl 103,7 pl 51,85 pl 51,85 pl 51,85 pl

90 min. a 42°C
1 extracción con fenol y precipitación con etanol

resuspensión en 20 pl de agua

R e a c c io n e s  d e  lig a c ió n
Reactivos 1 2 3 4 5 6

Híbrido cDNA/RNA MC2 mezcla (-0,15 picomoles/pl) 2,0 pl — — — — —

Híbrido cDNA/RNA MC2 clon 52 (-0,15 picomoles/pl) — 2,0 pl — — — —

Híbrido cDNA/RNA MC2 clon 62 (-0,15 picomoles/pl) — — 2,0 pl — — —

Híbrido cDNA/RNA CD1 Viral (-0,15 picomoles/pl) — — — 2,0 pl — —

Híbrido cDNA/RNA CD1 #12  (-0,15 picomoles/pl) — — — — 2,0 pl —

Híbrido cDNA/RNA CD1 #17  (-0,15 picomoles/pl) — — — — — 2,0 pl
Dúplex NA/NB (-0,6 picomoles/pl) 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl 3,0 pl
agua 11,0 pl 11,0 pl 11,0 pl 11,0 pl 11,0 pl 11,0 pl
10 X buffer Mg 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl 2,0 pl
T4 DNA ligasa 100 U/pl (NEB) 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
40 % PEG 8000 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl 1,0 pl
TOTAL 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl 20,0 pl

Incubación a 22°C 4 horas

Reacciones de PCR para detectar productos de ligación de oligonucleótidos al híbrido cDNA/RNA 
(Figura Ap3.4)

Premix
10 X buffer PCR 7,0 pl
2 mM 4 dNTPs 7,0 pl
agua 27,5 pl
Taq polimerasa 2,5 U/pl 0,5 pl
Primers NB/G (10 pM de c/u) 7,0 pl
TOTAL 49,0 pl

Perfil de ciclado
92°C 2 min. 1 ciclo
92°C 30 seg. 
54°C 1,5 min. 
72°C 1 min.

40 ciclos

72°C 5 min. 1 ciclo
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Reacciones de PCR
Reactivos 1 2 3 4 5 6 7

Híbrido cDNA/RNA (10 ng/pl en RNA) — — — — — — 3,0
Ligación 1 (experimento 3) dilución 1/10 3,0 _ — — — —

Ligación 2 (experimento 3) dilución 1/10 — 3,0 — — — — —
Ligación 3 (experimento 3) dilución 1/10 _ — 3,0 — — — —
Ligación 4 (experimento 3) dilución 1/10 _ — — 3,0 — — —

Ligación 5 (experimento 3) dilución 1/10 _ — — — 3,0 —

Ligación 6  (experimento 3) dilución 1/10 — — — — — 3,0 —

Premix PCR 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0
TOTAL 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

Figura Ap3.4. Amplificación de cDNAs ligados a oligonucleótidos. En todos los casos, los moldes utilizados 
corresponden a diluciones 1/10 de las mezclas de ligación respectivas. Calle 1: amplificación con primers NB y G de la 
mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA MC2 mezcla con el dúplex NA/NB. Calle 2: amplificación con primers NB 
y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA MC2 clon con el dúplex NA/NB. Calle 3: amplificación con 
primers NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA MC2 clon 62 con el dúplex NA/NB. Calle 4: 
amplificación con primers NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA CD1 viral con el dúplex NA/NB. 
Calle 5: amplificación con primers NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA CD1 # 12 con el dúplex 
NA/NB. Calle 6 : amplificación con primers NB y G de la mezcla de ligación del híbrido RNA-cDNA CD1 # 17 con el 
dúplex NA/NB. Calle 7: control negativo de PCR (sin DNA). Con una flecha negra se indica el fragmento de 
amplificación esperado: ~256 bp y con puntos negros en la calle 5 se muestran fragmentos adicionales obtenidos. 
M: marcador de peso molecular, pUC9 digerido con Mae III: 80 bp, 102 bp, 174 bp, 234 bp, 267 bp, 298 bp, 434 bp + 
458 bp y 587 bp. Nota: La calle 7 corresponde al mismo gel.
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Gráficos de LCC individuales de los RNAs S de arenavirus

nucleótido

Figura Ap4.1. Gráficos de complejidad local de composición (LCC) de los RNAs S de los arenavirus del Nuevo Mundo 
Junín-Candid #1, Junín-MC2, Oliveros, Pichindé, Sabiá y Tacaribe. El gráfico deriva del paquete de rutinas de cálculo y 
análisis múltiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos.
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Figura Ap4J. Gráficos de complejidad local de composición (LCC) de los RNAs S de los arenavirus del Viejo Mundo 
Lassa-Nigeria, Lassa-Josiah, LCM-Armstrong, LCM-WE y Mopeia. El gráfico deriva del paquete de rutinas de cálculo y 
análisis múltiple de LCC (Ghiringhelli, P.D., 2002, esta tesis), utilizando una ventana de 51 residuos.
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Parte I - Transformada discreta de Fourier
(C ornette et al. , 1987)

La búsqueda y hallazgo de periodicidad en una secu en cia  num érica que representa alguna propiedad  

de una secuencia  am inoacíd ica (o  n ucleotíd ica) constituye un dato peculiar en sí m ism o.

En particular, en el caso  de las secu en cias am inoacíd icas, la detección  de una repetición periódica de 

una propiedad determ inada (por ejem plo: h idrofob icidad) con  un período característico,

correlacionable con  la geom etría de la estructura secundaria local (3 ,6  para a  hélices y 2 ,4  para 

estructuras P), estaría indicando, adem ás, el carácter de anfipaticidad de la estructura.

Un m étodo estándar para detectar periodicidad en una secu en cia  finita de núm eros: /i0, h¡, h2,.....,h,.¡
= \hk es com parar la secu en cia  num érica incógnita con una secu en cia  control de periodicidad  

conocida, típ icam ente una secu en cia  arm ónica de frecuencia  co y período 2 /r  co :

{A eos (kco>) + B sen(foy)}7J0

Existen, al m enos, dos m étodos alternativos para com parar la secu en cia  incógnita con  la secu en cia  

control:

1) calcular la correlación entre ellas (asociada con  la transform ada discreta de Fourier)

2) calcular la sum a de los cuadrados de las d iferencias de entradas correspondientes (usada  

en el análisis de cuadrados m ín im os) (N o  d esa r ro lla d o  en  e s te  a p én d ice ).

T r a n s fo r m a d a  d i s c r e ta  d e  F o u r i e r

Para cualquier secu en cia  finita de núm eros \hk }¿J0 y frecuencia  angular tu (m edida en radianes), se  

definen A(co), B(ú) ) ,  P{ú)) y  F{co) m ediante:

Varios autores (M cL achlan & Stewart, 1976; Eisenberg et al., 1984) han exam inado P(co) (o  su raíz 

cuadrada: F(co\ llamada intensidad) para el valor de co =  d> que m axim iza P(co\ e interpretan a á) 

com o la frecuencia característica (dom inante) de {hk }^J0 y 271 Ico com o su período característico.
/-i

La razón principal es que c o s (£ ¿ y )+  B(co)sen(k(o) = hk siem pre es una buena aproxim ación
k=0

hacia la secuencia  arm ónica que tiene establecida una correlación (no  norm alizada) con  {hk }^J0 . Por 

lo tanto, la secuencia  original puede ser escrita com o una sum a sen os y co sen o s periód icos que tienen  
frecuencia co y período 2  7tiú) .
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Ejemplo*

Como ejemplos prácticos, podemos considerar las secuencias numéricas correspondientes a los valores 
de hidrofobicidad de dos segmentos de la proteína de la nucleocápside del virus Junín-MC2, predichos 
como a-hélices utilizando el programa PHDsec (Rost and Sander, 1993).

Si consideramos a la hidropatía como una función discreta, entonces / (x) = h|, h2, h3, ..... ,h)8, en el
caso de la Figura Ap5.1.A y / (x )  = h,, h2, h * ..... ,hj6 en el caso de la Figura Ap5.2.A.

Por otra parte, si tomamos intervalos Ax=l y suponemos que los senos y cosenos son constantes en 
cada intervalo, tomando sólo el valor central del intervalo (Figuras Ap5.1.B y Ap5.2.B), los 
coeficientes A(co) y B(cd) se pueden escribir como:

A<°  =  Í A >  c o s{xo })d x  =  c o s (¿<y) x 1 es la Ec. 1
*=0

F¡gm  Ap5.1. Perfil de hidropatía correspondiente a la secuencia mRVERMELASGLGNLKTKFiu de la proteína N 
del viras jnnin-MC2, predicha como a  hélice con el programa PHDsec. A. Representación tradicional del perfil de 
hidropatía B. Representación en forma de histograma.
El perfil de hitfropatía se calculó utilizando la tabla de hidrofobicidades PRIFT (Comette et a l., 1987).

«SEQARQKDQQVWEKFCHLCKH«, de la profetas
r . r r  .7 " ^  J-  M q ‘.>rwlkh* °  “ ■ el PHDwc. A . Representación tradicional del perfil dehukopatía. B. Representación en forma de histograma.
El perfil de hufcopotía se calculó utilizando la tabla PRIFT (Comette et a l . 1987).
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El análisis d iscreto de Fourier nos perm ite v isu alizar gráficam ente el á> dom inante (Figuras Ap5.3.A 
y Ap5.4.A) en cada caso  y  el período característico (2 ;r /¿ t f )  de las m ism as (Figuras Ap5.3.B y

Ap5.4.B).

Figura Ap5.3. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
figura Ap5.1.
A. Representación de F vs. O). Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a 158°. Además, existen 
otras amplitudes de cierta importancia a 112°, 88° y 60°.
B. Representación de F vs. 2  7Üj (ü  . El gráfico completo corresponde al total de períodos, mientras que el gráfico
insertado corresponde a una ampliación de períodos 0 a 15. En el mismo se observa que el período de mayor amplitud 
corresponde a un valor ~2,3. Si este valor se considera como cantidad de residuos, y teniendo en cuenta que la estructura 
secundaria predicha es una a  hélice, se puede afirmar que la distribución de residuos aminoacídicos polares y no polares 
es homogénea en toda la estructura.

Figura Ap5.4. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
figura Ap5.2.
A. Representación de F vs. td. Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a -100°.
B. Representación de F vs. 2-kIth. Se observa que el período de mayor amplitud corresponde a un valor -3,6. Si este valor 
se considera como cantidad de residuos, y considerando que la estructura secundaria predicha es una a hélice, se puede 
afirmar que los residuos aminoacídicos polares se encuentran agrupados en una cara de la hélice y los no polares en la 
otra. Por lo tanto, se puede considerar que esta hélice es antipática.

Los resultados obtenidos con este análisis  

obtienen con las representaciones gráficas 

Edm undson, 1967) o  helical net (D unnill, 1968). 

han sid o  desarrolladas só lo  para las a  hélices 10, 

el carácter de anfipaticidad en cualquiera de los 

tipo p.

cuantitativo son  equivalentes a los que se  

cualitativas del tipo helical wheel (S ch iffer  and 

Por otra parte, las representaciones cualitativas  

m ientras que el análisis de Fourier perm ite m edir 

tipos de a  h é lice  y, adem ás, en estructuras de

441



Apéndice 5

Parte II -  Indice de anfipaticidad
(Comette et al., 1987)

Con el objeto de establecer bases cuantitativas que permitan tipificar numéricamente la anfipaticidad 
de una estructura secundaria proteica, los autores han definido un índice de anfipaticidad (Al: 
amphipaíhic índex). Este índice es una medida directa de la relación existente entre el área del espectro 
de Fourier delimitado por frecuencias determinadas y el área total correspondiente al espectro 
completo.

Para las a  hélices utilizan el ¿rea comprendido entre las frecuencias (0 = 85” a <« = 110' (Ec. 5), y 
para las estructuras p utilizan el área comprendido entre las frecuencias a) = 160* a a) — 180 (Ec 6).

Ec. 5

Ec. 6

Para los ejemplos anteriores (ver Figuras Ap5.1 y Ap5.2), los datos cuantitativos de anfipaticidad 
son:

a  hélice (96-113) RVERMELASGLGNLKTKF Al = 1,50 (no antipática)

a  hélice (481-4%) QARQFDQQVWEKFGHL AI = 2,09 (anfipática)

Otros ejemplos

Para evaluar la capacidad de este índice para determinar anfipaticidad y, al mismo tiempo, estudiar la 
posibilidad de asociar rangos de valores de Al de las a  hélices con la estructura proteica completa 
(proteína globular, de superficie o de membrana) y su ubicación en la misma, se analizó un conjunto 
de a  hélices correspondientes a proteínas con estructura cristalográfica conocida.

En las Figuras Ap5.5, Ap5.6, Ap5.7 y Ap5.8 se pueden observar algunos ejemplos seleccionados.

En la Figura Ap5.5 se puede apreciar que el Al es excepcionalmente alto (4,02) y corresponde a una 
a  hélice externa, netamente anfipática, de una proteína globular de Bacillus íhermophilus.

En la Figura ApS.6 se puede apreciar que el Al es menor que 2 (1,38) y corresponde a una u hélice no 
antipática de la región del core de una proteína globular de Bacillus íhermophilus.

En la Figura Ap5.7 se puede apreciar que el AI es excepcionalmente alto (3,93) y corresponde a una 
a  hélice externa, netamente antipática, de una proteína superficial de Apis melífera.

En la Figura Ap5.8 se puede apreciar que el AI es excepcionalmente bajo (0,42) y corresponde a una 
a  hélice no antipática de la región transmembrana de una proteína integral humana.
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Figura Ap5.5. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
a  hélice 160ESGAINGAISDIFGTLVEFY179 de una proteína globular de B a c il lu s  th e r m o p h i lu s .
A. Representación de F  vs. ú ) . Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a -100°, y el índice de 
anfipaticidad correspondiente es de 4,02.
B. Representación de F  vs. ' I n j c o  . Se observa que el período de mayor amplitud corresponde a un valor ~3,6. Si 
este valor se considera como cantidad de residuos, y teniendo en cuenta que la estructura secundaria predicha es una 
a  hélice, se puede afirmar que los residuos aminoacídicos polares se encuentran agrupados en una cara de la hélice y 
los no polares en la otra. Por lo tanto, se puede considerar que esta hélice es anfipática.

Figura Ap5.6. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
a  hélice 235GIINKAAYLISQ246 de una proteína globular de B acillu s th erm oph ilu s.
A. Representación de F  vs. c o . Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a ~55°, y el índice de 
anfipaticidad correspondiente es de 1,38.
B. Representación de F  vs. 2 k  ü)  . Se observa que el período de mayor amplitud corresponde a un valor ~6,5. Si 
este valor se considera como cantidad de residuos, y teniendo en cuenta que la estructura secundaria predicha es una 
a  hélice, se puede afirmar que la distribución de residuos aminoacídicos polares y no polares es homogénea en toda 
la estructura.
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Figura A p 5.7. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
a  hélice 1G IG A IL K V L A T G L P T L IS W IK N K R K Q 2 6  de una proteína superficial de A p is  m e lí fe r a .
A. Representación de F  vs. a >. Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a -100°, y el índice de 
anfipaticidad correspondiente es de 3,93.
B. Representación de F  vs. 2  7 tf(ú  . Se observa que el período de mayor amplitud corresponde a un valor ~3,7. Si 
este valor se considera como cantidad de residuos, y teniendo en cuenta que la estructura secundaria predicha es una 
a  hélice, se puede afirmar que los residuos aminoacídicos polares se encuentran agrupados en una cara de la hélice y 
los no polares a i la otra. Por lo tanto, se puede considerar que esta hélice es antipática.

Figura A p 5.8. Análisis discreto de Fourier aplicado a la secuencia numérica de valores de hidrofobicidad de la 
a  hélice 11IS L I V L F V T V T I I A I A L I W L A 3 2  de una proteína de membrana humana (Succinato isomerasa).
A. Representación de F  vs. ú) . Se observa que la frecuencia de mayor amplitud corresponde a -159°, y el índice de 
anfipaticidad correspondiente es de 0,42.
B. Representación de F  vs. 2  7r/cü . Se observa que el período de mayor amplitud corresponde a un valor ~2,3. Si
este valor se considera como cantidad de residuos, y teniendo en cuenta que la estructura secundaria predicha es una
a  hélice, se puede afirmar que la distribución de residuos aminoacídicos polares y no polares es homogénea en toda 
la estructura.
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C o n s . JUN MGQFI SFMQEIPTFLQEALNIALVAVSLIAI IKGW NLYKS......................L . LAGRSC .

LAG MGQIVTFFQEVPHVIEEVMNIVLIALSVLAVLKGLYNFATCGLVGLVTFLLLCGRSCT
LAJ MGQIVTFFQEVPHVIEEVMNIVLIALSVLAVLKGLYNFATCGLVGLVTFLLLCGRSCT
LCA MGQIVTMFEALPHIIDEVINIVIIVLIVITGIKAVYNFATCGIFALISFLLLAGRSCG
LCE MGQIVTMFEALPHIIDEVINIVIIVLIIITSIKAVYNFATCGILALVSFLFLAGRSCG
MOP MGQIVT ̂ TTQE VPHILEEVMNI VIMTL SILAILKGIYNVMTCGIIGLITFLFLC GRS C S
CD1 MGQFISFMQEIPTFLQEALNIALVAVSLIAIIKGWNL YKS GLFQFFVFLALAGRS C T
MC2 MGQFI SFMQEIPTFLQEALNIALVAVSLIAI IKGWNLYKSG---------CSILDLAGRSCP
OLI MGQVIGFFQSLPNIINEALNIALICVALIAILKGIVNIWKSGLIQLFIFLILAGRSCS
PIC  MGQIVTLIQSIPEVLQEVFNVALIIVSVLCIVKGFVNI24RCGLFQLVTFLILSGRSCD
SAB MGQLFSFFEEVPNIIHEAINIALIAVSLIAALKGMINLWKSGLFQLIFFIiTLAGRSCS
TAC MGQFISFMQEIPIFLQEALNIALVAVSLICIVKGLVNLYRCGLFQmVFLVLAGRSCS

58

Figura Ap6.1. Alineamiento múltiple correspondiente al péptido señal del precursor de las glicoproteinas 
(GPC) de los arenavlrus. El alineamiento filé realizado con el programa Clustal X, utilizando los siguientes 
parámetros: gap opening^O, gap extension=0,1 en los pares, gap opening^O, gap extension=0,05 en el 
alineamiento múltiple y las tablas de cambios conservativos de la serie PAM en ambos casos. La línea individual 
en la parte superior es el consenso estricto entre las cepas MC2 y Candid #1 del virus Junín. Los puntos 
corresponden a las regiones con ausencia de consenso y/o gaps entre las cepas de Junín. Con letras de diferentes 
colores, se señala el grado de similitud de las distintas secuencias respecto del consenso de las cepas del virus 
Junín. En rojo los aminoácidos idénticos, en azul los cambios conservativos y en negro los diferentes. El hexapéptido 
con sombreado turquesa corresponde a una señal de miristoilación que podría estar en relación con el direccionamiento 
de GPC al retículo endoplásmico. LAG: Lassa-Nigeria; LAJ: Lassa-Josiah; LCA: LCM-Armstrong; LCE: LCM-WE; 
MOP: Mopeia; CD1: Junín-Candid #1; MC2: Junín-MC2; OLI: Oliveros; PIC: Pichindé; SAB: Sabiá; TAC: Tacaribe.
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Apéndice 7

Análisis de períodos dominantes en estructuras secundarias 
predichas de las proteínas GPC de arenavirus

Figura Ap7.1. Análisis de períodos dominentes en las a hélices predichas en el péptido señal de los arenavirus del Viejo Mundo. 
Como se puede observar, en todos los gráficos aparece un período dominante de 3,46. Esto explica el valor de Al superior a 2, ya que el 
área comprendido entre 85 y 110 se hace significativa versus el área total (ver Figura 13.7 y Apéndice 6). Sin embargo, también se 
observa la presencia de otros períodos de importancia. Probablemente, esto útimo está en relación con la longtud de la estructura 
(40 o 50 residuos) y su carácter predominantemente apolar (-50%  de aminoácidos hidrofóbicos y -30%  de aminoácidos ambivalentes), 
lo cual permite detectar repeticiones periódicas de diferente magnitud. En conclusión, para estructuras superiores a 15 o 20 residuos, el 
valor de Al que permle definir anfipaticidad deberla ser muy superior a 2.
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Apéndice 7

Figura Ap7.2. Análisis d© períodos domínenles en las a  hélices predichas en el péptido señal de los arenavirus del Nuevo Mundo. 
Como se puede observar, en todos los gráficos aparece un período dominante de ~3,5. Esto explica el valor de Al superior a 2, ya que el 
área comprendido entre 85 y 110 se hace significativa versus el área total (ver Figura 13.7 y Apéndice 6). Sin embargo, también se 
observa la presencia de otros periodos de importancia. Probablemente, esto úlimo está en relación con la longitud de la estructura 
(40 o 50 residuos) y su carácter predominantemente apolar (~50% de aminoácidos hidrofóbicos y ~30% de aminoácidos ambivalentes), 
lo cual permite detectar repeticiones periódicas de diferente magnitud. Como ejemplos particulares se pueden tomar en cuenta los valores 
de 8abiá t Tacarlbe, que son inferiores a 2, En Sabiá (A l-1,83), el periodo predomínente es ~3,5, pero existe un periodo de 3,0 de 
aproximadamente la misma magnitud. Mientras que en Tacarlbe (AI-1,55) el periodo dominante es 3,0 y existen, al menos, 3 periodos 
adicionales de mayor o igual magnitud que el de 3,46. En conclusión, para estructuras superiores a 15 o 20 residuos, el valor de Al que 
permite definir anflpaticidad deberla ser muy superior a 2.
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Apéndice 8

Predicciones estructurales en proteínas

Introducción
L uego de casi treinta años de intensos esfuerzos para encontrar la manera de predecir las 

estructuras proteicas, este problem a sig u e  sin resolverse. Sin em bargo, en la últim a década se han 

desarrollado nuevos m étodos para la predicción en 3D , 2 D  y 1D muy prom etedores. Los potenciales  

m edios de fuerza (mean-force-potentials) perm iten distinguir entre m od elos correctos e incorrectos 

(3D ). Los contactos inter-residuos (2 D ) pueden ser detectados m ediante análisis de correlación  

m utacional, aunque con poca confiabilidad . La estructura secundaria, accesib ilidad  al so lven te  y las 

h élices transmembrana ( I D )  pueden ser predichas con sign ificativa  certeza utilizando alineam ientos  

m últiples de secuencias.
La búsqueda y desarrollo de algoritm os de predicción  ha sid o  dirigida por el con cep to  de que 

la estructura 3D  de una proteína está determ inada por su secu en cia  am inoacíd ica  (A n fin sen , 1973). 

M ientras que hoy día se  co n o ce  que las chaperonas pueden jugar un rol im portante en el p legam iento  

proteico (Corrales & Fersht, 1996, Hartl et al., 1994), perm itiendo y /o  corrigiendo el p legam iento  para 

llegar a la forma de m ínim a energía. Por lo tanto, toda la inform ación necesaria para predecir la 

estructura nativa de una proteína está contenida en su secu en cia  am inoacíd ica  y en el am biente nativo  

en el cual está inm ersa (R ost & O ’D onoghue, 1997).

Predicciones de estructura secundaria (ID) utilizando alineamientos múltiples: análisis 
comparativo de las predicciones realizadas con el programa GOR y  con el servidor Jpred2

Las estructuras secundarias en las proteínas pueden ser predichas, usualm ente, con  m ás certeza  

y repetibilidad que m uchas otras características estructurales. M uchos de los m étodos desarrollados en  

los últim os años se  basan, principalm ente, en inform ación de tipo evo lu tivo . En el ca so  de m uchas 

proteínas, casi todos los residuos pueden ser reem plazados por otros sin  afectar la estructura (R ost et 
al., 1996b); sin em bargo, lo esperable es que una m utación sim ple  al azar derive en la 

desestab ilización  de una estructura particular m ás que en el m antenim iento de la m ism a. Por lo tanto, 

el patrón de intercam bio de am inoácidos observado en un alineam iento m últiple de una fam ilia  de 

proteínas es un indicador muy fuerte de una estructura particular. Estos patrones constituyen  un 

registro fósil de las p osib les m utaciones que preservan la estructura particular. La im portancia de la 

inform ación evolu tiva  fue detectada muy tem pranam ente (Zuckerkandl & Pauling, 1965), y ha sido  

utilizada en m uchos trabajos (M axfield  & Scheraga, 1979; Z veleb il et al., 1987; Benner, 1989; Benner 

& G erloff, 1990; Rost & Sander, 1993a,b,c; L ivingstone & Barton, 1994; Z im m erm ann, 1994; Barton, 

1995; Geourjon & D eléage, 1995; M ehta et al., 1995; Salam ov & S o lo v y ev , 1995; T u ck w ell et al., 
1995; D i Francesco et al., 1996; R iis & Krogh, 1996; R ost, 1996b).

D esde la perspectiva del usuario de un m étodo de predicción, es importante conocer cual es el 

grado de certeza de las predicciones realizadas con  cada uno de e llo s. Infortunadam ente, únicam ente  

en unos pocos casos la certeza de la predicción ha sid o  evaluada rigurosam ente con  grandes conjuntos  

de secu en cias (R ost & Sander, 1993a,b,c; Salam ov & S o lo v y ev , 1995; Di Francesco et al. , 1996; R iis 

& Krogh, 1996; Rost, 1996b); en estos casos el prom edio de certeza de las pred icciones en tres estados 

(a -h é lice , p-hoja plegada y loop) es superior al 70  %, con una d esv iación  estándar típica cercana al 

10% (una d esv iación  estándar sobre m ás de 5 0 0 -7 0 0  cadenas proteicas únicas; Rost, 1996a,b). Para 

algunos de los m étodos, los altos scores de la predicción han sido correlacionados con  la certeza de la 

m ism a (R ost & Sander, 1993a,b,c; D i Francesco et al., 1996; R ost, 1996b). En la práctica, esto  perm ite 

que el usuario enfoque su atención sobre regiones en las cuales la predicción tiene m ayor probabilidad
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de ser correcta (alrededor del 45 % de todos los residuos son predichos con niveles de certeza 
comparables con el modelado por homología (homology modelling, Rost, 1996b).

Los métodos de predicción de estructura secundaria que no usan información evolutiva, tales 
como el GOR IV (Garnier et al., 1996), tienen una certeza promedio del 60 %, y menos del 10 % de 
los residuos son predichos con la misma certeza que en la predicción derivada del modelado por 
homología. A manera de ejemplo, en la Figura Ap8.1 se muestran las diferencias en la predicción 
obtenidas con un método de generación de consenso (que usa información evolutiva) y el GOR IV 
(ver también Capítulo 13, Figura 13.2).

Por lo tanto, los métodos actuales son mucho más precisos que los anteriores. Una de las bases 
de este incremento en la precisión radica en el hecho de utilizar como punto de partida alineamientos 
múltiples; sin embargo, hay que tener sumo cuidado en cómo se hacen los alineamientos, ya que 
errores en los mismos generan una sensible disminución en la certeza de la predicción (Di Francesco 
et al., 1996; Rost, 1996b; Rost & Valencia, 1996).

De la misma manera, otras predicciones , tales como la accesibilidad al solvente y el análisis 
de hélices transmembrana, se han visto sensiblemente mejoradas por la incorporación de información 
evolutiva en los análisis (Benner, 1989; Benner & Gerloff, 1990; Jones et al., 1992, 1994, 1995; 
Persson & Argos, 1994, 1996; von Heijne, 1994, 1996; Benner et al., 1994; Esposito et al., 1994; 
Monge et al., 1994; Rost & Sander, 1994a,c; Russell & Barton, 1990, 1993, 1994; Wako & Blundell, 
1994; Comerte et al., 1995; Hansen et al., 1995, 1996; Mumenthaler & Braun, 1995; Nilges, 1991, 
1995; Neuwald et al., 1995; Rost, 1995a,b,c, 1996a,b,c; Cohén & Presnell, 1996; Efremov & 
Vergoten, 1996; Fariselli & Casadio, 1996; Galaktionov & Marshall, 1996; Hansen et al., 1996; 
Nielsen et al., 1996; Rost et al., 1996a,b; Thompson & Goldstein, 1996a,b).

En síntesis, uno de los servidores actualmente más utilizados para predecir estructuras 
secundarias es el JPred2 (Cufif & Barton, 1999). El primer paso es la generación de un alineamiento 
múltiple con baja redundancia, las secuencias redundantes en el alineamiento generan desviaciones 
importantes en los profiles que se utilizan para los métodos de predicción. A continuación, se efectúa 
la predicción con distintos algoritmos en forma individual y se construye un consenso general.

En principio, el JPred fue desarrollado como resultado de un estudio de certeza de diferentes 
métodos de predicción. Durante esta evaluación, se generaron dos subconjuntos independientes de 
proteínas no relacionadas, uno de ellos con 126 proteínas y el otro con 396 secuencias. En la Tabla 
Ap8.a se muestran los porcentajes de certeza obtenidos para cada subconjunto de proteínas.

Tabla Ap8.a. Certeza en la predicción de distintos métodos
Método Conjunto de 126 

proteínas
Conjunto de 396 

proteínas
PHD 73,5 % 71,9%
DSC 71,1 % 68,4 %
PREDATOR 70,3 % 68,6 %
NNSSP 72,7 % 71,4%
Mulpred 67,2 % 66,1 %
Zpred 66,7 % 64,8 %
Consenso (Jpred) 74,8 % 72,9 %

En conclusión, hasta el presente, la mejor opción para evaluar las posibles estructuras 
secundarias en una proteína es utilizar alguno de los algoritmos que incorporan información evolutiva 
y que generan un consenso entre diferentes programas de predicción.
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Apéndice 8

Modelado de estructuras proteicas (2D y 3D)

P r e d ic c io n e s  d e  e s t r u c tu r a s  p r o t e i c a s  a b  in i t io  a  p a r t i r  d e  la s  s e c u e n c ia s  a m in o a c id i c a s

En principio, conocida una secuencia aminoacídica debería ser posible predecir la estructura de 
la proteína a partir de principios fisicoquímicos, utilizando métodos tales como la dinámica molecular 
(Levitt & Warshel, 1975). En la práctica, sin embargo, estos esquemas de trabajo se ven frustrados por 
la complejidad de los cálculos, que requieren de excesivo tiempo (y espacio) de computación. Por lo 
tanto, los métodos más exitosos son aquellos basados en el conocimiento (k n o w le d g e - b a s e d )  que 
utilizan una combinación de teorías estadísticas y reglas empíricas.

Por ende, cualquier esquema de predicción de estructuras comienza con una búsqueda en las 
bases de datos para buscar proteínas homologas mediante procedimientos de alineamiento. Cuando la 
identidad de las secuencias es superior al 25%-30% (para segmentos mayores de 80 residuos), los 
alineamientos son normalmente muy confiables (Bryant & Altschul, 1995; Barton, 1996; Taylor, 
1996; Schneider e t  a i , 1997). Para secuencias menos similares, los alineamientos pueden fallar 
(Henikoff & Henikoff, 1993; Bordo e t  a l . , 1994; Vingron & Waterman, 1994).

El objetivo principal de un proceso de alineamiento es ubicar correctamente los segmentos de 
secuencia relacionados y evitar alinear los segmentos no relacionados. Las herramientas de 
alineamiento más avanzadas basan el proceso en p r o f l l e s  derivados de las bases de datos o de familias 
particulares de secuencias (Altschul & Gish, 1996; Barton, 1996; Deperieux & Feytmans, 1992; Feng 
& Doolittle, 1996; Gribskov & Veretnik, 1996; Henikoff & Henikoff, 1996a,b; Higgins e t  a l . ,  1996; 
Pearson, 1996; Thompson & Goldstein, 1996a; Vingron & Waterman, 1994). Una nueva generación 
de métodos de alineamiento se basan en las cadenas de Markov (H id d e n  M a r k o v  M o d e l s ; Hubbard & 
Park, 1995; Hughey & Krogh, 1996) y otros en algoritmos genéticos (Notredame & Higgins, 1996). 
Esto últimos dos métodos son mejores en la zona límite de los alineamientos de secuencia (usualmente 
entre 20 y 30% de identidad de secuencia; Doolittle, 1986) que los métodos basados en p r o f l l e s  

(Higgins e t  a l . ,  1996; Taylor, 1996; Thompson & Goldstein, 1996a).

M o d e la d o  p o r  h o m o lo g ía  ( H o m o lo g y  m o d e l l in g )

Predicción con certeza atómica para altos niveles de identidad de secuencia
La presunción básica del modelado por homología es que la proteína de estructura desconocida 

y la homologa (de estructura conocida) tiene prácticamente la misma estructura b a c k b o n e  en las 
regiones alineadas. La tarea es colocar correctamente las cadenas laterales sobre el b a c k b o n e .  Para 
niveles de alrededor del 70-90% de identidad de secuencias, los modelos resultantes tienen alta certeza 
(De Filippis e t  a i ,  1994; May & Blundell, 1994; Sali & Blundell, 1994; Johnson e t  a i ,  1996).

Predicción con certeza intermedia para bajos niveles de identidad de secuencia
Para identidades de secuencias por debajo del 30%, los plegamientos todavía pueden ser 

iguales (Sander & Schneider, 1991), pero el número de lo o p s  insertados crece y la divergencia entre la 
estructura desconocida y la conocida aumenta considerablemente (De Filippis e t  a i ,  1994; May & 
Blundell, 1994; Chinea e t  a l . , 1995; Mosimann e t  a i ,  1995; Moult e t  a i , 1995; Samudrala e t  a i ,  1995; 
Vinals e t  a i ,  1995). El modelado de las regiones de l o o p s  es un problema muy dificultoso (Cardozo e t  

a i ,  1995; Mosimann e t  a i ,  1995; Sali e t  a i ,  1995); aún los mejores métodos raramente alcanzan el 
nivel de certeza atómico y siempre han dado resultados completamente diferentes a la estructura 
correcta. Desde un punto de vista pesimista, en las predicciones 3D en estos niveles de identidad la
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certeza que se alcanza típicamente corresponde al nivel de un r ib b o n  p l o t ; por ejemplo, la posición y 
orientación de los elementos de estructura secundaria (a-hélices y p- s h e e t s )  puede ser identificada.

M o d e la d o  p o r  h o m o lo g ía  c o n  h o m ó lo g o s  r e m o to s  ( r e m ó te  h o m o l o g y  m o d e l l in g )

El modelado por homología con homólogos remotos (<25% de identidad de secuencia entre la 
estructura desconocida y la conocida) tiene que superar tres obstáculos principales:

(1) La homología remota entre las dos secuencias tiene que ser detectada
(2) Las dos secuencias deben estar correctamente alineadas
(3) El procedimiento de modelado debe estar dirigido específicamente a la dificultosa tarea de 

modelar con muy bajas identidades de secuencia.
En la década del 90 existió un gran optimismo de que el primer obstáculo, la detección de un 

plegamiento similar, podría ser resuelta mediante métodos de t h r e a d in g .  La idea básica es ubicar la 
secuencia de estructura desconocida en la estructura b a c k b o n e  3D de la estructura conocida, evaluando 
en cada paso la correlación, utilizando parámetros fisicoquímicos basados en el entorno 
( e n v i r o n m e n t .b a s e d ;  Bowie, e t  a l . ,  1990a,b, 1991, 1996; Eisenberg, e t  a l . ,  1991; Ouzounis, e t  a l . ,  

1993; Wilmanns & Eisenberg, 1995; Fischer & Eisenberg, 1996). Muchos de los métodos de 
th r e a d in g  usan las energías libres de Helmholtz (m e a n - f o r c e - p o t e n t i a l s ) derivados del PDB (Kocher e t  

a l . , 1994; Bryant & Altschul, 1995; Lemer e t  a l . ,  1995; Sippl, 1995; Wodak & Rooman, 1993). Un 
método alternativo, originalmente propuesto una década antes (Sheridan e t  a l . ,  1985), es realizar el 
apareamiento usando predicciones ID; diversos grupos han investigado este concepto (Rost, 1995a; 
Fischer & Eisenberg, 1996; Fischer e t  a l . , 1996b; Rost, 1995b, Rost e t  a l . ,  1996c; Russell e t  a l . ,  1996).

L a s  p r e d i c c i o n e s  3 D  m e d ia n te  t h r e a d i n g  a ú n  n o  s o n  c o n f ia b l e s

La detección del homólogo remoto es únicamente el primero de los tres obstáculos. Parece que 
el segundo obstáculo (un alineamiento correcto) es mucho más dificultoso e, infortunadamente, no 
tiene solución hasta el presente. Por lo tanto el paso final, construcción del modelo 3D, usualmente 
falla. Como resultado de esto, hay muy pocas publicaciones con predicciones 3D certeras por métodos 
de t h r e a d i n g  (Flóckner e t  a l . ,  1995, Lemer e t  a l . ,  1995, Sippl, 1995, Rost e t  a l . , 1996c, Hubbard & 
Park, 1995, Valencia e t  a l . ,  1995, Hubbard e t  a l . , 1996).

Conclusiones
Hasta el momento:

(1) La información evolutiva es utilizada exitosamente para predecir la estructura secundaria, la 
accesibilidad al solvente y las hélices transmembrana. Estas predicciones en ID son 
significativamente más certeras que hace algunos años atrás.

(2) Las bases de datos de estructuras proteicas pueden ser utilizadas para obtener información 
sobre las energías libres de Helmholtz { m e a n - fo r c e - p o te n t ia l s ) .  Estos parámetros son muy 
valiosos para la detección de homólogos remotos y para distinguir entre modelos alternativos 
(generados teóricamente o experimentales).

(3) El modelado por homología permite predecir la estructura 3D de alrededor del 10% de las 
proteínas expresadas.

(4) Algunas de las mejoras en las técnicas de reconocimiento de plegamiento (t h r e a d i n g ), y en 
las técnicas de alineamiento facilitan el modelado 3D de homólogos remotos para una 
fracción adicional considerable de las proteínas expresadas.
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Reglas de energía libre para el cálculo de plegamiento de RNA
(Freier e ta l, 1987; Turner et al, 1988)

Energías libres de stacking, a 37 °C
Organización de los datos:

Y

(X) A  C 6 U

5'  = >  3'
AX
AY

3'  < =  5'
(A)
(C)
(G)
(U) -0.7 -0.1 -0.7 -0.1

Y Y Y Y

(X) A C G U A C G U A C G U A C G U

5 1 — > 3 * 5 ' — > 3' 5 ' — > 3' 5 . — > 3'
AX AX AX AX
AY CY GY UY

3' <—  5' 3' <— 5' 3' <— 5' 3' <— 5'
(A) . -0.9
(C) . -2.1
(G) -1.7 -0.5
(U) * * -0.9 . -0.7

Y Y Y Y

(X) A C G u A C G U A  C G U A C G U

5 ' — > 3 ' 5 ' — > 3 • 5' — > 3 ' 5 ’ — > 3'
CX CX CX CX
AY CY GY UY

3' <—  5' 3' < — 5 1 3' < — 5' 3' <— 5'
(A) . . . -1.8 .

(C) . . . . -2.9
(G) . . . -2.0 . -1.5
<u> * * * -1.7 . -1.5

Y Y Y Y
(X) A C G u A C G U A C G U A C G U

5 ' — > 3 ' 5 ' — > 3 ’ 5 ' — > 3' 5' — > 3'
GX GX GX GX
AY CY GY UY

3' <—  5' 3' <— 5 ’ 3' <— 5' 3' <— 5 '
(A) -2.3 -0.5
(C) -3.4 -1.9
(G) -2.9 -1.3 -1.5 -0.5
(U) . -2.1 . -1.9 -0.7 . -0.5
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T T T T

( X ) A  C G U A  C G U A  C G U A  C G U

5 '  — > 3 * 5 '  - - > 3 ' 5 ’ - - > 3 ' 5 '  - - > 3 '

U X U X U X U X

A T C T G T U T

3 '  < — 5 ' 3 '  < — 5 ’ 3 '  < - - 5 ' 3 '  < — 5 '

( A ) , * - 1 . 1 . . . . - 0 . 7 •
( C ) . - 2 . 3 . . . - 1 . 3 • •
<G) - 1 . 8 . - 0 . 7 . . - 1 . 5 - 0 . 6 . •
< U ) - 0 . 9  . - 0 . 5 * - 0 . 5  . - 0 . 5

Energías libres de m is m a t c h  term inales y  s t a c k i n g ,  a 3 7  ° C

T T T T

( X ) A  C G U A  C G U A  C G U A  C G U

5 '  - - > 3 ' 5 '  - - > 3 ’ 5 '  — > 3 ’ 5 '  - - > 3 '

A X A X A X A X

A T C T G T U T

3 '  < — 5 ' 3 ’ < — 5 ' 3 '  < — 5 ' 3 '  < — 5 '

( A ) - 1 . 0 - 0 . 7 - 1 . 1 - 0 . 8  - 1 . 0 - 1 . 0

0H1

( C ) , - 1 . 1 , - 1 . 1 . - 1 . 6 - 0 . 7  - 0 . 7

01 - 0 . 7

( 6 ) - 1 . 9 - 1 . 5 - 1 . 0 . - 0 . 9 - 1 . 9 - 1 . 5 - 0 . 8  - 1 . 0 - 1 . 0 - 1 . 0

< U) - 0 . 8  . - 0 . 8 - 0 . 7  . - 0 . 7 * - 0 . 8  . i o 00 • - 0 . 8  - 0 . 8 - 0 . 8 - 0 . 8

T T T T

( X ) A  C G U A  C G U A  C G U A  C G U

5 ’ — > 3 * 5 '  — > 3 ' 5 '  — > 3 ' 5  ' — > 3 *
C X C X C X C X
A T C T G T U T

3  ' < — 5 ' 3 '  < — 5 ' 3 '  < — 5 ' 3 '  <  — 5 '
( A ) i o OD . - 0 . 6 - 1 . 9  - 2 . 0 - 1 . 9 - 1 . 9 - 0 . 6
( C ) . - 1 . 3 . - 0 . 6 - 1 . 0  - 1 . 1 - 1 . 0 - 0 . 8

0001

<G) - 2 . 0 - 1 . 4 - 1 . 1 . - 0 . 9 - 1 . 9  - 1 . 9 - 1 . 9 - 1 . 9 - 1 . 5 - 1 . 1
< U ) - 1 . 0  . - 1 . 0 * - 0 . 7  .

01 - 1 . 4  - 1 . 5 - 1 . 4 - 1 . 2 - 0 . 8  . 1 o 00

T T T T

( X ) A  C G U A  C G U A  C G U A  C G U

5 '  - - > 3 *

Aiitn 3 ' 5 '  - - > 3  ' 5 '  - - > 3  '
G X G X G X G X
A T C T G T U T

3 '  < — 5 ' 3 '  <  — 5 ' 3 . < _ _ 5 ' 3 '  <  — 5 '
( A ) . - 1 . 1 - 1 . 1  - 1 . 3 - 1 . 3 - 1 . 3 . - 1 . 2 - 0 . 8  - 1 . 0 - 1 . 0

0H1

( C ) . - 1 . 3 . - 1 . 1  - 0 . 6 - 0 . 6 - 0 . 5 - 1 . 4 - 0 . 7  - 0 . 7 - 0 . 7 - 0 . 7
( 6 ) - 1 . 9 . - 1 . 5 - 1 . 6  - 1 . 5 - 1 . 4 - 1 . 5 - 1 . 9 - 1 . 6 - 0 . 8  - 1 . 0 - 1 . 0 - 1 . 0
( ü ) - 1 . 0  . - 1 . 0 - 0 . 8  - 0 . 8 - 0 . 8 - 0 . 7

0H1 - 1 . 0 - 0 . 8  - 0 . 8 - 0 . 8 - 0 . 8

T T T T

( X ) A  C G U A  C G U A  C G U A  C G U

5 *  — > 3 ' 5  ' — > 3 ' 5 '  - - > 3 ' 5 '  - - > 3 '
U X U X U X U X
A T C T G T U T

3 *  < — 5 ' 3 '  < — 5 ' 3 '  < — 5 ' 3 . < — 5  '
(A) - 1 . 0  - 0 . 8 - 1 . 1 - 0 . 9 - 0 . 5 - 1 . 5  - 1 . 4 - 1 . 5 - 1 . 4 - 0 . 5
( C ) - 0 . 7  - 0 . 6 - 0 . 3 - 0 . 5 - 0 . 5 - 0 . 9  - 0 . 9 - 0 . 7 - 0 . 7 - 0 . 7
<G) - 1 . 1  - 0 . 9 - 1 . 2 - 0 . 9 - 0 . 8 - 0 . 7 - 1 . 5  - 1 . 4 - 1 . 6 - 1 . 4 - 1 . 2 - 0 . 9<u> - 0 . 3  - 0 . 6 - 0 . 3 - 0 . 5 - 0 . 7  . - 0 . 7 - 0 . 9  - 1 . 1 - 0 . 9 - 0 . 9 - 0 . 8  . - 0 . 8
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X

Ebo ^ i s  Ubres de s in g le  b a se  sta c k im g , »  37 °C

X X X

A C O U A C O U A C O U A C O U

5 '  — > 3* 
AX 
A

3 '  <—  5*

5 '  — > 3 '  5  • — > 3* 5 '  — > 3 '
AX AX AX
c  O o

3* <—  5 '  3 '  <—  5 * 3* <—  5 *
- 0 . 8  - 0 . 5  - 0 . 8  - 0 . 6

X X X X

A C O U A C O U A C O U A C O U

5* --> 3* 
CX 
A

3 • <-- 5 '

5 '  — > 3  • 5 '  — > 3* 5* — > 3 ’ 
CX CX CX 
C O U 

3 '  <-- 5 '  3 '  <-- 5 '  3* <-- 5 ’ 
- 1 . 7  - 0 . 8  - 1 . 7  - 1 . 2  .

X X X X

A C O U A C O U A C O U A C O U

5* --> 3 '  
a x
A

3 '  <-- 3 '

5 '  --> 3 ’ 5* --> 3 '  5* --> 3 ’ 
a x  o x  a x  
c  o  u

3 '  <-- 5* 3* <-- 5 ’ 3 ’ <-- 3 ’
- 1 . 1  - 0 . 4  - 1 . 3  - 0 . 6  . - 0 . 8  - 0 . 5  - 0 . 8  - 0 . 6

X x x x

A C O U A C O U A C O U A C O U

5* --> 3-  
UX 
A

3* <-- 5'  
- 0 . 7  - 0 . 1  - 0 .

5’ - - >  3* 5 ' - - >  3* 5’ - - >  3 1 
u x  u x  UX 
C O u  

3 '  < - -  5 '  3 ’ < - -  3 ’ 3 ’ < - -  5* 
7 - 0 . 1  . - 1 . 2  - 0 . 5  - 1 . 2  - 0 . 7  .

X x x x

A C O U A C G U A C G U A C O U

5* --> 3 ' 
A 
AX

3 '  <-- 5'

5 '  --> 3* 5 ’ --> 3 ' 3 * --> 3'
A A A 
CX GX UX

3 ' <-- 5 * 3-  <-- 5 '  3-  <-- 5-
- 0 . 3  - 0 . 1  - 0 . 2  - 0 . 2

X x x x

A C O U A C G U A C G U A C O U

5 * - - >  3•  
C
AX

3* < - -  5*

5 '  — > 3* 5 '  — > 3* 3 ’ — > 3*
c  C c  
e x  a x  u x

3* < - -  3* 3 ’ < - -  3 ’ 3 ’ < - -  3 ’
- 0 . 2  - 0 . 3  0 . 0  0 . 0  .

X X X X

A C O U A C O U A C O U A C O U

5* - - >  3* 
O
AX

3* < - -  5 '

5 '  - ~ >  3•  5* - - >  3•  5* — >  3*
O O G
e x  a x  a x

3* < —  5 '  3 ’ < —  5* 3* < —  5*
- 0 . 5  - 0 . 2  - 0 . 2  - 0 . 1  . . . .  - 0 . 2  - 0 . 2  - 0 . 2  - 0 . 2
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X X X *

A  C 6 U

i
> 

i i i i i
O 

i i i i i
di 

1 1 1

U A C G U A C G U

5' — > 3* Ul 1 1 V u> 5' — > 3* 5' — > 3'
U u U U
AX ex GX UX

3' <—  5' 3' <—  5 ’ 3' <— 5* 3' <-- 5'

i 0 U) 1 0 u> 1 0 1 o .2 . -0.2 -0.2 -0.2 -0.2 .

Energías libres de loops, a 37 °C (se interpola cuando se necesita)

TAMAÑO INTERNAL BULGE HAIRPIN

1 3.9
2 4.1 3.1 .
3 4.5 3.5 4.5
4 4.9 4.2 5.5
5 5.3 4.8 4.9
6 5.7 5.0 5.1
7 5.9 5.2 5.2
8 6.0 5.3 5.5
9 6.1 5.4 5.8

10 6.3 5.5 5.9
11 6.4 5.7 6.0
12 6.4 5.7 6.1
13 6.5 5.8 6.2
14 6.6 5.9 6.3
15 6.7 6.0 6.4
16 6.8 6.1 6.4
17 6.8 6.1 6.5
18 6.9 6.2 6.5
19 6.9 6.2 6.6
20 7.0 6.3 6.7
21 7.1 6.3 6.7
22 7.1 6.4 6.8
23 7.1 6.4 6.8
24 7.2 6.5 6.9
25 7.2 6.5 6.9
26 7.3 6.5 6.9
27 7.3 6.6 7.0
28 7.4 6.7 7.0
29 7.4 6.7 7.1
30 7.4 6.7 7.1

Energías libres de tetra-loops ultraestables, a 37 °C

Sec. Energía

GAAA -2.0
GCAA 0CM1

GAGA -2.0
GUGA -2.0
GGAA -2.0
UUCG -2.0
UACG -2.0
GCGA -2.0

Miscelánea de energías libres, a 37 °C

Energías libres por tamaño del loop
mise, loop f u n c t i o n s
> internal, b u l g e  or h a i r p i n  loops > 30: dS(T) 

a s y m m e t r i c  internal loops: the n i n i o  eejua tion
> the m á x i m u m  c o r r e c t i o n
> the f (m) a r r a y  

m u l t í b r a n c h e d  loops
> o f f s e t , free b a s e  p e n a l t y ,  h e l i x  p e n a l t y

dS(30)+param*ln(n/30) 1.079
3.0

0.4 0.3 0.2 0.1
4.6 0.4 0.1
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Esperanza probabilística de oligonucleótidos en 
los RNA S de arenavirus y genomas de mamíferos

Los virus con genomas de RNA lineal y cuya replicación y/o transcripción es realizada por RNA 
polimerasas RNA dependientes codificadas por el genoma viral, se caracterizan por presentar alta 
variabilidad, especialmente en los extremos.

Teniendo en cuenta que las RNA polimerasas RNA dependientes virales, usualmente, requieren de 
un primer para iniciar la síntesis, la mayor parte de los autores se remiten a realizar experimentos in 
vitro con oligonucleótidos sintéticos y/o mRNAs (o RNAs) definidos para comprobar la capacidad de 
las RNA polimerasas virales de utilizarlos comoprimers.

Sin embargo, los resultados obtenidos con estos experimentos constituyen una ligera aproximación 
a la verdad. Es de valor muy relativo la extrapolación de la información obtenida mediante ensayos in 
vitro a los mecanismos in vivo. Esto es especialmente cierto cuando, en los ensayos in vitro, la oferta 
de primers es definida por el usuario; mientras que in vivo la oferta de primers es definida por el 
sistema celular en el cual se replica y/o transcribe el genoma viral. En particular, es de especial 
importancia la organización informativa del genoma de la célula huésped y la dimensión del mismo.

Dado que la disponibilidad de información acerca de genomas completos de mamíferos es 
inexistente, las únicas herramientas disponibles para intentar evaluar modelos alternativos (utilizados 
in vivo) son las del cálculo probabilístico.

Desde este punto de vista, se deben tener en cuenta tres premisas:

♦ La probabilidad de existencia de un oligonucleótido determinado depende de su longitud y de 
la frecuencia de cada uno de los residuos que lo componen.

♦ La esperanza probabilística (número de veces que es probable encontrarlo) de encontrar un 
oligonucleótido determinado en un genoma de longitud determinada, depende de la 
probabilidad de existencia del oligonucleótido particular y del tamaño del genoma en 
cuestión.

♦ La probabilidad de encontrar un oligonucleótido determinado un número finito de veces 
depende de las dos premisas anteriores.

En función de lo anterior, y tomando como ejemplo el RNA S genómico de los arenavirus y sus 
extremos 5’, se puede calcular la esperanza probabilística de encontrar los extremos 5’ de los RNAs S 
descriptos para las cepas del virus Junín y para el resto de los arenavirus, tanto en los genomas de 
arenavirus y como en los genomas de mamíferos.

Para ello, debemos tener en cuenta que la longitud promedio de un RNA S es de 3413 nt. y las 
frecuencias promedio de los distintos nucleótidos en los RNA S de los arenavirus es:

A: 0,26 G: 0,22
C: 0,23 U: 0,29

Extremo 5’ del RNA S genómico descripto para la cepa MC2 del virus Junín

Secuencia: 5’ UGCAGUAAGGGG 3’

La probabilidad de encontrar un oligonucleótido de 12 residuos con esa composición en base a las 
frecuencias promedio de cada residuo en los arenavirus es:

(0,26)3*(0,23)*(0,22)6*(0,29)2 = 3,9 x 10'8
por lo tanto 1 en 25,6 millones (1/3,9 x 10'8) de combinaciones va a tener esa secuencia

La frecuencia con que se puede esperar encontrar un oligonucleótido con esa composición en el 
genoma de los arenavirus es:

3,9 x 10 8 * 3413 = 1,33 x 10a  lo cual es equivalente a 1 vez cada 7513 genomas
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Asumiendo que las frecuencias de las distintas bases sean las mismas, la expectativa promedio de 
encontrar un oligonucleótido con esa composición en un genoma de ~10 bp es:

3,9 x 10-8 * 109 = 39 veces y, si consideramos las 2 cadenas, es: (3,9 x 10'8 * 109) * 2 = 78 veces 

Y las probabilidades de encontrarlo un número finito de veces son:

N° de veces Probabilidad
2 8,8 x 10‘15

28 1,3 x 10‘2
36 5,9 x 10'2
39 6,4 x 10'2

100 1,6x10’16
370 3,4 x 10‘220

Fundamentos matemáticos

Siendo: N = longitud del genoma
p = longitud del fragmento
p = probabilidad de tener el fragmento en una posición dada
q = í-p
X (ó k) = número de veces que aparece el fragmento de longitud p en el genoma 

de longitud N
N-p+1 = número de posiciones potenciales

Entonces X sigue una distribución binomial: X~ Bi(N-p+l;p)

p (X  = k) = ( N - f i  + 1) 
( N - f i  + \)txk\

x p k

— í\\ —p (X  = 0) = q

SI
p ( X > \ )  = \ - p ( x  = G) = \ - q N->‘*' = l - ( l - p ) A'-"+l * N - p  + \ x p * N x p

Taylor de 1er orden
F(x) = término de orden 0 + término de orden 1 + resto 
El máximo error posible se determina acotando el resto

( N x p ) 2
Máximo error cometido «

2

Sí p = 3 ,9 x 1 0'8

N Límite máximo al error cometido por usar N x p
3400 ~108 (la aproximación sirve)

109 760 (la aproximación no sirve)
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Utilizando la fórmula de Stirling

Una alternativa más sencilla para calcular la probabilidad de existencia del número X de sitios en 
genomas muy grandes es:

Siendo: N = longitud del genoma
p = probabilidad de tener el fragmento en una posición dada
N x p = cantidad promedio de posiciones que se espera tengan la secuencia del fragmento 

Y, asumiendo que esos sitios se distribuyen aleatoriamente a lo largo de la secuencia

X  « p (N  x p )  => p(x ~ k )
(N X  p ) k X  e~N*p

k\

En el caso de:
N =  109 
^  12 
p=3,9 x 10-8 
k=2

p(x = 2)
[l09 x (3,9x 10-8)]2 x ') 

2
8,78x10 -15
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Entonces, la distribución de probabilidades para distintos núm eros finitos de veces, en un genom a de  
109 residuos, es:

Extremo 5’ del RNA S genómico descripto para el resto de los arenavirus
Secuencia: 5 ’ CG CA CC G G G G  3 ’

La probabilidad de encontrar un o ligonu cleótido  de 12 residuos con esa com p osición  en base a las 
frecuencias prom edio de cada residuo en los arenavirus es:

(0 ,2 6 )* (0 ,2 3 )4*(0 ,2 2 )5 = 3 ,7  x 10 7
por lo tanto 1 en 2 ,7  m illones (1 /3 ,7  x 10'7) de com binaciones va a tener esa secuencia

La frecuencia con que se puede esperar encontrar un o ligonu cleótido  con esa com p osición  en el 
genom a de los arenavirus es:

3 .7  x 10 ‘7 * 3413 = 1,26 x 10'3 lo cual es equivalente a 1 vez cada 792  genom as

A sum iendo que las frecuencias de las distintas bases sean las m ism as, la expectativa prom edio de 
encontrar un oligonu cleótido  con esa com p osición  en un genom a de ~ 1 0 9 bp es:

3.7 x 10'7 * 109 = 370  veces y, considerando las 2 cadenas, es: (3 ,7  x 10'7 * 109) * 2 = 740  veces

Y las probabilidades de encontrarlo un núm ero finito de veces son:

N ° de veces Probabilidad

2 1,4 x I0 '156

28 5,4 x 1 0 119

36 1,6 x 10'"°

39 1,2 x 1 0 128

100 1,4 x 10^2

370 2,1 x 10'2
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Entonces, la distribución de probabilidades para distintos núm eros fin itos de v eces , en un genom a de 
109 residuos, es:

Secuencia artificial (concatenación extremo 5’ consenso de los arenavirus + extremo 5’ de las 
cepas del virus Junín)

Secuencia: 5 ’ C G C A C C G G C U G C A G U A A G  3 ’

La probabilidad de encontrar un o ligon u cleó tid o  de 18 residuos con  esa  co m p osic ión  en base a las 
frecuencias prom edio de cada residuo en los arenavirus es:

(0 ,2 6 )4* (0 ,2 3 )6*(0 ,2 2 )6* (0 ,2 9 )2 =  6 ,5  x  10'12

por lo tanto 1 en 1,6 x  10' 1 (1 /6 ,5  x  10 '12) de com b in acion es va a tener esa  secu en cia

La frecuencia con que se puede esperar encontrar un o lig o n u cleó tid o  con  esa  co m p o sic ió n  en el 
genom a de los arenavirus es:

6 .5  x 1 0 12 * 3413 =  2 ,22  x  lC 8 lo cual es equivalente a 1 vez  cada 4 ,5  x 107 genom as

A sum iendo que las frecuencias de las distintas bases sean las m ism as, la expectativa  prom edio de 
encontrar un o ligon u cleó tid o  con  esa  com p osic ión  en un genom a de ~ 1 0 9 bp es:

6 .5  x  10'12 * 109 =  6 ,5  x 10'3 v eces y, considerando las 2 cadenas, es:
(6 ,5  x  10'12 * 109) * 2 =  1,3 x  10'2 veces

Y las probabilidades de encontrarlo un núm ero fin ito  de v eces  son:

N ° de v eces Probabilidad

1 6 ,5  x  I0'3

2 2,1 x  10‘5

5 9 ,2  x  1 0 14

10 3 ,4  x  10‘29

40 2 ,9  x  1 0 136
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Entonces, la distribución de probabilidades para distintos números finitos de veces, en un genoma de 
109 residuos, es:

Secuencia artificial (concatenación extremo 3’ consenso de los arenavirus + extremo 3’ de las 
cepas del virus Junín)
Secuencia: 5’ CGCACAGUGGCGCACAGUGG 3’

La probabilidad de encontrar un oligonucleótido de 20 residuos con esa composición en base a las 
frecuencias promedio de cada residuo en los arenavirus es:

(0,26)4*(0,23)6*(0,22)8*(0,29)2 = 3,1 x 10'13
por lo tanto 1 en 3,2 x 10'12 (1/3,1 x 10'13) de combinaciones va a tener esa secuencia

La frecuencia con que se puede esperar encontrar un oligonucleótido con esa composición en el 
genoma de los arenavirus es:

3.1 x 10'13 * 3413 = 1,05 x 10‘9 lo cual es equivalente a 1 vez cada 9,5 x 108 genomas

Asumiendo que las frecuencias de las distintas bases sean las mismas, la expectativa promedio de 
encontrar un oligonucleótido con esa composición en un genoma de ~109 bp es:

3.1 x 1013 * 109 = 3,1 x 10" veces y, considerando las 2 cadenas, es:
(3,1 x 1013 * 109) * 2 = 6,2 x 10" veces

Y las probabilidades de encontrarlo un número finito de veces son:

N° de veces Probabilidad
1 9,6 x 10 ®
2 4,8 x 10‘8
5 8,0 x 10'10

10 2,6 x 1014
40 1,2 x 10'55
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Repeticiones de secuencias de la región intergénica del RNA S de la 
cepa Candid #1 del virus Junín y los rRNAs 18S y 28S humanos

Las repeticiones m ostradas derivan de una búsqueda de h om olog ías con  el programa B12seq, 
utilizando una longitud de palabra de 7 residuos y la m áxim a estrictez.

En todas las tablas se  indican las posicion es nucleotíd icas de las repeticiones, respectivas a cada  
secuencia , la identidad y la probabilidad de encontrar esa  repetición por azar en el rR N A  
correspondiente, al m enos 1 v ez  ( P l )  o  5 v eces  (P 5).

Tabla A pi 1.a. CD1 RNA S (v) vs 18S rRNA Humano

CD1 RNA S (v) (3413 nt.) 18 S rRNA Humano (1871 nt.) Identidad Probabilidad
Pl P5

1493 u gugguaa 1500 152 u gu gguaa  159 100,0% 2,3x10‘2 4,9x10“
1516 g a a a c c a a  1523 1142 g a a a c c a a  1149 100,0% 2,0x10'2 2,9x10“
1517 a a a c c a a c  1524 230 a a a c c a a c  237 100,0% 1,9x10'2 2,0x10“
1498 u aag u a c  1504 59 u a a g u a c  65 100,0% 7,0x10'2 1,9x1o*8
1534 u aga g g a  1540 1814 u a g a g g a  1820 100,0% 9,6x10'2 1,0x10'7
1563 c c a c c a g  1569 1215 c c a c c a g  1221 100,0% 0,12 3,8x1 O*7
1571 c c g g g c a  1577 1127 c c g g g c a  1133 100,0% 0,16 2 , 1x 1o*6
1595 g c c c c c c  1601 320 g c c c c c c  326 100,0% 0,17 2,8x1o*6
1615 g c c g c g g  1621 620 g c c g c g g  626 100,0% 0,20 7,7x1o*6
1625 g g g g a g g  1631 504 g g g g a g g  510 100,0% 0,19 5,7x1o*6
1639 u aca g u g  1645 76 u a ca g u g  82 100,0% 9,0x10'2 7,4x10**

Tabla A p ll.b . CD1 RNA S (ve) vs 18S rRNA Humano

CD1 RNA S (ve) (3413 nt.) 18 S rRNA Humano (1871 nt.) Identidad Proba nlidad
Pl P5

1755 g a a g g c a g c  1763 467 g a a g g c a g c  475 100,0% 1,0x10*2 9,4x1 O*13
1889 uguugguuu 1897 890 uguugguuu 898 100,0% 5,1x103 3,1x10 14
1915 u a c c a c a u c  1923 454 u a c c a c a u c  462 100,0% 5, lxl O'3 2,9x 10'14
1829 c c g g g c a g  1836 1127 c c g g g c a g  1134 100,0% 5,4x10*2 4,9x10*9
1803 g c c g c g g  1809 620 g c c g c g g  626 100,0% 0,20 7,7x1o*6
1813 g g g g g g c  1819 265 g g g g g g c  271 100,0% 0,22 1,5x10*5
1866 ucuuagu  1872 1340 ucuuagu  1346 100,0 % 7,0x10*2 1,9x1o*8
1870 a g u g u cc  1876 776 a g u g u cc  782 100,0% 0,11 2,0x1 O*7
1878 c u a c g c c  1884 1559  c u a c g c c  1565 100,0% 0,12 3,8xl0'7
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Tabla A p ll.c . CD1 RNA S (v) vs 28S rRNA Humano

CD1 RNA S (v) (3413 nt.) 28 S rRNA Humano (5035 nt.) Identidad Probabilidad
P1 P5

1603 g u c c g c g g c c  1612 3998 g u c c g c g g c c  4007 100,0% 4,7x10'2 2,4x10'9
1600 c c a g u c c g c  1608 1428 c c a g u c c g c  1436 100,0 % 5,7x10'2 6,8x10'9
1513 a a a g a a a c  1520 60 a a a g a a a c  67 100,0% 9,9x10"3 8,4x10 13
1560 u c c c c a c c  1567 3020 u c c c c a c c  3027 100,0% 0,13 6,6x10 7
1566 c c a g c c c g  1573 213 c c a g c c c g  220 100,0% 0,27 6,3x10'5
1583 cg g g cu g g  1590 2896  cg g g cu g g  2903 100,0% 0,30 1,5x10"*
1595 g c c c c c c a  1602 3310 g c c c c c c a  3317 100,0% 0,26 1,2x10’5
1601 c a g u c c g c  1608 442 c a g u c c g c  449 100,0% 0,15 1,5x1o-6
1614 g g c c g c g g  1621 3498 g g c c g c g g  3505 100,0% 0,37 4,4x10-3

3536  g g c c g c g g  3543 100,0 % 0,37 4,4x10-3
1615 g c c g c g g a  1622 4706 g c c g c g g a  4713 100,0% 0,30 1,4x10"*
1616 c c g c g g a c  1623 2244 c c g c g g a c  2251 100,0% 0,29 9,4x10-5
1617 cg cg g a c u  1624 3213  cg c g g a c u  3220 100,0% 0,17 2,3x1o-6
1618 g cg g a cu g  1625 1158 g cg g a cu g  1165 100,0% 0,18 3,5x1o-6
1621 g a cu g g g g  1628 4161 g a cu g g g g  4168 100,0 % 0,19 5,3x1o-6
1656 cu u cggga  1663 2859  cu u cggga  2866 100,0% 8,4x10'2 5,0x1o-8
1658 u cg g g a g g  1665 814 u cg g g a g g  821 100,0% 0,19 5,3x1o-6
1494 gugguaa 1500 303 gugguaa 309 100,0% 0,12 3,3x10-7
1495 ugguaag  1501 1850 u ggu aag  1856 100,0% 0,12 3,3x10-7
1499 a a g u a cc  1505 353 a a g u a cc  359 100,0% 0,11 1,9x10-7
1515 a g a a a c c  1521 4223 a g a a a c c  4229 100,0% 0,11 2,7x10-7
1516 g a a a c c a  1522 3838 g a a a c c a  3844 100,0% 0,11 2,7x10-7
1529 u ggcgu a  1535 149 u ggcgu a  155 100,0% 0,20 7,1 x 10-7
1536 g a g g a ca  1542 4217 g a g g a ca  4223 100,0 % 0,23 2,0x10-5
1551 u ccu g a g  1557 2431 u ccu g a g  2437 100,0% 0,20 7,1x1o-6
1558 g g u c c c c  1564 3168 g g u c c c c  3174 100,0% 0,36 5,5x10-3

3509 g g u c c c c  3515 100,0% 0,36 5,5x10-3
4737 g g u c c c c  4743 100,0% 0,36 5,5xlO-3

1559 g u c c c c a  1565 1165 g u c c c c a  1171 100,0% 0,31 1,8x10"*
1561 c c c c a c c  1567 3313 c c c c a c c  3319 100,0% 0,37 3,6x10-3

3319 c c c c a c c  3325 100,0% 0,37 3,6x10-3
2993  c c c c a c c  2999 100,0% 0,37 3,6x10-3

1568 a g c c c g g  1574 1792 a g c c c g g  1798 100,0% 0,35 9,7x10-3
3289  a g c c c g g  3295 100,0% 0,35 9,7x10-3

1569 g c c c g g g  1575 3986 g c c c g g g  3992 100,0% 0,15 0,10
2309  g c c c g g g  2315 100,0% 0,15 0,10
254 g c c c g g g  260 100,0% 0,15 0,10
1200 g c c c g g g  1206 100,0% 0,15 0,10
2961  g c c c g g g  2967 100,0% 0,15 0,10

1570 c c c g g g c  1576 1178 c c c g g g c  1184 100,0% 0,17 8,6x10-2
1580 g c c c g g g  1586 1200 g c c c g g g  1206 100,0% 0,15 0,10

254 g c c c g g g  260 100,0% 0,15 0,10
2309  g c c c g g g  2315 100,0% 0,15 0,10
2961 g c c c g g g  2967 100,0% 0,15 0,10
3986 g c c c g g g  3992 100,0% 0,15 0,10

1581 c c c g g g c  1587 1178 c c c g g g c  1184 100,0% 0,17 8,6x102
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1584 g g g cu g g  1590 2915  g g g cu g g  2921 100,0% 0,33 1,4x10'2

2883  g g g cu g g  2889 100,0 % 0,33 1,4x10'2
1588 uggugug 1594 2124  uggu gug 2130 100,0% 0,21 1,2x10'5
1589 ggugugg  1595 2163  ggu gu gg  2169 100,0% 0,34 6,3x10"*
1594 g g c c c c c  1600 3952 g g c c c c c  3958 100,0% 0,20 7,0x10 2
1595 g c c c c c c  1601 3440  g c c c c c c  3446 100,0% 0,23 5,6x10 2

2950  g c c c c c c  2956 100,0 % 0,23 5,6x10'2
509 g c c c c c c  515 100,0% 0,23 5,6x10'2
3962 g c c c c c c  3968 100,0 % 0,23 5,6x10 2
905 g c c c c c c  911 100,0% 0,23 5,6x10'2
4766  g c c c c c c  4772 100,0% 0,23 5,6x10‘2
791 g c c c c c c  797 100,0% 0,23 5,6x10‘2
2182  g c c c c c c  2188 100,0 % 0,23 5,6x10 2

1596 c c c c c c a  1602 2953  c c c c c c a  2959 100,0% 0,37 3,6x10'3
2188  c c c c c c a  2194 100,0% 0,37 3,6x10’3

1598 c c c c a g u  1604 1167 c c c c a g u  1173 100,0% 0,31 1,8x10"*
1603 g u c c g c g  1609 435 g u c c g c g  441 100,0% 0,36 7,6x10'3
1605 c c g c g g c  1611 3646  c c g c g g c  3652 100,0% 0,17 8,6x10'2

684 c c g c g g c  690 100,0% 0,17 8,6x10 2
2 929  c c g c g g c  2935 100,0 % 0,17 8,6x10 2

1606 c g c g g c c  1612 3272 c g c g g c c  3278 100,0% 0,17 8,6x10’2
2978  c g c g g c c  2984 100,0% 0,17 8,6x10 2
4865  c g c g g c c  4871 100,0% 0,17 8,6x10'2

1614 g g c c g c g  1620 3131  g g c c g c g  3137 100,0% 0,15 0,10
1615 g c c g c g g  1621 4787 g c c g c g g  4793 100,0% 0,15 0,10

2928  g c c g c g g  2934 100,0% 0,15 0,10
1624 u g g g g a g  1630 4151 u g g g g a g  4157 100,0% 0,35 8,4x1o-4
1625 g g g g a g g  1631 1474 g g g g a g g  1480 100,0 % 0,30 2,4x10'2

1205 g g g g a g g  1211 100,0% 0,30 2,4x10'2
1626 g g g a g g c  1632 3948 g g g a g g c  3954 100,0% 0,32 1,8x10 2
1640 a ca g u g c  1646 4140 a c a g u g c  4146 100,0% 0,21 9,6x1o-6
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Tabla A p ll.d . CD1 RNA S (ve) vs 28S rRNA Humano

CD1 RNA S (ve) (3413 nt.) 28 S rRNA Humano (5035 nt.) Identidad
Probabilidad
P1 P5

1782 g c c u c c c c a g u c c g c  1796 1422 g c c u c u c c a g u c c g c  1436 93,3 % 1,8x10 5 1,5x10-26
1791 g u c c g c g g c c  1800 3998 g u c c g c g g c c  4007 100,0% 4,7x10'2 2,4x10’9
1812 u g g g g g g cc  1820 184 u g g g g g g cc  192 100,0 % 0,15 1,3x1o-6
1855 cc c u c a g g a  1863 1661 c c c u c a g g a  1669 100,0% 2,9x10 2 1,9x10-'°
1773 gu a a g ca g  1780 1852 g u a a g ca g  1859 100,0% 4,5x10'2 1,9x10"9
1783 c c u c c c c a  1790 3018 c c u c c c c a  3025 100,0% 0,13 6,6x10'7
1785 u c c c c a g u  1792 1166 u c c c c a g u  1173 100,0% 7,2x10'2 2,1x1o-8
1789 c a g u c c g c  1796 442 c a g u c c g c  449 100,0% 0,15 1,5x1o-6
1802 g g c c g c g g  1809 3498 g g c c g c g g  3505 100,0% 0,37 4,4x10-3

3536  g g c c g c g g  3543 100,0% 0,37 4,4x10-3
1803 g c c g c g g a  1810 4706 g c c g c g g a  4713 100,0% 0,30 1,4x10"
1804 c c g c g g a c  1811 2244 c c g c g g a c  2251 100,0% 0,29 9,4x10-5
1805 cg c g g a c u  1812 3213 cg c g g a c u  3220 100,0% 0,17 2,3x1o-6
1806 g cg g a cu g  1813 1158 g cg g a cu g  1165 100,0 % 0,18 3,5x1o-6
1809 ga cu g g g g  1816 4161 g a cu g g g g  4168 100,0% 0,19 5,3x1o-6
1813 g g g g g g c c  1820 747 g g g g g g c c  754 100,0% 0,35 8,4x10"

3197 g g g g g g c c  3204 100,0% 0,35 8,4x10"
3179 g g g g g g c c  3186 100,0% 0,35 8,4x10"
1052 g g g g g g c c  1059 100,0% 0,35 8,4x10"

1815 g g g g c c a c  1822 1219 g g g g c c a c  1226 100,0% 0,30 1,4x10"
1824 c c a g c c c g  1831 213 c c a g c c c g  220 100,0% 0,27 6,3x10-5
1841 cg g g cu g g  1848 2896  cg g g cu g g  2903 100,0 % 0,30 1,5x10"
1847 ggugggga  1854 4149 ggu gggga  4156 100,0% 0,20 8 , 1 x 1 o-6
1850 g g g g a c c c  1857 3189 g g g g a c c c  3196 100,0% 0,30 1,4x10"
1859 caggaggu  1866 4335 caggaggu  4342 100,0% 9,6x10'2 1,1x10-7
1862 gaggucuu  1869 1737 gaggucuu  1744 100,0% 4,0x10’2 1,0x10-9
1889 uguugguu 1896 1934 uguugguu 1941 100,0% 1,8x10'2 1,5x10"
1914 u u a cca ca  1921 4353 u u a cca ca  4360 100,0% 1,6x10'2 1,5x10"
1774 u a a g ca g  1780 4331 u a a g ca g  4337 100,0% 0,12 3,0x10-7
1778 ca g u g c c  1784 4141 ca g u g c c  4147 100,0 % 0,32 2,7x10"
1779 a gu gccu  1785 1830 a g u g ccu  1836 100,0 % 0,20 7,1x1o-6
1783 c c u c c c c  1789 1099 c c u c c c c  1105 100,0% 0,37 2,8x10-3

568 c c u c c c c  574 100,0% 0,37 2,8x10-3
3072 c c u c c c c  3078 100,0% 0,37 2,8x10-3
2200 c c u c c c c  2206 100,0% 0,37 2,8x10-3
2984 c c u c c c c  2990 100,0% 0,37 2,8x10-3
3065 c c u c c c c  3071 100,0% 0,37 2,8x10"3
777 c c u c c c c  783 100,0% 0,37 2,8x10'3

1791 g u c c g c g  1797 435 g u c c g c g  441 100,0% 0,36 7,6x103
1793 c c g c g g c  1799 684 c c g c g g c  690 100,0% 0,17 8,6x10'2

2929  c c g c g g c  2935 100,0% 0,17 8,6x10-2
3646 c c g c g g c  3652 100,0% 0,17 8,6x10-2

1794 c g c g g c c  1800 2978 c g c g g c c  2984 100,0% 0,17 8,6x10"2
3272 c g c g g c c  3278 100,0% 0,17 8,6x10"2
4865 c g c g g c c  4871 100,0% 0,17 8,6x102

1795 g c g g c c a  1801 4378 g c g g c c a  4384 100,0% 0,35 9,7x10-3
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1802 g g c c g c g  1808 3131  g g c c g c g  3137 100,0% 0,15 0,10
1803 g c c g c g g  1809 2928  g c c g c g g  2934 100,0% 0,15 0,10

4787 g c c g c g g  4793 100,0% 0,15 0,10
1811 cu g g g g g  1817 3352 cu g g g g g  3358 100,0% 0,33 1,4x10'2
1812 u ggg g g g  1818 1050 u g g g g g g  1056 100,0% 0,32 1,9x10'2
1813 g g g g g g c  1819 4068 g g g g g g c  4074 100,0% 9,7x10'2 0,14

1148 g g g g g g c  1154 100,0% 9,7x10'2 0,14
1816 g g g c c a c  1822 1060 g g g c c a c  1066 100,0% 0,35 9,7x10'3

1840 g g g c c a c  1846 100,0% 0,35 9,7x10'3
1826 a g c c c g g  1832 3289  a g c c c g g  3295 100,0% 0,35 9,7x10'3

1792 a g c c c g g  1798 100,0% 0,35 9,7x10'3
1827 g c c c g g g  1833 1200 g c c c g g g  1206 100,0% 0,15 0,10

2 309  g c c c g g g  2315 100,0% 0,15 0,10
3986  g c c c g g g  3992 100,0% 0,15 0,10
2961  g c c c g g g  2967 100,0% 0,15 0,10
254 g c c c g g g  260 100,0% 0,15 0,10

1828 c c c g g g c  1834 1178 c c c g g g c  1184 100,0% 0,17 8,6x10'2
1834 c a g u g c c  1840 4141 c a g u g c c  4147 100,0% 0,32 2,7x1o-4
1835 a g u g c c c  1841 4839  a g u g c c c  4845 100,0% 0,32 2,7x10"*
1838 g c c c g g g  1844 2961  g c c c g g g  2967 100,0% 0,15 0,10

3986  g c c c g g g  3992 100,0% 0,15 0,10
1200 g c c c g g g  1206 100,0% 0,15 0,10
2309  g c c c g g g  2315 100,0% 0,15 0,10
254 g c c c g g g  260 100,0% 0,15 0,10

1839 c c c g g g c  1845 1178 c c c g g g c  1184 100,0% 0,17 8,6x10'2
1842 g g g cu g g  1848 2883  g g g cu g g  2889 100,0% 0,33 1,4x102

2915  g g g cu g g  2921 100,0% 0,33 1,4x10’2
1845 cu ggu gg  1851 1555 cu gg u g g  1561 100,0% 0,34 4,3x104
1847 ggu g g g g  1853 623 g g u g g g g  629 100,0% 0,32 1,9x10‘2

429 g g u g g g g  435 100,0% 0,32 1,9x10'2
1848 gu gggga  1854 4914 gu gg g g a  4920 100,0% 0,35 8,4x10"*
1850 g g g g a c c  1856 636 g g g g a c c  642 100,0% 0,34 1,3x10‘2
1855 c c c u c a g  1861 79 c c c u c a g  85 100,0% 0,31 1,8x10"*
1861 g g a g g u c  1867 1560 g g a g g u c  1566 100,0% 0,34 5,7x10"*
1871 gu gu ccu  1877 4196  gu gu ccu  4202 100,0% 0,19 5,2x1o-6
1878 c u a c g c c  1884 2253  c u a c g c c  2259 100,0 % 0,31 1,8x10"*
1895 uuucuuu 1901 2618  uuucuuu 2624 100,0% 1,9x10 2 2,0x10-"
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Apéndice 12

Alineamientos múltiples de secuencias parciales de GPC, 
correspondientes a diferentes aislamientos del virus Junín
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