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RESUMEN 
 

Los astrocitos constituyen el tipo celular más abundante y los astrocitomas son el 

cáncer más frecuente del sistema nervioso central (SNC). La línea murina ∆202 

(modelo transgénico de astrocitoma desarrollado en nuestro grupo)  fue obtenida a 

partir de un cigoto microinyectado con la construcción SV∆202. Los ratones 

homócigos para el transgén desarrollan un síndrome neurológico (SN) 

caracterizado por parálisis, atrofia y proliferación de astrocitos. Tres hipótesis 

alternativas pueden explicar la patogenia del SN: el transgén 1) inactiva un 

antioncogén astrocito-específico, 2) activa un protooncogén astrocito-específico o 

3) genera un polipéptido de fusión oncogénico. Para poner a prueba estas 

hipótesis es necesario identificar primero el sitio de inserción del transgén en el 

genoma murino. Con este propósito empleamos la técnica de PCR inversa (PCRi), 

que permite amplificar las secuencias desconocidas que flanquean a una 

secuencia conocida o transgén. En un trabajo preliminar identificamos una 

secuencia de 797 pares de bases (pb) con homología del 98% al segmento 

chr3:36422278-36422935; como esta secuencia carecía de los extremos del 

transgén, no podía asegurarse que flanqueara al transgén. En este trabajo 

extendimos la estrategia de amplificación del transgén hacia los flancos 

genómicos mediante tres reacciones sucesivas de PCRi anidada, empleando tres 

parejas de oligonucleótidos localizadas cada vez más cerca de los extremos del 

transgén. Amplificamos DNA ∆202 que había sido fragmentado con Bam HI (B), 

Eco RI (E) o Xba I (X) y obtuvimos seis productos que pudieron ser clonados y 

secuenciados. Las clonas derivadas de DNA digerido con E y B sólo permitieron 

identificar secuencias del transgén pero las derivadas de DNA digerido con X 

permitieron identificar los extremos derecho e izquierdo del transgén y las 

secuencias murinas que los flanquean, las cuales coincidieron con la secuencia de 

797 pb. Nuestros resultados confirman el sitio de inserción del transgén en la 

región chr3:36422278-36422935, que interviene en la diferenciación de los 

astrocitos y el desarrollo del SNC. 
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ABSTRACT 
 
Astrocytes are the most abundant cell type and astrocytomas the most frequent 

cancer of the central nervous system (CNS). The ∆202 mouse line (transgenic 

astrocytoma model developed by our group) was obtained from a zygote 

microinjectied with the SV∆202 construct. Mice homozygous for the transgene 

develop a neurologic syndrome (NS) characterized by paralysis, atrophy and 

astrocyte proliferation. Three alternative hypotheses might explain the 

pathogenesis of the NS: the transgene ether 1) inactivates an astrocyte-specific 

antioncogene, 2) activates an astrocyte-specific protooncogene or 3) generates an 

oncogenic fusion polypeptide. To test these hypotheses the transgene insertion 

site in the mouse genome must be identified. To attempt this we used reverse PCR 

(rPCR), which allows amplification of the unknown sequences flanking a known 

sequence or a transgene. Our preliminary rPCR results had identified a 797 base 

pair (pb) seq uence with 98% homology to the segment chr3:36422278-36422935 

of chromosome 3, lacking the transgene ends and thus unable to assure that the 

sequence flanked the transgene. In this work we extended the amplification 

strategy towards the genomic flanks using two successive nested rPCR reactions 

with three oligonucleotide pairs, each located closer to the transgene ends. From 

∆202 DNA fragmented with Bam HI (B), Eco RI (E) or Xba I (X) we obtained six 

amplificaiton products that could be cloned and sequenced. The clones derived 

from DNA digested with E and and B allowed the identification of transgene 

sequences only, whereas those derived from DNA digested with X allowed the 

identification of the right and left transgene ends as well as the mouse genomic 

sequences flanking them, which coincided with the 797 pb sequence. Our results 

confirm the transgene insertion site in the chr3:36422278-36422935 region, which 

is involved in astrocyte differentiation and CNS development. 
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INTRODUCCIÓN 
 

Los astrocitos son células gliales del sistema nervioso central (SNC), dentro del 

cual constituyen el tipo celular más abundante (Reilly y Jacks 2001, Hu et al 2004). 

Existen dos tipos de astrocitos: los protoplásmicos, localizados en la materia gris, 

con terminales que conectan sinapsis y vasos sanguíneos; y los fibrosos, 

localizados en la materia blanca, con terminales que se unen a nodos de Ranvier y 

vasos sanguíneos (Peters et al 1991, Fields y Stevens-Graham 2004). 

Los astrocitos realizan diversas funciones en el SNC, incluyendo la 

regulación de la proliferación y la supervivencia de las neuronas, la guía de la 

migración celular y del crecimiento axonal durante el desarrollo neural, la 

promoción de la formación de sinapsis, la modulación de la transmisión sináptica y 

la organización de las respuestas inflamatorias e inmunitarias en infecciones y 

daño  cerebral  (Wechsler-Reya y Scott 2001, Takuma et al 2004, Gimsa et al 

2004 ). En algunas regiones cerebrales los astrocitos comienzan a desarrollarse 

después de las neuronas y continúan apareciendo después de que las neuronas 

han dejado de proliferar (Wechsler-Reya y Scott 2001).  

Los astrocitomas y gliomas son tumores del SNC derivados de astrocitos o 

sus precursores. Son la forma más común de cáncer cerebral humano y 

representan casi el 45% de todos los tumores primarios del cerebro (CBTRUS, 

2002). A diferencia de las neuronas terminalmente diferenciadas, los astrocitos (o 

una subpoblación de ellos) son capaces de reingresar al ciclo celular y proliferar 

en respuesta al daño cerebral. Este potencial proliferativo podría estar relacionado 

con la alta incidencia de astrocitomas entre los tumores del SNC (Reilly y Jacks 

2001). 

La línea de ratones transgénicos ∆202 fue obtenida por el grupo del Prof. 

Dieter Paul (Hannover, Alemania) a partir de un cigoto recién fertilizado que había 
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sido microinyectado con la construcción SV∆202 (derivada de la construcción 

SV202, de la cual se deletó el extremo 3’ para inactivar la hormona de 

crecimiento), que permite expresar la región temprana de SV40 bajo control del 

enhancer de la metalotioneína 1 murina (Fig. 1) y consta de 4552 pb (Anexo 1).  

Los ratones ∆202 heterócigos para el transgén desarrollan tumores en el 

hígado, el timo y el tejido adiposo (López-Revilla et al 2004). Los ratones ∆202 

homócigos para el transgén desarrollan un síndrome neurológico (SN) 

caracterizado por parálisis flácida y atrofia progresivas acompañadas de 

proliferación difusa de astrocitos en el SNC. La parálisis y atrofia de las patas 

traseras acompañadas de pérdida de peso corporal empiezan a ser evidente a los 

35 días de edad y progresan de manera que a los 60 días de edad los miembros 

posteriores están flexionados e inmóviles (Fig. 2). Los ratones afectados se 

desplazan arrastrándose con las patas delanteras y mueren alrededor de los 90 ± 

30 días de edad. Estudios histológicos e inmunohistoquímicos muestran que los 

ratones homócigos para el transgén desarrollan anaplasia difusa de astrocitos 

(López-Revilla et al 2004). Este modelo ha sido registrado en la base de datos de 

los Modelos Murinos de Cáncer del National Cancer Institute (MMHCC 2004). 

Los modelos transgénicos de tumores de astrocitos se basan en la 

sobreexpresión de oncogenes o la inactivación de genes supresores de tumores y 

han proporcionado datos sobre los pasos que conducen a la oncogénesis (Reilly y 

Jacks 2001). Hay dos modelos murinos de astrocitoma, basados en la 

sobreexpresión de oncogenes controlados por el promotor de la proteína fibrilar 

acídica glial (específica de astrocitos). El primero poco conveniente por ser 

difícilmente reproducible, consiste en ratones transgénicos generados con una 

construcción que codifica el antígeno T del virus SV40 y aparece precozmente en 

animales microinyectados con el transgén que no han madurado sexualmente y 

por lo tanto no permite establecer una línea murina transgénica (Danks et al 1995). 

El segundo expresa el transgén v-src y manifiesta astrogliosis pero es muy 

variable en el momento de su inicio y en la progresión de la enfermedad 

(Weissenberger et al 1997). 
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El modelo de enfermedad neurológica de la línea transgénica murina ∆202 

descrita por López-Revilla et al (2004) tiene las siguientes ventajas sobre los 

modelos transgénicos de astrocitoma que han sido descritos por otros autores: (1) 

La colonia ∆202 se mantiene mediante cruzas de animales silvestres con los que 

portan el transgén en estado heterócigo que no desarrollan el SN y sobreviven 

alrededor de 300 días; (2) las cruzas de padres y madres ∆202 heterócigos 

generan animales normales, heterócigos y homócigos para el transgén, en 

proporciones 1:2:1; (3) en los ratones ∆202 homócigos para el transgén la 

penetrancia del SN es del 100% (i.e., todos son afectados), la evolución de la 

enfermedad es reproducible (inicio, progresión, muerte) y suficientemente lenta 

para permitir el estudio fisiológico y patológico de los individuos afectados. Los 

ratones ∆202 homócigos para el transgén podrían emplearse para estudiar la 

proliferación, la diferenciación y la tumorigénesis de los astrocitos, así como para 

establecer líneas celulares ∆202 inmortalizadas de astrocitos y otras estirpes 

celulares. 

 La aparición del SN en los ratones ∆202 podría deberse a que el transgén 

está insertado en secuencias génicas que por analogía con los modelos 

transgénicos pudiesen estar provocando: (1) la inactivación de un antioncogén 

específico de astrocitos, o (2) la activación de un protooncogén astrocito-

específico, o (3) la generación de de un polipéptido de fusión oncogénico.  

 Para tratar de determinar la base genética del SN de los ratones ∆202 

decidimos emplear la técnica de PCR inversa (PCRi) utilizando como molde el 

DNA genómico para obtener productos que (1) muestren las secuencias de los 

extremos derecho e izquierdo del transgén, (2) las secuencias que lo flanquean en 

el genoma y (3) la relación estructural del transgén con las secuencias vecinas. 

Magdalena Rodríguez (estudiante de doctorado en el CINVESTAV-DF) 

inició este enfoque y obtuvo un producto de PCRi de 797 pb amplificando el DNA 

genómico de ratones ∆202 que había sido restringido con Xba I y empleando una 

pareja de oligonucleótidos que empiezan a amplificar a 41 y 4521 pb de los 

flancos del transgén (Figs. 3 y 4) la comparación de esta secuencia con el genoma 

murino mostró una homología del 98% con el segmento chr3:36422278-36422935 
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del cromosoma 3 del ratón. Sin embargo, como la secuencia comparada no 

contenía los extremos del transgén, no permitió asegurar que efectivamente 

flanquea al transgén ni determinar su relación estructural con el sitio de inserción 

del transgén en el genoma de los ratones ∆202.  

Por esta razón decidí extender el trabajo de Magdalena Rodríguez 

empleando parejas de oligonucleótidos adicionales que iniciaran la amplificación 

del transgén en regiones más alejadas de sus extremos derecho e izquierdo para 

que los productos de PCRi incluyesen tanto los extremos del transgén como las 

secuencias genómicas vecinas de los flancos derecho e izquierdo del transgén.  

Para este propósito utilicé tres parejas de oligonucleótidos para PCRi 

localizadas en regiones más internas del transgén que la pareja de Magdalena 

Rodríguez. Además utilicé las enzimas de restricción Bam HI, Eco RI y Xba I para 

digerir el DNA genómico de los ratones ∆202 que serviría como molde en las 

reacciones de amplificación cuyos productos de PCRi incluirían el flanco derecho y 

el izquierdo.  

Primero usando la pareja de oligonucleótidos MR9-1/MM8-2 (localizados a 

1267 pb y 2831 pb de los flancos izquierdo del transgén) amplifiqué mediante 

PCRi del DNA genómico de un ratón afectado con el SN restringido 

alternativamente con Bam HI, Eco RI y Xba I. Empleando dos parejas de 

oligonucleótidos: MM8-1/MR9-2 (localizados a 847 y 3639 pb de los extremos 

derecho e izquierdo del transgén) y MM4-1/ MR10-2 (localizados a 419 y 4521 pb 

de los de los extremos derecho e izquierdo del transgén), a partir del producto de 

la primera reacción obtuve los seis productos de PCRi anidada, que luego cloné 

en el vector pCR4TOPO. De esta manera obtuve seis clonas con insertos que 

pudieron ser secuenciados. El análisis de las secuencias mostró que: (1) las 

clonas provenientes de DNA genómico ∆202 digerido con Eco RI y Bam HI sólo 

permitieron identificar secuencias del transgén; (2) las clonas derivadas de DNA 

genómico ∆202 digerido con Xba I permitieron identificar tanto los extremos 

derecho e izquierdo del transgén como las secuencias murinas que los flanquean 

y coinciden con la secuencia de 797 pb obtenida por Magdalena Rodríguez. 
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Estos resultados confirman y amplían las características del sitio de 

inserción del transgén en la región chr3:36422278-36422935 del cromosoma 3 de 

ratón y esperamos que sirvan para definir la base genética del SN de los ratones 

∆202. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 
PCR inversa 
Se emplea para amplificar las secuencias de DNA desconocidas que flanquean a 

una secuencia conocida que puede ser un gen silvestre o un transgén (Ochman et 

al 1988, Schneider et al 2000). El DNA genómico se digiere con una enzima de 

restricción que genere extremos cohesivos y no corte la secuencia conocida o 

transgén. Los fragmentos lineales se sellan con ligasa para obtener moléculas 

circulares, que se usan como molde en una PCR inversa (PCRi) con oligos 

diseñados para amplificar a partir de un punto dado de la secuencia conocida 

hacia los flancos con secuencias desconocidas (Fig. 5).  

 

PCRi con el plásmido pSV∆202 

Con el fin de montar el método de amplificación de la PCRi desarrollada 

previamente por Magdalena Rodríguez, utilicé como molde 1 µg de DNA 

plasmídico (pSV∆202 7122 pb) que había sido digerido con Eco RI (Invitrogen) por 

3 h a 37°C. Trescientos-ng del plásmido digerido se recircularizaron con 1 U de 

ligasa de T4 (Invitrogen) incubando a 16°C durante toda la noche. Para llevar a 

cabo la PCRi utilizamos como molde 50 ng de pSV∆202 (intacto, linearizado o 

recircularizado) con los oligos MR9-1 y MR9-2 (diseñados por Magdalena 

Rodríguez y localizados a 1267 y 3639 pb de los extremos izquierdo y derecho del 

transgén) y polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Las mezclas de reacción fueron 

incubadas en el termociclador Touchgene Gradient (Techne) a 95°C durante 5 

min, seguidas por 30 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s y 68°C por 4 min, para 

terminar con un ciclo de 68°C por 10 min. Esperaba un producto de amplificación 

de 4750 pb con 2180 pb de los extremos derecho (1267 pb) e izquierdo (913 pb) 

del transgén y 2570 pb de los flancos del transgén en el plásmido. 
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PCRi anidada con DNA de la línea murina ∆202 

Para asegurar que el producto de amplificación de la PCRi contuviese las 

secuencias con los extremos derecho e izquierdo del transgén llevé a cabo la 

PCRi anidada en tres reacciones sucesivas con seis oligonucléotidos ubicados en 

diferentes regiones del transgén (Tabla 1, Anexo 1). Usé la pareja de oligos 1 (la 

más alejada de los extremos del transgén) para la primera reacción de PCRi 

(Reacción 1), con la cual esperaba un producto con los flancos y 2988 pb de los 

extremos derecho e izquierdo del transgén. Para la segunda reacción (Reacción 

2), primera anidada, utilicé la pareja de oligos 2 cuyo producto de amplificación 

contendría 1761 pb del transgén y sería 1227 pb más corto que el de la primera 

reacción. Para la tercera reacción de PCRi, segunda anidada (Reacción 3) use la 

pareja de oligos 3, cuyo producto sería 1311 pb más corto que el de la segunda 

reacción y contendría 450 pb del transgén (Fig. 6). 

Decidí digerir el DNA genómico ∆202 alternativamente con Bam HI, Eco RI 

y Xba I, porque el único sitio Bam HI se encuentra en el extremo izquierdo del 

transgén y el único sitio Eco RI se encuentra en el extremo derecho del transgén. 

La restricción con estas dos enzimas generaría fragmentos lineales que 

contendrían el extremo correspondiente y un solo flanco, mientras que la 

restricción con Xba I generaría fragmentos lineales que contendrían secuencias de 

los dos flancos del transgén (Fig. 7). 

Cuatro-µg de DNA puro extraído de un ratón ∆202 afectado con el SN 

fueron digeridos con 1 U de Bam HI, Eco RI o Xba I (Invitrogen) durante 3 h a 

37°C. Los fragmentos lineales obtenidos con cada enzima de restricción fueron 

circularizados con 1 U de ligasa de T4 (Invitrogen) mediante incubación a 16°C 

durante toda la noche y empleados como molde para la Reacción 1 de PCRi con 

la pareja de oligos 1 (los más internos del transgén) con Elongase Enzyme Mix 

(Invitrogen). Las mezclas incubadas 5 min a 94°C, fueron seguidas por 40 ciclos a 

94°C, 1 min a 60°C, y 8 min a 68°C, para concluir con un ciclo de 8 min a 68°C.  

Las mezclas con los productos de la PCRi obtenidos con DNA genómico 

∆202 que había sido digerido con cada una de las tres enzimas y la pareja de 
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oligos 1 (Reacción 1) fueron diluidas 1:50 para usarlas como molde en la Reacción 

2, anidada con la pareja de oligos 2; el mismo procedimiento fue repetido para la 

Reacción 3, anidada con la pareja de oligos 3. Los ciclos de incubación fueron 

como los usados con pSV∆202. 

 

Clonación y secuenciación de los productos de PCRi 
Utilicé el TA cloning kit (Invitrogen) para clonar en el plásmido pCR4TOPO (Anexo 

3) los productos de las tres reacciones de PCRi obtenidos por amplificación de los 

fragmentos del DNA genómico ∆202 circularizados después de la digestión con 

Bam HI, Eco RI o Xba I y la pareja de oligos 2. De la misma manera amplifiqué los 

tres productos generados con la pareja de oligos 3 con Platinum Taq Polymerase 

(Invitrogen) para asegurar que los tuviesen extremos cohesivos. Obtuve seis 

plásmidos que contenían cada uno de los productos amplificados (Tabla 2). 

Utilicé células competentes de Escherichia coli TOP10 para obtener 

transformantes de los seis plásmidos mediante choque térmico. Seleccioné las 

colonias transformantes con ampicilina y obtuve clonas de cada transformante 

mediante dos pases sucesivos en agar LB con ampicilina y las caractericé con el 

método ultrarrápido (DBM-IPICYT 2003). Purifiqué DNA plasmídico de las clonas 

transformantes con el UltraClean 6 minute Mini Plasmid Prep Kit (Mo Bio 

Laboratories Inc). Los insertos de los vectores clonados fueron secuenciados por 

un método automático en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de 

Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de México utilizando el 

oligo T3 como iniciador. 
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RESULTADOS 
 

Montaje de la PCRi con pSV∆202 

Empleando pSV∆202 como molde y la pareja de oligos MR9-1 y MR9-2 traté de 

generar el producto que había obtenido Magdalena Rodríguez. El experimento fue 

controlado tanto con pSV∆202 linearizado con Eco RI, donde no se generó el 

producto, como con pSV∆202 linearizado y recircularizado con el cual sí se obtuvo 

el producto esperado de 4750 pb (Fig. 8). 
 

PCRi con DNA genómico de ratones ∆202 

Mezclas de Reacción 1. Luego de restringir el DNA genómico murino ∆202 con 

Bam HI, Eco RI o Xba I, llevé a cabo la PCRi con la pareja de oligos 1 y no 

observé una banda principal del producto de amplificación, sino un aumento del 

fondo a lo largo de todos los carriles en los que analicé la mezcla de reacción (Fig. 

9). 

Mezclas de Reacción 2. Con las Mezclas de Reacción 1 hice diluciones 

1:50 para emplear los productos potenciales como molde para la Reacción 2, 

anidada con la pareja 2 de oligos. El análisis de los productos de PCR de la 

mezcla con DNA genómico ∆202 restringido con Bam HI (2B) mostró una banda 

nítida de ≈ 1800 pb. Con la mezcla que contenía DNA genómico ∆202 digerido con 

Eco RI (2E) obtuve una banda nítida de ≈ 1850 pb, mientras que con la mezcla 

que contenía DNA D202 digerido con Xba I (2X) obtuve una banda nítida de ≈ 

1900 pb (Fig. 10).  

Mezclas de Reacción 3. Obtuve diluciones 1:50 de las Mezclas de Reacción 

2 para emplearlas como moldes en la Reacción 3, anidada con la pareja de oligos 

3. Esperaba (1) que el tamaño de los productos amplificados disminuyese 1311 pb 
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por la localización en el transgén de la pareja de oligos empleada para la 

amplificación y (2) que los productos contuviesen 450 pb del transgén. 

El producto 3B fue de ≈ 500 pb por lo que probablemente contiene ≈ 50 pb 

del flanco izquierdo del transgén. El producto de amplificación 3E fue de ≈ 550 pb 

por lo cual podría contener ≈ 100 pb del flanco derecho del transgén. El producto 

3X de ≈ 600 pb contendría ≈ 150 pb con las secuencias de ambos flancos del 

transgén (Fig. 11). 

 

Clonación de los productos de PCRi con DNA genómico ∆202 

Los seis productos del DNA ∆202 digerido con Bam HI, Eco RI y Xba I y luego 

circularizado y amplificado en las reacciones anidadas 2 y 3 fueron clonados en 

pCR4TOPO (Tabla 2). 

Los seis vectores fueron luego utilizados para obtener transformantes de E. 

coli TOP10 seleccionadas con ampicilina y confirmadas por detección ultrarrápida. 

Después de ser caracterizadas, las seis cepas bacterianas fueron criopreservadas 

(Tabla 3). 

 
Análisis de las secuencias de los insertos 

Los insertos obtenidos con los productos de amplificación del DNA ∆202 digerido 

con Bam HI y Eco RI (2B, 3B, 2E y 3E) sólo permitieron determinar secuencias del 

transgén, pero no las de los flancos de su inserción en el genoma murino. 

En contraste, los insertos obtenidos con DNA genómico ∆202 digerido con 

Xba I y amplificado en las reacciones 2 y 3 (2X y 3X) permitieron determinar tanto 

secuencias del transgén como de los flancos de su inserción en el genoma 

murino. 

El inserto 2X permitió determinar una secuencia híbrida de 823 pb con 689 

pb del transgén y 130 pb que tenían un alto grado de homología con la secuencia 

de 797 pb de Magdalena Rodríguez (Fig. 12). 

El inserto obtenido de la Reacción 3 con DNA genómico ∆202 digerido con 

Xba I y amplificado con la pareja de oligos 3 (3X) permitió determinar una 

secuencia de 542 pb con 408 pb del transgén (387 pb del flanco izquierdo y 21 pb 



 21

del extremo derecho) y 133 pb (Fig. 13) que también resultó homóloga a la 

secuencia de 797 pb de Magdalena Rodríguez.  

Al alinear las secuencias derivadas de los insertos 2X y 3X pudimos obtener 

la secuencia consenso (Figs. 13 y 14). 

 

Alineación de las secuencias híbridas 

Una vez identificado el sitio de corte Xba I, mediante la alineación de los extremos 

del transgén (Figs. 16 y 17) como de las secuencias murinas homólogas a la de 

Magdalena Rodríguez (Fig. 18), identificamos las secuencias de los extremos 

derecho e izquierdo del transgén y las del genoma murino en los flancos derecho 

e izquierdo del transgén. 

 



 22

 
 
 
 

DISCUSIÓN 
 

Como la secuencia de 797 pb no contenía secuencias del transgén, nos 

propusimos obtener productos de PCRi híbridos (i.e., que contuvieran tanto 

secuencias del transgén como las secuencias murinas vecinas en el sitio de 

inserción). Para iniciar el trabajo requeríamos montar la PCRi y repetir los 

resultados previos usando como molde a pSV∆202 (intacto, linearizado y 

recircularizado) y la pareja de oligos MR9-1/MR9-2; de esta manera confirmamos 

las condiciones y los resultados previos: obtuvimos la banda esperada de 4750 pb 

con pSV∆202 intacto y recircularizado pero no con pSV∆202 linearizado. 

La determinación de las secuencias de los flancos en el sitio de inserción 

del transgén mediante PCRi demanda que los productos de amplificación (1) sean 

híbridos y (2) las secuencias del transgén sean suficientemente largas para 

obtener datos no ambiguos. Para lograrlo diseñamos un experimento de PCRi 

anidada en tres reacciones sucesivas, con parejas de oligonucléotidos localizadas 

en regiones cada vez más cercanas a los extremos del transgén y empleando 

como molde DNA genómico de la línea murina ∆202 restringido con tres enzimas 

que no cortan el transgén.  

Digerimos el DNA genómico con Bam HI, Eco RI o Xba I. Para las dos 

primeras hay sitios de corte en el extremo izquierdo y derecho de la construcción 

∆202, respectivamente. En el caso de que ambos sitios fuesen conservados en el 

sitio de inserción del transgén, la digestión con estas enzimas generaría 

fragmentos lineales que tendrían sólo el extremo correspondiente, mientras que 

Xba I generaría fragmentos lineales que contendrían secuencias de ambos flancos 

del transgén. 

El DNA ∆202 fragmentado con cada una de las tres enzimas sirvió de 

molde para la Reacción 1 de PCRi. Empleamos los productos obtenidos como 
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molde en la Reacción 2 y los productos de ésta a su vez para la Reacción 3. Así 

obtuve seis productos de PCRi anidada (tres de la Reacción 2 y tres de la 

Reacción 3) que luego cloné en el vector pCR4TOPO. De esta manera obtuve seis 

clonas con insertos que pudieron ser secuenciados. 

Los cuatro productos derivados de DNA ∆202 digerido con Eco RI y Bam HI 

sólo permitieron identificar secuencias del transgén, mientras que los dos 

derivados de DNA digerido con Xba I en las reacciones 2 y 3 (2X y 3X) permitieron 

identificar tanto secuencias murinas como de los extremos del transgén. Así 

obtuve una secuencia consenso de 823 pb que contiene 444 pb del extremo 

izquierdo del transgén, 246 pb del extremo derecho del transgén y 133 pb que 

alinean con la secuencia de 797 pb.  

En la secuencia de 133 pb localicé el sitio de corte de Xba I, a partir del cual 

pude identificar los flancos: (1) 125 pb del flanco izquierdo y (2) 8 pb del flanco 

derecho. La alineación con la secuencia de 797 pb fue casi perfecta y confirma la 

ubicación del flanco izquierdo junto al extremo izquierdo del transgén. El sitio de 

inserción del transgén por lo tanto corresponde a la región chr3:36422278-
36422935, localizada en el cromosoma tres. 

En la secuencia consenso se han perdido los sitios Eco RI y Bam HI 

localizados originalmente en los extremos de la construcción que permitió obtener 

la línea transgénica. Este dato implica que los fragmentos genómicos generados 

con estas enzimas deben tenr los sitios de restricción a cierta distancia de los 

extremos del transgén. 

La identificación del sitio de inserción del transgén en la línea murina ∆202 

lograda con este trabajo constituye una base firme para tratar de aislar, secuenciar 

y caracterizar la región genómica vecina al sitio de la inserción. El trabajo futuro 

podría también ayudar a definir la expresión y la función de esta región genómica 

ligada a la diferenciación y tumorigénesis de los astrocitos y al desarrollo del 

sistema nervioso central. 
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Tabla 1. Parejas de oligonucleótidos utilizadas 
 

Pareja Nombre Secuencia (5’ 3’) Posición en el 

transgén  

Tm 

(°C) 

MR9-1 CAAAAAACCATATGCCAACAGG 1267 58.0 1 

MM4-2 ATGATGTTCCACACGTCACATG 2831 60.8 

MM8-1 AGGATGTAAAGGGCACTGGA 848 60.4 2 

MR9-2 AGGAGGAGACTAAGGAGCTCAGG 3639 66.3 

MM4-1 ATGAAGTTTAATGTGGCTATGGGA 419 59.4 3 

MR10-2 TGCTTGGCACTGTCCTCTCA 4521 62.5 
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Tabla 2. Vectores con los seis Insertos clonados en pCR4TOPOa  
 

Vector Inserto

pMM103 2B 

pMM104 2E 

pMM105 2X 

pMM106 3B 

pMM107 3E 

pMM108 3X 
        a Invitrogen 



 28

Tabla 3. Cepas de E. coli utilizadas 
 

Cepa  Descripción 

MM100 E. coli Top10a 

MM101 MM100 con pSV∆202

MM103 MM100 con pMM103 

MM104 MM100 con pMM104 

MM105 MM100 con pMM105 

MM106 MM100 con pMM106 

MM107 MM100 con pMM107 

MM108 MM100 con pMM108 
       a Obtenida de Salvador Ambriz  
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Fig. 1. Mapa de la construcción ∆202. 
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Fig. 2. Ratón macho de 101 días afectado con el síndrome neurológico (Tomado de López-

Revilla et al, 2004). 
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1        10        20        30        40                 
 
GCCCAGGNTTACGGCCANGNNGANAANAAACCCTCNCTAAAGGGNGGAGN    50 
NCCGGNNGGGGGAAACGAANTCGGCCNTGGAATTGGCNCGGGNCTCTCAC    100 
ANACACACTCTATTTCACACACACACTTTGTNTGTGNACACACACACACA    150  
CCATCTTTCACACATACACTCTTTCACACACACGCACACACACACTCTCT    200 
CTCTCTNACACACATAAACTCTTTCACACACACACACTCTTTGTATCTCA    250 
CATACACTCTCTCACACACATGCTCTCTCTATCTCACACACACNCTCTNT    300 
ATCTCACACACACTCTCTCTCACACACACACTCTCTCTATCTCACACACA    350 
CACTCACACACACTCTCTCTCTCACACACACTCTCTCTCCACACACACTC    400  
TCACCCACACACACACTCTCTCTCTCTCTCACACACACTCTCGCNCACAC    450 
ACACACTCTCTCTCACACACACACTCTATATACACACACACTCTCTTTCT    500 
CTCACACACACACTCTCACACACACACATACACACACTCTCTCTCTCACA    550 
CACACACACACACTCTCTCTCCCTCACACACACTCTCACACACACTCTCA    600  
CACACACTCTCACACACACACTCTCTCTCACACACACACACTCTCTCTCA    650 
CACACTCTCACACACATACTCTCTCACACACACACTTTCTCACACACTCA    700 
CACACACACACATACACACACACTCTCTCTCTCTCACACACACACATGAG    750 
AGAGCAGTGCGAATTCAAAGGGNGAATTCGCGGCCGCTAAATCAAAA       797  
 

 
Fig. 3. Secuencia de 797pb obtenida por Magdalena Rodríguez por amplificación del DNA 

genómico ∆202 restringido con Xba I y amplificado por PCRi con la pareja de oligos MR10-1 

y MR10-2. 
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Fig. 4. Características de la secuencia de 797 pb determinada por Magdalena Rodríguez, 
antecedente directo de este trabajo. (FI) Flanco Izquierdo, (FD) Flanco derecho, (Ext I) Extremo 

izquierdo del transgén, (Ext D) Extremo derecho del transgén  

Transgén

FI FD 
Ext I   Ext D 

Digerido con Xba I 

Secuencia de 797 pb 

1. Sin extremos del 
transgén 

2. ¿Orientación y 
flanco?  

PCRi con pareja 
de oligos 10

DNA genómico murino ∆202  
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Fig. 5. Uso de la PCR inversa para amplificar las secuencias que flanquean una secuencia 
conocida o transgén. 
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Fig. 6. Enzimas de restricción usadas y productos de PCRi esperados con las diferentes 

moléculas circulares de DNA genómico ∆202 generadas y empleadas como molde. 

Productos de PCRi esperados 

E

 

X

 

B

DNA genómico ∆202 

Xba I Xba I Bam HI Eco RI 

Transgén FD FI 

Fragmentos de restricción 

Ligación 

PCRi  

Restricción 

XEB

Moléculas circulares 

XEB

B E X
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Fig. 7. Amplificación mediante PCRi anidada en tres etapas, empleada en este trabajo. El 

diagrama modela las moléculas circulares de DNA obtenidas por restricción con Xba I y los 

productos correspondientes esperados en las tres reacciones de PCRi sucesivas. Por la ubicación 

de los olgonucleótidos usados, en la Reacción 1 el producto obtenido tendría 2988 pb 

correspondientes al transgén (1267 pb FI y 1721 pb FD); en la Reacción 2, el producto tendría 

1761 pb del transgén (848 pb FI y 913 pb FD) y en la Reacción 3, tendría 450 pb del transgén (419 

pb FI y 31 pb FI). 

MR9-1 MM4-2

1267p
1721p

PCRi (1) 

MR9-2

913 pb848 pb 

MM8-1 MR9-2

PCRi (2) 

DNA ∆202 digerido con 
Xba I y circularizado 

31 pb419 pb

MM4-1 

MR10-2 

PCRi (3) 

31 pb419 pb
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Fig. 8. Montaje de la PCRi con pSV∆202 intacto linearizado y recircularizado, amplificado con 

la pareja de oligos MR9-1 y MR9-2. Carril 1, 1kb ladder. Carril 2, PCRi con pSV∆202 intacto con 

una banda principal de 4750 pb. Carril 3, PCRi con pSV∆202 linearizado con Eco RI; no se observa 

la banda de 4750 pb. Carril 4, PCRi con pSV∆202 linearizado y recircularizado con ligasa; se 

observa la banda de 4750 pb. 

 1    2   3  4  

4750 pb   

b
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Fig. 9. Mezclas de la Reacción 1 de PCRi con DNA genómico de ratones ∆202 fragmentado 

con Bam HI (B), Eco RI (E) o Xba I (X) y amplificados con la pareja de oligos 1. Carril 1, 1kb 

ladder. Carril 2 (Reacción 1X), DNA ∆202 digerido con Xba I. Carril 3 (Reacción 1E), DNA ∆202 

digerido con Eco RI. Carril 4 (Reacción 1B), DNA ∆202 digerido con Bam HI. 

1   2   3  4

 1600 pb 
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Fig. 10. Mezclas de la Reacción 2 de PCRi usando como molde los probables generados en 
la Reacción 1 anidados con la pareja de oligos 2. Carril 1, 1kb ladder. Carril 2 (2B), se observa 

una banda principal de ≈ 1800 pb. Carril 3 (2E), se observa una banda principal de ≈ 1850 pb. 

Carril 4 (2B), con una banda principal de ≈ 1900 pb. 

≈ 1900 pb 

1 2 3 4

   1600 pb 
   2000 pb 
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Fig. 11. Mezcla de la Reacción 3 de PCRi usando como molde los productos de la Reacción 
2 anidados con la pareja de oligos 3. Carril 1, 1 kb ladder. Carril 2 (3X), con una banda principal 

de ≈  600 pb. Carril 3 (3E), con una banda principal de ≈ 550 pb. Carril 4 (3B), con una banda 

principal de ≈ 500 pb. 

500 pb 

   1     2   3   4
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1        10        20        30        40   
TACNTCNAATTACANNGANACCCTNNAANCTCANATCNTNACCGANNTCT    50 
TTNTCANTACTACTACNACTTCTGTCGGTCCTNTTACGACTATTTTNACN   100 
TCTACCATCCCTCNTNNTGTACCTTCTGAGTCCCNTACTTNGTCCGTAAC   150 
TAAGTGTCAGGGTNCCGAGTAAAGTNCGGGGAGTCAGNNGTGTCAGACNA   200 
GTACTAGTNTTAGTCGNNATGGTGNAANGATGCTCCAAAANNAACGANAT   250 
TTTTTGGANGGTGTGGAGGNGGACNTGGACTTTGTANNTTACTTACGTTN   300 
ACAAAANAATTGAACAANTAACGTCGAATATNACCAATGTTTATTTCGTT   350 
ATCGTAGTGTTTAAAGTGNTTATTTCGTAAAANAAGTGNACNTAGATCAA   400 
NNCCAAACAGGTTTGAGTAGTNNNATAGAATANTACAGACCTAGNACTCT   450 
CTCTCTCTCACACACACACATGGCCCAGGCTTACGGCCANGNNGANAANN   500 
AACCCTCNCTAAAGGGGGGAGNTCCGGNNGGGGGAAACGAANNCGGCCNT   550 
GGAATTGGCNCGGGNCTCTANACAACACGTTGTCCNTAGANGACTCANNT   600 
GGGTTGCNTACTCTCNTGTACCGGTTNNTTCGTTGAGTNTACAGNGTGGC   650 
CAACCNGGTACCGTCNATCNGATACGACNNNGACCTGCAGGANGACGACC   700 
NTATNNATAAAATTNNAGTCTTCCTNTCCCTNCCCTCNTCACCAAGTNCG   750 
GACATTAGGNNCGTTNAACCCTNNGNTTCCANNCATCTAGNNGACTCTAN   800 
TCCTCNNCNTCTNNTCNGACNGG                              823 
 
 
Posible sitio de corte Xba I 
Flancos del transgén 133 pb 

 
 

Fig. 12. Secuencia de 823 pb determinada con el inserto 2X (Clona MM105). 117 N, 14% de 

ambigüedad. Extremo Izquierdo (EI) 444 pb, Extremo derecho (ED) 298 pb. 

EI 

ED 
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1        10        20        30        40   
TACNACTACTACTNCTGTCGGTCCNNTTACGNCTANTTTTANNTCTACCA    50 
NCCCTCNTNNTGTACCTTNTNAGTCCCGTACTTTGTCCNTAACTAAGTGT   100  
CAGGGTTCNGAGTAAGTCCGGGGAGNCAGGNGTGTCAGACNAGTACTAGT   150 
NTTAGTCGNNATGGTGNAANGATGCTCCAAAANNAACGANATTTTTTGGA   200 
NGGTGTGGAGGNGGACNTGGACTTTGTANNTTACTTACGTTNACAACAAN   250 
AATTGAACAANTAACGTCGAATATNACCAATGTTTATTTCGTTATCGTAG   300 
TGTTTAAAGTGNTTATTTCGTAAAANAAGTGACNTAAGATCAANACCAAA   350 
CAGGTTTGAGTAGTTANATAGAATANTACAGACCNNGCACTCTCTCTCTC   400 
TCACACACACACATGGCCCAGGNTTACGGCCANGNNGANAANAAACCCTC   450 
NCTAAAGGGNGGAGNNCCGGNNGGGGGAAACGAANTCGGCCNTGGAATTG   500 
GCNCGGGNCTCTAGNNACACNNTGTCCGNGATGNCTCACCN            542    
 
Posible sitio de corte Xba I 
Flancos del transgén 133 pb 
 
Fig. 13. Secuencia de 542 pb determinado con el inserto 3X (Clona MM108), (67 N, 12% de 

ambigüedad) Extremo izquierdo (EI) 385 pb, Extremo Derecho (ED) 21 pb 

EI 

ED 
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Fig. 14. Alineación de las secuencias de 823 pb y 543 pb. 
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1        10        20        30        40   
TACNTCNAATTACANNGANACCCTNNAANCTCANATCNTNACCGANNTCT    50 
TTNTCANTACTACTACNACTTCTGTCGGTCCTNTTACGACTATTTTNACN   100 
TCTACCATCCCTCNTNNTGTACCTTCTGAGTCCCNTACTTNGTCCGTAAC   150 
TAAGTGTCAGGGTNCCGAGTAAAGTNCGGGGAGTCAGNNGTGTCAGACNA   200 
GTACTAGTNTTAGTCGNNATGGTGNAANGATGCTCCAAAANNAACGANAT   250 
TTTTTGGANGGTGTGGAGGNGGACNTGGACTTTGTANNTTACTTACGTTN   300 
ACAAAANAATTGAACAANTAACGTCGAATATNACCAATGTTTATTTCGTT   350 
ATCGTAGTGTTTAAAGTGNTTATTTCGTAAAANAAGTGAACTTAGATCAA   400 
NACCAAACAGGTTTGAGTAGTTANATAGAATANTACAGACCTAGCACTCT   450 
CTCTCTCTCACACACACACATGGCCCAGGCTTACGGCCAAGNNGANAANN   500 
AACCCTCNCTAAAGGGGGGAGNTCCGGNNGGGGGAAACGAANTCGGCCNT   550 
GGAATTGGCNCGGGNCTCTAGACAACACGTTGTCCGTAGANGACTCANNT   600 
GGGTTGCNTACTCTCNTGTACCGGTTNNTTCGTTGAGTNTACAGNGTGGC   650 
CAACCNGGTACCGTCNATCNGATACGACNNNGACCTGCAGGANGACGACC   700 
NTATNNATAAAATTNNAGTCTTCCTNTCCCTNCCCTCNTCACCAAGTNCG   750 
GACATTAGGNNCGTTNAACCCTNNGNTTCCANNCATCTAGNNGACTCTAN   800 
TCCTCNNCNTCTNNTCNGACNGG                              823 

 
Fig. 15. Secuencia consenso de los flancos del sitio de inserción derivada de las 
secuencias de 823 pb y 543 pb. 

EI 

ED 



 44

 

 
 
Fig. 16. Alineación del extremo izquierdo de la secuencia consenso obtenida de los flancos 
del sitio de inserción con el extremo izquierdo del transgén. 
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Fig. 17. Alineación del extremo derecho de la secuencia consenso del sitio de inserción con 
el extremo derecho del transgén. 
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Fig. 18. Alineación de los flancos del transgén con la secuencia de 797 pb obtenida por 
Magdalena Rodríguez 
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Fig. 19. Resumen del trabajo. Productos de PCRi de las reacciones 1X, 2X Y 3X y secuencias 
derivadas de los insertos 2X Y 3X.  

PCRi (1)

MM8-1

848 pb 913 pb

MR9-2

PCRi (2)

MR10-2

31 pb419 pb

MM4-1

DNA ∆202 digerido con 
Xba I y circularizado

Secuencia de 542 pb 

Secuencia de 823 pb 

MM4-2 

1267pb

MR9-1

1721pb

PCRi (3)

31 pb
419 pb

133 pb 

133 pb 

444 pb 246 pb

388pb 

21 pb 



 48

Anexo 1 

Secuencia de la construcción ∆202 y ubicación de los oligonucléotidos en el 

transgén 

 
 

1        10        20        30        40        50        60         
GATCCAGACATGATAAGATACATTGATGAGTTTGGGGAACCAAAAAACCCCAACCAAAACCTTAAGGAAAATTGGCCAAGTGAAAAAAATGCT     70 
TTATTTGTGAAATTTGTGATGCTATTGCTTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAA    140  
CAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAGGTTCAGGGGGAGGTGTGGGAGGTTTTTTAAAGCAAGTAAAAC    210   
CTCTACAAATGTGGTATGGCTGATTATGATCATGAACAGACTGTGAGGACTGAGGGGCCTGAAATGAGCC    280 
TTGGGACTGTGAATCAATGCCTGTTTCATGCCCTGAGTCTTCCATGTTCTTCTCCCCACCATCTTCATTT    350 
TTATCAGCATTTTCCTGGCTGTCTTCATCATCATCATCACTGTTTCTTAGCCAATCTAAAACTCCAATTTCC        442200 
CCCCAATTAAGGCCCCAACCAATTTTAAAAAACCTTTTCCAATTTTTTTGATACACTGACAAACTAAACTCTTTGTCCAATCTCTCTTTCCA    490 
CTCCACAATTCTGCTCTGAATACTTTGAGCAAACTCAGCCACAGGTCTGTACCAAATTAACATAAGAAGC    560 
.............................................. ....................... 
ACACTGCCATCCAAATAATCCCTTAAATTGTCCAGGTTATTAATTCCCTGACCTGAAGGCAAATCTCTGG    840 
ACTCCCCTTCCCCAAGGTTGGCCCCCCTTTTTTAACCAATTCCCCTTCAAAAACTACTAAAAACTGGTCAATAGCTACTCCTAGCTCAAA    910 
GTTCAGCCTGTCCAAGGGCAAATTAACATTTAAAGCTTTCCCCCCACATAATTCAAGCAAAGCAGCTGCT    980 
.............................................. ....................... 
AATCTGTTTGTTAACATTTGTTCTCTAGTTAATTGTAGGCTATCAACCCGCTTTTTAGCTAAAACAGTAT   1260 
CAACAGCCCCTTGGTTTTGGGGCCAATTAATTGGGGTTTTTTTTTTTTGGGTTTTTGCTGTCAGCAAATATAGCAGCATTTGCATAATGCTT   1330  
.............................................. ....................... 
.............................................. ....................... 
CTCCAAAAAAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGCCCCTTCCGGGGCCCCTTCCTTGGCCAATTAAAAAATT      2730   
AAAAAAAAAAATTAGTCAGCTGAGTTCTCGTAAACTCCAGAGCAGCGATAGGCCGTAATATCGGGGAAAGCAC   22880000   
TATAGGGACAATTGGAATTGGTTTTCCCCAACCAACCGGTTCCAACCAATTGGGGTCGTCCTATCCGAGCCAGTCGTGCCAAAGGGGCGGTC   2870 
CCGCTGTGCACACTGGCGCTCCAGGGAGCTCTGCACTCCGCCCGAAAAGTGCGCTCGGCTCTGCCAAGGA   2940  
.............................................. ....................... 
CGCCCATCGTCTGCACCAGCTGGCCTTTGACACCTACCAGGAGTTTGTAAGCTCTTGGGGAATGGGTGCG   3570 
CATCAGGGGTGGCAGGAAGGGGTGACTTTCCCCCGCTGGAAATAAGAAGGGGAAGGGGAAGGAACCTTAAAAGGGGAAGGCCTTCCAAGGGGG   3640 
TTTTTCCCGACCGCGAAAATGCAGGCAGATGAGCACACGCTGAGCTAGGTTCCCAGAAAAGTAAAATGGG   3710 
AGCAGGTCTCAGCTCAGACCTTGGTGGGCGGTCCTTCTCCTAGGAAGAAGCCTATATCCCAAAGGAACAG   3780  
.............................................. ....................... 
CTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAGGCTACCTGCCATGGCCCAAC   4480 
CGGTGGGACATTTGAGTTGCTTTGGCCTTTTGGGGCCAACCTTGGTTCCCCTTCCTTCCAATGCGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGT   4550 
TG 
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Anexo 2 
Mapa del plásmido pCR4TOPO 
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Anexo 3  
Secuencias obtenidas con los productos de amplificación 2B, 2E, 3B Y 3E 

 
 
 
 
 
 
 
1        10        20        30        40           
GTTTAACGAATTCGCCCTTAGGATGTAAAGGGCACTGGACTCATGGAGTT     50 
GGCATTACAAATGGTTGGGGGTAGCAGGCTGCTAGAAATTGAACTTGGGT    100  
CCTCAGTGAGAGCCACAAGTGTTAAAACCACGGAGCCATCTCTCCAGCAC    150 
CTGGTTTGGGTTACTTTGAGTGTCTCAAGTAGGTCACACTAGTTTTATAC    200 
TCTCTCAGTATCCAGTAGCTAGACCTGAGCTCCTTAGTCTCCTCCTAAGG    250 
GCGAATTCGCGGCCGCTAAATTCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTAC    300 
AATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGT    350 
TACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTA    400 
ATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTA    450  
TACGTACGGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCG    500 
TCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCGGGGCGACGGA    550 
TGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCCCGT    600 
GAACTTTACCCGGTGGTGCATATCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGAC    650  
CACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCGTTATCGGGGAAGAAGTGGCTGA    700 
TCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCT    750 
GGGGAATATAAATGTCAGGCATGAGATTATCAAAAGGATCTNCNCCTAGA    800 
TCCTTTTCACGTAGAAAGCCAGTCCGCAAAAACGGNGCTGACCCNGGANA    850 
ATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGANAGGGAAAACCAAGCGCA            892  

 
Anexo 3.1 Secuencia de 892 pb determinada con el inserto 2B (Clona MM103). 



 51

1        10        20        30        40         
CTGNCCTGCANGTTTACGAATTCGCCCTTAGGATNNNNTNAGGAGGGNAA      50 
NGGTTTTTNCCGANTNCNANATGAGGGCAGTGAAGCGCACNCTGAGTGTG     100 
GTTCCCAGAAAANNNACAATGGGGAGCTNCCTCTCTCAGCCGTAGTACCT     150 
TGGAAGGGCNGNCCTTCTCCTNGNAAGAAGCNTATATNCCAAAGGAACAG     200 
AAGGATTCATTCCTGNANAACCCCCAGACCTCCCTCTGTTTCTCAGAGTC     250 
TATTCCGACNCCCTCCAACAGGGAGGAAACACAACAGAAATCCGTGAGTG     300 
GATGCCTTCTCCCCAGGCGGGNGATGGNGGAGACCTGTAGTCAGAGNCCC     350 
CGGGANGGNATCCCTGTGANCCCTCCNCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAA     400 
GNTGCCACTCCAGTGCCCTTTACATCCTAAGGGCGAATTCGCGGCCGCTA     450 
AATTCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTT     500 
TTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCT     550 
TGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGNCCGCA     600 
CCGATTGNCCTTNCCAACAGNTGNGCAGCCTATNCGNACNGNAGNTTAAG     650 
GNTTACNCCTATNAAANANAGANCCNNTNTCGNCTGNTTNNGGATGNANN     700 
NANNGNTNTTNTTGANNCCCCNGGNNNACNGANGGNGANNCCCCNTGGNC     750 
AGGGNNCNTNTNNTTNNAAAAANNNTCCNGNAANTTTNCCGGGGGGNNTT     800 
TNGGNATNAAA                                            811  
 
 
Anexo 3.2 Secuencia de 811pb determinada con el inserto 2E (Clona MM104). 
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1        10        20        30        40           
CTCAAGTAGGTCACACTAGTTTTATACTCTCTCAGTATCCAGTAGCTAGA     50 
CCTGAGCTCCTTAGTCTCCTCCTAAGGGCGAATTCGCGGCCGCTAAATTC    100 
AATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACA    150 
ACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAG    200 
CACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGAT    250  
CGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTATACGTACGGCAGTTTAAGGTTTA    300 
CACCTATAAAAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTG    350 
ATATTATTGACACGCCGGGGCGACGGATGGTGATCCCCCTGGCCAGTGCA    400 
CGTCTGCTGTCAGATAAAG                                   419    

 

Anexo 3.3 Secuencia de 419 pb determinada con el inserto 3B (Clona MM106). 
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1        10        20        30        40           
TCTGCANGGTTTAACGAAATTCGCCCTTAGGTATGCCNAGTGGCNCATGG     50 
CAGTGGNNNCTTTCCAGAGNTCCANGAATGAGGCGACTGATGGAAGGCGC    100 
CNCTGAGTNTGGCANCCCGAGGAANATCTNCACTAGGGGANCTNCCCCTC    150 
TCCCCGNAGTNGCTTNGAAGGGANNCNCTTCTCCNNTNNNGAAGCNTATA    200 
TNCCNATGGAACAGGAANGATTCATTCCTGNANAACCCCCAGACCTCCCT    250 
CTGTTTCTCAGAGTCTATNCCGACACCCTCCAACAGGGAGGAAACACAAC    300 
AGAAATCCGTGAGTGGATGCCTTCTCCCCAGGCGGGGATGGGGGAGACCT    350 
GTAGTNNGAGTCCCCNTTTTGGTNATCNNNTGTGACCCCNTCTNNAGTGT    400 
ATTCANCTNGTNCTTTNNNGNTGTTTTTCCATNNNNCNTTCANTTTCTAT    450 
NANTTANAATTANNNC                                      466     
 
 
Anexo 3.4 Secuencia de 466 pb determinada con el inserto 3E (Clona MM107). 

 
 

 

 

 




