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RESUMEN

Catsper2 es un gen especifico de la espermatogénesis que participa en la formacion
del canal de calcio CATSPER, el cual es indispensable para la fertilizacidn de un ovocito.
Aunque Catsper2 es el gen de la familia Catsper que se expresa primero, se
desconocen los mecanismos que regulan su expresién; por lo que este trabajo se
enfocd a caracterizar estructuralmente el promotor de Catsper2 murino. Tomando
como referencia un andlisis in silico previo de la regién promotora del gen Catsper2
murino en el que se encontraron dos promotores putativos, se obtuvieron
construcciones con fragmentos de 1600pb y 800pb que contienen dichos promotores
y se evalud su actividad transcripcional mediante transfeccién en las lineas celulares
GC-1spg y MSC-1 y ensayos de luciferasa. La actividad transcripcional de la region de
800pb del promotor de Catsper2 fue 11.7 y 100 veces superior que el vector vacio, en
las células GC-1spg y MSC-1, respectivamente. En esta region, se realizo la prediccién
de elementos del promotor basal, encontrando posibles sitios INR (elemento
iniciador), DPE (Elemento de promotor rio abajo) y MTE (elemento motivo diez); sin
embargo, no se encontraron cajas TATA ni CCAAT, por lo que se podria hipotetizar
que el promotor de Catsper2 murino es TATA-less. Asimismo, realizando un consenso
de diferentes programas bioinformaticos se ubicaron cuatro posibles sitios de union
a factores de transcripciéon (TFs) de la familia CREB. Por otro lado, para determinar la
presencia de sitios adicionales de inicio de la transcripcidn de este gen, se empled la
técnica RACES’ (Rapida amplificacién de los extremos de cDNA en 5’) y se encontré
un inicio transcripcional alternativo que sugiere la existencia de un transcrito donde
el exén 1 no traducible tiene una longitud de 62pb en lugar de 377pb de acuerdo con
el inicio transcripcional reportado. Ademas, para determinar el promotor basal de
Catsper2, se obtuvieron diferentes construcciones con deleciones del promotor de
800pb de Catsper2 murino con base en los sitios putativos CRE predichos in silico. La
delecién de 280pb en el extremo 5’ resulté en un aumento de la actividad

transcripcional mientras que la delecién de 440pb en el extremo 5'disminuyé la
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actividad en ambas lineas celulares lo que indica la participacién de factores
represores o activadores en dichas regiones respectivamente. Por otro lado, la
delecion de 89pb en el extremo 3’ ocasiond el aumento de la actividad transcripcional
en las células GC-1spg y no tuvo diferencias significativas con el promotor completo
en las células MSC-1. Con estos resultados se propone que el promotor minimo de
Catsper2 murino se encuentra entre los nucledtido -69 a +284, con respecto al inicio

transcripcional reportado en bases de datos.



ABSTRACT

Catsper2 is a gene specific for spermatogenesis which participates in the formation of
CATSPER calcium channel. This channel is indispensable for spermatozoa
hyperactivation and oocyte fecundation. Although Catsper2 is the first gene
expressed from the Catsper family, the mechanisms regulating its expression are
unknown; therefore, this work focuses on characterizing the murine Catsper2
promoter structure. Based in a previous in silico analysis of the promoter region from
the murine Catsper2 gene, where two putative promoters were predicted, the 1600
bp and 800 bp fragments containing these putative promoters were cloned upstream
the luciferase reporter gene and their transcriptional activity was evaluated by
transient transfection in GC-1spg and MSC-1 cell lines and luciferase assays. The
transcriptional activity from the 800 bp Catsper2 promoter region was 11.7 and 100
times higher than the empty vector, in GC-1spg and MSC-1 cells, respectively. In silico
analysis of the 800 bp region indicated the presence of possible INR (initiator
element), DPE (downstream promoter element) and MTE (element motif ten) sites;
however, no TATA box or CCAAT box were found, so it could be hypothesized that the
murine Catsper2 promoter is TATA-less. In addition, four possible transcription factor
(TF) binding sites of the CREB family were located through a consensus using different
bioinformatics programs. On the other hand, one transcriptional start site (TSS) was
found using the Rapid amplification of the cDNA ends that suggests the existence of
a transcript where the non-translatable exon 1 has a length of 62 bp instead of 377
bp according to the reported transcription start site. In addition, the core promoter
of Catsper2 was analyzed, by 5" and 3’ deletions of the 800 bp Catsper2 promoter
according to the putative CRE sites predicted in silico. Deletion of the first 5'-end
280pb increased the transcriptional activity while deletion of the 5' 440pb decreased
this activity in both cell lines suggesting the activity of repressor or activating factors
in these regions respectively. Furthermore, deletion of the 3'-end 89 bp increased the

transcriptional activity in the GC-1spg cells and no changes were observed in MSC-1



cells compared with the complete promoter. Taken together, these results indicate
that the murine Catsper2 core promoter lies between nucleotides -69 to +284, with
respect to the TSS reported in databases. In addition, an alternative transcription start

site was found 316 bp downstream the reported TSS.
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1 INTRODUCCION

La fecundacion es el objetivo bioldgico de la reproduccién sexual en los mamiferos,
siendo esta Ultima, la oportunidad de un organismo de transmitir su material genético
a sus descendientes y ademas, de perpetuar su especie (Veldzquez, 2009). La
fecundacion se lleva a cabo cuando el gameto femenino (6vulo) y el masculino
(espermatozoide) se fusionan para dar inicio al desarrollo de un nuevo individuo.

Sin embargo, para que dicha fusién pueda tener lugar, es necesario que las células
sexuales hayan pasado por un proceso de diferenciacion y maduracion, que en el caso
del espermatozoide se lleva a cabo en gran parte a través de la espermatogénesis, la
cual, estd altamente regulada e implica la expresién y funcién de diversos genes,
algunos de ellos especificos de cada etapa.

Seguido de la espermatogénesis, los espermatozoides deben soportar cambios
adicionales que finalmente llevaran a su maduracidon y posteriormente a la
hiperactivacidn, la cual se logra gracias a los canales de calcio presentes en el flagelo.
Uno de los canales con mas importancia es el canal CATSPER, formado por 4
subunidades alfa (CATSPER1, CATSPER2, CATSPER3 y CATSPER4) y 3 subunidades
auxiliares (B, y y 6). Se ha reportado que la falta de alguna de las subunidades impide
la formacién del canal, ocasionando un fenotipo infértil; no obstante, es poco lo que
se sabe acerca de la regulacidn transcripcional de los genes que codifican para estas

proteinas.

1.1 Espermatogénesis

En la espermatogénesis se produce la transformaciéon de las células germinales
presentes en los testiculos, en espermatidas, para dar lugar posteriormente a los
espermatozoides. Se divide en tres fases y cada una de estas esta asociada a células
especificas (Hess, 1999). En la primera fase conocida como mitdtica, se generan las

espermatogonias y tiene una duracién de aproximadamente 10 dias en ratdn. La
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siguiente etapa es la fase meidtica, de 11 dias de duracion y donde se producen los
espermatocitos. Finalmente, la fase post-meidtica, que se completa en cerca de 14
dias, estd relacionada con las espermatidas (Eddy, 1998).

Las tres fases de la espermatogénesis ocurren en los tubulos seminiferos, los cuales
son tubulos complejos que se encuentran dentro de los testiculos y estan revestidos
por epitelio seminifero. Estos tubulos se dividen en dos compartimentos a través de
los cuales se desarrolla la espermatogénesis: el compartimento basal donde tiene
lugar la fase mitdtica y el compartimento adluminario donde suceden las otras dos
fases. Ademas de las células germinales, los tubulos seminiferos estan formados por
células somaticas conocidas como células de Sertoli (Eddy, 2002). Cuya funcién mas
importante en el proceso de espermatogénesis es el de proveer soporte metabdlico,

funcional y estructural a las células germinales (Sharma y Agarwal, 2011).

1.1.1 Fase mitética o de proliferacidon de espermatogonias

Las células germinales exhiben diferentes estados de acuerdo con la fase en que se
encuentran (figura 1). Durante la fase mitética, las células troncales sufren diferentes
divisiones en las que se producen las espermatogonias del tipo A, que en los ratones
pueden ser no diferenciadas y comprenden las espermatogonias Asimples (As), Aapareadas
(Apr) ¥ Aalineadas (Aal), de las que se cree, las As son las células troncales que tienen la
capacidad de auto-renovarse. Por otro lado, las Apr y las Aal son clonas que no se
sincronizan con el epitelio seminifero, mientras que las espermatogonias
diferenciadas que se derivan de ellas, las A1, A, Az y As se expanden de forma
sincronizada con el clico del epitelio seminifero. Posteriormente, se producen las
espermatogonias intermedias y, por ultimo, las espermatogonias tipo B; la ultima
division de esta fase produce los espermatocitos primarios en estado preleptoteno,
que migran de la base del tubulo seminifero para que comience la segunda fase (Hess,

1999; Kolasa et al., 2012; Wistuba et al., 2007).



1.1.1 Fase de Meiosis

La meiosis comienza cuando el espermatocito primario preleptoteno entra en la fase
S del ciclo celular y da lugar a espermatocitos leptotenos diploides, donde los
cromosomas son arreglados como filamentos largos y posteriormente, en las células
zigoteno ocurre el apareamiento de los cromosomas homdlogos, formando el
complejo sinaptonémico. Estos procesos dan lugar a los espermatocitos paquiteno,
en los cuales ocurre la recombinacién genética de los cromosomas apareados,
también incrementa el contenido de RNA y de sintesis de proteinas y, finalmente, se
forman los espermatocitos diploteno con los que se termina la meiosis |,
desintegrandose el complejo sinaptonémico y separandose las cromatidas hermanas.
En esta primera meiosis los espermatocitos primarios se convierten en
espermatocitos secundarios que rdpidamente entran en la meiosis Il para generar las

espermatidas haploides (Hess, 1999; Kimmins et al., 2004).

1.1.1 Fase post-meidtica

Durante la fase post-meidtica, las espermatidas redondas pasan por diferentes
cambios citogenéticos, incluyendo la condensacién de la cromatina y localizacién del
nucleo en la periferia celular; en este paso, las histonas son reemplazadas primero
por las proteinas transitorias y finalmente por las protaminas que son proteinas
basicas pequeiias que logran compactar el DNA aproximadamente 20 veces
comparado con una célula somatica (Eddy, 2002; Sharma y Agarwal, 2011). Otros
cambios importantes incluyen la formacion del sistema acrosémico que es el que
contiene las enzimas necesarias para la fertilizacién, la pérdida de gran parte del
citoplasma que es fagocitado por las células de Sertoli y el desarrollo de la cola

(Kretser et al., 1998).
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Figura 1. Fases de la espermatogénesis. Cada fase de la espermatogénesis esta
relacionada con un tipo de célula que a su vez, pasa por diferentes etapas (para mas
detalles ver el texto) (Modificado de Sharma and Agarwal, 2011).

La cola del espermatozoide es una estructura compleja que comienza a desarrollarse
cuando el par de centriolos se ubica en la superficie de la célula y uno de ellos forma
el axonema que se extiende hacia el lumen tubular y que ademads contiene los
microtubulos. Finalmente, se forman las piezas media, principal y final de la cola

cuando se afladen componentes tardios como las mitocondrias (Venteld, 2003).

1.2 Regulacion genética durante la espermatogénesis

Durante la espermatogénesis se expresan diversos genes que pueden agruparse en
tres categorias: genes que se expresan solamente en las células germinales, que estan
relacionados con genes que se expresan en células somaticas; genes llamados Unicos
porque codifican para proteinas especificas de la espermatogénesis y no tienen
relacion con genes de células somaticas y genes que codifican transcritos que son
Unicos de las células germinales. De esta forma, la expresién de genes durante toda

la espermatogénesis es un proceso que estd altamente regulado y se debe a
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diferentes factores que pueden clasificarse en intrinsecos y extrinsecos. Los primeros
se relacionan al programa genético y se regulan a nivel transcripcional, traduccional y
post-traduccional, incluyendo regulacion en la sintesis de proteinas en la fase post-
meidtica, modificaciones post-traduccionales de dichas proteinas, probablemente
por influencia de los factores extrinsecos y regulacién en la transcripcién de genes por
factores de transcripcidn, en su mayoria, especificos de las células germinales. Un
ejemplo claro de estas regulaciones es la compactacion de la cromatina por las
protaminas, ya que impiden la transcripcién génica dias antes de que se sinteticen las
proteinas necesarias para el ensamble de los espermatozoides, indicando una
inactivacion de los mRNAs para traducirlos mas adelante (Eddy, 1998, 2002).

Por otro lado, las células que tienen un papel importante en la regulaciéon de la
espermatogénesis son las células de Leydig, estas ultimas se localizan entre los
tubulos seminiferos y son estimuladas cuando la hormona luteinizante (LH) que es
parte de los reguladores extrinsecos, es liberada. Este estimulo desencadena la
produccién de testosterona que, a través de los receptores de andrégeno, participa
en el inicio y mantenimiento de la espermatogénesis e influye sobre la funcion de las
células de Sertoli como soporte de las células germinales. Otro factor extrinseco es la
hormona estimuladora folicular (FSH), que activa procesos de transduccién de seales
uniéndose a los receptores de la superficie de las células de Sertoli, contribuyendo al

proceso de la espermatogénesis (Eddy, 2002).

1.3 Maduracién del espermatozoide

Una vez formados los espermatozoides, dejan los testiculos sin tener una motilidad
progresiva y sin la capacidad de fertilizar un ovocito, por lo tanto, es necesario que
atraviesen una serie de procesos para alcanzar su maduracién (figura 2).
Inmediatamente después de que el espermatozoide se ha formado, se transporta al
epididimo para su almacenamiento en donde, ademas, ocurren algunas alteraciones
gue involucran cambios en la carga superficial y en la composicion de las proteinas de

membrana, quedando listos para el proceso de eyaculacién.
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Figura 2. Proceso de diferenciacion y maduracion del espermatozoide. Las células
germinales de testiculo pasan por diferentes estadios hasta diferenciarse en
espermatozoides que son células especializadas; sin embargo, el espermatozoide
atraviesa cambios adicionales para alcanzar la maduracién y capacidad de
fertilizacion. (Modificado de Sharma y Agarwal, 2011).

1.3.1 Capacitacion e hiperactivacion del espermatozoide

La capacitacidn es el nombre que se le da a los cambios celulares o fisioldgicos por los
gue atraviesan los espermatozoides cuando se encuentran en el tracto reproductor
femenino y que le confieren la capacidad de fertilizaciéon (Sharma y Agarwal, 2011).
Durante la capacitacién, el espermatozoide experimenta un proceso conocido como
reaccidon acrosomal en el que se activa la motilidad progresiva y se liberan las enzimas
hidroliticas almacenadas en el granulo acrosomal. Posteriormente, se logra la
hiperactivacion, alcanzando patrones de movilidad Unicos que son necesarios para
penetrar la zona pelicida que recubre el ovocito (Pizzari, 2006). Zhang &
Gopalakrishnan (2005), hicieron una revision de numerosos estudios que demuestran
que los iones de Ca®* son determinantes en diferentes funciones celulares de los
espermatozoides, incluidas la capacitacién, reaccién acrosomal, motilidad progresiva

e hiperactivacion.



1.4 Canales iénicos de calcio en el espermatozoide

Los canales iénicos son elementos esenciales en la sefializacion celular para los
espermatozoides maduros y son importantes para el potencial de membrana que
modula la actividad de unién membrana-enzimas. (Darszon et al., 1999). Los canales
idnicos difieren unos de otros por la secuencia de sus aminodcidos, la composicion de
subunidades, la naturaleza de los iones que conducen, las propiedades de cierre y sus
mecanismos regulatorios. Una de las formas en que se pueden clasificar estos canales,
es segun los iones especificos que conducen y entre los mas importantes se
encuentran los canales de Na*, K* y Ca%* (Zhang y Gopalakrishnan, 2005).De estos
canales idnicos, los que son especificos de Ca®* son claves en el movimiento flagelar y
en la fusiéon de la vesicula acrosomal, ya que estos procesos dependen de la
concentracién intracelular de Ca®*. La motilidad del espermatozoide esta controlada
por iones CaZ*y por nucleétidos ciclicos, por lo que se han descrito diferentes canales
de Ca?* presentes en el espermatozoide, sin embargo, es probable que no todos sean
esenciales para la motilidad, ya que también se expresan en otros tejidos como el
cerebro (Singh y Rajender, 2015; Zhang y Gopalakrishnan, 2005). Es por esta razon,
gue uno de los canales que representa mayor interés en este campo de estudio es el
canal CATSPER, el cual es especifico del espermatozoide, tiene una dependencia débil
al voltaje y es sensible al pH; este canal permite la entrada de iones cargados
positivamente, esenciales para la hiperactivacién y la fertilidad masculina. Aunque
permite el paso de cationes monovalentes como el sodio (Na*) o el cesio (Cs*) en
ausencia de iones divalentes, el canal CATSPER tiene una mayor afinidad por los iones

divalentes como el Ca?* (Singh y Rajender, 2015).

1.4.1 Canal CATSPER

El canal CATSPER (Cation channel of Sperm) es un canal iénico selectivo para Ca?*
formado por cuatro subunidades alfa (o) denominadas CATSPER1, CATSPER2,
CATSPER3 y CATSPER4 (Lobley et al., 2003; T A Quill et al., 2001; Ren et al., 2001), las
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cuales, a diferencia de un canal de Ca?* dependiente de voltaje (Cay) son codificadas
por genes distintos y se unen como un heterotetrdmero para formar el poro del canal
(Nishigaki et al., 2016). Asimismo, cuenta con subunidades accesorias conocidas como
CATSPERP (Liu et al., 2007), CATSPERy (Wang et al., 2009) y CATSPERS (Chung et al.,
2011), que intervienen en la estructura y estabilidad del canal.

Al igual que otros canales de calcio, las subunidades alfa del canal CATSPER cuentan
con seis fragmentos transmembranales; sin embargo, este canal es mucho mas
complejo y tiene caracteristicas distintas. Ademds de que cada subunidad que
conforma el canal es codificada por un gen diferente, las subunidades alfa tienen un
par de residuos de acido aspartico, de los que se ha inferido, usan su carga negativa
para unir los iones Ca?*; otra caracteristica inusual es que CATSPER1 posee un dominio
amino terminal rico en histidinas que probablemente sirve para la sensibilidad a

protones o la union de Zn?*

2 ANTECEDENTES

2.1 Catsper2

En 2001, se reportd la existencia de un gen que codifica para una proteina con
topologia similar a las proteinas de los canales de potasio dependientes de voltaje,
pero con la secuencia del dominio del poro parecida a los canales de calcio, a este gen
se le llamo Catsper2. La proteina CATSPER2 tiene 588 aminodcidos (aa), forma seis
fragmentos transmembranales, en donde los residuos ubicados entre los fragmentos
cinco y seis, conocidos como region P, determinan la selectividad del canal (figura 3).
CATSPER2 contiene en su dominio C-terminal un motivo de cierre de leucina que
posiblemente media la interaccion proteina-proteina para la formacién del canal. La
proteina CATSPER2 de humanos tiene una identidad de 63-67% con la proteina de
ratén, en la que la regidn transmembrana esta conservada con un 77% de identidad

e incluye una regién P idéntica (Quill et al., 2001).
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2.1.1 Catsper2 es especifico de testiculo

El perfil de expresion de los genes Catsper se ha evaluado en diferentes grupos de
trabajo. EIl mRNA de estos genes, incluido Catsper2 es detectado Unicamente en
testiculo tanto de humano como de ratdn (figura 4) (Quill et al., 2001). Por otro lado,
la localizacion especifica de la proteina CATSPER2, asi como del canal funcional en la
pieza principal del flagelo de los espermatozoides, se ha determinado mediante

técnicas de inmunofluorescencia (Avidan et al., 2003; Navarro et al., 2008).

1 MAQEQGHFQLLRADAIRSKLIDTFSLIEHLQGLSQAVPRHTLREILDPAY

51 QQKLMSGDQEQLVRFSIKPRRMGHITHSRRLLSRLRVRCSRMPPLSLWAG

101 WVLDSSVFSKFIISLIFLNTFVLMVEIELMESTNTALWPVKLALEVADWF

$1
151 ILLSFIVEILLMWLASFSLFWKDAWNVFDFFVTLLSLLPELVVLLGVPAH
S2 S3
201 SVWLQLLRVCRVLRSLKLFARFROTIRVILLALVRALKSMTFLLMLLLIFF
S4 S5
251 YIFAVTGVYFFREYSRSTIEGLEYNMFFSDLLNSLVTVFILFTLDHWYAV
P
301 LONIWKVPESSRVESSIYVILWLLLGSIIFRNIIIAMMVTNFONIRSELS
S6

351 EEMSHLEVQYKADMFKQQIIQRRQHSESLRGTSLGKVSEDIIETSDASDD

401 DDDDDDDDDDDDDDDDDKSDATESDGEESDSENSESENSESEKIDPEKDY

451 AKKSYPEKSHPEKSYPEKSHPEKSYPEKSHPEKSYDEQAEAEKVKEESKE

501 KAYPVSHSISSHGSIAADTAFLENLDWETLVHENLPGLMDMDQDDRIVWP
551 RDSLFRYFELLEKLQYNLEERKKLQEFAVQALMSFEDK

Figura 3. Secuencia de aminoacidos de CATSPER2. Se muestran los fragmentos
transmembranales (S1-S6) subrayados en negro y los residuos de la regién P que
determinan la selectividad del canal estan subrayados en rojo. (Quill et al., 2001)

A. B.
Br He In Ki Li Ov Sk Sp St Te MRH
—-4.4
. Il | B
. -1.4

Figura 4. Catsper2 se expresa Unicamente en testiculo. (A) Northen blot de RNA total de
tejidos de raton. Br: cerebro, He: corazdn, In: intestino, Ki: rifién, Li: higado, Ov:
ovario, Sk: musculo esquelético, Sp: bazo, St: estdmago, Te: testiculos. (B) Northen
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blot de RNA poli (A) de testiculos de ratén (M), rata (R) y humano (H). En los dos
experimentos se utilizdé una sonda de cDNA de Catsper2 murino marcada
radioactivamente (Quill et al., 2001).

2.1.2 Catsper2 es el gen de la familia Catsper que se expresa primero

A pesar de que todos los genes de la familia Catsper son especificos de testiculo y que
la falta de alguno impide la formacién del canal (Qi et al., 2007), su transcripcion es
diferencial durante la espermatogénesis. Mientras que Catsperl, 3 y 4 se expresan en
etapas tardias de la espermatogénesis, es decir, en las espermatidas (Jin et al., 2005;
Qi et al., 2007; Schultz et al., 2003), Catsper2 se expresa antes que cualquiera de los
otros genes Catsper (en espermatocitos paquiteno), segun estudios de PCR
cuantitativa (QPCR) e hibridacidn in situ, en los que se detecta a partir del dia 8
después del parto (dpp), con una expresion significativa entre los dias 15-18 vy
llegando a una expresion maxima a los 35 dpp, que supera la expresiéon de los otros
genes, que es donde se completa la diferenciacion de los espermatozoides en ratén

(figura 5) (Li et al., 2007).

o Catsper] mRNA < Catsper3mRNA

- B
® Catsper2 mRNA . 1‘4 - Catsperd mRNA Kf‘o
12
[ £«
/ r\\\ /
1.' _.;' : ""‘.

Tasa de expresion
Tasa de expresién
o o o
S £ £

o
~

0 8 " 15 18 21 25 28 3 42 % 12

8 1 15 18 20 25 28 35 42 56 120
Dias después del parto Dias después del parto

Figura 5. Catsper2 es el primer gen de la familia Catsper que se expresa durante la
espermatogénesis. Expresion temporal de los mRNA de Catsperl, Catsper2 (A),
Catsper3 y Catsper4 (B), en testiculos de ratén desde el desarrollo postnatal hasta la
adultez medidos por qPCR y normalizados a la expresidn de B-Actina. Los niveles de
los MRNASs se expresan en proporcion relativa a los valores en testiculo de adulto (120
dias) (Modificado de Li et al., 2007).
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2.1.3 Catsper2 es esencial en la fertilidad masculina

Debido a la expresion especifica del canal CATSPER en el espermatozoide y a su gran
afinidad por el Ca?*, que es un importante mensajero para el proceso de capacitacién
e hiperactivacién del espermatozoide, se han realizado diferentes ensayos para
determinar su funcion. Se produjeron ratones mutantes sin el gen Catsper2 (Catsper2
/) y se hicieron ensayos de fertilizacién tanto in vitro como in vivo, enfrentdndolos a
ovocitos con o sin zona pelucida (ZP). En el ensayo in vitro se observé que los
espermatozoides Catsper2” no pudieron fertilizar ovocitos normales, pero si ovocitos
sin ZP. Por otro lado, en el ensayo in vivo se observé que sdélo los ratones machos
Catsper2”- no tuvieron descendencia (Quill et al., 2003). Con estos resultados, se
demostrd que Catsper2 es importante en la fertilidad masculina, concretamente en
el proceso de hiperactivacién, que es necesario para atravesar la ZP del ovocito y
llevar a cabo la fertilizacion.

Asimismo, la infertilidad masculina humana no sindromica sdlo se ha vinculado a
mutaciones en el gen Catsper2 (Shukla et al., 2012). En una familia de origen francés
en la que dos hermanos presentaban anemia diseritropoyética congénita tipo | y
ambos sufrian de una reduccién severa de la motilidad de sus espermatozoides; se
encontrd que tenian una delecion de aproximadamente 70 kb que removia parte del
gen Catsper2, sugiriendo su papel en la astenoteratozoospermia (Avidan et al., 2003).
Aunque se han detectado otros canales de Ca?* en el esperma, mediante ensayos de
interrupcion de genes se ha concluido que canales como Cay1.3, Ca2.2, Cay2.3, Cay3.1
y Ca,3.2 no son importantes en la fertilidad masculina. Asi mismo, mutaciones
encontradas en los canales CNGA3, TRPC2 y TRPC3, tampoco ocasionan disminucién
de la fertilidad y finalmente, mutantes nulos para los canales Ca,1.2 y Ca,2.1
ocasionan la muerte del embridn, por lo tanto, se descartan como causantes de
infertilidad. De esta manera, se puede argumentar que sélo los genes Catsper son

requeridos para la fertilidad masculina y los convierte en blancos para el desarrollo

11



de drogas anticonceptivas masculinas (Carlson et al., 2005; Navarro et al., 2008;

Zhang y Gopalakrishnan, 2005).

2.1.4 Catsper2 podria regular la expresién de las proteinas CATSPER

Ademas del fenotipo de infertilidad masculina, otro fenémeno que se ha observado
en ratones Catsper2”- es que, si bien se encuentra el transcrito de Catsper1, falta su
proteina; mismo evento que se observa en ratones Catsperl”- donde se encuentra el
transcrito de Catsper2, pero no su proteina (Carlson et al., 2005). Aunque en ratones
Catsperl”- no se ve afectada la expresién de CATSPER3 y 4 (Babcock, 2007; Navarro
et al., 2008), es decir, se encuentran ambas proteinas y, en ratones Catsper3”’” o
Catsperd”-, se expresa la proteina CATSPER1 (Qi et al., 2007), no se han reportado
resultados del efecto de Catsper2”- en la expresién del transcrito o las proteinas de
los genes Catsper3 y 4. No obstante, las diferencias en la expresién temporal de los
genes Catsper, donde Catsper2 se expresa tempranamente, sugieren que dicho gen
regula a los demas genes Catsper y que es el gen mas critico en la reproduccién

masculina normal (Song et al., 2011).

2.2 Regulacién de la expresién génica: transcripcién

La expresién de genes se regula por mecanismos complejos que pueden ser
especificos para cada gen; sin embargo, hay cinco etapas que son puntos de control
potenciales: la activacion de la estructura del gen, el inicio de la transcripcidn, el
procesamiento del RNA, el transporte del RNA maduro al citoplasma y la traduccién
del mRNA (Kumar et al., 2014). El punto de control mas critico para la expresion génica
es el inicio de la transcripcion, que se da cuando la RNA polimerasa Il reconoce y se
une a una secuencia de DNA conocida como promotor (Pedersen et al., 1996). Para
entender los mecanismos de regulacién de la expresién genética, es necesario

delimitar la regiéon promotora del gen a estudiar, la cual estd compuesta por diversos
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elementos de DNA que rodean al sitio de inicio de la transcripcidn (Transcription Star

Site, TSS) y que permiten que la maquinaria transcripcional basal se acople (Dikstein,

2011).

2.2.1 Andlisis de secuencias promotoras

El promotor de un gen es la secuencia que se ubica rio arriba de dicho gen, alrededor

del inicio transcripcional y normalmente se compone de un promotor central (core

promoter) que dirige la transcripcion basal y un promotor proximal (proximal

promoter) que aumenta la actividad transcripcional (de Vooght y van Solinge, 2009).

Dentro del promotor se encuentran secuencias de DNA que pueden ser elementos

del promotor central o secuencias activadoras rio arriba (upstream activating

sequencess, USAs) (Kumar et al., 2014). Los elementos del promotor central incluyen

el TSS, el INR o elemento iniciador, la caja TATA, la caja CAAT, el DPE o elemento rio

abajo del promotor y el MTE o elemento motivo diez.

Elemento iniciador (INR): Este elemento se ubica sobre el inicio de la
transcripcion y tiene una secuencia consenso 5’Y(+1)N(T/A)YY3’ donde Y es
una pirimidina y N es cualquier nucleétido (Choudhuri, 2014).

Caja TATA: La secuencia consenso de este elemento es 5’TATAAA3’, se localiza
entre los nucledtidos -25 a -35 con respecto al TSS y es reconocida por el factor
TBP que hace parte del complejo TFIID (Choudhuri, 2014).

Caja CAAT: Esta secuencia ayuda a incrementar la fuerza del promotor, se
ubica entre los nucledtidos -75 a -85 respecto del TSS y tiene una secuencia
consenso 5'GGCAATCT3’ (Kumar et al., 2014).

Elemento rio abajo del promotor (DPE): Este elemento se ubica en las
posiciones +28 a +32 rio abajo del TSS, su secuencia consenso es
5(A/G)G(A/T)(C/T)(G/A/C)3’. Es reconocido por los factores asociados (TAFs)
del complejo TFIID (Choudhuri, 2014).
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e Elemento motivo diez (MTE): La secuencia consenso de este elemento es
5’CGANC3’ y su posicion es de +18 a +22 con respecto del TSS. Es reconocido
por los TAFs del complejo TFIID (Lim et al., 2004).

Los factores necesarios para la transcripcion son aquellos que reconocen los
elementos del promotor central y las secuencias activadoras rio arriba. Estos factores
se pueden clasificar en dos grupos (Pedersen et al., 1996):

e Los factores generales: son necesarios para una iniciacion exitosa en todos los
promotores y al unirse con la RNA polimerasa Il forman un complejo que
determina el inicio de la transcripcidn. Dentro de estos factores estan TFIIA,
TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH y TFIlJ y algunos de ellos reconocen y se unen a
los elementos del promotor central.

e Los factores especificos: son proteinas de uniéon al DNA, conocidas como
factores de transcripcidn, que reconocen secuencias cortas activadoras rio
arriba del TSS. Estos factores mejoran la eficiencia de inicio transcripcional
debido a las interacciones proteina-proteina con la maquinaria transcripcional

basal.

Por otro lado, hay dos grandes tipos de promotores dependiente de la RNA pol Il, los
promotores que contienen la caja TATA, que tienden a ser especificos de tejido y los
que tienen islas CpG (contenido de GC mayor del 50%), que presentan perfiles de
expresion constitutiva; ademads, se ha revelado que el tipo de promotor no sélo influye
en las caracteristicas transcripcionales, sino también en las tasas de mutacién y en la
estructura del gen (Yamamoto et al., 2011).

Cabe mencionar que, aunque haya elementos caracteristicos de los promotores, no
se ha podido determinar la estructura definitiva de una secuencia promotora. Sélo un
analisis minucioso de un promotor especifico puede revelar su estructura y elementos

regulatorios.
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2.3 Caracterizaciéon del promotor de Catsperl

Debido a la importancia de los genes Catsper en la fertilidad masculina, nuestro grupo
de trabajo ha tenido especial interés en analizar la region promotora de estos genes
para dilucidar sus mecanismos regulatorios. Por esta razdn, se realizd la
caracterizacion del promotor del gen Catsperl murino. Por medio de la técnica de
amplificacién rapida de los extremos 5’ de cDNA (5’ RACE), se logré identificar el sitio
de inicio de la transcripcion de este gen, 84 pb rio arriba del inicio de la traduccidn
(Mata-Rocha et al., 2013). Asimismo, se encontré mediante analisis in silico una
region promotora de 798 pb y otra de 1215 pb (figura 6), cuyas secuencias fueron
clonadas rio arriba del gen reportero de luciferasa en el vector de expresion pGL3
Basic y se cuantifico la actividad promotora de ambas secuencias (figura 7).

Ademas, se delimité el promotor basal a una secuencia de 261 pb, mediante
deleciones en las que se eliminaron sitios de unién a factores de transcripcion SOX

encontrados en el analisis in silico (Mata-Rocha et al., 2013).

pCats1215

pCats798

Figura 6. Promotores putativos de Catsperl murino. Las secuencias de dos posibles
promotores se clonaron en el vector de expresion pGL3 Basic. (Modificado de Mata-
Rocha et al., 2013).
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Figura 7. Actividad promotora de las regiones de 798 pb y 1215pb del promotor de Catsper1
murino. La actividad promotora de cada secuencia se determind mediante ensayos
de luciferasa. La actividad indica las veces que aumentd respecto al vector sin
promotor. (Mata-Rocha et al., 2013).
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Figura 8. Delimitacion del promotor basal de Catsperl murino. (A) Se realizaron deleciones
en las que se eliminaron los sitios de unidn a factores de transcripcién SOX (lineas
cortas verticales) y (B) se midié la actividad promotora mediante ensayos de
luciferasa. La actividad indica la variacion respecto a la secuencia de 798 pb (Mata-
Rocha et al., 2013).

2.4 Andlisis in silico preliminar del promotor de Catsper2 murino

Para el gen Catsper2 murino se realizd un analisis in silico preliminar en el que se
encontraron 2 posibles promotores, uno de 784 pb que abarca el TSS del gen y otro
de 601 pb, rio arriba del primer promotor putativo. Estas dos secuencias se

amplificaron en un fragmento de aproximadamente 1600 pb el cual fue clonado rio
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arriba del gen reportero luciferasa en el vector pGL4.10 (Romero-Tlalolini, datos no

publicados).
Catsper2
TSS:
[Prommr putative Go1pb] [ Promotor putativo 784pb ]
[ Secuencia clonada en pGL4.10 1600pb ]

pCat2-1600pb

PGL4.10[luc2]
4242 bp

&

r
)
svao oo

Figura 9. Promotores putativos de Catsper2 murino. Con un analisis in silico se
encontraron 2 posibles promotores para Catsper2 murino (rectangulos azules). La
region de 1600 pb indicada en el rectangulo rojo que comprende los posibles
promotores se clond rio arriba del gen de luciferasa en el vector pGL4.10 (pCat2-
1600pb).

3 JUSTIFICACION

Desde el descubrimiento de los genes del canal de calcio CATSPER se ha dado mayor
importancia al estudio de la estructura y funcién del canal proteico, dejando de lado
el andlisis de la regulacion transcripcional de estos genes. De la familia de genes del
canal CATSPER, Catsper2 es el primero en expresarse y desempefa un papel
fundamental en la fertilidad masculina; debido a esto y a los resultados que sugieren
una posible regulacién de este gen sobre la expresion de CATSPER1, es necesario
realizar la caracterizacién de su promotor como el paso inicial para entender la
regulacion de los genes que codifican las proteinas que conforman este canal e

identificar posibles blancos terapéuticos para generar métodos anticonceptivos.
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4 OBIJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar estructuralmente la regién promotora del gen Catsper2 murino

4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar la actividad transcripcional de los promotores putativos del gen

Catsper2 murino

e Analizar in silico la regién promotora del gen Catsper2 murino

e Determinar el sitio de inicio de la transcripcién del gen Catsper2 murino.

o Delimitar el promotor basal del gen Catsper2 murino.
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5 DISENO EXPERIMENTAL

r
Construcciones con el promotor del

gen Catsper2 murino

\ 4

\ 4 v

Analisis in silico de la r
region promotora del Transfecciones en las lineas | Deleciones para delimitar
gen Catsper2 celulares MSC-1 y GC-1spg el promotor basal
J

\ 4
Determinar el sitio y
de inicio de Ia Analisis de la actividad
transcripcion usando transcripcional mediante
RACE 5’ y ensayos de luciferasa
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6 METODOLOGIA

6.1 Material bioldgico

En este trabajo se emplearon las lineas celulares MSC-1 (mouse Sertoli cell 1,
RRID:CVCL_U446) que corresponde a células somaticas de Sertoli de testiculo de
ratén y GC-1 spg (ATCC® CRL-2053™) que son células germinales de ratén con
caracteristicas de un estado entre espermatogonias tipo B y espermatocitos
primarios. Las células se manipularon en campana de flujo vertical, se cultivaron en
medio Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de SIGMA suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB) de GIBCO y 1% de antibidticos penicilina-estreptomicina.
Los cultivos se mantuvieron en incubadora a 37°C con 5% de CO, y 90% de humedad
relativa.

Por otro lado, el RNA utilizado en este proyecto se obtuvo a partir de testiculos de
ratones adultos (6-8 semanas de nacidos) de la cepa CD1, los cuales fueron
sacrificados por dislocacidn cervical. Los testiculos fueron obtenidos inmediatamente
y colocados en buffer de fosfatos (PBS 1X) pH=7.3, se lavaron 2 veces y se colocaron
en un mortero frio (-20°C) con nitrégeno liquido, se maceraron hasta convertirlos en
un polvo fino y se agregaron 2 mL de TRIzol® para recolectar todo el tejido en tubos
eppendorf; se agregaron 200 pL de cloroformo, se mezclé por inversiéon y se
centrifugé a maxima velocidad por 12 min. El sobrenadante se recolecté en un tubo
nuevo y se agregaron 500 puL de TRIzol® y 100 uL de cloroformo, se mezclé por
inversion y se centrifugd a maxima velocidad por 12 min. El sobrenadante se transfirid
a un tubo nuevo y se agregaron 700 plL de isopropanol para precipitar el RNA, se
mezcld por inversion y se centrifugd a maxima velocidad por 30 min; se decantd el
isopropanol, se agregaron 100 pL de etanol 70% para limpiar el pellet, se centrifugd a
maxima velocidad por 10 min, se descarté el sobrenadante y se secé el RNA a TA por
>15 min. El RNA se resuspendié en 21.5 puL de agua mili-Q estéril y se agregaron 1 pL

de DNasa | (NEB) y 2.5 uL del buffer de la enzima y se incubd a 37°C por 20 min para
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eliminar residuos de DNA gendmico. Posteriormente, se agregaron 175 plL de agua
mili-Q estéril y 200 pL de fenol acido, se mezclé por inversion y se centrifugd a maxima
velocidad por 15 min. La fase acuosa se transfirid a un tubo nuevo y se repitio el
proceso con 200 pL de fenol acido. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo y se
agregaron 200 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por inversion, se
centrifugé a maxima velocidad por 30 min y se eliminé el sobrenadante. Se limpié el
pellet con 100 uL de etanol 70%, se centrifugd a maxima velocidad por 15 min, se
decantd el sobrenadante y se secé el RNA a TA. Finalmente, el RNA se resuspendié en

30 plL de agua estéril libre de nucleasas y se almacend a -70°C.

6.2 Construccion con la region de 800pb del promotor de Catsper2 murino

A partir del plasmido pGL4.10/1600pb que contiene una regién de 1600pb con 2
promotores putativos de 601pb y 784pb predichos, se obtuvieron las demas
construcciones. Inicialmente se realizé el andlisis de restriccidn con las enzimas Xhol
y Xbal para comprobar el sentido de la secuencia clonada previamente. El fragmento,
se liberd haciendo una restriccidon con Hindlll y se observé en un gel de agarosa 1.2%.
Las bandas correspondientes al fragmento de 1600pb y al plasmido pGL4.10 lineal se
purificaron mediante el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System de PROMEGA. A
continuacion, se realizd una ligacién en una relacién 3:1 de inserto y plasmido,
respectivamente, usando 1U de T4 DNA ligasa (Invitrogen) en un volumen final de 20
uL. La reaccion se incubd a Temperatura ambiente (TA) toda la noche y al dia siguiente
se transformaron bacterias DH50. competentes como se describe mds adelante.

Para amplificar un fragmento de aproximadamente 800 pb que contiene el promotor
putativo de 784 pb a partir de la construcciéon pGL4.10/1600pb, se disefié un
oligonucleétido forward con el sitio de restriccion para la enzima Hindlll y el
oligonucledtido Cat2 Prom Rev (Tabla 1). El fragmento esperado se obtuvo mediante
reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) con concentraciones finales de buffer GC

1x, dNTPs 200 uM, Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) 0.2U y 0.2 uM de
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cada oligonucledtido. Se utilizé un termociclador Axygene Maxygene y el programa

empleado se especifica en la tabla 2.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos usados en el proyecto

Nombre del

oligonucleétido

Actina Fw
Actina Rev
Ex1Cat2 Fw
Ex5Cat2 Rev
Cat2-800 Fw
Cat2Prom Rev
GSP-RT Rev
GSP1 Rev
GSP2 Rev

Qt Fw

Qo Fw

Qi Fw
Rvprimer3T
Luc2Rev

PJET Fw ™
pJET Rev’
pCat2-520 Fw
pCat2-358 Fw
pCat2-711 Fw
pCat2-711 Rev

Secuencia5’ 2> 3’

AAGATCAAGATCATTGCTCCTCC
TAACAGTCCGCCTAGAAGCA
GTGAAGTCAGGGCTGAGTG
AAAGTCAAAGACATTCCAGGCA
TGAAGCTTGGCCTGCTAGATAGTGGAG
TGAAGCTTCTGACATTTGGAAAACGTGTC
GCTGTCACCCACTGTACC
GGAGAGTGTGCCTTGGTAC
GATACGAGGTAGGGCAGC
CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCT

CAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTI
CCAGTGAGCAGAGTGACG
GAGGACTCGAGCTCAAGC
CTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAG
GTCCCGTCTTCGAGTGGGTAG
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
TGCTCGAGGAGAAATGAGATGGGAGAG
TGCTCGAGAACAGCTGGTAACTGCC
TGCTCGAGGGCCTGCTAGATAGTGGAG
TGAAGCTTTCGCGGGCCTCACTTCC

Ensayo en que

fueron usados

Verificacion

del cDNA

Promotor de

800pb

RACES’

Secuenciacion
es en pGL4.10
Secuenciacion

esen pJET

Deleciones del

promotor

TLa secuencia de los oligonucleédtidos se encuentra de forma libre en la web
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Tabla 2. Condiciones para amplificar la region de 800pb del promotor de Catsper2

Paso y numero de ciclos Temperaturas y tiempos

Desnaturalizacidn inicial, 1 ciclo 98°C por 5 min

30 ciclos de Desnaturalizacion, 98°C/30 s

alineamiento y Gradiente: 67.3°C, 69.7°C, 71.7°Cy 72°C/30s
extension 72°C/3 min

Extension final, 1 ciclo 72°C por 10 min

6.3 Clonacion en pJET 1.2 Blunt

Para la clonacion en el vector de transicion pJET 1.2 Blunt se usé el kit CLONEJET™ PCR
cloning de Thermo Fisher Scientific. Para ello, 1 uL del producto de PCR conteniendo
el amplicén se mezclé con 1 uL de pJET, 1 uL de ligasa, 10 pL de buffer de reaccién y
7 uL de agua libre de nucleasas. La reaccidn se incubd a 22°C por 15 min. Para obtener
colonias con el plasmido de interés se transformaron bacterias quimio competentes

con el producto de ligacién.

6.3.1 Preparaciéon de bacterias competentes

Para obtener células competentes se empled la cepa bacteriana Escherichia coli DH5a
(genotipo: F— ®80/acZAM15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+)
phoA supE44 A\— thi-1 gyrA96 relAl). Con este fin se inoculé una colonia en 5 mL de
caldo Luria-Bertani (LB) y se incubd toda la noche a 37°C en agitacion constante. Al
dia siguiente, se tomd 1 mL de ese cultivo para inocular 100 mL de caldo LB nuevo y
se incubd a 37°C en agitacién constante hasta que el cultivo alcanzé una densidad
Optica (OD) de 0.6 a 600 nm. Seguido de esto, se centrifugd en tubo falcon estéril a
7000 rpm por 10 min a 4°C; posteriormente se descarté el sobrenadante y el pellet
de células se resuspendié en 25 mL de CaCl; 0.1 M frio; nuevamente se centrifugd a

7000 rpm por 10 min a 4°C vy se repitid el proceso con 20 mL, 15 mL, 10 mLy 5mL de
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CaCl; 0.1 M frio. Finalmente, las células se resuspendieron en 2.5 mL de CaCl; 0.1 M
frio y se agregaron 250 pL de glicerol estéril. Las células competentes se dividieron en
alicuotas de 100 pL en tubos eppendorf estériles y se congelaron rapidamente en

nitrégeno liquido para luego ser almacenadas a -70°C hasta su uso.

6.3.2 Transformacién de bacterias

Se colocaron 20-50 ng de plasmido o 10 pL de mezcla de ligacién en un tubo de
bacterias competentes (100 uL) y se mantuvo en hielo por 30 min; a continuacion, se
realizd un choque térmico, incubando a 42°C por 1-2 min y nuevamente en hielo por
1 min. Posteriormente se agregd 1 mL de caldo LB a las células y se incubé a 37°C por
1h en agitacidn constante. Pasado ese tiempo, se centrifugaron las células a 5000 rpm
por 3 min a TAy se descarté 1 mL de medio. Las células se resuspendieron en los 100
ulL restantes y se sembraron en placas de agar LB con ampicilina (0.1 mg/mL) para
seleccionar las colonias transformadas. Las placas se incubaron a 37°C por 18h
aproximadamente. Las candidatas seleccionadas se aislaron en placas de agar LB con

ampicilina.

6.4 Extraccién de DNA plasmidico

Para la extraccion de DNA plasmidico se utilizo el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System vy el kit QIAGEN Plasmid Midi, siguiendo las instrucciones de los
fabricantes. El contenido de cada buffer se especifica en el anexo 1. Los protocolos

son los siguientes:

6.4.1 kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System

Se inoculd una colonia transformada con el plasmido de interés en 15 mL de caldo LB-

ampicilina y se incubd a 37°C en agitacidén constante toda la noche. Al dia siguiente,
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las bacterias se centrifugaron a 12000 rpm por 5 min y se descarté el medio. Las
bacterias se resuspendieron en 250 pL de solucién de Resuspension celular, se
agregaron 250 pL de solucién de Lisis celular y se mezclé por inversion 4 veces; se
adicionaron 10 pL de solucion de proteasa alcalina, se mezcld por inversién 4 veces y
se incubd a TA por 5 min. Posteriormente, se detuvo la reaccién con 350 ulL de
solucion de neutralizacién y se centrifugd a maxima velocidad por 10 min a TA. El
sobrenadante se transfirid a una columna del kit y se centrifugé a 13000 rpm por 1
min a TA, se descarté el “flow through” y se realizaron dos lavados con 750 pLy 250
pL de Solucidn de lavado y finalmente se transfirio la columna a un tubo eppendorf
de 1.5 mL, se agregaron 50 plL de agua estéril libre de nucleasas y se centrifugé a

maxima velocidad por 1 min a TA. El DNA se almacend a -20°C.

6.4.2 QIAGEN Plasmid Midi Kit

Se inocularon bacterias transformadas con el plasmido de interés en 100 mL de caldo
LB-ampicilina (0.1 mg/mL) y se incubaron a 37°C en agitacidn constante toda la noche.
Al dia siguiente, se centrifugaron las células en un tubo falcon estéril a 7000 rpm por
15 min a 4°C y se desechd el medio. Las células se resuspendieron en 10 mL de Ia
solucién P1 del kit con 0.1 mg/mL de RNasa y luego se agregaron 10 mL de buffer P2
(buffer de lisis), se mezcld por inversién 4-6 veces y se incubd a TA por 5 min. Después
de la incubacion, se neutralizd la reaccion anadiendo 10 mL del buffer P3 frio, se
mezcld por inversidn 4-6 veces y se incubd en hielo por 15 min. Posteriormente, se
centrifugé a 212500 rpm por 30 min a 4°Cy se recuperé el sobrenadante en un tubo
nuevo, se repitid el paso anterior para eliminar cualquier residuo; luego, el
sobrenadante se paso por una columna de purificacion, previamente equilibrada con
10 mL de buffer QBT. Seguidamente, se lavd la columna 2 veces con 30 mL de buffer
QCy se transfirié a un tubo nuevo, en donde se eluyd el DNA con 15 mL de buffer QF.
Se utilizaron 10.5 mL de isopropanol a TA y se centrifugd a 212500 rpm por 30 min

para precipitar el DNA. El pellet se limpié con 5 mL de etanol 70% y se centrifugd a
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>12500 rpm por 10 min. Se decantd el sobrenadante y se dejé secar el DNA. Por
ultimo, se resuspendié en 100 uL de agua estéril libre de nucleasas y se almacend a -

20°C.

6.5 Clonacion en pGL4.10

Para evaluar la actividad transcripconal de las regiones del promotor de Catsper2 se
utilizé el plasmido pGL4.10, el cual carece de regiones promotoras, tiene el gen
reportero de la luciferasa de Photinus pyralis adyacente al sitio de clonacién multiple
y ademas cuenta con el gen de resistencia a ampicilina para la seleccidon de colonias
(Anexo 2).

Para la subclonaciéon en este vector, se cortaron las construcciones pJET que
contienen la regién del promotor de 800pb de Catsper2y pGL4.10 (5 pg) con la enzima
Hindlll (promotor 800pb) o con las enzimas Hindlll y Xhol para PJET conteniendo las
deleciones, en un volumen final de 20 pL con concentracion final de buffer CutSmart
(NEB) de 1X. La reaccién se incubd a 37°C por 2h y el patréon de corte se verificd en
geles de agarosa 1.5%. Las bandas de interés fueron purificadas mediante el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-UP System de PROMEGA vy se realizé la ligacion de los
fragmentos en pGL4.10 y la transformacidon de bacterias competentes segun la

metodologia previamente explicada.

6.6 Secuenciacidon de DNA

Para verificar la secuencia de las contrucciones en el plasmido pGL4.10 se utilizé el kit
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing de Applied Biosystems. Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 20 pL que contenia 4 pL de Buffer de secuenciacion
5X, 2 pL de mix de reaccién, 10 pM de oligonucleétido (Tabla 1) y 1 ug de DNA
plasmidico. La reaccién se llevé a cabo en termociclador con un ciclo inicial de

desnaturalizacion a 96°C por 4 min, 30 ciclos a 96°C/30 s, 54°C 0 59°C/30 s (para los
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oligonucledtidos RVPrimer3 y Luc2Rev, respectivamente) y 60°C/4 min y un ciclo de

extension final a 60°C por 5 min.

6.7 Cultivos celulares

Para el pase de las células, se eliminé por completo el medio de cultivo y se agregaron
2 mL de tripsina-verseno (Invitrogen) (sélo para las células GC-1 spg) y se incubé a
37°C por 2 min para permitir que las células se despegaran; seguido de esto, se
agregaron 2 mL de medio DMEM suplementado y se transfirieron las células a un tubo
falcon para centrifugar a 2500 rpm por 5 min. El pellet de células se resuspendié en 1
mL de DMEM suplementado y se usaron 10 L para contarlas en cdmara de Neubauer.
Se sembré la cantidad apropiada de células en cajas de Petri para cultivo celular.

Para conservar las lineas celulares se congelaron células siguiendo el procedimiento
descrito en el pase celular, pero en este caso se resuspendieron en 900 uL de SFB +
100 pL de DMSO estéril, finalmente se transfirieron a criotubos para ser conservadas

en nitrégeno liquido.

6.7.1 Transfeccion de lineas celulares

Siguiendo el procedimiento descrito en el pase celular y se sembraron 1x10/5 células
en 500 pyL de medio DMEM suplementado en placas de 24 pozos. Las células se
incubaron a 37°C por 24h hasta una confluencia de 70-80%. Después de 24h se
prepararon las mezclas de transfeccion con el reactivo DharmaFECT Transfection
Reagent para las células MSC-1 (Tabla 3) y el reactivo K2® Transfection System para
las células GC-1 spg (Tabla 4). Cada mezcla se incubd a TA por 15 min y luego se
depositaron en los pozos (placas de 24 pozos). En el caso de las células GC-1 spg se
prepararon 2h antes de transfectar agregando 5 L del reactivo K2 multiplier en cada
pozo En ambos casos se usé el plasmido pGL4.10 con el promotor de Citomegalovirus

(pGL4.10-CMV) como control positivo de transfeccion, el plasmido pGL4.10 vacio
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como actividad basal de referencia y un plasmido con la luciferasa de Renilla
reniformis y el promotor de CMV (pRL-CMV) como control interno de transfeccion
(figura 10) con el que se hizo la normalizaciéon de los datos obtenidos. Ademas, se dejo

un pozo de células sin transfectar.

Tabla 3. Componentes de la mezcla de transfeccion usada en la linea celular MSC-1

Componentes de la Cantidad para 1 pozo de la
mezcla de transfeccion placa
DNA 1000 ng
pRL-CMV 0.8 ng
Construcciones pCat2-
Dharmafect 3uL
y pGL4.10
DMEM no KL necesarios para aforar a 100
suplementado pL
DNA 25ng
pRL-CMV 0.8 ng
pGL4.10-CMV Dharmafect 3uL
DMEM no KL necesarios para aforar a 100
suplementado pL

Tabla 4. Componentes de la mezcla de transfeccion usada en la linea celular GC-1 spg

Componentes de la Cantidad para 1 pozo de la
mezcla de transfeccion placa
DNA 500 ng
pRL-CMV 0.4ng
Construcciones pCat2- K2 Transfection
y pGL4.10 Reagent 2H
DMEM no UL necesarios para aforar a 60
suplementado pL
pGL4.10-CMV DNA 25ng
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pRL-CMV 0.4ng

K2 Transfection

2 uL
Reagent
DMEM no uL necesarios para aforar a 60
suplementado pL

OCO0P|

Figura 10. Representacidn grafica del montaje de un ensayo de transfeccién de células con
las construcciones del promotor de Catsper2. Cada una de las construcciones se
transfectd en las lineas celulares MSC-1 y GC-1 spg en tres ensayos independientes
cada uno con tres repeticiones; se utilizd pGL4.10-CMV como control positivo, el
vector vacio pGL4.10 para calcular la actividad basal y un pozo de células sin
transfectar para restar la actividad generada por las células. La cruz amarilla
representa los ensayos en que se uso la construccién pRL-CMV como control de
transfeccion.

6.7.2 Lisis celular y ensayos de luciferasa

Para cuantificar la actividad de luciferasa se utilizo el kit Dual-Luciferase® Reporter
(DLR™) Assay System de Promega. A las 48h pos-transfeccion se realizd la lisis de las
células, para lo cual, se eliminé cuidadosamente todo el medio de cultivo, se lavaron
las células con 100 uL de PBS 1X, se agregaron 100 pL de buffer de lisis pasiva 1X a
cada pozo y se incubd a TA por 15 min en agitacidon constante; finalmente, se
disgregaron bien las células con micropipeta y el contenido celular se transfirié a un
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tubo eppendorf, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min y se almacend a -20°C por un
maximo de 30 dias.

Para la cuantificacion de las actividades de las luciferasas se agregaron 20 uL de la
muestra y 20 ulL del Reactivo para el ensayo de luciferasa (LARII), el cual contiene el
sustrato para la luciferasa de Photinus pyralis, en placas negras de 96 pozosy la lectura
se realizé en el equipo Fluoroskan Ascent® FL de Thermo Scientific. Posteriormente,
se agrego 20 ul del reactivo Stop & Glo® para detener la primera reaccidn e iniciar la
actividad de la luciferasa de Renilla reniformis en el mismo pozo y realizar la lectura
en el equipo.

La lectura de la muestra de las células sin transfectar y de un pozo sin muestra se
usaron para restar los fondos, la lectura de la actividad de Renilla reniformis se usé
para normalizar los valores de Photinus pyralis y el valor obtenido para PGL4.10 fue
tomado como una unidad relativa de luciferasa para escalar los valores obtenidos en

las diferentes construcciones.

6.8 Andlisis bioinformatico

Se realizd andlisis in silico de una secuencia de nucledtidos de aproximadamente
800pb que contiene la regidn de -500 a +284 con respecto del inicio de transcripcion
de Catsper2 murino. La prediccidén de elementos de un promotor basal se hizo con el
programa YAPP Eukaryotic Core Promoter Predictor

(http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-bin/yapp.cgi) y la localizacién de posibles

sitios de unién a TFs se llevd a cabo con los programas Matlnspector

(https://www.genomatix.de/matinspector.html), PROMO

(http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF 8.3) 'y

TFBind (http://tfbind.hgc.jp/).

6.9 Rapida amplificacion de los extremos 5’ de cDNA (RACE 5’)
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Para identificar sitios de inicio de transcripcion, se empled la técnica de rapida
amplificacién de los extremos 5’ de cDNA. Para esto, se realizd extraccién de RNA de
testiculo de ratén adulto (6-8 semanas) con el reactivo Trizol. La cantidad e integridad
se verificd en nanodrop y gel de agarosa 1.2%, respectivamente. A partir del RNA se
sintetizd cDNA con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription de Applied
Biosystems usando 2 uL de buffer RT 10X, 0.8 uL de dNTPs, 2 pL de random primers,
1 uL de la enzima MultiScribe, 2ug de RNA total y agua libre de nucleasas hasta 20 pL.
La reaccidn se incubd en termociclador 10 min a 25°C, 120 min a 37°Cy finalmente, 5
min a 85°C. Se descarté posible contaminacion con DNA gendmico, con
oligonucleétidos para amplificar 8-Actina y Catsper2, disefiados para hibridar en
exones diferentes (Tabla 1). Ademas, se elimind el RNA molde al tratarlo con 1 L (5U)
de RNase H (NEB) con 1X de buffer de reaccién, a 37°C por 20min.

Posteriormente, se afiadié una cola de adeninas en el extremo 3’ del cDNA para usarla
como adaptador utilizando 20U (1 pL) de la enzima Terminal transferase (NEB), 1X de
buffer de reaccién, 1X de CoCl; y 100 uM de dATP e incubando la reaccién en
thermoblock a 37°C por 30min. Seguido de esto, la reaccion se detuvo con 30 uL de
buffer TE.

Se empled el oligonucleétido Qt (Tabla 1) para sintetizar la segunda cadena del cDNA
y los oligonucleétidos Qo-GSP1 Rev y Qi-GSP2 Rev (Tabla 1) para hacer rondas de
amplificaciones con 1X de buffer de reaccidn, 0.2 uM de cada oligonucledtido, 200uM
de dNTPs y 0.25U de Tag DNA Polymerase (NEB) con las condiciones que se muestran
en la tabla 5.

El producto de PCR fue clonado en el vector pJET y secuenciado siguiendo las
metodologias anteriormente descritas con oligonucleétidos que alinean con pJET (Tm

= 60°C).
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Tabla 5. Oligonucleétidos y condiciones de PCR usados en la técnica RACE5S’

Oligonucledtidos

Experimento realizado

Programa del termociclador

empleados
Qt Sintesis segunda cadena del 95°C/5min
cDNA 45°C/40min
Qo — GSP1 Rev Primera ronda de 95°C/5min
amplificacién 95°C/30s
45°C/30s } 30 ciclos
68°C/3min
68°C/10min
Qi — GSP2 Rev Segunda ronda de 95°C/5min
amplificacidén 95°C/30s
48°C/30s } 30 ciclos
68°C/3min
68°C/10min

6.10 Deleciones del promotor de Catsper2 murino

Se disefaron 2 oligonucleétidos forward con el sitio de restriccidon para la enzima Xhol,
un oligonucledtido reverse con el sitio de restriccion para Hindlll y se combinaron para
obtener 3 deleciones de la secuencia de 800 pb. Los fragmentos se obtuvieron por
PCR a partir de la construccién pCat2-800/pGL4.10 con concentraciones finales de
buffer HF 1X, dNTPs 200 uM, Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) 0.2U y 0.2
KM de cada oligonucleétido; se usé el programa de termociclador descrito en la tabla
2 con una temperatura de alineamiento de 72°C.

Una vez que se obtuvieron los productos de PCR se siguié la metodologia detallada en
los numerales 6.3 a 6.9 para clonar las deleciones del promotor de Catsper2 en plJET,

subclonar en PGL4.10 (para estas construcciones se usaron las enzimas de restriccién
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Xhol y Hindlll) y realizar los ensayos de transfeccién de las lineas celulares MSC-1 y
GC-1spgy la lectura de las actividades de las luciferasas.

En la figura 11 se observa un montaje de un ensayo de transfeccion. En este caso las
diferencias significativas se determinaron al comparar las actividades
transcripcionales de las construcciones que contienen las deleciones con la

construccion pCat2-800/pGL4.10.
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Figura 11. Representacion grafica de un montaje del ensayo de transfeccion de las lineas
celulares MSC-1 y GC-1 spg con las construcciones que contienen deleciones del promotor de
Catsper2. Cada una de las construcciones se transfecté en ambas lineas celulares en
tres ensayos independientes cada uno con tres repeticiones; pGL4.10-CMV se utilizd
como control positivo, pGL4.10 vacio se usd para calcular la actividad basal y un pozo
de células sin transfectar para restar la actividad generada por las células. La cruz
amarilla representa los ensayos en que se uso la construccién pRL-CMV como control
de transfeccién.

6.11 Analisis estadistico

Para graficar las actividades transcripcionales de las diferentes construcciones se
empled el programa GraphPad Prism 6 y se calculd las diferencias significativas
realizando un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba t-student.
Las diferencias estadisticamente significativas se representaron como sigue: p<0.05 =

*, p<0.01 = ** y p<0.001 = ***,



7 RESULTADOS

7.1 Obtencién de las construcciones con las regiones del promotor de Catsper2

murino

En un analisis in silico previo se encontraron dos promotores putativos para el gen de
Catsper2 murino, uno de ellos de 784pb se ubica sobre el sitio de inicio de Ia
transcripcion (TSS) y otro de 601pb rio arriba de este; Un fragmento de 1600pb
conteniendo ambos promotores fue clonado previamente rio arriba del gen de la
luciferasa del vector pGL4.10 y a esa construccién se le denomind pCat2-1600. A partir
de esta se derivaron las diferentes construcciones del promotor de Catsper2.
Inicialmente, se realizd una prediccion del patrén de corte del plasmido con las
enzimas Xbal y Xhol (figura 12A) y posteriormente se determindé que pCat2-
1600pb/pGL4.10 tenia el fragmento de 1600pb clonado en sentido a Catsper2
mediante restriccion enzimatica con dichas enzimas (figura 12B). Al mismo tiempo, se
liberd dicho fragmento y se linealizé el plasmido vector pGL4.10 mediante restriccidon
con la enzima Hindlll (figura 12B), para realizar la subclonacion del promotor putativo
en antisentido y usarlo como control negativo.

Las bacterias candidatas de la subclonacién del fragmento de 1600pb en pGL4.10 se
analizaron por restriccidon enzimatica con Xbal y Xhol para determinar en cudles se
inserté el fragmento en antisentido, a esta construccién se le denomind pCat2-
1600AS (figura 13).

Para subclonar la regién del promotor putativo de 784pb que incluye el TSS a partir
de pCat2-1600, se utilizaron los oligonucleétidos Cat2-800Fw y Cat2PromRev (Tabla
1). La amplificacion se realizé6 en un gradiente de temperaturas de alineamiento
(figura 14) y el producto de PCR fue clonado en el vector de transiciéon plJET,
obteniéndose la construccion llamada pCat2-800/plJET. Las bacterias transformadas

se analizaron mediante PCR de colonia (figura 15A) y restriccion enzimatica con Hindlll
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para liberar el fragmento de pJET. Asimismo, se linealizé pGL4.10 para realizar la

subclonacién (Figura 15B).

23130—
9416 —_
6557 —
4361 —

4361pb—p

2322 —

2027 — 2027pb=—

Figura 12. Andlisis de la construccién pCat2-1600. Analisis in silico del patrdn de corte con
las enzimas de restriccién Xbal y Xhol de la construccién pCat2-1600 que contiene una
region de 1600pb del promotor de Catsper2 en el vector pGL4.10 mediante el
programa SnapGene (A). Restriccidn enzimatica de pCat2-1600 con Xbal-Xhol (carril
4) para determinar el sentido del fragmento clonado y restriccion con Hindlll (carril 3)
para liberar el fragmento, asi como linealizacién del vector pGL4.10 con Hindlll (carril
5) para realizar una nueva subclonacién.

Cc1 C2 C3 C4 C5 Cé C7 C8 c9 (10

Figura 13. Seleccion de clonas candidatas con el fragmento de 1600pb clonado en
antisentido. DNA plasmidico de las bacterias candidatas transformadas con la
construccion de pCat2-1600 derivada de la clonacion del fragmento de 1600pb en
pGL4.10 (C1-C10) fue analizado por restriccién enzimatica con las enzimas Xbal y Xhol.
Se sefialan las colonias que presentaron el fragmento de 1600pb clonado en
antisentido a Catsper?2.
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Figura 14. Ampilificacién de la region promotora de 784pb. Se amplificd un fragmento de
800pb que contiene el promotor putativo de 784pb a partir de la construccién pCat2-
1600 usando oligonucledtidos especificos y un gradiente de temperaturas de
alineamiento. Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa 1.5%.
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Figura 15. Analisis de bacterias candidatas transformadas con el plasmido pCat2-800/pJET. E|
fragmento con el promotor putativo de 784pb fue clonado en el vector pJET.Las
bacterias transformadas con esta construccion (C1-C5) fueron analizadas por PCR de
colonia con los oligonucleétidos que se usaron para amplificar el fragmento con el
promotor (A). El fragmento de 800pb se liberd por restriccion enzimatica con Hindlll
(carriles 1 y 2) y el vector pGL4.10 se linealizé (carriles 5 y 6) para realizar la
subclonacion (B).

La construccion derivada de la subclonacién del fragmento de 800pb en pGL4.10 fue
transformada en bacterias competentes que fueron seleccionadas en placas de agar
LB con ampicilina. Las colonias candidatas fueron analizadas mediante PCR de colonia

y restriccién enzimatica con Dpnl para determinar las colonias con el fragmento en
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sentido y en antisentido (figura 16), construcciones que fueron denominadas pCat2-

800 y pCat2-800AS, respectivamente.

C1 Cc2 Cc3 c4 Cc5 Ccé Cc7 c8 c9 C10 C11 Cl2 (€13 (Ci14 C15 Ci16

1500pb

500ph

Figura 16. Seleccion de bacterias candidatas con las construcciones pCat2-800 y pCat2-800AS.
Las bacterias transformadas con la construccién de pCat2-800 (C1-C16) se analizaron
por PCR de colonia con oligonucleétidos dirigidos a pGL4.10 para observar el
fragmento esperado de 1018pb (A) y las colonias positivas se analizaron por
restriccion enzimatica con la enzima Dpnl (B) para determinar el sentido en que se
cloné el fragmento de 800pb (C).

Finalmente, cada una de las construcciones en el vector pGL4.10 fue secuenciada para
descartar mutaciones (Anexo 4). Al analizar las secuencias, se encontraron 2 cambios
puntuales que corresponden a polimorfismos de un solo nucleédtido (SNPs por sus
siglas en inglés) reportados en bases de datos (figura 17), por lo tanto, dichos cambios

no interfieren en la actividad transcripcional del promotor.
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Congenszo CCGGTCCTCCGGCCCTGATCCCGOAAAGTGGOC TCACCAGGEGGCGARGAAC TCREACCAGATGAGCCCCACCAAGCCCGTRTCGGAGACGCGACTCTCGRARGTTTTCGTCCGTCAGT TCCARCACATCG
Consensus CCGRTCCTCCGECCCTGATCCCGOARAGTGGECCTCACCAGGGGGCGRAGARCTCHACeAGIATGAGCCCCGCCGAGCCCGTGTCGGAGACGCGACTCTCGRARGTTTTCGT CCGTCAGTTCCARCACATCG

741 790 800 810 |_aan.| 830 840 850 860 270 880 230 900 910
1
Cat2-800 AGCTTGAGCTGICTGTCCGGCTCOCTCCD ILLI:E*I:LII] I*thllLlaLﬂl.hl.H‘L] TGAGCGCACCGLGACACGTTTTCCARATGTCAG

Conzenzo  AGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCOCTCCCTCOGRRGET TTSGGCGCGOACGCACT TGAGCGCACCGCGACACGTTTTCCARATG TCAGAAGC T TGGCARTCCGGTACTGTTGGTARRGCCACCATGGAR
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Figura 17. Andlisis de las secuenciaciones de las contrucciones con la regiéon de 1600pb y
800pb del promotor de Catsper2. Se realizd la secuenciacion de las construcciones
pCat2-1600, pCat2-1600AS, pCat2-800 y pCat2-800AS, en cada una se encontraron 2
cambios de una sola base (imagen representativa en A); sin embargo, estos dos
cambios estdn reportados en bases de datos (NCBI) como polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) (B).

7.2 Andlisis de la actividad transcripcional de los promotores putativos de Catsper2

murino.

Para analizar la actividad transcripcional de las regiones del promotor de Catsper2
clonadas en pGL4.10, se transfectaron las lineas celulares MSC-1 y GC-1 spg con las 4
construcciones obtenidas y se realizaron ensayos de luciferasa. Al analizar los datos
obtenidos se observé que la construccién pCat2-1600 tuvo una actividad
transcripcional en las lineas celulares GC-1 spg y MSC-1, 6 y 84 veces mayor
respectivamente, con respecto al control (pGL4.10) y que la construccién pCat2-800
tuvo una actividad transcripcional en GC-1 spg y MSC-1, 11.7 y 100 veces mayor con
respecto al control (figura 18). De la misma forma, se observaron actividades

transcripcionales de los controles pCat2-1600AS y pCat2-800AS, 7 y 17.2 veces mayor
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en las células GC-1 spg y 71 y 103 veces superior en las células MSC-1,

respectivamente.

A B
o GC-1spg w MSC-1 *  p<0.05
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Figura 18. Actividad transcripcional de los promotores putativos de Catsper2.. Las
construcciones con las regiones de 1600pb y 800pb clonadas en sentido o antisentido
rio arriba del gen de la luciferasa de Photinus pyralis fueron co-transfectadas con el
plasmido pRL-CMV (luciferasa de Renilla reniformis con el promotor de
citomegalovirus) para normalizacién de los datos, a las 48h post-transfeccidon se
realizd lisis celular para analizar la actividad de las luciferasas. La actividad
transcripcional de los promotores putativos de Catsper2 en las lineas celulares GC-1
spg (A) y MSC-1 (B) se calculé como veces de incremento respecto de la actividad del
vector pGL4.10 la cual se llevd a 1. Los valores representan la media de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. Los datos indican la media
SEM, n=3y los asteriscos las diferencias significativas.

7.3 Andlisis in silico de la regién promotora del gen Catsper2 murino

Tomando en cuenta los resultados de los ensayos de luciferasa, se puede decir que la
actividad transcripcional del promotor de Catsper2 se encuentra dentro de la regién
de 800pb, por lo que se realizd un analisis in silico de esta region Esta regién incluye
el TSS del gen y coincide con la prediccion de una isla CpG (figura 19A). Con el
programa YAPP “Eukaryotic Core Promoter Predictor”, se realizé la prediccién de los

elementos de un promotor basal y se encontré un posible elemento iniciador o INR,
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282pb rio abajo del TSS reportado, dos posibles elementos rio abajo de un promotor
o DPE, indicando que los TSS estarian 13pb y 21pb rio abajo del TSS reportado y un
posible elemento de motivo diez o MTE con el que el inicio transcripcional se ubicaria
32pb rio arriba del inicio reportado; en la figura 19B se indican resaltados estos
elementos y en negrita se seiiala el nucledtido que serviria como inicio transcripcional

para cada uno de ellos. No se encontraron caja TATA ni caja CAAT en la secuencia

analizada.
A TSS(+1)
G ACATGG
-icee [ 1obo ==
Exon1 Exon2
E [=—
Secuencia clonadla en pGL4.10 1600pb . Catsperz
Isla CpG
B

GGCCTGCTAGATAGTGGAGGGCGCCCGCGCTGCGTAGGCCCAACCGCTCCCGCGCCCAGCCGGTCCTCCGGCCCTGATCCCGCAAA

GTGGCCTCACCAGGGGGCGAAGAACTCGACTAGCATGAGCCCCGCCGAGCCCGTGTCGGAGACGCGACTCTCGAAGTTTTCGTCCG
TCAGTTCCAACACATCGGAGGCGGCGGCGAGACGGGCCGAGGCGAGCAGCAGCGCCACGCCCGGGAGCAGAGCTAGGCAGCTGA
AGCGCATGGCGGCGGGTCGCGGTCGGAGGGCCGGGACCGGAGAAATGAGATGGGAGAGCCCGCAATCTGCAGCCGCTTGCCTGC

GCTCGCGCGTCTGGCCCGGGCAGACCCGCTGCCGAGGTCCCAACCCCCTAGGCCTGCTCGGGGCCCGCAGTGTGGCAGCCGCCGAT
TGGCTGCGTCACGCAGCGTCGGGCGGGCGGAACAGCTGGTAACTGCCGATIGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGGGGCGGACGC
WTAGGCGAACG( CCGCCGGICTGGCTGTGGCGGAGGCCIGGACG GGCGGTCG GTGGGAAGTAGGGGGCTCAGCGAAGCCGGAG
CGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGAAGCTCTGGGCGCCGGCGCGGAAGGCGGAGGGGTGAAGTCAGGGCTGAGTG

GGCGGAAGTGAGGCCCGCGAAAGGGCTGGAGGGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGGGGCATTGGGGCGCGCA

CGCACTTGAGCGCACCGCGACACGTTTICCAAATGICAG
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Figura 19. Analisis in silico de las sefales de transcripcién en el promotor de Catsper2 murino.
Andlisis in silico de la region promotora de 800pb (azul) que coincide con la prediccién
de unaisla CpG (naranja); se muestra la ubicacién del promotor con respecto al inicio
transcripcional (TSS) de Catsper2 y se sefialan los 2 primeros exones, asi como el
comienzo de la traduccién (fucsia) y la secuencia Kozak (A). En (B) se observa la
predicciéon de elementos de un promotor basal de la secuencia de 800pb con el
programa YAPP Eukaryotic Core Promoter Predictor; se ubicd un posible elemento
iniciador o INR (color naranja), dos posibles elementos rio abajo de un promotor o
DPE (color amarillo) y un posible elemento de motivo diez o MTE (color verde). Los
inicios transcripcionales de acuerdo con los elementos predichos se encuentran
resaltados en negrita y con el color que corresponde a su elemento.

Ademas de los elementos de un promotor basal, se realizé la prediccién de posibles
sitios de unién para factores de transcripcion con el programa Matlnspector de

Genomatix. Se observé que en esta regidn existen secuencias consenso para la union
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de diversos TFs (figura 20A), por lo que también se realizd un analisis con los
programas TFBind y PROMO; al comparar los resultados de estos tres programas,
resaltd la presencia de 4 sitios consenso para unidon de TFs de la familia CREB,

denominados sitios CRE (figura 20B).

A
GXP_802233 (Catsper2, Mus musculus)
21 OSINRE LA vscrox L VSGRHL L vsmYoD vsPEG3 LM VSXBBF
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Ll osTF28 LZl vsCREB VSHBOX Ll vsmzF1 LAvVvsPRDF LA VSYY1F
L_J osTF2D EJdvscseN LN VSHDBP L) VSNBRE L VSPURA VSZF02
Ll osTF3C K<l vsCcTCF Ll VSHEAT Ll vSNDPK LAvsrerF L VsZFos
Ll OSXCPE Il VSDEAF VSHESF L VSNEUR Ll VSRORA VSZFO7
L} VSAHRR Ll VvSDMTF VSHICF L VSNF1F Ll VSRREB VSZF10
VSAP1F L VSE2FF VSHIFF L. VSNFKB Ll VSRXRF J vszF11
VSAPIR Ll vSEBOX LA VSHNFP L VSNKX6 LA vssaL2 VSZF12
VSAP4R L vseGrF LIl VSHOMF Bl VSNKXH Ll VvsSSF1F VSZF15
VSBEDF LA vserRer LM VSHOXF 3 VSNOLF L vssMAaD VSZF35
L_J VvsSBTBF L VSESRR LA vsiNsm L. VSNR2F LA VvSSNAP Ll VSZFsF
Ll vssziP Ll VSETSF Ll VSIRFF .0 VSNRF1 EZl vssory BB VSZFXY
28 vsCAAT L VvsSEvIt Ll VSKLFS VSOCT1 23 vsSSP1F L VvsZICF
L Vvscawm L VSGATA A VSLHXF VSPARF L2l vssPZ1 LA VSZTRE
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Figura 20 Analisis in silico de los sitios de union a factores de transcripcién en el promotor de
Catsper2 murino. Se ubicaron diferentes sitios de unién para gran variedad de factores
de transcripciéon en el promotor de Catsper2 con el programa Mathlinspector de
Genomatix, (A). Se hallaron cuatro secuencias consenso CRE, que sirven para la unién
de factores de transcripcidn de la familia CREB usando los programas MathInspector,
Promo y TFBind (B).

7.4 Determinacion de sitios alternos de inicio transcripcional

Las sefiales de transcripcion encontradas en el promotor de 800pb mediante el
analisis in silico sugieren la presencia de sitios alternativos de inicio de la transcripcién

para el gen Catsper2 murino; para identificar dichos sitios se empled la técnica Répida
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amplificacién de los extremos 5’ de cDNA (RACE5’). Con este propdsito, se obtuvo el
RNA de testiculos de raton de 6 a 8 semanas y se verificé en gel de agarosa 1.2%
(figura 21A). La pureza del RNA se comprobd al obtener cDNA usando el kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription y al amplificar un fragmento de 164pb de 6-
Actina (figura 21B) y un fragmento de 772pb de Catsper2 (figura 21C), usando

oligonucleétidos que alinean en exones diferentes.

A B c
o
F O F© © ¢
& ,@‘_’ & e@‘b CP &
= i 1500pb —>
4000pb— 285 1 cooph e :
, L 185 -~
1500pb—|>ﬁ - - -
500pb = 500pb —
-
- -
.

Figura 21. Analisis de RNA de testiculo de raton y sintesis del cDNA de Catsper2. Se extrajo
RNA total a partir de testiculos de ratones CD1 de 6 a 8 semanas de edad y se verificd
su integridad en gel de agarosa 1.2% (A), se sefialan las bandas que corresponden a
RNA ribosomales. Se sintetizé cDNA con un kit comercial y se comprobd su pureza
mediante amplificacién de fragmentos de B8-Actina (B) y Catsper2 (C) usando
oligonucleétidos que hibridan en exones diferentes. Fragmentos esperados: 164pb
(B)y 772pb (C).

Al cDNA se le unid el adaptador (cola de poli adeninas) y se realizé una ronda de
amplificacién usando un oligonucledtido Qt dirigido al adaptador y un oligonucleétido
especifico de Catsper2. El producto de PCR se observé como un barrido en un gel de
agarosa 1.2% (figura 22A), por lo que se usé como templado para realizar una segunda
ronda de PCR con oligonucleétidos internos. El amplicon obtenido se observé como
un fragmento de aproximadamente 250pb (figura 22B), el cual fue clonado en el
vector pJET para analizar su secuencia. La secuencia indicé que corresponde al primer
exon de Catsper2, donde el inicio de la transcripcidon es una guanina ubicada 316pb

rio abajo del inicio de transcripcion reportado (figura 22C).
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Figura 22. Identificacion de sitios alternativos de inicio de transcripcion por RACE5’. Se
sintetizd cDNA de una cadena a partir del RNA total de testiculos de ratdon y se le unié
una cola de poli adeninas en 3’ que sirvié como adaptador para generar la segunda
cadena del cDNAy realizar una primera ronda de amplificacién con un oligonucleétido
dirigido al adaptador y otro especifico de Catsper2 (A); este producto fue usado como
templado en una segunda ronda de amplificacién con oligonucleétidos internos y se
observé en un gel de agarosa 1.2% (B). El producto final fue clonado en pJET vy
secuenciado; se encontrd un sitio alternativo de inicio de la transcripcion 316pb rio
abajo del inicio transcripcional (TSS) reportado en bases de datos (C).

7.5 Construcciones con deleciones del promotor de Catsper2

Para determinar la regidn promotora minima necesaria para la transcripcién de
Catsper2 se realizaron tres deleciones teniendo en cuenta los sitios CRE encontrados
in silico (figura 23A), las cuales fueron nombradas de acuerdo con el tamafio de su
secuencia. En las deleciones denominadas pCat2-520 y pCat2-358 se eliminaron

278pb y 440pb del extremo 5’, respectivamente; mientras que en la delecién pCat2-
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711 se eliminaron 77pb del extremo 3’. Se amplificaron los fragmentos
correspondientes a las deleciones resultantes y se confirmaron los tamafios de los
fragmentos esperados de 520pb para pCat2-520, 358pb para pCat2-358 y 711pb para

pCat2-711 en un gel de agarosa 1.5% (figura 23B) antes de ser clonadas en el vector

pJET.
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Figura 23. Esquema de las deleciones en el extremo 5’ y/o 3’ del promotor de Catsper2 y
amplificacion de los fragmentos correspondientes. Tomando como referencia los sitios
CRE encontrados in silico, se plantearon tres deleciones en el extremo 5’ y/o 3’ y se
les nombré de acuerdo con la cantidad de bases que contienen (A). Los fragmentos
gue contienen las diferentes deleciones se amplificaron a partir de la construccién
pCat2-800/pGL4.10 usando oligonucledtidos que agregaron los sitios de restriccion
para Xhol en 5’ y para Hindlll en 3’ para ser clonados en sentido (B).

Células competentes DH5a fueron transformadas con las construcciones derivadas de
la clonacion de los fragmentos del promotor de Catsper2 con las deleciones en el
vector pJET y mediante PCR de colonia se seleccionaron aquellas que expresaron los
fragmentos de interés (figura 24). Posteriormente, se extrajo DNA de las candidatas
seleccionadas y se realizaron ensayos de restriccién enzimatica con Xhol y Hindlll para
liberar los fragmentos con las deleciones y se linealizd el vector pGL4.10 para realizar
las subclonaciones (figura 25).

Las bacterias competentes transformadas con las construcciones derivadas de
pGL4.10 conteniendo las deleciones del promotor se sembraron en cajas de LB mas
ampicilina. Finalmente, las candidatas fueron verificadas con ensayos de restriccion
enzimatica para observar la liberacién del fragmento con la delecién y por PCR con
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oligonucledtidos especificos para pGL4.10 para observar los fragmentos de los
tamafios esperados (figura 26). Asimismo, las tres construcciones en pGL4.10 fueron

secuenciadas para descartar mutaciones (Anexo 4).
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Figura 24. Seleccion de colonias candidatas transformadas con las construcciones derivadas
de pJET conteniendo las deleciones del promotor de Catsper2. Las bacterias
transformadas con las construcciones derivadas de la clonacidn de las deleciones del
promotor de Catsper2 en pJET (C1-C10, C1-C5 y C1-C8) fueron analizadas por PCR de
colonia usando oligonucleétidos que hibridan al vector pJET y se seleccionaron
aquellas candidatas que amplificaron los fragmentos esperados para cada delecién:
520pb para pCat2-520 (A), 478pb para pCat2-358 (B) y 831pb para pCat2-711(C).

7.6 Actividad transcripcional de las deleciones del promotor de Catsper2 murino

Para analizar la actividad de las construcciones con las diferentes deleciones del
promotor de Catsper2, se transfectaron las lineas celulares MSC-1 y GC-1 spg y se
analizaron las actividades de luciferasa. Se observo en la linea celular GC-1 spg (figura
27A) que la delecién de 278pb en el extremo 5’ (pCat2-520/pGL4.10) generd una
actividad transcripcional 20.4 veces mayor con respecto al vector pGL4.10 vacio, la

delecién 5 de las siguientes 160pb (440pb en total) ocasiond una actividad
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transcripcional 10.2 veces mayor que el control y la delecién de 77pb en el extremo
3’ resulté en una actividad de 26.5 veces mayor.
Por otro lado, en la linea celular MSC-1 (figura 27B), la actividad promotora de pCat2-

520, pCat2-358 y pCat2-711 fue 211.9, 50 y 101.6 veces superior que el vector vacio.
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Figura 25. Liberacion de los fragmentos conteniendo las deleciones del promotor de
Catsper2. Los fragmentos que contienen las deleciones: 520pb para pCat2-520 (A),
358pb para pCat2-358(B) y 711pb para pCat2-711(C) fueron liberados con restriccidon
enzimatica usando las enzimas Xhol y Hindlll. Con las mismas enzimas se cortd el
plasmido pGL4.10 (A). Cada banda fue cortada del gel y purificada para ser subclonada
en pGL4.10.
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Figura 26. Seleccion de colonias candidatas transformadas con las construcciones derivadas
de pGL4.10 conteniendo las deleciones del promotor de Catsper2. Las bacterias
transformadas con las construcciones derivadas de la clonacién de las deleciones del
promotor de Catsper2 en pGL4.10, pCat2-520 (A), pCat2-358 (B) y pCat2-711 (C)
fueron analizadas mediante restriccion con las enzimas Xhol y Hindlll para verificar el
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tamafio del fragmento liberado y por PCR con oligonucledtidos especificos para
pGL4.10 para comprobar el tamafio de los fragmentos amplificados.
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Figura 27. Determinacion del promotor basal de Catsper2 murino. Para delimitar el
promotor minimo de Catsper2, las construcciones con las deleciones del promotor de
Catsper2 clonadas rio arriba del gen de luciferasa de Photinus pyralis fueron co-
transfectadas con el pldsmido pRL-CMV (luciferasa de Renilla reniformis con promotor
de citomegalovirus) para normalizacién de los datos; a las 48h post-transfeccion se
realizé lisis celular para analizar la actividad de luciferasa. La actividad transcripcional
de las construcciones con las deleciones del promotor de Catsper2 en las lineas
celulares GC-1 spg (A) y MSC-1 (B).se calculé como nimero de veces de incremento
con respecto a la actividad del vector pGL4.10, la cual se llevé a 1. Los valores
representan la media de tres experimentos independientes realizados en triplicado.
Los datos indican la media £ SEM, n=3 y los asteriscos las diferencias significativas con
la actividad del promotor completo (pCat2-800).

8 DISCUSION
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Catsper2 es un gen de expresion restringida a las células germinales de testiculo,
especificamente a partir de espermatocitos paquiteno (Li et al., 2007); su proteina
participa en la formacidn del canal de calcio CATSPER que se ubica en la pieza principal
del flagelo del espermatozoide y lo convierte en un gen esencial para la fertilidad
masculina (Timothy A Quill et al., 2003b; Shukla et al., 2012). Hasta el momento, es
poco lo que se sabe acerca de la regulacidn que tienen los genes Catsper, aunque un
mejor entendimiento de dicha regulacion extiende la posibilidad de volver a estos
genes, blancos terapéuticos en el control de la natalidad. En este sentido, nuestro
grupo de trabajo es pionero en la investigacion sobre la regulacidn transcripcional de
estos genes y en el presente trabajo se realizé la caracterizacidon estructural del
promotor del gen Catsper2 murino.

Asi, fue interesante encontrar actividad transcripcional en las células GC-1 spg y MSC-
1 a partir de una region de 1600pb que contiene dos promotores putativos
encontrados en un analisis in silico previo. Esto indica que a pesar de que Catsper2 es
un gen de expresion especifica en células germinales, su promotor también presenta
actividad transcripcional en células somaticas; mismo hecho que reportan Mata-
Rocha et al., (2013) para el promotor de Catsperl murino que presentd actividad
transcripcional en células MSC-1 asi como en células HEK293 (human embryonic
kidney 293).

Sin embargo, las diferencias entre las actividades observadas se pueden atribuir a un
perfil transcripcional distinto de cada linea celular (Kim et al., 2003), ya que mientras
las células MSC-1 son células somaticas, las células GC-1 spg son células germinales.
También, la actividad mas baja de esta regidon observada en las células germinales
indica que esta secuencia esta regulada negativamente por factores de transcripcion
gue son especificos de las células GC-1 spg, las cuales representan células en etapas
de espermatogonia tipo B y espermatocitos primarios, etapas tempranas de la
espermatogénesis donde aun no comienza la expresiéon de Catsper?2.

En la regién mas corta, de 800pb, que contiene sélo el promotor que esta sobre el

inicio transcripcional, la actividad transcripcional es superior en las células GC-1 spg,
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respecto a la regiéon de 1600pb y la actividad en las células MSC-1 no presentd
diferencias significativas. Esto sugiere que es en esta regién donde se encuentra el
promotor de Catsper2 y que la region rio arriba no presenta sefiales relevantes para
la transcripcidn. Ademas, por las coordenadas de esta region (-500 a +284 respecto al
TSS), es probable que la actividad transcripcional observada se deba a la presencia de
los promotores proximal y central de Catsper2.

Un resultado interesante obtenido en el presente trabajo es el de la actividad
transcripcional de las regiones del promotor clonadas en antisentido. Este fendmeno
también es observado en el promotor de Catsperl (Mata-Rocha et al., 2013), ya que
un nuevo gen divergente a Catsperl que codifica para un RNA largo no codificante,
cuya funcién aun es desconocida se expresa a partir del promotor de Catsperl
(Jiménez-Badillo etal., 2017). Sin embargo, La actividad transcripcional de los
promotores putativos de Catsper2 tanto en sentido como en antisentido podria
deberse a que esta region se encuentra entre los genes Catsper2 y Pdia3. Los
promotores de ambos genes pueden estar traslapados o bien expresarse a partir de
un promotor divergente.

Los promotores divergentes o bidireccionales son mas comunes de lo que antes se
pensaba (Engstrom et al., 2006) y presentan algunas caracteristicas que sirven para
su identificacién, entre las que se encuentran: 1) La secuencia promotora se ubica
entre el inicio transcripcional de dos genes divergentes, 2) el TSS de ambos genes esta
separado por menos de 1000pb y 3) estos promotores se encuentran sobre islas CpG
en mas del 70% de los casos (Trinklein et al., 2004). De manera interesante, en el caso
del promotor de Catsper2 se cumplen estas tres caracteristicas, ya que el inicio de
transcripcion de Catsper2 y Pdia3 esta separado sélo por 18pb; ademas, en el analisis
in silico preliminar se encontrd una isla CpG sobre la regién de 800pb del promotor
(figura 19).

Otro aspecto importante de estos promotores, es que la mayoria de ellos regulan
genes que tienen funciones relacionadas y que se expresan de forma coordinada o

simétrica (Orekhova y Rubtsov, 2013); sin embargo, también hay reportes de genes
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divergentes cuyo promotor bidireccional actua de forma asimétrica (Chen et al.,
2007). En este sentido, aunque Catsper2 se expresa de forma especifica en testiculo,
Pdia3 codifica para una proteina disulfuro isomerasa que se expresa de forma ubicua
y que se ha asociado a multiples funciones (Coe y Michalak, 2010; G. Zhao et al.,
2015), pero también se ha evaluado su distribucion en las diferentes células del
proceso de espermatogénesis y su papel en la unién entre el espermatozoide y el
6vulo, ya que se ha observado que la inhibicién de esta proteina impide la unién de
ambos gametos (Ellerman et al., 2006; Tokuhiro et al., 2012; Zhao et al., 2013),
indicando que ambos genes participan en el proceso de fecundacién.

No obstante, seria necesario realizar otros experimentos, como el analisis de la
actividad transcripcional de la region de 800pb en ambos sentidos de forma
simultdnea, usando una construccién donde se clone esta secuencia en medio de dos
genes reporteros y determinar si los mismos factores de transcripciéon activan el
promotor en ambas direcciones. Asimismo, es necesario realizar la secuenciacién por
bisulfito para determinar los patrones de metilacion del promotor de Catsper2 para
comprobar o descartar que la metilacién de su isla CpG juega un papel importante en
la regulacidon de este promotor y la expresidn de Pdia3 y Catsper2.

El andlisis in silico de la regién de 800pb que conserva la actividad transcripcional del
promotor de Catsper2, revela la ausencia de caja TATA, caracteristica de promotores
gue contienen islas CpG, denominados TATA-less (Carninci et al., 2006). Asimismo, no
se encontro la caja CAAT pero se encontraron posibles elementos de un promotor
basal, entre ellos un posible sitio INR, dos posibles sitios DPE y un posible sitio MTE,
sefiales que son reconocidas por diferentes subunidades de la maquinaria
transcripcional basal (Kumar et al., 2014). Sin embargo, todos estos elementos se
ubican en coordinadas diferentes y ninguno de ellos coincide con el TSS reportado en
bases de datos; este hecho aunado a que el primer exén de Catsper2 no se traduce,
genera incertidumbre sobre la existencia de sitios alternativos de inicio de la

transcripcion para Catsper2.
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Con respecto a os sitios de union para factores de transcripcion, destacan ZF5F (factor
de transcripcién con dominio POZ), AP1 (proteina activadora 1), E2F (factor de
transcripcion E2F), SP1 (proteina de especificidad 1), CTCF (factor de unién a CCCTC)
y CREBP (proteina de unidn a elementos de respuesta a cAMP). De estos factores, SP1
es conocido por reclutar a la proteina de unién a caja TATA (TATA binding protein,
TBP) en promotores TATA-less (Butler y Kadonaga, 2002; Carninci et al., 2006), lo que
podria ser el caso del promotor de Catsper2, ya que los sitios de unién para este factor
se encontraron en las posiciones -34 y -20 con respecto del TSS, region en la que se
ubica la caja TATA en los promotores que la contienen.

Otras dos familias de TFs que sobresalen, son CTCF y CREBP, ya que se ha llegado a la
conclusién de que ratones machos knockout para CTCF y para la isoforma CREMt
(elemento modulador en respuesta a cAMP) de la familia CREBP, son estériles
(Hernandez-Hernandez et al., 2016; Nantel et al., 1996); por lo que estos factores
podrian estar regulando el promotor de Catsper2. De todos estos sitios encontrados,
destacan los cuatro sitios CRE que son reconocidos por los factores de la familia CREBP
(figura 20) destacaron debido a que, para su activacidon necesitan de la via del cAMP
(Walker y Habener, 1996), que también interviene en la activacidn del canal CATSPER
(Navarro et al., 2008). Sin embargo, es necesario verificar la participacion de estos
factores y su efecto sobre la actividad transcripcional de la regién de 800pb mediante
ensayos de co-transfeccién sobre-expresando los factores; asi como verificar la
importancia de los sitios consenso para estos factores por medio de ensayos de
mutagénesis sitio dirigida y de cambio en la movilidad electroforética (EMSAs) e in
vivo a través de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).

La presencia de varios TSS también es una caracteristica propia de los promotores que
contienen islas CpG (Carninci etal., 2006) y estd asociada a la generacion de
transcritos con diferentes 5’UTRs (regiones no traducidas) que participan en la
estabilidad del mRNA y en la regulacion de la traducciéon (Choudhuri, 2014). Asi, el
analisis mediante la técnica de RACES’ indicé la presencia de un sitio de inicio de

transcripcion alternativo 316pb rio abajo del TSS reportado (figura 22), con lo que se
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transcribiria un primer exén de 62pb en lugar de 377pb. La existencia de 5'UTRs
diferentes y su papel en la regulacidn postranscripcional de los genes, podrian estar
relacionados con el hecho de que el transcrito de Catsper2 es el primero de la familia
de genes Catsper que se expresa, en espermatocitos paquiteno, mientras que su
proteina se expresa en la etapa final de la espermatogénesis cuando se da la
formacidn de la cola del espermatozoide.

En una secuencia promotora, el promotor central o basal, es la secuencia minima
necesaria para que haya transcripcion basal de un gen. El analisis delecional de la
region de 800pb tomando como referencia los 4 sitios CRE encontrados in silico indica
que la delecion de 280pb del extremo 5’ origina un aumento de la actividad
transcripcional en las lineas celulares GC-1 spg y MSC-1, indicando que en esa region
se encuentra una zona de represion que posiblemente esta regulada por factores de
transcripcién que se expresan de forma ubicua, como por ejemplo CTCF que es un
factor represor y tomando en cuenta que el analisis in silico indica la presencia de un
sitio de unién para este factor en la regién deletada.

La eliminacion de 440pb del extremo 5’, produce se observé una disminucién de la
actividad transcripcional en las células GC-1 spg y en las células MSC-1, por lo que, en
este caso, la regién deletada representa una zona de activacién que probablemente
también esta regulada por factores de transcripcidn ubicuos como por ejemplo AP1,
gue actua como un dimero de dos proteinas de las familias de factores de
transcripcion Fos, Jun y/o ATF/CREB y estimula a la RNA pol Il para realizar la
transcripcion (Clark y Pazdernik, 2016).

Finalmente, la delecion de 89pb del extremo 3’ causa en un aumento de la actividad
transcripcional en la linea celular GC-1 spg mientras que en la linea celular MSC-1 no
hay diferencias significativas con la actividad transcripcional de la region de 800pb
completa. Estos resultados indican que en la regidn eliminada existe regulacién por
factores de transcripcion represores que son especificos del cambio entre Mitosis y
Meiosis | de la espermatogénesis y, que es la etapa en que se encuentran las células

GC-1 spg. Algunos de los factores que pueden estar participando en dicha regulacién

52



negativa son CREMa, CREMB y CREMy, que son isoformas represoras del factor CREM
de la familia CREBP, especificos de la etapa en que se encuentras las células GC-1 spg
(Behr y Weinbauer, 2000; Walker y Habener, 1996).

Con estos resultados se puede deducir que el promotor minimo de Catsper2 se
encuentra en la regién comprendida entre los nucledtidos -69 y +289 con respecto
del TSS reportado en bases de datos, puesto que fue la region mas pequefia en la que
se observd actividad transcripcional. Sin embargo, seria interesante analizar la
actividad transcripcional de otra construccién mas corta en donde se elimine la regién
3’ de 89pb, ya que se observd que esa regidn representa una zona de represion en las
células germinales. Asimismo, los datos indican la existencia de un sitio alternativo de

inicio transcripcional 316pb rio abajo del TSS reportado.

9 CONCLUSIONES

El promotor de Catsper2 se encuentra dentro de la regidon de 800pb, la cual
tiene una actividad promotora de aproximadamente 12 y 100 veces mas que

el control en las lineas celulares GC-1 spg y MSC-1, respectivamente.

e El promotor de Catsper2 tiene posibles sitios de unién para diversos factores

de transcripcién ubicuos y especificos de testiculo (CRE).
e Se encontré un posible sitio de inicio de transcripcion alternativo de Catsper2
gue sugiere la existencia de un transcrito donde el primer exdn no traducible

tendria una longitud de 62pb.

e El promotor minimo de Catsper2 se encuentra dentro de la regidn entre los

nucledtidos -69 y +289 respecto del TSS reportado en bases de datos.
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10 PERSPECTIVAS

e Evaluarlaactividad transcripcional de una construccidn derivada de pCat2-358
qgue no tenga las 89pb del extremo 3’ (pCat2-256) para determinar si el

promotor minimo se encuentra en una regién mas corta.

e Determinar los patrones de metilaciéon del promotor de Catsper2 murino

mediante secuenciacion por bisulfito.

e Analizar el efecto de la co-transfeccidn de la construccidn con el promotor de
Catsper2 y construcciones que sobre-expresen factores de transcripcion

relevantes para este promotor, como por ejemplo factores de la familia CREB.

Realizar ensayos de proteccién a DNAsa para verificar cuales de las sefales

encontradas en el analisis in silico son funcionales.
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12 ANEXOS

Anexo 1. Composicion de los buffers del kit QIAGEN Plasmid Midi

Buffer Composicion

Buffer P1 (buffer de resuspension) 50 mM Tris-Cl, pH 8.0; 10 mM EDTA; 100
ug/ml RNase A

Buffer P2 (buffer de lisis) 200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)

Buffer P3 (buffer de neutralizacién) 3.0 M potassium acetate, pH 5.5

Buffer QBT (buffer para equilibrar) 750 mM NacCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15%
isopropanol (v/v); 0.15% Triton® X-100 (v/v)

Buffer QC (buffer de lavado) 1.0 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7.0; 15%
isopropanol (v/v)

Buffer QF (buffer de elucidn) 1.25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl, pH 8.5; 15%

isopropanol (v/v)

Anexo 2. Mapas de las construcciones usadas en los ensayos de transfeccion
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33 Xhol HindIII s5)

Se observa el mapa del plasmido
pGL4.10 con sus caracteristicas mas
importantes y se  encuentran

pGL4.10[luc2]
4242 bp

sefialados los sitios de restriccion para

las enzimas Xhol y Hindlll usados en
este trabajo. Tomado del programa

SnapGene.

)
o

'\\ Svap poh,r(P«‘] SQ

2000

HindIII (65)

MCs
‘)-\gnm pause Site

Se observa el mapa de la construccién
pCat2-1600 vy los sitios de restriccion

&t para la enzima Hindlll se encuentran
sefalados. La construccion pCat2-
1600AS es similar, pero con la regién
de 1600pb (sefialada en rojo) clonada

en antisentido. Tomado del programa
SnapGene.

pGL4.10 1600
5846 bp

HindIII (1669)
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HindIIT (&5)

MCs
pause g,

HindIIl (869)

Se observa el mapa de Ia
construcciéon pCat2-800 vy los sitios
de restriccion para la enzima Hindlll
se encuentran sefialados. La
construccion  pCat2-800AS  es
similar, pero con la regidn de 800pb

pGL4.10 800
5046 bp

(sefialada en rojo) clonada en
antisentido. Tomado del programa

SnapGene.

Xhel (33

wE
MCs
. Eignaﬂ. Pause Sita

0"“.\

Se observa el mapa de la construccion
pCat2-520 y los sitios de restriccion
para las enzimas Xhol y Hindlll se
encuentran sefialados. Tomado del

programa SnapGene.

pCat2-520
4719 bp
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Xhol (33

HindIII (35:)

v A N

P AN

Se observa el mapa de la construccion
pCat2-358 vy los sitios de restriccion
para las enzimas Xhol y Hindlll se
encuentran sefialados. Tomado del

Cat2-358 programa SnapGene.
pLlats-

4558 bp

V.
%0 poly(a) signa!

2500

XhoI (=3

R

MCs
.gnal  Pause g
=9 € HindIII (734

Qg\i"

Se observa el mapa de la
construccion pCat2-711 y los
sitios de restriccion para las

pCat2-711 enzimas Xhol y Hindll se

4911 bp

encuentran sefalados.
Tomado del programa
SnapGene.
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pGL4.10-CMV usado como control
positivo en las lecturas de luciferasa.

pGL4.10-CMV

5100 bp Tomado del programa SnapGene.

Se observa el mapa del plasmido
pRL-CMV usado como control
interno  de transfeccion para

normalizar los valores de las
actividades de luciferasa. Tomado

del programa SnapGene.

pRL-CMV
4183 bp

Bry,
n, 3
- %er  gya0 polylP) .

Anexo 4. Secuenciacion de las construcciones en el vector pGL4.10.

Se muestran las secuenciaciones de las construcciones obtenidas en el presente

trabajo: pCat2-800, pcat2-1600, pCat2-800AS, pCat2-1600AS, pCat2-520, pCat2-358 'y
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pCat2-711. Con un recuadro negro se seialan los cambios presentes en las secuencias

que corresponden a SNPs.

% 10 20 30 40 50 60 n L] 0 100 110 120 DC.I

Cat2=800 GﬁI:CTGETIIEHTMTGEMBEEEEIIEEGETEEGTHEECIERHEIGETCEEEEGEEEH&
Consenso  TEGCCTARCTGECCGGTACCTGAGC TCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTRECCTCGGCGECCARGLTTGGECTGCTAGATAGT GGAGGELGCCLGLGETGLGTAGGLCCARCLGLTCCCGLGECCAG
CONBENBUE  4yyssvrersnrsasssssrersasssssssnsensassnssssssnrsnssassssssnrsessssssssBOLCTECTAGATAGTGEAGGECGCCCGCGLTGCGTAGGCCCARCCGLTCCCGCGLCCAG

11 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 260 260

Cat2-800 CCGGTCCTCCGGCCCTGATCCCGEARAGTGGCCTCACCAGGEGELGANGARETCFACTAGIATGAGCCCLGLCEAGLCLGTGTCOGAGACGLGACTL TLGARGT TTTCGTCLGTCAGT TCCARCACATCG
Congenzo CCOGGTCCTCCGGCCCTGATCCCGLARAGTGGCCTCACCAGGGGGCGAAGAALCTCY GAGCCCCGCCEAGCCCGTRTCGGAGACGCGACTCTCGRAGT TTTCGTCCGTCAGTTCCARCACATCG
Consensus  COGGTCCTCCGGCCCTGATCCCGCARAGTGGCCTCACCAGGGGGCGRRGARCT CEACCAGIATGAGCCCCGCCHAGCCCGTRTCGGAGACGCGACTCTCGARGTTTTCGTCCGTCAGTTCCARCACATCG

251 kg 280 230 300 3o 320 30 340 350 360 ir 380 390

Cat2=-800 GFI]E‘EI][IHiI:[HIBﬂI:[iGBCC[HII‘:GCBlIIiCIIECIISCBCI:HCISCEl:[i[i[iFIS[‘HGFISI:'III[‘:GI:HGI:'lIi'ﬁII[iCEEm'GEEG[IHiﬁICBCG[‘:‘II:GGFIiBGCEGI‘:GIIECBGIIEIIIHTEOIMTEGMEHGEC[‘EC
Consenso  GAGGCGGCGECGAGACGGGCCGAGGCGAGCAGCAGCGCCACGCCCGGGAGCAGAGE TAGGCAGC THARGLGCATGHCGRCGEGTCRCGGTCOGAGGECCGGERCCHGAGARATGAGATGEGAGAGCCCGE
Conzensue  GAGGLGOCGGELGAGACGGGCCGAGGLGAGCAGCAGLGCCACGLCCGLGAGCAGAGE TAGGCAGL TGARGLGCATGECGECGEETCGLGLTCELAGGECCLGEACCGLAGARATEAGATGEGAGAGCCCGE

m 400 410 420 430 440 450 460 40 480 490 500 510 520

Cot.2-800  ARTCTGCAGCCGCTTGCCTGCGCTCGLGLGTCTRGCCCRGGCAGACCCGCTRCCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCRGGACCCGLAGTRT GECAGCCGLCGAT TRGLTGCGTCACGCAGCG TCOGG
Conzenzo ARTCTGOAGCCGCTTGLCTGLGCTCGCGLGTCTRGLCCGGGCAGACCCGLTRCCGAGGTCCCARCCCCC TAGGCCTGCTCGGGGCCCGAGTGTGECAGCCGLCGAT TEGLTGCGTCACGCAGCGTCGEG
Consensus  ARTCTGOAGCCGCTTGCCTGCGCTCGCGLGTCTRGCCCGGGEAGACCCGCTGECGAGGTCOCARCCCCCTAGGCC TR TCAGGACCCGEAGTGTGGCAGCCGCCGAT TRGCTGCGTCACGCAGCGTCGEG

521 530 5a0 550 560 570 580 590 B0 610 630 B0 650
1 |
Cat2-800 COGGCGGAACAGCTGGTARC TRCCGAT THGLGEECGCGLGHEGLEAGLLGEEGLGEACGCT TAGGUGARCGCCCGLCGGTCTGOCTGTGACAGAGGCLTGGACI G THGGGEGLTC
Congenso  CHGGCGGARCAGC TGGTARCTGCCGATTGGCGGGEGCGCGGGGCGAGGCGGEGCGHACGCT TAGGCGARCGCCCGLCGLTCTGAC TGTGACGHAGGLL THGACGLGEGGTCGGTGGGARG TRGGHGGE T
Consensus  COGGLGGARCAGCTGGTAACTGCCGAT THECAGHCHCEEGHGECEAGGLGEEGLGGACGCT TAGGCGARCGCCCGECGATCTORCTGTORLEGAGGLCT GHACGGEAGETCGGTGHGARG TAGGEGGECTE

55:1 GG 670 680 630 00 o 20 730 740 750 760 T ?30
Cat2=800 HEEEHIIEEI:GEMCGEECETEMI:Gl:l:l'll:f_'I:ECTGﬁEﬁlﬁﬁHﬁ'I'GIIHGHETGMEECEGEI:GI:Gﬁ'Hl'lEﬁI:GGMEEGTGII‘HGTEMEEETGIIBTBEEEGHIIBTHEECIIEEGMIIBGH_'TEGFEEEG
Consenso  AGCGARGLCGGAGCGGCLCTGAGCGCCACCCGE TEEEGRGGAG TGAAGLTC THEGLGELGGLECGEARGGEGGAGGEGTGAAGTCAGGGLTGAGTGEGCGGARGTGAGGLLCGLGARRGEGE TGEAGGEG
Congensue  AGCGARGCCGGAGCGGLCCTGAGCGCCACCCGCTEGEGGEAGGAG TGARGLTCTRGGECGCCGHLGLGHAAGLE GGAGGEGTGARGTCAGGGE TGAGTGEGLGGARGT GAGGCLL GCGRAARGGGE TEGAGGEE
7 790 800 810 l—m.l 830 240 850 860 L] 280 830 900 910
Cat2-800  AGCTTGAGCTGICTGICCHECTCELTCLETCCGGEGCAT T(G6GCECGCACGCAC T TGAGCGCACCECEACACETTTTCCARRTGTCAG )

Conzenszo AGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGRRGCTTTGGECGCGCACGEACT TGAGE GCACCGCGACACGTTTTCCARATGTCAGARGCT TRGGCARTCCGGTACTGTTGGTRARGCCACCATGGRAA
Consensus  AGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGREGCTTOGGGCGCGCACGCACT TRAGCGCACCGCGRCACGTTTTCCARATGTCAG. caas sassnsnssasnsssssssssssssssscnssasan

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

pLat2-1600 TGARGCTTGT TTGART TARGGGTCATTGTGE TGACATCCTCTARACTGTATG
ContF+R+I GCCTAACTGGCCGGTACCTGAGCTCGLTAGCCTCGAGGATATCARGATCTGGCCTCGGCGECCARGLTTGTTTGRAT TARGGGTCATTGTGE TAGGAGGGARARAATATIGACATCCTICTARACTGTIATG
CONSENSUS coccccrcrsccscsessssssssssccssssssscsscsscscsasssssssssnssssss ccARGCTTRTTTGART TARGGGTCATTRTGCTAGGAGGGARARAATATTGACATCCTCTARACTGTATG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

pCat2-1600 CCCTTGTAARTRAATAATTGGTARATTATCCTATCCACTACTCTARGTGACARARC TRAGARATCCTATTTGCTICTCCCTTCCCARGCARAGT TTTTATTTG666TCACACCCACTCGATAGARACTTACCCT
ContFeReI CCCTIGTAATARATARTTGGTAAATTATCCTATCCACTACTCTARGTGACARAARCTAGRAATCCTATTTGCTCTCCCTTCCCARGCAAAGTTTTTATTTGGGGTCACACCCACTCGATAGARCTTACCCT
Consensus CCCTTGTARTARATAATTGGTAART TATCCTATCCACTACTCTAAG TGACARARC TAGARATCCTATTTGCTCTCCCTTCCCARGCAAAGT TTTTATTTGGEGTCACACCCACTCGATAGAACT TACCCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 Iso 360 370 380 390

pLat2-1600 nn:nmslIma:mmmmcnrcnarccmmmnmcmnltrmnmtmamcmmmmrmvmmcﬂmrmtmnt!mv TGGYTTACTCTTTTAATAAGAGGCCTC
ContF+R+I TTICTTAGGT TARGCAGTGGTARCTTICTTATCCAGAARTGTTATCATTTICTAGAATTATTTARTACTGAAAT TATGATAGGTCCTAGTGARATARTTCTTGITGGT TTACTCTITIAATAAGAGGLCTC
Consensus  TTTCTTAGRT TAAGCAGTGGTARCTTTCTTATCCAGARTGTTATCATTTTCTAGRATTATT TAATACTGAAAT TATGATAGGTCCTAGTGARATAATTCTTGTTGRTTTACTCTTTTAARTAAGAGGLCTC

391 400 qai10 a0 a30 490 a50 460 aro 480 490 500 510 520

PCat2-1600 TGCAGCTTARTGTARARTAGTGTARGCCATGCCATGRAACCARC TARTGGCCTIGTCTCARGARAGCACT TAGGATCT T TCTGCAGC TACAGAGTGACCT TGGT TAGARACCARTGGCTCTAATGGGGTGGR
sul.foﬁoi TGCAGCTTAATGTARARTAGTGTARGCCATGCCATGARCCARCTARTGGCCTGTCTCARGARAGCACTTAGGATCTTTCTGCAGC TACAGAGTGACCTTGGTTAGARACCARTGGCTCTAATGGGGTGGA

TGCAGCTTART TGTARGCCATGCCATGARCCARC TARTGGCCTGTCTCARGARAGCACT TAGGATCTTTCTGCAGC TACAGAGTGACCT TGGT TAGARACCARTGGCTCTARTGEGGTGGR
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
pLat2-1600 CCCAGAACCTCACCACT TAARAGAGGACCTCTECCTCCTCTCTGAAGGCTTTGGGATGCCAGCCTTGTCTGCAGACCTGGGGACACATACACTGACTCACCTAGAT

GACARARRGAGAAARARRARAAAC!
ContFe+Rel GACARARAGAGAARAAARAAARACCCCAGAACC TCACCACT TARAAGAGGACCTCTGCCTCCTCTCTGARGEC T T TEGGATGCCAGEL T TGTCTGCAGACC TGGGGACACATACAC TGACTCACCTAGAT
Consensus  GACARARRGAGARRRARARRARACCCCAGAACC TCACCACT TRARRAGAGGACC TCTHCCTCCTCTCTGARGEC TTTGOG6ATGCCAGCCTTGTCTGCAGACC TGGGGACACATACACTGACTCACCTAGAT

?51 660 670 680 690 700 710 720 730 790 750 760 770 780

pLat2-1600 GLGEAGE TARGGACG TGGCCCTACCCTGEAGT TTAGGCTTTCTGCT T TCCGGATCTGCCCLLGTC
ContFeReI M Imlmcmmsmvm:n:cmmmmc lummﬁcnsﬁnﬂmcms&:tc TACCCTGEAGTTTAGGCTTTCTGCTTTCCGGATCTGCCCCCGTC
Consensus  ACTGAARGATAGACCGGAGGGEGAGEGGATGGEAGARCCE TCCACATAGGANG TGCTGCARGARCGCGGAGE TANGGACGTHGCCCTACCCTGEAGT TTAGGCTTTCTGCTTTCCGGATCTGCCCCCGTC
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

pCat2-1600 CCCACCCTACCTCGTCCTCACCCCACCCCCCACCCCHG6CGGAGCGCCTCCCG6TTCCCCACCGAC TEECAATGAGECAGCCHCAGCCAGGLC THCTAGATAGTGHAGEGCGCCCGCGCTGCGTAGECCT
ContFeReI CCCACCCTACCTCGICCTCACCCCACCCCCCACCCCGGGCEGAGCGCCTCCCGGT TCCCCACCGAC TGECARTGAGGCAGCCGCAGCCAGGCE TGCTAGATAGTGEAGEGCGCCCGLGLTGCG TAGGCCT
Congensus CCCACCCTACCTCGTICCTCACCCCACCCCCCACCLCEEG6LEGAGLGCCTCCCGET TCCCCACCHACTGECARTGAGHCAGCCGCAGCCAGGLLTGCTAGATAGTGGAGEGLGCCLGLGLCTGLGTAGGLCC

911 920 930 940 950 960 970 980  [——, 1000 1010 1020 1030 1040

-1600  ARCCGLTCCCGCGCCCAGCCGETCCTCCGGECTTGATCCCGCARAGTGGCCTCACT GCGAGANC TCHRC TAGI T GAGCCCCGCCEAGCCCE TG TCGGAGACGCGAC TCTCGARGT TTTCGTCE
ContFeReI AACCGLTCCCELGCCCAGLCGHTCCTCOGGLCCTGATCCCHCARRG TGGHLC TCACCAGGLGGCGARGARAC TC! @ TGAGCCCCHCCHAGLCCGTGTCGGAGACGCGAC TCTCGARGTTTTCGTCC
Consensus ARCCGCTCCCGCGCCCAGCCGGTCCTCORGCCCTHGATCCCGOARAG TGECC TCACCAGGHGGCGARGAAC T RTGAGCCCCHCCHAGCCCGTGTCOGAGACGCGACTCTCGARGTTTTCGTCE

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 i 1130 1140 1150 1160 1170

pCat2-1600 GICAGTTCCARCACATCGGAGHLGGCGGCGAGACGH6LCGAGGLGAGCAGCAGCGLCACGLLLGGEAGCAGAGE TAGGCAGL TGARGCGLATGELEGLE66TCELEE6TCHGAGGGLCGEGACCGGAGARR
ContFeReI GTCAGTTCCAARCACATCGGAGHCGGCHGCGAGACGGGCCEAGGCHAGEAGCAGCGCCACGCCCHGGAGCAGAGE TAGGCAGE TGARGCGCATGECEGCGGGTCGCGHTCOGAGGGCCGGGACCGLAGARA
Consensus  GICAGT ICCARCACATCGGAGELEGL GGCGAGACGEGLCGAGGEGAGLAGCAGCGCLACGLLCGLEAGCAGAGE TAGGCAGL T GARGCGCATGELLGCEG6TCGLGETCEEAGEGLCEEGACCEEAGARR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
pCat2-1600 THAGATGGHGAGAGCCCHGCARTCTHCAGCCGCTTHCCTOLGCTCHCGLGTCTHOECCCHGGCAGACCCHCTHCCOAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTHETCGGHGCCCGCAGTGTGHRCAGCCGCCGATTHGET

ContFe+Rel TGAGATGGGAGAGCCCGLAATCTGLAGCCGLT TGLCTGLGLICELELGTCTGLLCCGLGLAGACCCGL TGCCGAGE TCCCARCCLLLTAGGLLTGLTCG66GCCCGLAGTGTGGLAGLCGCCGAT TG T
Consensus  THAGATGGGAGAGCCCGCARTCTECAGCCGCTTHRCCTRCGCTCHOGCGTCTHGCCCOG6CAGACCCGCTHCCOAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCHGGGCCCGCAGTGTGRCAGCCGCCGATTRGCT

}:nx 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 l‘”ﬁ
pCat2-1600 GCGTCACGCAGLG TCEGGCGEGCGGARCAGE 166 TARCTGCCGAT T66C666CGLELLEGGLEAGELGEEECLEACEL T TAGLCGARCGLCLGLLGGTCTGELTGT6GCGEAGELL IGGACGLEEG6TCG
ContF+R+I GCGTCACGCAGCGTCGHGCGHECGGARCAGE TGETARC TECCOATTHGCH66CGCGCEGGGCHAGGCGGHGCHEACGETTAGGCGARCGCCCGCCGETCTGHCTHTGGCGGAGHCCTGEACGLGLEGTCEG
Consensus  GCGTCACGCAGCGTCHGGCGGGCGEARCAGC TGETARCTGCCGAT TGECGGGCGCECEE66CEAGECEEGECHGACEE T TAGGCGARCGLCCGLCHGTCTGELTGTELCGEAGECCTGGACGEGL66TCG
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 15&.)
pLat2-1600 TAGGGGGC TCAGCGAAGCCOGAGCGGCCCTGAGCGCCACCOGE HGECGCCGGCGCGGARGHT CAGGGC Cr
ContFe+Rel mr.mmmmml:ltnmmmmctmmawrmmlmw GGG TGARG TCAGGGC TGAG T GGGLGGANG TGAGGCCC
AGCGARGCCHEAGCHECCCTRAGCGCCACCCEL TCTG66C6CCE6C6CEGARGEE AGGEC t
%551 1570 1580 1590 1600 1610 m 1630 1640 1650 1660 1670 1680 15”2

pLat2-1600  GL IIWIGICIEII:C!‘IICCCICI‘.CICCHI ﬁﬁcacncna.cml lmcmmmmullnummlmt 167
ContF+R+I 6L CCGGCTCCCTCCCTCCG6H |}66C6CGCACGCAC GACACGTTTTCCAARRTGTC CGGTACTGAT
Co 60 IIIEIBCIG'ICIGT@WCIIICICCEIM mwmmmvrmcﬁcmcﬁcmsnnwmmvmtmg...............
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1 10 20 30 0 50 60 0 80 90 100 110 120 130

pCat.2-800AS ACARGCTTCTGACAT TTGGARRACGTGTCGCGGTGCGC TCARGTGCGTGCGCGCCCCA
ContiFweRev GACTTTCTCTGGCCTAACTGGCCEGGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTGGCCTCGGCGGCCANGCTTCTGACAT TTGGAARACGTGTCGLGGTGCGLTCARGTGCGTELECEECCCA
Consensus  ....eeesesneees PETTTr PN +eeee ACARGCTTCTGACATTTGGAARACGTGTCGCHGTGCGC TCARGTGCGTGCECGLCCCA

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

pCat. I'IT(I CC6AGGGEAGEGAGCCGGACAGACAGCTCAAGCTCCCCTCCAGCCCTTTCGCEGECCTCACTTCCRCCCACTCAGCCCTGACTTCACCCCTCCRLCTTCCGC6CCGEC6CCCAGAGCTTCACTCE
Cont iF AAGCYCCGGAGGGAGGGAGCCGGACAGRCAGCTCARGC TCCCCTCCAGCCCTTTCGCGGGCCTCACT TCCGCCCACTCAGCCCTGACTTCACCCCTCCGCCTTCCGCGCCGGCGCCCAGAGCTTCACTCL
RaGCYCCEEAGEEAGGEEAGCCGEACAGACAGC TCARGCTCCCCTCCAGCCCTTTCGCEGECCTCACT TCCGCCCACTCAGCCCTGACTTCACCCCTCCGLCTTCCGCGCCG6CGCCCAGAGCTTCACTCL

281 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 39

pCat2-800AS TCCCCAGCGH6THECHCTCAGEBCCHCTCCGECTTCRCTGARCCCCCTACTTCCCACCRACCCCCCGTCCARGCETCCGCCACABCCAGACCGECEGECETTCHCCTRAGCGTCCGCCCCRCLTCRCCCE
ContiFueRev TCCCCAGCGGGTGGCGCTCAGGGCCGLTCCGGCTTCGCTGAGCCCCCTACTTCCCACCGACCCCCCGTCCAGGCCTCCGCCACAGCCAGACCGGCGEGCGTTCGLCTARGCGTCCGCCCCGLCTCRCCCC
Consensus TCCCCAGCGGGTGGCGCTCAGGGCCGCTCCGGLTTCGCTGAGCCCCCTACTTCCCACCGACCCCCCGTCCAGGCCTCCGCCACAGCCAGACCGECGEGCETTCGCCTARGCGTCCGLCCCGLLTCRCCCC

391 400 410 420 430 440 450 460 a7 480 490 500 510 520

pCat2-800AS scncscctw:mww\sllmcmclsnccﬁcccscccancu:laslmmtmrmlammlmmmmumlmsm:clcsscm:ass!cmcc
ContiFueRev GCGCGCCCGCCAATCGGCAGT TACCAGCTGTTCCGCCCGCCCGACGLTGCGTGACGCAGCCARTCGECGECTGCCACACTGCGEGCCCCEAGCAGGCCTAGGEGGT TGEGACCTCGECAGCGEGTCTGLC
Consensus GCGCGCCCGCCAATCGGCAGT TACCAGCTGTTCCGCCCGCCCGACGCTGCGTGACGCAGCCARTCGGCGGCTGCCACACTGCGGGCCCCGAGCAGGCCTAGGGEGT TGGEACCTCGECAGCGGGTCTGLC

?21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 55?
pCat2-800AS CGGGCCAGACGCGCGAGCGCAGGCARGCGGCTGCAGAT TGCGGECTCTCCCATCTCATTTCTCCGGTCCCO6CCCTCCBACCREGACCCRCCRCCATGCECTTCABCTRCCTAGCTCTRCTCCCHH6CT
ContiFusRev CGGGCCAGACGCGCGAGCGCAGGCARGCGGCTGCAGATTGCGGGCTCTCCCATCTCATTTCTCCGGTCCCGGCCCTCCGACCECGACCCECCGCCATGCGCTTCAGCTGCCTAGCTCTGCTCCCGEGEGT

Consensus CGGGCCAGACGCGCGAGCGCAGGCARGCGGCTGCAGATTGCGGECTCTCCCATCTCATTTCTCCGGTCCCGGCCCTCCGACCGCGACCCGCCGCCATGCGCTTCAGCTGCCTAGCTCTGCTCCCGRECGT

?51 660 670 680 690 700 no 720 730 740 50 P—l 7 7&!

pCat2-800AS GGCGCTGCTGCTCGCCTCGECCCGTCTCGCCGLCGCCTCCGATGTGT TGGARC TGACGGACGARAAC T TCGAGAGTCGCGTCTCCGACACGGGCTCGGCGEGECTCATHCTAGT TTCTTCGCCCCC
ContiFusRev GGCGCTECTGCTCHCCTCGECCCETCTCGCCGCCECCTCCGATRTGT TGGARC TGACGGACGARRAC T TCGAGAGTCGCGTCTCCGACACGGGC TCEGCE6G6CTCATHCTGGTYGAGTTCTTCGCCCCC
Consensus GGCGCTGCTGCTCGCCTCGECCCETCTCGLCGCCGCCTCCGATRTGT TGGARC TGACGGACGARARC TTCGAGAGTCGCETCTCCGACACGGGCTCGGCGEGECTCATRCTaGT! TTCTTCGCCCCC

Zﬁl 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 91?
T6GTGAGGCCACTTTGCG66ATCABGECCEEAGEACCEGC TE6ECEC666AGCE6TTE66CCTACGCAGCECE6CECCCTCCACTATCTAGCAGGECARGCTTCA

pCat2-800AS
ContiFueRev TGGTGAGGCCACTTTGCG6GATCAGGECCHGAGEACCEGLTG66CHCEEGAGCEET TEGGCCTACGCAGCGCGE6CECCCTCCACTATCTAGCAGGCCARGCT TGECARTCCGETACTGTTGETARRGCC
Consensus  TGGTGAGGCCACTTTGCGGGATCAGGGCCGGAGGACCEECTEEECGCEEEAGCEET TGEECCTACGCAGLECEGEECECCCTCCACTATCTAGCAGECCARGETTCA veeeeesssscscssansscane

- 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 12' I lﬂll

pCat.2-1600AS AGCTTCTGACATTTGGARRACGTGTCHCGGTGCGCTCARGTGCGTGE TGO CGG
ContFusRev TGGCCTARCTGGCCGGTACCTGTGCTCGCTAGCCTCGAGGATATCARGATCTGECCTCGECGECCANGLT TCTGACATT TGGARANCGTGTCGLGETGLGCTCARGTGLGTGL!

. «AGCTTCTGRCATTTGGARRACGTRTCHLG6THCRCTCARGTGLGTRLGCRLLD C66

13]. 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

pCat.2-1600RS ﬁﬂmtﬁﬁmmltm“tttlttﬂﬂl TTCHCGEGCCTCACT TCCGCCCACTCAGCEE TGACTTCACCCCTCCREET TCCGCGCCHECGCCCAGAGE T TCACTCC TCCCCABEE
ContFusRev AGGGAGGGAGCCGGACAGACAGCTCARGCTCCCCTCCAGCCCTTTCGCGGECCTCACTTCCGCCCACTCAGCCCTGACTTCACCCCTCCGELTTCCGCGCCGGLGLCCAGAGCTTCACTCCTCCCCAGEG
Consensus AGGGAGGGAGCCGGRCAGACAGC TCARGCTCCCCTCCAGCCCTTTCGCGEECCTCACTTCCGLCCACTCAGCCCTGACTTCACCCCTCLAELT TCLECGCCGECGCCCAGAGCTTCACTCCTCCCCAGEE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

pCat.2-1600AS I'SGIGGCGE TCABGGCCECTCCGEC T TC6CTEAGCCCCE TAC T TCCCACCRACCCCCEGTCCABGLE TCCGCCACAGCEABACCHEEEGECHT TCGLCTAAGCGTCLELCCCRLCTEGLCECHCELGLLLE
ContFusRev GGTGHCGCTCAGGGECCGCTCCGGCTTCGCTGAGCCCCCTACTTCCCACCGACCCCCCGTCCAGRCL TCCGCCACAGCCAGACCGGCGGEGCGTTCOCCTARGCGTCCGCCCCGCCTCGCCCCOLGCGLCLG
Consensus GGTGGCGCTCAGGGCCGLTCCGGCTTCECTGAGCCCCCTACTTCCCACCGACCCCCCGTCCAGECLTCCGCCACAGCCAGACCGGLGEELETTCGCCTARGLGTCCGCCLCGLCTCRCLLCGLELRCCCE

?91 400 410 a20 430 440 450 460 a7 a80 490 500 510 52‘.)
pLat.2-1600AS CCARTCGGCAGT TACCAGCTGT TCCHCCCGECCACHETGCGTGACGCAGCCARTCGECHECTGCCACAC TGL66CCCCEAGCAGGLL TRGGHGT TGEGACCTCGGCAGCEGGTCTGLCCG6GCCAGR
ContFusRev CCARTCGGCAGT TACCAGCTGT TCCGCCCGCCCGACEL THCGTGRCGCAGCCARTCGGCGGE TECCACAC TGCEE6CCCCGAGCAGECC TAGGEGG T TGE6ACE TCGGCAGLEGGTCTGLCCGGGCCAGA
Consensus CCARTCGGCAGTTACCAGCTGTTCCGCCCGLCCGACGLTRCGTGACGCAGCCARTCGGCGGCTGCCACACTGCGGECCCCOAGCAGGCCTAGGEGGTTGEGACCTCGGCAGCGGETCTGCCCGGGCCAGA

?21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

pCaL2-1600AS CGLGCGAGCHCAGGCANGCGECTGCAGAT TGCGE6CTCTCCCATCTCATTTCTCCO6TCCCO6CCLTCCOACCELGACCCOLCELLATGLGET TCABCTECCTAGETCTGCTCCCO66CETORLGETLT
ContFusRev CGCGCGAGCGCAGECARGLGGC TGCAGAT TGCGGECTCTCCCATCTCAT T TCTCEGGTCCCHECCLTCLEACCECEACCCRCCECCATELRET TCAGE TRCCTAGTCTHCTCCCE66LETGRCGCTHCT
Consensus CGCGCGAGCGCAGGECANGCGGCTGCAGAT TECGGGCTCTCCCATCTCATT TCTCCGGTCCCRECCCTCCEACCECEACCCGCCRCCATRCRET TCAGCTGRCCTAGETCTRCTCCLRE6CETRECGETRET
651 660 670 680 690 700 70 720 730 740 75— 760 70 780
pCat2-1600AS GCTCGLCTCHECCCGTCTCGECOCCOCCTCCOATGTGT TGGANCTGACGGACGARAAL TTCGAGAGTCGLGTCTCCORCACGEECTCOOCOGEGCTCATANTAGTURAGT TCTTCRCCCCCTRTGAGEE
ContFusRev TTCTTCRCCCCCTRGTGAGGE
GCTCGCCTCRECCCGTCTCHRCCGLCGCCTCCGATRTRT THGAAC TEACGGACGRAAAC T TCHAGAGTCHEGTCTCCGRCACGELC TCGECAGHGCTCATH Ta6T TTCTTCGCCCCCTRGTGRGGE

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 890 900 910
pc&z;;soons CACTTTRCGGATCAGGECCGEAGGACCOGETOEECHCE66AGCG6T TGEGCETACGCABCECEEECGECCTCCACTATETAGCAGGCLTGECTGCGHCTGCLTCATTGCCAGTCRRTREEGARCCGEGA

weRev

CACTTTGCGGGATCAGEGCCEGAGGACLGLE TEEGCELE6GAGLEGT TGEECC TACGCAGCGCEGECGCCCTCCACTATC TAGCAGGCL TEEETGLGGLTEC " TCAT TGCCAGTCLE TG6GGARCCGEGA
Consensus  CACTTTGLGG6ATCAGEGCCEEAGEACCHEL TE66CECH66RGCEGTTEE6CL TACGCAGCECE66CGCCCTCCACTATCTAGCAGECCTHGE TGLG6CTGCCTCATTGCCAGTCRGTGEGGARCCEEGA

gu 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 104?

pCat.2-1600AS GGCCTCCGECE GAGGACGAGGTAGGGTGEGGACGEEGGCAGATCCGGARRGCAGARRGCC TARACTCCAGGG TAGGGCCACGTCCTTACCTCCGLGTTCTTGCAGCACTTCL
ContFusRev GGCGLTCLGLCCGGGGTGOGGGGTGGG6TGAGGACGAGETRGEETGEEGACGEGEGCAGATCCGGARRGCAGARAGCC TARACTCCAGGETAGGGCCACGTCCTTACCTCCGCGTTCTTGCAGCACTTCL
Consensus GGCGCTCCGCCCHEG6GTG66666TG666TGAGGACGAGETAGEETGEEGACGEGEGCAGATCCEGARAGCAGARAGCL TARACTCCAGGE TAGEGCCACGTCCTTACCTCCGCETTCTTGCAGCACTTCC
mu 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 ur_z

pLat.2-1600AS lﬁ"ﬂm'ICICCCRVCCCCICCCCCYCCGGICYMCl"mlRTCYEGIGMICMYG""GISICCCCMIICiﬁcmlmﬁltmtntmmla
ContFusRev TATGIGGAGGGTTC CCTCCCCCTCCGGTCTATCTTTCAGTATCTAGGTGAGTCAGTGTATGTGTCCCCAGGTCTGCAGACARGGE TGGCATCCCARRGCC T TCAGAGAGGAGGCAGAGGTCC
Consensus ""Gl(mﬁlICI(ICFIICCCUIII'LCICIZEBII:IMC"ICMIIIIIZ"I;GISHS":IIHf.I’RIGIGICtumﬁfclmmlmﬁlctmtlItmitt
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 noo

pLat2-1600/S TCTTTTAAGTGGTGAGGT TCTGGEGTTTTTTTTTTTTCICTTTTTGTCTCCACCCCATTAGAGCCAT TG6TTTCTRACCAAGGTCAC TCTGTAGCTGCAGRRAGATCC TARGTGCTTTCT TGAGACAGGT
ContFueRev TCTTTTARGTGGTGAGGTTCTGGGEGTTTTTTTTTTTTCTCTTTTIGTCTCCACCCCAT TAGAGCCATTGGT TTCTARCCARGGTCACTCTGTAGC TGCAGRARGATCCTARGTGCTTTCTTGAGACAGGC
TCTTTTARGTGGTGAGGT TCTGGGGTTTTTTTTTTTITCTCITTTTIGTCTCCACCCCAT TAGAGCCATTGGTTTCTARCCARGGTCACTCTGTAGCTGCAGARAGATCCTARGTGCTTTCTIGAGACAGGL

}:m 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
pCat.2-1600AS CATTAGTTG6TTCATGECATGGCT TACACTATTTTACATTARGE TGCAGAGGCC TCT TAT TRARRGAGTARACCARCAAGAAT TAT T TCACTAGGACCTATCATART TTCAGTATTRARTART TCTAGAR
ContFusRov CATTAGTTGGTTCATGGCATGGCT TACACTATTTTACAT TARGC TGCAGAGGCCTCT TAT TAARAGAGTARACCAACAAGAAT TATTTCACTAGGACCTATCATAAT TTCAGTATTRAATAAT TCTRGAA
Consensus CATTAGTTGGTTCATGGCATGGCT TACACTATTTTACATTARGCTGCAGAGGCCTCT TATTAAAAGAGTARACCAACARGAARTTATTTCACTAGGACCTATCATAATTTCAGTATTARATAAT TCTAGAR

*431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 158?
pCat2-1600AS ARTGATARCAT TCTGGATAAGAAAGT TRCCACTGCT TARCC TRAGARARGGGTARGT TCTATCGAGT GGG TGTGACCCCARATARAARCT T TGCT TGEGARGGGAGAGCARATAGGATTTCTAGTTTTGT
ContFusRev ARTGRTARCATTCTGGATARGAAAG T TRCCACTGC T TARCCTRAAGAARAGGGTARGT TCTATCGAGTGGGTGTGRCCCCARATARARRCT T TGCT TGGGARGGGAGAGCARATAGGATTTCTAGTTTTGT
Consensus ARTGATARCATTCTGGATARGAAAGT TACCACTGCTTARCCTAAGAARAGGGTARGT TCTATCGAGTGGGTGTGACCCCARATARARACT TTGCTTGGGARGGGAGAGCARATAGGATTTCTAGTTTTGT
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 mst_)

pCot2-1600AS CACTTAGAGTAGTGGATAGGATAATTTACCAATTATTTATTACARGGGCATACAGT T TAGAGGATGTCAATATTTTTTCCCTCCTAGCACAATGACCCTTAATTCARACA

ContFueRev CACTTAGAGTAGTGGATAGGATAATTTACCARTTATTTATTACARGGGCATACAGT TTAGAGGATGTCARTATTTTTTCCCTCCTAGCACARTGACCCTTART TCARACARGTTTTTTTTTCTTGTARAR
CACTTAGAGTAGTGGATAGGATAATTTACCARTTATTTATTACARGGGCATACAGT T TAGAGGATGTCARTATTTTTTCCCTCCTAGCACARTGACCCTTAATTCARACA, vvetirsesesssnans
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pLat2-520
ContFutRev
Consensus

plat2-520
ContFu+Rev
Consensus

pCat2-520
ContFu+Rev
Consensus

pCat2-520
ContFu+Rev
Consensus

pCat2-358
ContFu+Rev
Consensus

pCat2-358
ContFutRev
Consensus

pCat2-358
ContFu+Rev
Consensus

pLat2-358
ContFu+Rev
Consensus

pLat2-711
ContFu+Rev
Consensus

pCat2=-711
ContFu+Rev
Consensus

pCat2-711
ContFu+Rev
Consensus

pCat2=-711
ContFu+Rev
Consensus

pCak2=-711
ContFu+Rev
Consensus

pLat2-711
ContFu+Rev
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I |
TGCTCGAGGAGARATGAGATGEGAGAGCCCGCARTCTGCAGCCGLTTGCCTGCGCTCGCGCGTCTGGCCCGGGCAGACCCGCTGCCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCGEGGCCCGCAGTGTGGCA

CGAGGAGARATGAGRTGGGAGAGCCCGCARTCTGCAGCCGLTTGCCTGCGCTCGCGCGTCTGGCCCGGECAGACCCGCTGCCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCGEGGCCCGCAGTGTRGCA
«++CGAGGAGARATGAGATGGEAGAGCCCGCARTCTGCAGCCGCTTGCCTGCGCTCRCGCGTCTGECCCGGECAGACCCGCTGCCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCGGGGCCCGCAGTRTGGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I |
GCCGCCGATTGGCTGCGTCACGCAGCGTCGEECGEGCGGARCAGCTGETARCTGCCGAT TGGCGGGCGCGCGGGGCGAGGCGGGGCGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGETCTGRCTGTGGCEGAGGCT
GCCGCCGATTGGCTGCGTCACGCAGCGTCGGGCGEGCGGARCAGCTGETARCTGCCGATTGGCGGECGCGCGEEECEAGGCGEGECGGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGGTCTGGCTGTGGCEGAGGCT
GCCGCCGATTGGCTGCGTCACGCAGCGTCGGGCGEGCGGARCAGCTGETARCTGCCGATTGGCGGGCGCGCGEGGCGAGGCGEGGCAGACGCTTAGGCGARCGCCCGCCGETCTGGCTGTRRCGGAGGCT

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
: + + + + + it + + + I
TGGACGEGGGGTCGGTGGEARGTAGEGGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGRGCGCCACCCGCTGAGGAGEAGTGARGCTCTGAGCGCCEECGCGGARGECGGAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGE
TGGACGGGGG6TCGOTGO6ARGTAGGEE6CTCAGCGARGCCGGRECGECCCTGRGCGCCACCCGCTGGGGAGGAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGGEETGARGTCAGGGCTGAGTGGE
TGGACGEGGGGTCGGTGGEAAGTAGEGGGCTCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGRGEAGEAGTGARGCTCTGAGCGCCERCGLGEAAGECGEAGGGGTGARGTCAGGGCTGAGTGGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |
CGGAAGTGAGGCCCGCGARAGGGCTGGAGGGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGEEGCTTTGGGECGCGCACGCACTTGAGCGCACCGCGRCACGTTTTCCARATGTCAGARGCTTCA

CGGAAGTGAGGCCCGCGARAGGGCTGGAGGGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGGGGCTTTGGGGCGCGCACGCACT TGAGCGCACCGCGACACGTTTTCCARATGTCAGARGCTTGGC
CGGAAGTGAGGCCCGCGARAGGGCTGGAGGGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGGGGCTTTGGGGCGCGCACGCACTTGAGCGCACCGCGACACGTTTTCCARRTGTCAGARGCTTea,

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

TGCTCGAGARCAGCTGGTAACTGCCGATTGECGE6C6CE06666C6AGECE66ECEEACECTTAGGCGARCECCCEE
RGTGCAGGTGCCAGACATTTCTCTGRCCTRCTGGCCGETACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGRACAGC TGGTARCTGCCGATTGGCGECGCECGEGECAGGLEE0GCEEACGLTTAGECGARCECCCGE
teeteeeeesrasresessessessssasasessnsessassnssssnesss@CLTCGAGRACAGCTGGTAACTGCCGATTGECGE6CGLE0G6G6CEAGECEEEECEEACECTTAGGCEAACGCCCEE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
CGETCTGECTGTGGCGGAGGCCTGEACGGEGGETCGETGGGAAGTAGGGGGC TCAGCGARGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGCTGEGGAGGAGTGARGCTCTGGECGCCGGCGCGGANGGCGGAGG

CGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGGACGGEEG6TCG6TGEGARGTAGGEGGC TCAGCGARGCCGEAGCEECCCTGAGCGCCACCCGLTGGEGEAGEAGTGARGCTCTGGGCGCCGGCGCGGARGGCGGAGG
CGGTCTGGCTGTGGCGGAGGCCTGEACGGEEEETCGGTGEGARGTAGGGGGC TCAGCGARGCCGGAGCGECCCTGAGCGCCACCCGCTGRGGAGGAGTGARGCTCTGAECGCCGECGCGGARGECGEAGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1

GGTGHHGTCHEGGCTEREIGEECBEHHGTGHBGCCCEEGRHHEGECTGGHEEGGHEETIEHGEIEICTBTCCEGCTEEETCEEICCEGEEEIITGGEGEGCEEHEGEHETIEHGEGCHCEGCEREHCEI%
GGTGAAGTCAGGGC TGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARAGGGCTGGAGGGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGCTCCCTCCCTCCGGGECTTTGE6GCGCGCACGCACT TGAGCGCACCGCGACACGTT
GGTGRAGTCAGGGCTGAGTGGGCGGARGTGAGGCCCGCGARRGGGCTGGRGEGGAGCTTGAGCTGTCTGTCCGGLTCCCTCCCTCCGGEGCTTTGGEGCGCGCACGCACTTGAGCGCACCGCGRCACGTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 476
1 $ + " $ + + 1

iTECHHHTGTCHEHHEETICH
TTCCAARTGTCAGARGCTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTARRGCCACCATGGARGATGCCARARACATARGAAGGCCCAGCGCTTA
TTCCARATGTCAGARGCTTCA, s eeseosssronsarensarsararsararsasansassnsassnsnssnsnsssssssssns

1 10 20 30 4o 50 60 o 80 90 100 110 120 130
|

|
CTCGAGGGCCTGCTAGATAGTGGAGRGCGCCCGCGLTRCGTAGGCCCARCCGCTCCCGCACCCAGCCGET
GCATGTTGCAGGTGCCAGARCATTTCTCTGRCCTACTGECCGGTACCTGAGCTCGCTAGCCTCGAGGGCCTGCTAGATAGTGGAGGGLGCCCGCACTGCGTAGGCCCARCCGCTCCCGCGCCCAGCCGET

............................................................ CTCGAGGECCTGCTAGATAGTGGAGGGCGCCCGCGCTRCGTAGGCCCARCCGCTCCCGCGCCCAGCCGET
131 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260
| |
CCTCCGGCCCTGATCCCGCARAGT GGCCTCACCAGGGGECGARGARC TCGACTAGCATGAGCCCCGCCGAGCCCGTGTCGGAGACGCGACTCTCGAAGTTTTCGTCCGTCAGT TCCARCACATCGGAGGC

CCTCCGGCCCTGATCCCGCARAGT GGCCTCACCAGGGEECGAAGARC TCGACTAGCATGAGCCCCGCCBAGCCCGTGTCGGAGACGCGACTCTCGARGTTTTCGTCCGTCAGT TCCARCACATCAGAGEE
CCTCCGGCCCTGATCCCGCARRGT GGCCTCACCAGGGEECGAAGARC TCGACTAGCATGAGCCCCGCCBAGCCCGTGTCGGAGACGCGACTCTCGARGTTTTCGTCCGTCAGT TCCARCACATCAGAGEE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
GGCGGCGAGACGGGLCGAGECGAGCAGCAGCGCCACGCCCGGGAGCABAGC TAGGCAGC TGARGCGCATGGCGACGGATCGLGETCGGAGGGLCEGGACCGGAGAAATGAGATGGGAGAGCCCGCARTCT
GGCGGCGAGACGGGLCGAGGCGAGCAGCAGCGCCACGCCCGGGAGCAGAGC TAGGCAGC TGARGCGCATGGCGECGGGT CGLGETCGGAGGGLCGGGACCGGAGAAATGAGATGGGAGAGCCCGCARTLT
GGCGGECGAGACGGGLCGAGGCGAGCAGCAGCGCCACGCCCGGGAGCAGAGC TAGGCAGC TGARGCGCATGGCGECGGGT CGLGETCGGAGGGLCEGGACCGGAGAAATGAGATGGGAGAGCCCGCARTLT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| |
GCAGCCGCTTGCCTGCGLTCGCGCGTCTGECCCGRGCAGACCCALTGLCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGC TCGGEGCCCGLAGTGTGRCAGLCGCCGATTGECTGLGTCACGCAGCGT CGGGLGGGAT
GCAGCCGCTTGCCTGCGLTCGCGCGTCTGECCCGRGCAGACCCALTGLCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGC TCGGEGCCCGLAGTGTGRCAGLCGCCGATTGECTGLGTCACGCAGCGT CGGGLGGGAT
GCAGCCGCTTGCCTGLGLTCGCGLGTCTRECCCGRGEABACCCGCTGLCGAGGTCCCARCCCCCTAGGCCTGCTCRGGGCCCGLAGTGTGRCAGCCGCCGATTGRCTGCGTCACGCAGCGTCGGGLGGAT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
GGAACAGCTGGTARCTGCCGATTRGCGGGCGCGCAGRGECGAGGCGEGGCGGACGCT TAGGCGARCGCCCGCCGRTCTRGLTATGECGEAGALC TRGACGGGGEGTCGATGEGARGTAGGGGECTCAGCGA
GGAACAGCTGGTARCTGCCGATTRGCGGGCGCGCAGRGECGAGGCGEGGCGGACGCT TAGGCGARCGCCCGCCGRTCTRGLTATGECGEAGALC TRGACGGGGEGTCGATGEGARGTAGGGGECTCAGCGA
GGAACAGCTGGTAACTGCCGATTGGCEGGCECGCEGGECGAGGCGEGGCGGACGC T TAGGCGAACGCCCGCCGRTCTRGL TRTERCGEAGECC TEGACGGGGEGTCGRTGEGARGTAGGGGEC TCAGCGA

651 660 670 680 690 o0 710 20 730 740 750 760 e 780
|

|

AGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCRL TGEGGAGGAGTGARGL TCTRGECACCGGCGCGEARGEL GEAGGEGETGAAGT CAGGGEC TGAGTGGGCGGAAGT GAGGCCCGCGAR
AGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCGLTGRGGAGGAGTGARGLTCTRGECGCCGGCGCGEARGECGGAGGGETGAAGT CAGGEC THAGTGGGCAGARGT GAGGCCCGCGARAGCTTGGCARTCCGGTAC
AGCCGGAGCGGCCCTGAGCGCCACCCRE TERGGAGGAGTGARGCTCTRGECGCCGGCGCGEARGELGEAGGEGTGAAGT CAGGGEC TGAGTGRGCEGAAGT GAGGCCCGLEAR. « v e iaviiesnas
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