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Resumen

En insectos, se ha propuesto el término “priming inmunoldgico” para hacer
referencia a la memoria inmunoldgica innata, inducida por la exposicion previa a
una dosis subletal de un agente patogénico o derivado de él, elevando su respuesta
inmunolégica, que lo protege ante una exposicion secundaria. Los eventos
moleculares que participan en la generacion de memoria inmunologica en
mosquitos, aun no se han dilucidado completamente, sin embargo, existe una
relacion entre el incremento de DNA en células involucradas en la respuesta

inmunoldgica y el priming inmunoldgico.

El presente proyecto planted identificar grupos de genes que enriguecen vias de
sefializacion celular, cuando se induce priming inmunoldgico. Se identificaron
alrededor de 200 genes replicados en la sintesis de novo de DNA, derivada de
priming inmunoldgico, en las células del intestino medio de Ae. aegypti retadas con
DENV-2 inactivo. Los datos obtenidos sugieren que el proceso de endoreplicacion
inducido por priming inmunoldgico, replica genes importantes en la respuesta

inmune anti-DENV.



Abstract

The term "immune priming" applied to insects refers to innate immune memory
induced by an initial exposure to a sublethal dose of a pathogenic agent or its
derivative, which elevates its immune response, and protects it against a secondary
exposure. The molecular events involved in the generation of immunological
memory of mosquitoes are yet to be fully elucidated, however, there is a relationship
between the increase of DNA in cells involved in the immune response and immune

priming.

This research project aims to identify groups of genes that enrich the cell signaling
pathways when the immune priming is induced. We identified about 200 genes
replicated in de novo DNA synthesis, derived from immune priming, in midgut cells
of Ae. aegypti challenged with inactive DENV-2. The obtained data suggest the
process of immune priming-induced endoreplication replicates important genes in

the anti-DENV immune response.



1 Introduccién
1.1 Eldengue

El dengue es una enfermedad viral infecciosa y representa un problema de salud
publica en el mundo, se estima que alrededor de 3,900 millones de personas viven
en zonas endémicas en riesgo, hay por lo menos 390 millones de casos cada afio
y mueren alrededor de 21,000 personas al afio (OMS, 2022). En México, se han
documentado varios brotes, el ultimo importante fue en el afio 2019, con 41,505
casos confirmados (Arredondo-Garcia et al., 2020); en el afio 2020 se registraron
24,224 casos; el afio 2021 cerr6 con un total de 6,746 casos, y en la semana
epidemioldgica numero 25 de 2022, se confirmaron 1,698 nuevos casos, de los
cuales 66 corresponden a la categoria de dengue grave, 616 a dengue con
sintomas de alarma, 1,016 a dengue no grave y se registraron cinco defunciones.
El 73 % de los casos confirmados corresponden al Estado de México, Tabasco,
Chiapas, Veracruz y Sinaloa (SINAVE/DGE/SSA, 2022).

Los pacientes con dengue grave presentan una enfermedad febril inespecifica con
sintomas como dolor en los ojos, cabeza, huesos, articulaciones, erupciones
cutaneas, nauseas y vomito. Las complicaciones clinicamente relevantes se
caracterizan por extravasacion de plasma, hemorragia grave o dafio severo de
organos. Las terapias, antivirales y vacunas para prevenir o tratar la enfermedad se
han desarrollado lentamente, a pesar de los grandes avances en el estudio de la
patogénesis del virus. Aln no existe un tratamiento especifico y solo se utilizan
tratamientos de soporte como analgésicos y antipiréticos, suministro de liquidos si
existe deshidratacion, y suero si existe fuga plasmaética; la mira, principalmente esta

puesta en el desarrollo de vacunas (Wilder-Smith et al., 2019).

Dengvaxia o CYD-TDV fue la primera vacuna que salié al mercado en el afio 2015,
bajo licencia de la farmacéutica Sanofi Pasteur. Es efectiva en pacientes que
previamente cursaron un episodio de dengue; por el contrario, en individuos
seronegativos al parecer eleva el riesgo de padecer dengue severo, ante una

infeccion natural. Por lo que, su efectividad depende del seroestatus de cada



individuo. Ademas, existen otras dos vacunas quiméricas vivas atenuadas contra
dengue, una desarrollada por el National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, y otra por la empresa Takeda, ambas estan en la fase 3 de estudios
clinicos. Sin embargo, no se ha evaluado si también pueden aumentar el riesgo de
padecer dengue grave en pacientes seronegativos. Este hecho permanece como
la principal limitante en el desarrollo de vacunas (Wilder-Smith et al., 2019).

1.1.1 Agente etiologico

El agente etioldgico de la enfermedad es el Dengue virus (DENV), el cual pertenece
a la familia Flaviviridae. DENV es un virus de RNA monocatenario de sentido
positivo, de aproximadamente 11 kb que contiene un solo marco de lectura abierto,
flanqueado por regiones no codificantes (NCRS) en sus extremos terminales 5" y
3". El mRNA viral codifica una poliproteina que al procesarse produce proteinas
estructurales y no estructurales. El virion mide aproximadamente 50 nm de
didmetro, contiene tres proteinas estructurales: la capside (C, 11 kDa), la proteina
de envoltura (E, 50 kDa) y en su forma inmadura intracelular contiene a la proteina
inmadura prM (26 kDa). Esta ultima es escindida durante la maduracion a la
proteina M (8 kDa) por la enzima celular furina. Una vez que el virus infecta una
célula, se sintetizan siete proteinas no estructurales: NS1 (46 kDa), NS2A (22 kDa),
NS2B (14 kDa), NS3 (70 kDa), NS4A (16 kDa), NS4B (27 kDa) y NS5 (103 kDa)
importantes durante el ciclo de replicacién viral y para la evasion de la respuesta
inmunoldégica (ICTV, 2022).

El DENV presenta cuatro serotipos distintos, pero estrechamente emparentados:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4. Se cree que un paciente al recuperarse es
inmune contra el serotipo que le causo la infeccion. Sin embargo, durante una
infeccion secundaria con un serotipo diferente aumenta el riesgo de padecer
dengue grave, lo que significaria que un mismo individuo puede infectarse hasta
cuatro veces (ICTV, 2022; OMS, 2022).



1.1.2 Transmision

El DENV se transmite por la picadura de mosquitos hembra del género Aedes, que
incluye a las especies Ae. aegypti y Ae. albopictus, vectores primario y secundario,
respectivamente. Una vez que el mosquito pica a una persona infectada durante el
periodo de viremia, el virus se replica en el intestino medio del mosquito de 7 a 10
dias post infeccion, después se disemina a otros tejidos como las glandulas

salivales y el sistema nervioso (Salazar et al., 2007).

El periodo de incubacion extrinseco, que transcurre entre la ingestion del DENV y
la transmision a un nuevo hospedero es de aproximadamente 8 a 12 dias (Tjaden
etal.,, 2013), el cual, depende de varios factores como la oscilacion de la
temperatura (Carrington et al., 2013; Lambrechts et al., 2011), el genotipo del virus
(Anderson y Rico-Hesse, 2006; Novelo et al., 2019) y la concentracion viral inicial
(Ye etal.,, 2015). Se ha considerado, que un mosquito infectado con DENV
transmite el virus durante toda su vida. Sin embargo, datos reportados en
experimentos de priming inmunoldgico, sugieren que los mosquitos son capaces de

reducir la carga viral durante una infeccidén secundaria (Vargas et al., 2020).

1.1.2.1 Prevencion y control

El control de los mosquitos es la principal estrategia para prevenir y reducir los
casos de dengue (Higa, 2011). Los métodos para controlar a este vector pueden
ser clasificados en: 1) Control quimico. El cual consiste en el uso de sustancias
guimicas que matan larvas o adultos de mosquitos, es ampliamente utilizado a
pesar de que su uso excesivo provoca dafios en el ambiente y resistencia en
mosquitos, los mas empleados son los compuestos organofosforados y los
piretroides; 2) Control mecéanico. En este caso se realizan actividades capaces de
eliminar o evitar posibles lugares que funcionen como criaderos del vector o que
restrinjan su paso, tales como mosquiteros o trampas, no obstante, solo se puede
realizar en espacios pequefios y cerrados. 3) Control biolégico. Se basa en el uso
de depredadores o patdgenos naturales del vector, sin embargo, se ha reportado

gue por si solos, no impactan de manera significativa en la reduccion de las



poblaciones de mosquitos, por ejemplo, Wolbachia es una bacteria que causa
progenie estéril en los mosquitos, pero se requiere una liberacién constante de

mosquitos infectados con la bacteria (Laura de Sene Amancio Zara et al., 2016).

1.2 Generalidades de la respuesta inmunolégica de insectos

El sistema inmunolégico de los artropodos posee la capacidad de distinguir lo propio
de lo no propio, asi como efectores capaces de eliminar agentes infecciosos, que,
de manera anéloga a los animales vertebrados, pueden dividirse en mecanismos
de inmunidad celular y humoral. Los eventos de inmunidad celular se llevan a cabo
por los hemocitos y consisten en procesos como la fagocitosis, encapsulacion y la
formacion de ndédulos para defenderse de diversos microorganismos. Los
hemocitos son células especializadas, sésiles o que circulan en la hemolinfa

contenida en el hemocele de los insectos.

La inmunidad humoral utiliza mecanismos como la sintesis de péptidos
antimicrobianos (p. ej., en Drosophila melanogaster, defensinas, diptericinas,
metchnikowinas, drosomicinas, atacinas, cecropinas y drosocinas), lectinas,
enzimas antimicrobianas (p. €j., lisozima), inhibidores de serin proteasas (serpinas),
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno, intermediarios de la cascada de la
profenoloxidasa (factores opsonizantes y citotdxicos); en este dltimo, la
fenoloxidasa forma una cépsula de melanina sobre los parasitos y a este
mecanismo se le considera analogo al sistema del complemento de los vertebrados

(Davis y Engstrom, 2012; Rowley y Powell, 2007).

1.2.1 Respuesta inmunoldgica antiviral

Los hemocitos de mosquitos son susceptibles a infectarse con DENV, aunque
pueden desencadenar respuestas humorales como la sintesis de intermediarios
proteoliticos en la cascada de la profenoloxidasa, que inactivan a virus como el

Semliki Forest virus (Rodriguez-Andres et al., 2012).

La autofagia media la degradacion de componentes celulares, para mantener la

homeostasis celular y de tejido, durante infecciones virales. En Drosophila, el virus



de la estomatitis vesicular y el Rift Valley fever virus, son reconocidos por el receptor
transmembranal Toll-7 que activa la via de sefalizacion PI3K-Akt, dando lugar al
proceso de autofagia (Moy et al., 2014; Shelly et al., 2009). También, la activacion
de otras vias de sefializacion del sistema inmune innato, conducen a la sintesis y
secrecion de moléculas efectoras antivirales (p. ej., péptidos antimicrobianos)
sintetizados en el cuerpo graso, el intestino medio y que circulan a través de la
hemolinfa hacia otros érganos del mosquito (Cheng et al., 2016; W.-S. Lee et al.,
2019).

Las vias de sefalizacion Toll, IMD, Jack/STAT y RNAI, participan en la respuesta
inmune innata antiviral de mosquitos. Sin embargo, la via de RNAIi es fundamental
en la respuesta antiviral. De los tres sistemas de RNAi: microRNA (miRNA), RNA
asociado a PIWI (piRNA) y RNA pequefio de interferencia (siRNA), a este ultimo se
le considera el mas importante para degradar RNA de origen viral. En este sistema,
el RNA de doble cadena (dsRNA) es reconocido por Dicer-2 (DCR-2), la Unica
proteina reportada a la fecha, capaz de reconocer el dsSRNA y procesarlo en RNAs
virales de ~21 nucleo6tidos (ViRNA), posteriormente, el siRNA duplex es reconocido
por la asociacion de la proteina Argonauta 2 (AGO-2) y el Complejo de
Silenciamiento Inducido por RNA (RISC), que degradan la cadena pasajera y
retienen a la cadena guia. La cadena guia permite el reconocimiento del RNA viral,
gue es cortado por AGO-2 y finalmente degradado (Bonning y Saleh, 2021;
Gammon y Mello, 2015; Schuster et al., 2019; Talide y Meignin, 2019).

1.3 Memoria inmunoldgica

La memoria inmunoldgica de mamiferos es considerada una adaptacion evolutiva
critica del sistema inmunitario, que propicia respuestas mas rapidas y eficaces ante
antigenos con los que se tuvo una exposicion previa. Se considera que la memoria
inmunoldgica esta mediada por células adaptativas como son las células B y células
T CD4 y CD8, que se han diferenciado para convertirse en poblaciones de
"memoria” (Kirman et al., 2019).



A este paradigma clasico se ha sumado recientemente lo que se conoce como
inmunidad entrenada. Se ha demostrado que las células del sistema inmune innato
también poseen memoria, producida tras un primer encuentro con un antigeno. La
inmunidad entrenada se caracteriza por ser una adaptacion a largo plazo mediante
remodelacion epigenética, que modula la cinética de la transcripcion de genes. Sin
embargo, respecto a la memoria inmunolégica clasica es de corta duracién y menos
especifica (inmunidad heterdloga). Por ejemplo, los monocitos, macréfagos y
células natural killer muestran una capacidad de respuesta aumentada ante un
segundo reto inmunolégico (Netea et al., 2020, 2016, 2011). En el caso de los
monocitos, la memoria inducida con Bacillus de Calmette y Guérin (BCG) o 3-1,3-
(d)-glucano, produce un estado de memoria inespecifico. Estas células pueden
responder contra diversos antigenos e incluso patégenos y células cancerosas
(Netea et al., 2017).

Divangahi et al., (2021), proponen que la inmunidad entrenada es un rasgo
evolutivo que aumenta el fitness de plantas, invertebrados y vertebrados contra
agentes patdgenos. La adaptabilidad de las células del sistema inmune innato
demuestra una plasticidad sustancial, en funcién de la magnitud y duracién del
estimulo inmunogénico que reciben, provocando adaptaciones especificas que
modulan el aumento o disminucién de la respuesta inmunoldgica. Tales programas
adaptativos incluyen la diferenciacién celular, el priming, la tolerancia y la inmunidad
entrenada per se (Figura 1). Cuya diferencia se centra en dos factores: el estatus
inmunoldgico funcional y el grado de actividad inmunoldgica, previa a un segundo
reto inmunolégico. Dando lugar a eventos moleculares propios de cada uno de
ellos, por ejemplo, cambios epigenéticos, transcripcionales y metabdlicos. Sin
embargo, una caracteristica de la memoria en invertebrados es la especificidad,
donde se ha demostrado una especificidad superior a la inmunidad entrenada de la
respuesta inmunitaria innata de los mamiferos (Lanz-Mendoza y Contreras-
Gardufio, 2021).

El término “priming inmunolégico” fue acunado por Little y Kraaijeveld (2004), para

describir el efecto profilactico en invertebrados y distinguirlo de la respuesta inmune



adquirida de los vertebrados. En insectos, el priming inmunolégico se refiere a la
memoria inmunoldgica innata, inducida por la exposicion previa a una dosis subletal
de un agente patogénico o derivado de él, elevando su respuesta inmunoldgica,
gue lo protege ante una exposicion secundaria. (Kurtz, 2005; Maya Maldonado
et al., 2019; Sheehan et al., 2020).

Milutinovi¢ y Kurtz (2016), revisaron evidencias cientificas que demuestran la
capacidad adaptativa de la respuesta inmune innata de los invertebrados. Lanz-
Mendoza y Contreras-Gardufio (2021), actualizan esta informacién y discuten los
probables mecanismos participantes. Entre ellos la epigenética y la
endoreplicacién, los cuales pueden desempefiar un papel fundamental, ya que
permite a las células de distintos tejidos producir suficientes proteinas para
responder adecuadamente a un segundo desafio inmunologico. Los invertebrados
son un grupo diverso de animales, con diferencias evolutivas importantes entre
taxones, debido a ello, los fendbmenos de memoria inmunitaria y los mecanismos
biolégicos subyacentes pueden también ser muy diversos (Lanz-Mendoza y
Contreras-Gardufio, 2021; Milutinovi¢ y Kurtz, 2016).
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Fig. 1 | Representacion esquematica de la respuesta inmunoldgica en células del sistema
inmune innato, durante la induccion de distintos programas adaptativos. a) Diferenciacién. b)

Priming. ¢) Inmunidad entrenada. d) Tolerancia. Tomado de (Divangahi et al., 2021)

La descripcion del mecanismo de los programas adaptativos dara luz sobre la
naturaleza de la memoria inmune innata. Especialmente, aquellas investigaciones
gue logren integrar y discutir la influencia del fondo genético de diversos tipos
celulares del sistema inmune innato en mdltiples organismos (plantas,

invertebrados y vertebrados).
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2 Antecedentes
2.1 Elintestino del mosquito y la respuesta inmune antiviral

Los mosquitos son los principales vectores de infecciones por virus, protozoos y
helmintos. Durante la interaccion hospedero — parasito es fundamental que los
patdgenos lleven a cabo acciones de evasion del sistema inmune innato o que
induzcan un estado de tolerancia, mientras que los mosquitos activan mecanismos
inmunitarios para su eliminacion. El intestino medio del mosquito es el érgano
donde se producen las interacciones iniciales con los patdgenos, y posee
mecanismos para reparar el tejido y eliminar agentes infecciosos (Maya Maldonado
et al., 2019).

El intestino de los dipteros estéd dividido en tres regiones: el intestino anterior
(conformado por esoéfago, proventriculo y diverticulo), el intestino medio y el
posterior. El intestino medio secreta proteinas que forman una conexion de fibras
de quitina sobre las cuales se ensamblan peritrofinas y glicosaminoglicanos, que
constituyen la matriz peritréfica. Los mosquitos del género Aedes, forman la matriz
peritréfica de 4 a 8 horas post alimentacién, esta matriz tiene la funcion de modular
la digestidon de la sangre, proteger contra dafios fisicos, quimicos y bioldgicos, asi
mismo, es una barrera para prevenir o reducir infecciones por agentes patbgenos
(Marquardt y Kondratieff, 2005).

Las células epiteliales debajo de la matriz peritrofica, presentan microvellosidades
recubiertas por glicoproteinas y glicolipidos que forman el glicocalix. El intestino
adulto de los dipteros consiste en una monocapa epitelial compuesta por cuatro
tipos celulares: troncales intestinales, absortivas, secretoras y enteroblastos. Por
debajo del epitelio intestinal se encuentra la ldmina basal compuesta de colageno
tipo IV y laminina, rodeada de una serie de musculos circulares, longitudinales y

una red neuronal (Miguel-Aliaga et al., 2018).

Los mosquitos emplean estrategias antivirales en el intestino medio, la hemolinfa,
las glandulas salivales y los tejidos nerviosos para controlar las infecciones por

flavivirus. Las células del epitelio intestinal son la segunda barrera que encuentran
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los virus, desde donde pueden invadir sistematicamente a otros tejidos a traves del
hemocele. En las células del intestino medio se activan las vias de sefializacion
Toll, IMD, Jack/STAT y principalmente la del RNAIi. Los mecanismos efectores de
la inmunidad humoral como la secrecién de péptidos antimicrobianos y especies
reactivas de oxigeno, actlan en conjunto con la microbiota para restringir las

infecciones virales (Cheng et al., 2016).

2.2 Priming inmunol6gico en mosquitos

La capacidad para recordar eventos inmunolégicos previos con patdgenos o
microorganismos ha sido demostrada ampliamente en los mosquitos Aedes aegypti
y Anopheles albimanus. El primer contacto con el virus dengue inactivo o con el
parasito de la malaria induce un estado de resistencia. En un segundo reto
inmunolégico, los mosquitos controlan y eliminan mas rapidamente a los patégenos
o parésitos. La Tablal integra evidencias que caracterizan al fenémeno de priming

inmunoldgico en mosquitos.

Tabla 1 | Avances en la caracterizaciéon del priming inmunoldégico en

mosquitos.
Caracteristica de Aedes Referencias Anopheles Referencias
larespuesta aegypti albimanus

inmunoldégica

Especificidad v (Moreira et al., 2009; v (Contreras-Gardufio
Smartt et al., 2017, et al., 2015)

Vargas et al., 2016; Ye
et al., 2013, 2015)

Proteccion de larga v (Moreno-Garcia et al., ?
duracion 2015; Vargas et al.,
2020)
Sintesis de novo de v (Dominguez-Benitez v (Cime-Castillo et al.,
DNA et al., 2021; Salazar 2018; Contreras-
et al., 2007; Serrato- Gardufio et al., 2015;
Salas, Hernandez- Hernandez-Martinez
Martinez, et al., 2018; et al., 2006, 2013;

Serrato-Salas,
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Izquierdo-Sanchez, Maya Maldonado

et al., 2018) et al., 2019)
Formacién de ? V4 (Hernandez-Martinez
cromosomas et al., 2006)
politénicos
Respuesta bifasica v (Vargas et al., 2020) v (Contreras-Gardufio
de efectores et al., 2015)
Cambios ? V4 (Claudio-Piedras
epigenéticos et al., 2020)
Transmision v (Mondotte et al., 2020) ?
transgeneracional

Maya-Maldonado et al., (2021), estudiaron los cambios moleculares, al inducir
priming inmunoldgico en el modelo Anopheles albimanus - Plasmodium berghei, y
caracterizaron el perfil transcripcional de las células del intestino medio de An.
albimanus. Los resultados, indicaron la participacion de elementos reguladores del
ciclo celular, la sintesis del DNA, la modulacion de la respuesta inmune, factores

epigenéticos y de sefalizacién celular.

El perfil diferencial de expresion de genes destaco la participacion de 1) Crumbs,
Sgg, Frizzled-4, Dsh1-2, y Lgr5, probablemente implicados en la diferenciacion de
las células epiteliales, que se puede atribuir al crosstalk de la via Notch-Wnt; 2)
Serpin-5, Pellino, y Dorsal, relacionados con la modulacion de la via Toll; 3) Cdc27,
Mcm9 y Mmss22l, implicados en la sintesis de DNA, que hipotéticamente
desencadena la produccion masiva de moléculas efectoras de la respuesta
inmunitaria innata; y, 4) Metl-9, Jumonji y Ball, reguladores epigenéticos que
probablemente inducen una remodelaciébn de la cromatina tras el priming

inmunoldgico.

Interesantemente, Vargas et al., (2020) demostraron que la induccion del priming
inmunologico en estadios larvarios protege a mosquitos adultos de Ae. aegypti
contra infecciones de DENV, logrando una mejor respuesta inmune antiviral,
reduccion en la carga y replicacién viral, y un declive en la produccion de particulas

virales infectivas, creando una condicion en la cual, los mosquitos adultos son
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resistentes al DENV ante una segunda exposicion. Los tratamientos con priming
inmunolégico exacerbaron la respuesta inmune antiviral, a través de la cascada de
siRNA, donde algunos de sus elementos se modularon positivamente (AGO-2,
DCR-2 y R2D2).

2.2.1 Sintesis de novo de DNA

En México, el estudio del priming inmunitario innato ha sido abordado durante varios
afos por el Instituto Nacional de Salud Publica en colaboracion con otras
instituciones como el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional. Las investigaciones, establecen una relacion entre el
incremento de DNA en células involucradas en la respuesta inmunoldgica y el
priming inmunoldgico. Por ejemplo, se observé un aumento en la sintesis de novo
de DNA en el intestino medio de mosquitos después del priming inmunolégico en
Anopheles albimanus (Contreras-Gardufio et al., 2015; Hernandez-Martinez et al.,
2006, 2013; Maya-Maldonado etal., 2020), y Aedes aegypti (Serrato-Salas,
Hernandez-Martinez, et al., 2018; Serrato-Salas, Izquierdo-Sanchez, et al., 2018)
gue se demostr6 mediante la incorporacion de 5-etil-2'-deoxiuridina (EdU) o 5-
Bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), compuestos analogos a la timidina que se incorporan
al DNA durante la fase S del ciclo celular (Figura 2), la formacién de cromosomas
politénicos y la activacion del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA)

en los tejidos de los mosquitos (Hernandez-Martinez et al., 2006).

En el mismo sentido, se han hecho varios esfuerzos por explicar los mecanismos
moleculares que subyacen al priming inmunoldgico, explorando el papel de
elementos clave en el control del ciclo celular. Hindsight (Hnt) es un factor de
transcripcion aparentemente involucrado en mediar la participacion de la via Delta-
Notch, en la regulacién del cambio del ciclo celular mitético a endociclo en las
células de epitelio intestinal de los mosquitos (Figura 3), proceso bioldgico
necesario para limitar las infecciones por distintos patégenos (Cime-Castillo et al.,

2018; Serrato-Salas, Izquierdo-Sanchez, et al., 2018).
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La endorreplicacion, sin dar lugar a la division nuclear ni a la citocinesis, promueve
la formacién de cromosomas politénicos, a través de multiples rondas de replicacion
de genes usados como plantilla en la transcripcion de RNA mensajeros, que se cree
codifican proteinas utiles en la respuesta inmunoldgica de los mosquitos, durante
una infeccion secundaria. La endorreplicacion se produce en respuesta al estrés
celular, especialmente en células diferenciadas y altamente especializadas que
generan grandes cantidades de mRNA y proteinas (Milutinovi¢ & Kurtz, 2016). En
Ae. aegypti (Vargas et al.,, 2020) y en An. albimanus (Contreras-Gardufio et al.,
2015) se ha observado que se sintetizan multiples copias de genes efectores de la
respuesta inmunitaria del mosquito, y que al bloquear la sintesis de DNA con
compuestos inhibidores como el cisplatino, la capacidad de responder a un
segundo reto del patdégeno o parasito se elimina (Cime-Castillo et al., 2018; Serrato-

Salas, Hernandez-Martinez, et al., 2018).
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Fig. 2 | Ensayo de inmunofluorescencia in situ para evaluar la sintesis de DNA en mosquitos
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retados con Dengue virus. a) El intestino medio de Aedes aegypti responde aumentando la sintesis
de DNA a los siete dias post tratamiento, donde se aprecia una mayor incorporaciéon de BrdU,
mientras que el tratamiento control (sin DENV) no muestra evidencia de sintesis de DNA. b)

Porcentaje de células de intestino medio positivas a BrdU. Tomado de (Serrato-Salas, Hernandez-

Martinez, et al., 2018)
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Fig. 3| El ciclo mitético y endociclo. a) Las fases del ciclo mitético son Gap 1 (G1), sintesis (S),
Gap 2 (G2) y mitosis (M). b) El endociclo tiene dos variantes, endomitosis y endoreplicacion. La
endomitosis consiste en las fases G1, Sy G2 y una fase M parcial. La endoreplicacion consiste en
sucesiones repetidas de la fase S a G, sin pasar por la fase M. La re-replicacion es un tipo especial
de endoreplicacion, en la cual la replicacion del DNA es iniciada multiples veces en origenes de

replicacion individuales dentro de la misma fase S. Tomado de (Ren et al., 2020).
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3  Justificacion

Los eventos moleculares que participan en la generacion de memoria inmunolégica
(priming inmunoldgico) en mosquitos, aun no se han dilucidado completamente.
Sigue sin haber claridad del papel directo de la sintesis de novo de DNA a través
del proceso de endoreplicacion en la que probablemente se replican genes
especificos, usados como plantilla en la transcripcion de RNA mensajeros, que
codifican proteinas utiles en la respuesta inmunoldgica de los mosquitos, durante
una infeccion secundaria. En este sentido, la presente investigacion planted
identificar grupos de genes que enriquecen a vias de sefializacion celular, cuando
se induce priming inmunoldgico, tomando como referencia al modelo Aedes aegypti

— Dengue virus.

El entendimiento de la memoria inmune innata es critico para descifrar nuevos
enfoques para interrumpir la transmision de dengue en los mosquitos Ae. aegypti.
El estudio de la interaccibn mosquito — virus, contribuye al desarrollo de estrategias
tecnoldégicas novedosas, que potencialmente evitaran enfermedades transmitidas

por vectores, en beneficio de la salud publica y el medio ambiente.
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4 Hipbtesis

La sintesis de novo de DNA a través del proceso de endoreplicacion, inducido por
priming inmunoldgico, replica genes importantes en la respuesta inmune anti-DENV

en las células del intestino medio de Ae. aegypti.
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5 Objetivo general

Identificar los genes replicados en la sintesis de novo de DNA, derivada de priming
inmunoldgico, en células del intestino medio de Ae. aegypti durante la infeccion con

Dengue virus.

5.1 Objetivos particulares

1. Identificar los genes que contiene el DNA replicado

2. Determinar las vias de sefalizacion celular enriquecidas por los grupos de

genes replicados.

3. Caracterizar biomarcadores moleculares para monitorear la respuesta

inmunolégica de Ae. aegypti.
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6 Materiales y Métodos
6.1 Material biolégico

La cepa de DENV serotipo 2 Nueva Guinea C y la cepa Rockefeller de Ae. aegypti
se obtuvieron de la coleccion del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), y se
emplearon de acuerdo a la metodologia descrita por Serrato-Salas, Hernandez-
Martinez, et al., (2018); Serrato-Salas, I1zquierdo-Sanchez, et al., (2018).

6.1.1 Propagacion de DENV

El DENV-2 se propag6 durante cinco dias, utilizando una MOI de 0.2 para infectar
la linea celular C6/36 (ATCC-CRL 1660) del mosquito Ae. albopictus, cultivada a
28 °C en medio esencial minimo (MEM). EIl virus se purificé a partir del
sobrenadante de células C6/36, centrifugandolo a 600 g por 15 minutos y después
la fase acuosa se filtr6 con una membrana de tamano de poro de 0.22 ym. La
solucién resultante se mantuvo a — 70 °C previamente a usarse en cada ensayo

subsecuente.
6.1.2 Mosquitos Aedes aegypti

Los mosquitos se mantuvieron en condiciones de insectario controladas: 27-29 °C,
60-80 % de humedad relativa y un ciclo de luz / oscuridad de 12:12 h. Las larvas
fueron alimentadas con una dieta mixta estandar de agua del grifo declorada,
mezclada con extracto de levadura, lactoalbumina y pellets de alimento para ratén
en una proporcion 1:1:1, y criadas en bandejas de plastico a una densidad de
aproximadamente 200 larvas por bandeja hasta la pupacién. Las pupas se
transfirieron a botes con tela mosquitera para su emergencia. Los mosquitos
adultos, a partir de tres dias post-emergencia se alimentaron diariamente ad libitum
con un algodon empapado en solucion de sacarosa al 10 % (m / v), suplementada
con 100 pg/ml de BrdU; a excepcion de 24 horas antes de cada reto inmunoldgico.
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6.2 Induccion de priming inmunolégico

Los retos inmunologicos de mosquitos Ae. aegypti hembra se hicieron
alimentandolos oralmente ad libitum con una mezcla de sangre de conejo y DENV-
2 propagado en células C6/36 en medio MEM a una relacién 1:1, que contenia una
carga viral final de 1 x 108 copias del genoma de DENV-2 / ml, utilizando una
membrana artificial (parafilm) en un sistema de calentamiento circulatorio. El
priming inmunoldgico (primer reto) se hizo con virus inactivo, que se recuperd a
partir del sobrenadante de células C6/36 expuesto a luz ultravioleta durante una
hora, que se mantuvo a una temperatura de 4 °C. El segundo reto inmunolégico se
hizo con virus activo, que se recuperé del sobrenadante de células C6/36 infectadas
con DENV-2. Como tratamiento testigo se utilizé el sobrenadante irradiado con luz
ultravioleta de células C6/36 sin infectar. Método tomado y modificado de (Serrato-

Salas, Izquierdo-Sanchez, et al., 2018).

6.3 Disefio experimental

Los mosquitos fueron divididos en dos grupos de 100 hembras que recibieron los
tratamientos descritos en la seccién 6.2, cada uno con tres réplicas biolégicas de
los que se obtuvieron los intestinos medios a diferentes tiempos post-emergencia,
como se describe a continuacién: a los cinco dias post emergencia (dpe) el primer
grupo de mosquitos fue alimentado con el tratamiento testigo (sobrenadante
irradiado con luz ultravioleta de células C6/36 no infectadas, mezcladas con sangre
de conejo); y al segundo grupo de mosquitos se le indujo priming inmunoldgico
(primer reto), alimentandolos con DENV-2 inactivo (sobrenadante de células C6/36

infectadas con DENV-2, tratado con luz UV y mezclado con sangre de conejo).

Siete dias post tratamiento (dpt) (12 dpe) se disecciond el intestino medio de 50
mosquitos de cada grupo para su andlisis; los mosquitos restantes de ambos
grupos recibieron un segundo reto inmunolégico alimentandolos con DENV-2 activo
(sobrenadante de células C6/36 infectadas con DENV-2 y mezclado con sangre de
conejo). Siete dias después del segundo reto inmunologico (19 dpe), se

diseccionaron los intestinos medios de los mosquitos, analizdndolos como se
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detalla en las siguientes secciones. La Figura 4, ilustra graficamente al disefio

experimental.
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Fig. 4 | Esquematizacion gréafica del disefio experimental.

6.4 Evaluacion de la infeccién viral

El nivel de infeccién en las muestras correspondientes a cada tratamiento se estimo
determinando el numero de copias del genomay la cantidad relativa de la proteina
NS1 de DENV-2.

6.4.1 Determinacion de la carga viral de DENV-2

La carga viral se determiné mediante el ensayo de RT-gPCR, contando el nimero
de copias del genoma de DENV-2 en la mezcla de sangre con virus utilizada
durante el primer y segundo reto inmunolégico; y en los grupos de diez intestinos
medios de Ae. aegypti en todos los tratamientos.

El RNA total se extrajo a partir de cada muestra con TRIzol Reagent™ (Ambion,
15596018). La calidad y cantidad del RNA se verificd6 por espectrometria.
Posteriormente, la sintesis de cadena complementaria de DNA (cDNA) se hizo con
500 ng de RNA total, Random Hexamers (Invitrogen, N8080127) y el kit SuperScript
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IV Reverse Transcriptase (Invitrogen, 18090010). La verificacion de viabilidad de
los acidos nucleicos en ensayos subsecuentes se hizo amplificando por PCR en
punto final a un fragmento de 292 pb del gen enddgeno 40S ribosomal protein S7
(Rps7) de Ae. aegypti, flanqueado por los oligonucledtidos Fwd: 5' - GGG ACA AAT
CGG CCAGGC TATC -3'yRev: 5 - TCG TGG ACG CTT CTG CTT GTT G - 3,
utilizando el kit Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB, M0491). La electroforesis
de los productos de PCR se realiz6 utilizando geles de agarosa al 2 % (m / v) en

buffer TAE 1X, tefiidos con 1 ug/ml de bromuro de etidio.

La inactivacion de DENV en los intestinos medios a los siete dias post — primer reto
inmunolégico se evalué por RT-PCR punto final. Todos los ensayos de PCR
partieron de 50 ng de cDNA como templado para amplificar un fragmento de 214
pb de la secuencia nucleotidica de la region no traducida 5' (5' UTR) y la proteina
de la capside de DENV-2, flanqueado por los oligonucleétidos Fwd: 5' - TAG AGA
GCAGATCTCTGR -3y Rev5'- DAY YCC TGC TGT TGG TGG - 3.

Los ensayos de PCR en tiempo real para determinar la carga viral ademas
incluyeron a la sonda de hibridacién interna: 5' - CAA TAT GCT GAA ACG CGW
GAG AA - 3, utilizando el kit SsoAdvanced Universal Probes Supermix (Bio-Rad,
1725281). La cuantificacion absoluta del numero de copias del genoma viral se hizo
tomando como referencia una curva estandar construida a partir de diluciones
seriales 1:10 (v/ v) del fragmento de interés (gBlocks® Gene Fragments, IDT) a una
concentracion conocida de 1 x 108 copias por microlitro. La carga viral de cada
muestra se extrapolo en funcion de los valores de Ct con el programa ROTOR-
Gene Q Series Software (QIAGEN). El analisis de datos incluydé una comparacion
de medias con la prueba T de Student de dos colas con muestras no pareadas y

correccion de Welch, utilizando el paquete estadistico GraphPad Prism 8.
6.4.2 Determinacion relativa de NS1

Grupos de diez intestinos medios y carcasas de mosquitos por cada tratamiento se
disgregaron en 1 ml de PBS estéril con ayuda de un pistilo. Las muestras se

centrifugaron a 350 g durante 15 minutos y se recupero el sobrenadante, el cual,
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fue diluido en relacién 1:100 (v / v) para la determinacion relativa de NS1 mediante
ELISA directa con el kit Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-Rad, 72830), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La prueba estadistica utilizada para considerar la
cinética de la infeccion fue una T de Student de dos colas para datos no pareados

con correccion de Welch en GraphPad Prism 8.
6.5 Evaluacion de la incorporacion de BrdU en la sintesis de novo de DNA

El DNA gendmico se extrajo a partir de cada muestra con el kit QIAamp® DNA Mini
Kit (QIAGEN, 51304). La calidad y cantidad del DNA se verifico por espectrometria
y la concentracién de cada muestra se normalizé a 20 ng/ul. La incorporacion de
BrdU en el DNA se determiné por ELISA. Para ello, se sensibilizaron pozos de una
placa de poliestireno con 50 ul de solucion de poli L-lisina (10 pg/ml) en buffer de
bicarbonato de sodio (NaCl 200 mM, NHCO3 25 mM, pH 7.2) y se incub6 a 37 °C
durante 2 horas. La placa se enjuago tres veces con solucion de lavado (PBS 1X,
Tween 20 al 1 %).

El DNA fue desnaturalizado incubandolo a 95 °C por 15 minutos, seguido de 4 °C
por dos minutos, se colocaron 50 pl en los pozos de la placa de ELISA, fue incubado
a 37 °C durante dos horas y el exceso de DNA fue retirado con cinco lavados de la
placa. Posteriormente, a cada pozo se le adicionaron 50 pl de solucién de bloqueo
(PBS 1X, BSA al 2 %), se incubé nuevamente a 37 °C por dos horas y el exceso de
solucion de bloqueo fue retirado realizando cinco lavados. Después, se agrego el
anticuerpo monoclonal anti-BrdU IgG1 Fab de ratén acoplado a peroxidasa (Roche,
11585860001) en relacion 1:500, diluyéndolo en soluciéon de bloqueo (PBS 1X, BSA
al 1 %), la placa fue incubada a 37 °C durante 2 horas y lavada siete veces para
retirar los anticuerpos que no se unieron al antigeno. Como sustrato para la
peroxidasa se uso 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) y peroxido de hidrogeno
incubados durante 30 minutos (Bio-rad, 1721066). Finalmente, las lecturas de la
absorbancia se obtuvieron a 450 / 620 nm con el lector de microplacas iMark ™
(BioRad).
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El control positivo del ensayo fue DNA extraido a partir de células C6/36 cultivadas
durante 48 horas en MEM, suplementado con BrdU (100 ug/ml) y suero fetal bovino
inactivado con calor al 10 % (v / v). El control negativo fue DNA extraido de
intestinos medios de mosquitos alimentados Unicamente con solucion de sacarosa
al 10 % (v / v). Para normalizar las lecturas de absorbancia entre tratamientos, el
ensayo incluyd DNA extraido de grupos de diez intestinos procedentes de
mosquitos que no recibieron reto inmunolégico y que fueron alimentados con
solucion de sacarosa suplementada con BrdU, a cuya absorbancia media se le
asigno un valor de 1. La prueba estadistica utilizada fue un ANOVA de una sola via
y la prueba de Tukey en GraphPad Prism 8.

6.6 Identificacion de los genes contenidos en el DNA

La plataforma de secuenciacion Oxford Nanopore Technology (ONT), utiliza
nanoporos compuestos de proteinas que introducen las hebras de DNA a una micro
celda que monitorea cambios en la corriente eléctrica. La sefial se decodifica y
asocia a una secuencia especifica de DNA. La tecnologia es Util para detectar BrdU,
compuesto analogo a la timidina que se incorpora al DNA durante la fase S del ciclo
celular. El analisis bioinformatico de los datos de secuenciacion masiva permite

identificar regiones gendémicas que incorporan BrdU (Boemo, 2021).

La metodologia presentada a continuacion, se ejecuté de acuerdo con el disefio
experimental planteado en la seccion 6.3, para identificar genes replicados en la

sintesis de novo de DNA en respuesta a cada tratamiento experimental.

6.6.1 Preparacion de bibliotecas de DNA gendmico

El DNA gendmico (gDNA) se extrajo a partir de cada grupo de diez intestinos
medios con el kit QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN, 51304). La calidad y cantidad
del DNA se verificd con el espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific,
ND-2000). La cantidad de DNA de doble cadena (dsDNA) se normaliz6 en cada
muestra a una concentracion de 54 ng/ul, corroborando la cantidad de dsDNA con
el kit QuantiFluor® dsDNA System (Promega, E2670) y el fluorometro Quantus™
(Promega, E6150). Las 12 bibliotecas de gDNA se hicieron con el kit Rapid
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Barcoding Sequencing (Oxford Nanopore Technologies, SQK-RBK004), siguiendo
las especificaciones del fabricante. Posteriormente, se procedié a hacer la corrida
de secuenciacion con el equipo MinlON vy la adquisicion de datos con el software
MinKNOW (Oxford Nanopore Technologies).

6.6.2 Andlisis de los datos de BrdU-seq

El proceso de llamada de bases (basecalling) se hizo con el programa Guppy
(Oxford Nanopore Technologies), que permitié traducir la sefial de datos crudos a
secuencias nucleotidicas y limpiar las bibliotecas de gDNA (eliminando los codigos
de barras y adaptadores). Las lecturas de cada muestra se mapearon al genoma
de referencia de Aedes aegypti (nUumero de acceso: GCF_002204515.2) depositado
en la base de datos del GenBank®, utilizando el programa de alineamiento
Minimap2 (H. Li, 2018). Las coordenadas genomicas de las secuencias que
incorporaron BrdU fueron identificadas con el programa DNAscent v2 (Boemo,
2021) y la lista de genes correspondientes se anotaron con la herramienta Gene
tables - NCBI Datasets, que generd un reporte detallado con los datos especificos
de cada gen, incluyendo su ID, coordenadas gendémicas, nombre, producto y las
secuencias genéticas, transcritos y de las proteinas correspondientes.

6.7 Prediccion in silico de vias de sefializaciéon celular enriquecidas

Se identificaron las vias de sefializacion celular enriquecidas por los genes que se
replicaron en cada tratamiento experimental (Figura 5). Siguiendo la metodologia
descrita por Reimand et al., (2019): 1) Se defini6 la lista de genes a partir de los
datos de secuenciacibn masiva que se anotaron en la seccion 6.6.2; 2) Se
determinaron las vias de sefializacibn cuyos genes estan enriquecidos
estadisticamente de manera significativa, mediante la Prueba exacta de Fisher,
gue se basa en la distribucion hipergeométrica, utilizando la herramienta web
g:Profiler; y, 3) Finalmente se visualizaron e interpretaron los resultados utilizando
las aplicaciones EnrichmentMap, clusterMaker2, Word Cloud y Auto Annotate, del

software Cytoscape.
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Fig. 5| Flujo de trabajo del analisis de enriquecimiento de vias de sefializacion. Tomado de
(Reimand et al., 2019).

6.8 Caracterizacion de biomarcadores moleculares

La seleccion de genes involucrados en el proceso de generacion de priming
inmunolégico se centrd en elementos reguladores del ciclo celular, sintesis de DNA,
efectores de la respuesta inmune, factores epigenéticos y de sefializacién celular
(ver Tabla 2 del apéndice). También, fueron elegidos genes enddgenos para
normalizar los datos resultantes entre las réplicas bioldgicas de los ensayos (ver
Tabla 3 del apéndice). Posteriormente, se disefiaron sondas electrénicas (e-probes)
gue sirven para la identificacion rapida y caracterizacion simultanea de los grupos
de genes seleccionados, mediante la técnica E-probe Diagnostics for Nucleic acid
Analysis, descrita por Espindola et al., (2018); Ochoa Corona et al., (2019); Stobbe
et al., (2013). El disefio de las e-probes tomo6 en cuenta al genoma de especies

representativas de la microbiota del intestino medio de Ae. aegypti (ver Tabla 4 del
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apéndice). Las e-probes se curaron manualmente utilizando la herramienta Basic

Local Alignment Search Tool del NCBI.

La prueba piloto de las sondas electronicas se hizo con datos crudos de
secuenciacion masiva de bibliotecas de RNA generados a partir de muestras de
células Aag2 de Ae. aegypti infectadas con DENV-2 (numero de acceso:
SRR12200471, SRR12200470 y SRR12200469) y de células no infectadas
(numero de acceso: SRR12200475, SRR12200474, SRR12200473). Los datos se
recuperaron de la base de datos Sequence Read Archive (SRA) del NCBI y fueron
publicados originalmente por M. Li et al., (2020). El disefio de las e-probes y el
andlisis de metagenomas se hicieron en la plataforma Microbe Finder (MiFi®)
(Espindola y Cardwell, 2021). La cuantificacion relativa de e-probes se analizé
comparando la media aritmética de las réplicas biolégicas por tratamiento,
utilizando la prueba de T de Student de dos colas para datos pareados; y en las
lecturas que no cumplieron los supuestos de normalidad se uso6 la prueba no

paramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon en GraphPad Prism 8.
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7 Resultados

7.1 El priming inmunolégico inducido con DENV-2 inactivo disminuye el nivel de

infeccion en Aedes aegypti

La carga viral promedio en la mezcla de sangre con virus inactivo y activo fue de
2.3 x 108y 9.4 x 108 copias del genoma de DENV-2 por mililitro, respectivamente.
La inactivacion del virus dengue con luz ultravioleta fue eficaz, los ensayos de RT-

PCR mostraron que los intestinos medios a los siete dias post — primer reto

inmunoldgico, fueron negativos a la infeccidon de dengue y no se detectd proteina
NS1 por ELISA (Figuras 6 y 8 A-B).

M. 1,2 372 "5 B 7 "8 9. 10 1112 13 14 15 16 . pb

300
200
100

Fig. 6 | Deteccion de DENV-2 por RT-PCR en grupos de diez intestinos medios de Ae. aegypti.
1), 2), 3) Muestra a 7 dias post - 1° reto inmunolégico con tratamiento testigo. 4), 5), 6) Muestra a 7
dias post - 1¢ reto inmunoldgico con DENV-2 inactivo que induce priming inmunoldgico. 7), 8), 9)
Muestra de tratamiento testigo a 7 dias post - 29 reto inmunolégico con DENV-2 activo. 10), 11),
12) Muestra con priming inmunolégico a 7 dias post — 29 reto inmunolégico con DENV-2 activo. 13)
y 14) Control negativo. 15) y 16) Control positivo. Marcador de tamafio molecular (MM) GeneRuler
DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, SM0331). Amplicén esperado de 214 pb.
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Fig. 7 | Carga viral de DENV-2 determinada por RT-qPCR en grupos de diez intestinos medios
de Ae. aegypti a 7 dias post — 29 reto inmunoldgico con virus activo. Ctrl) Control negativo.
UnPr) Muestras con tratamiento testigo. Pr) Muestras con priming inmunologico. Analisis estadistico
con T de Student de dos colas con muestras no pareadas y correccion de Welch = 0.1382, p =

0.8999. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (ns).

La carga viral promedio en los grupos de diez intestinos medios con el tratamiento
testigo y de priming inmunolégico a los siete dias post — segundo reto inmunoldgico
con virus activo fue en promedio de 3.68 x 10° y 3.95 x 10° copias del genoma de
DENV-2 por mililitro, respectivamente. El nivel relativo de NS1 fue similar entre las
muestras. Por lo que, ambos ensayos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (Figuras 7 y 8 A). Sin embargo, la determinacién
relativa de la proteina NS1 en las carcasas se redujo a razén de diez veces en los
mosquitos tratados previamente con DENV-2 inactivo, en comparacion al
tratamiento control (mosquitos alimentados con la mezcla de sangre de conejo y

sobrenadante de células C6/36 irradiado con luz ultravioleta) (Figura 8 B).
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Fig. 8 | Cantidad relativa del antigeno NS1 determinada por ELISA. Ctrl -) Control negativo. Citrl
+) Control positivo. UnPr) Muestras con tratamiento testigo. Pr) Muestras con priming inmunoldgico.
Analisis estadistico con T de Student de dos colas con muestras no pareadas y correccion de Welch.
No existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (ns); existen diferencias

estadisticamente significativas (* p < 0.05).
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7.2 Los retos inmunolégicos generan sintesis de novo de DNA en las células del
intestino medio de Aedes aegypti

La incorporacion relativa de BrdU en el DNA del intestino medio a los siete dias
post — primer y segundo reto inmunolégico, aumentd en todos los tratamientos a
razon de > 0.5 veces en comparacion al grupo de mosquitos que no recibié ningun
estimulo inmunolégico (Figura 9).

Intestinos medios

Incorporacion relativa de BrdU

Mock UnPr Pr UnPr Pr
7 dias post - ler reto 7 dias post - 2do reto
inmunoldégico inmunolégico

Fig. 9 | Cantidad relativa de BrdU incorporado durante la sintesis de novo de DNA
determinada por ELISA. Mock) Muestras para normalizar los datos entre tratamientos asignando
a la media aritmética un valor de 1 (mosquitos sin retos inmunoldgicos, alimentados con solucién de
sacarosa suplementada con BrdU). UnPr) Muestras con tratamiento testigo. Pr) Muestras con
priming inmunolégico. Las barras indican la media aritmética y desviacion estandar de las tres
réplicas biolégicas. Andlisis estadistico realizado con ANOVA de una sola via (p < 0.05) y prueba de

Tukey (a 'y b presentan diferencias estadisticamente significativas).
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7.3 EI DNA de novo agrupa distintos genes en funcién de la naturaleza del

inmunogeno y la condicion inmunoldgica previa a cada reto inmunol6gico

Las células del intestino medio de los mosquitos replicaron genes diferentes
dependiendo de su condicién inmunologica preexistente y de la naturaleza del
inmunogeno usado en cada tratamiento experimental. Las muestras a los siete dias
post — primer reto inmunoldgico con tratamiento testigo incorporaron BrdU en 24
genes, 23 que codifican proteinas y un solo gen de RNA no codificante; y las
muestras con priming inmunoldgico incorporaron BrdU en 206 genes, 200 que
codifican proteinas y seis genes de RNA no codificante. Las muestras a los siete
dias post — segundo reto inmunolégico con DENV-2 activo con el tratamiento testigo
incorporaron BrdU en 13 genes codificantes de proteinas; y las muestras que
presentaban priming inmunoldgico incorporaron BrdU en 55 genes, 54 que
codifican proteinas y un solo gen de RNA no codificante. Ademas, 26 genes
codificantes se marcaron con BrdU en mas de un tratamiento experimental (Figura
10). La lista de genes que incorporaron BrdU en cada tratamiento experimental se

enumeran en la Tabla 1 del apéndice.

Fig. 10 | Conjunto de genes marcados con BrdU por tratamiento experimental. A) Grupo de
muestras a 7 dias post - 1° reto inmunoldgico con tratamiento testigo. B) Grupo de muestras a 7
dias post - 1¢" reto inmunologico con DENV-2 inactivo que induce priming inmunolégico. C) Grupo

de muestras con tratamiento testigo a 7 dias post - 29 reto inmunolégico con DENV-2 activo. D)
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Grupo de muestras con priming inmunolégico a 7 dias post — 2% reto inmunolégico con DENV-2

activo. Genes que codifican proteinas (PC); genes de RNA no codificante (ncRNA).

7.4 El reto inmunolégico con DENV-2 inactivo induce la replicacion de genes que

enriquecen significativamente a vias de sefializacion celular

El enriguecimiento en términos de ontologia de genes (GO) y términos KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de vias de sefalizacion celular, se
determind estadisticamente analizando el enriquecimiento de vias de sefializacion
de acuerdo con el perfil funcional de los genes codificantes que incorporaron BrdU
en cada tratamiento experimental (ver seccion 7.3). Para facilitar la interpretacion

de los resultados, no se tomaron en cuenta los genes de RNA no codificante.

La lista de genes marcados con BrdU en las muestras a siete dias post — primer
reto inmunolégico con el tratamiento testigo enriquecieron términos GO de dos
funciones moleculares, seis procesos bioldgicos; y dos términos KEGG de la via de
sefalizacion Hippo. Los genes que incorporaron BrdU a siete dias post — primer
reto inmunologico con DENV-2 inactivo que induce priming inmunoldgico
enriquecieron términos GO de 11 componentes celulares, 18 funciones
moleculares, 28 procesos bioldgicos; y tres términos KEGG que corresponden a la
biosintesis de N-glicanos, la via de sefializacién de las MAPK y al termino raiz. Los
genes marcados con BrdU en las muestras con tratamiento testigo a siete dias post
— segundo reto inmunoldgico con DENV-2 activo no enriquecieron términos GO y
KEGG. Por ultimo, la lista de genes marcados con BrdU en las muestras con
priming inmunoldégico a los siete dias post — segundo reto inmunolégico con DENV-
2 activo enriguecieron términos GO Unicamente de una funcién molecular y el

término raiz de procesos biolégicos (Figura 11).

Las Figuras 12, 13 y 14 esquematizan los términos GO enriquecidos en el
tratamiento experimental que indujo priming inmunolégico en las células del
intestino medio de Ae. aegypti. La agrupacién de los términos GO redundantes en
las categorias de componente celular, funcibn molecular y proceso biolégico,

permite observar las relaciones entre ellos. La mayoria de los genes que
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incorporaron BrdU enriquecieron términos GO que agrupan proteinas localizadas
en la membrana celular, involucradas principalmente en procesos del transporte,

sefalizacion y comunicacion celular.

Fig. 11 | Andlisis estadistico de enriguecimiento de vias de sefalizacion a partir del conjunto
de genes marcados con BrdU por tratamiento experimental. NoPr_7dp-ler reto) Grupo de
muestras a 7 dias post - 1°" reto inmunoldgico con tratamiento testigo. Pr_7dp-1er reto) Grupo de
muestras a 7 dias post - 1°' reto inmunolégico con DENV-2 inactivo que induce priming inmunoldgico.
NoPr_7dp-2do reto) Grupo de muestras con tratamiento testigo a 7 dias post - 29 reto inmunolégico
con DENV-2 activo. Pr_7dp-2do reto) Grupo de muestras con priming inmunolégico a 7 dias post —
2d reto inmunolégico con DENV-2 activo. Andlisis estadistico con Prueba exacta de Fisher.
Significancia estadistica (pagj < 0.05). Términos de ontologia de genes de componentes celulares
(GO:CCQC); términos de ontologia de genes de funcion molecular (GO:MF); términos de ontologia de
genes de procesos hioldgicos (GO:BP); términos KEGG de vias de sefalizacion (KEGG). La figura

continla en la siguiente pagina.

GO:.CC NoPr 7dp-lerreto  Pr 7dp-ler reto NoPr 7dp-2do reta Pr 7dp-2do reto

Term Na... Term ... p_adj p_adj p_adj p_adj
membrane GO:0016020 1.000 4841x107 1.000 1.000
cellular_component GO:0005575 3.631x10° 4.036x107"3 1.000 1.000
cellular anatomical entity GO:0110165 9476107 475451073 1.000 1.000
integral compenent of membrane GO:0016021 1.000 66491077 1.000 1.000
intrinsic component of membrane GO:0031224 1.000 8.391x10°2 1.000 1.000

cell periphery GO:0071944 1.000 1.331=107 1.000 £627%107
plasma membrane GO:0005886 1.000 1.934x10° 1.000 1.000

cell junction GO:0030054 1.000 5.066x10°% 1.000 1.000
synapse GO:0045202 1.000 8001%10* 1.000 4.093%10"
plasma membrane region GO:0098530 1.000 3431x10° 1.000 1.000
cytoskeleton GO:0005856 1.000 3.567x10 1.000 1.000
GO:MF NoPr 7dp-lerreto  Pr 7dp-ler reto NoPr 7dp-2do reto Pr 7dp-2do reto
Term Na... Term ... p_adj p_adj p_adj p_adj
maolecular_functian GO:0003674 7.671=107% . 4.844x10718 1.000 2.931x=107
binding GCr0005488 2.252%102 1.852%10% 1.000 5462107
protein binding GO:0005515 2.716=10" 2.835x10F 1.000 1.000

G protein-coupled receptor activity GC0004930 1.000 7.830x10 1.000 1.000
transmembrane signaling receptor activity GO:0004888 1.000 1.081x1072 1.000 1.000
signaling receptar activity GO:0038023 1.000 2.178x107 1.000 1.000
molecular transducer activity GC:0060089 1.000 2.178x1073 1.000 1.000

ion binding GCr0043167 1.000 2579x103 1.000 4.136%107
transferase activity GO:0016740 1.000 3.866x102 1.000 1.000
metal ion binding GC0046872 1.000 5310107 1.000 1.000
cation binding GC:0043169 1.000 5.819x10 2 1.000 1.000
cation channel activity GC:0005261 1,000 59711073 1.000 1.000
pratein serine/threanine kinase activity GO:0004674 1.000 9891103 1.000 1.000

actin binding GO:0003779 1.000 1.171x10°2 1.000 1.000
kinase activity GC:0016301 1.000 1.210%10°2 1.000 3.624%107
calcium ion hinding GO-0005508 1.000 1460x1072 1.000 1.000
transferase activity, transferring phospherus-containing gro... GO:0016772 1.000 3.188x10°2 1.000 9.424x107
postsynaptic neurotransmitter receptor activity GC:00983960 1.000 3.618%107 1.000 1.000
NAD+ kinase activity GO:0003951 1.000 1.000 1.000 4273%1072
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GO:BP NoPr_7dp-lerreto  Pr_7dp-ler reto NoPr_7dp-2dorete  Pr_7dp-2do rete

Term Na... Termn ... p_adj p_adj p adj p_adj
biological process GOr008150 1.776x102 . 9.840x10°1% 1.000 1.195%10°3
cellular process GO:0009987 31481072 2702x10°1 1.000 5174x107
response to stimulus GC0050896 2.543x 107 1.714x 10710 3.791x107 5.872x107
regulation of biclogical process GOH050789 1.124x10°? 946610719 2.376x10"! 1.000
biological regulation GO:0065007 2.041x1072 1.139x10°% 3.335%10" 1822107
cellular respanse to stimulus GO:0051716 1.362x10°" 2147x10°% 1.000 1.000
signaling GO:0023052 5.798=1077 2790107 1.000 1.000

cell communication GO:0007154 5.798x 102 2.790x10°° 1.000 1.000
regulation of cellular process GCro050794 4.523x10°2 3.304x10° 1.674x10°! 1.000
signal transductian GO:0007165 4.595x102 4.451x10°% 1.000 1.000
anatomical structure development GO0048856 1,000 1.251%10°° 1.000 1.000
developmental process GO:0032502 1.000 2.775%10°2 1.000 1.000
|ocalization GO:0051178 1.000 2.863x107° 1.000 1.000
transport GO:0006810 1.000 1.945%107 1.000 1.000
cell-cell signaling GO:0007267 1.000 2599102 1.000 1.000
establishment of localization GC0051234 1.000 2889107 1.000 1.000

cell surface receptor signaling pathway GO:0007166 1.000 5.899x10 4 1.000 1.000
anatomical structure morphogenesis GO:0009653 1.000 6.247%107% 1.000 1.000
transmembrane transport GO:0055085 1.000 1641%10°2 1.000 1.000

G protein-coupled receptor signaling pathway GO:0007186 1.000 1.977=1072 1.000 1.000
intracellular signal transduction GO:0035556 3.724x107 2.040%10°2 1.000 £.461x1071
cell surface receptor signaling pathway involved in cell-cell GO1905114 1.000 2074x1072 1.000 1.000
multicellular organism development GO:0007275 1.000 2p22x10°2 5791%107 1.000
phosphorus metabalic process GO:0006793 1.000 3478x1077 1.000 7041%10"
cellular response to chemical stimulus GO:0070887 1.000 3.566x10°2 1.000 1.000

ion transmembrane transport GO0034220 1.000 3.699%107? 1.000 1.000
protein modification process GO:0036211 1.000 41341072 1.000 1.000
cellular protein medification process GO:0006464 1.000 4.134x10°? 1.000 1.000
KEGG NoPr_7dp-lerreto  Pr_7dp-ler reto NoPr_7dp-2do reto  Pr_7dp-2do reto
Term Na... Term ... p_adj p_adj p_adj p_adj
Hippo signaling pathway - fly KEGG:04391 6197x10% 4.142x107 1.000 1.000
KEGG root term KEGG:00000 1423=10°" 6466x101 1.000 1.000
MAPK signaling pathway - fly KEGG:04013 1.000 9.264x10 % 1.000 1.000
Hippo signaling pathway - multiple species KEGG:04392 3.078x102 1,000 1.000 1.000
N-Glycan biosynthesis KEGG:00510 1.000 1421x102 1.000 1.000
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Fig. 12 | Términos de ontologia de genes enriquecidos en la categoria de componentes

celulares en intestinos medios con priming imunolégico.
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Fig. 13 | Términos de ontologia de genes enriquecidos en la categoria de funciones

moleculares en intestinos medios con priming imunolégico.
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Fig. 14 | Términos de ontologia de genes enriquecidos en la categoria de funciones
moleculares en intestinos medios con priming imunolégico.

7.5 Biomarcadores moleculares de la respuesta inmunoldgica de Aedes aegypti

Las sondas electronicas se utilizaron para monitorear eventos biolégicos
relacionados a la respuesta inmunoldgica y se interpretan como indicadores de la
interaccién de Ae. aegypti y el virus dengue. En total, se disefiaron 81 e-probes

altamente especificas para identificar 12 genes de interés en el estudio del priming
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inmunoldgico; y seis genes enddgenos para normalizar los datos entre réplicas

biolégicas y tratamientos experimentales (ver Tabla 5 del apéndice).

La prueba piloto de las e-probes se realizé satisfactoriamente y los resultados se
resumen en la Figura 15. La normalizacién del nUmero de lecturas en cada muestra
experimental utilizé la combinacion de los genes endbégenos Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase 1 (GAPDH) y 60S ribosomal protein L8 (RPLS8),
multiplicando el cociente de GAPDH / RPLS8 por los valores en las lecturas de cada
e-probe. Los resultados sugieren que el DENV-2 modulé negativamente la
produccion de especies reactivas de nitrdgeno y positivamente a la via del RNA
pequefio de interferencia. La modulacion negativa de la ciclina B y el aumento del
namero de transcritos de la ciclina E apunta a un cambio de ciclo celular mitético a
endociclico. Asimismo, la transcripcion se modulé negativamente para el receptor
Notch, elemento importante en la regulacion del ciclo celular. Ademas, aumentaron
los transcritos del gen Target of rapamycin (TOR) que forma parte de la via de
sefalizacion TOR; regulador maestro en la sintesis de nucleédtidos, lipidos,

proteinas y la biosintesis de ribosomas.

Sin embargo, no se obtuvieron resultados con los datos de secuenciacion masiva
generados a partir de las muestras bioldgicas del presente trabajo, debido a que,
es necesario elevar la profundidad en las lecturas ajustando el protocolo de

secuenciacion y dicha tarea queda como perspectiva.
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Fig. 15 | Determinacion relativa del niumero de transcritos asociados a la respuesta
inmunoldgica de Aedes aegypti. MOCK) Muestra de células sanas tomada a cuatro dias del inicio
del experimento. DENV-2) Muestra de células a cuatro dias post - reto inmunoldgico con DENV-2
activo. Analisis estadistico con la prueba de T de Student de dos colas para datos pareados. Nivel
de significancia (*p < 0.05, **p < 0.001). Las lecturas que no presentan distribucién normal fueron
analizadas con la prueba no paramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon. Nivel de significancia

(*p < 0.001). No existen diferencias estadisticamente significativas (ns).
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8 Discusion

El priming inmunoldgico es un fendmeno bioldgico que favorece respuestas mas
rapidas y eficaces, ante antigenos con los que se tuvo una exposicion previa.
Investigaciones anteriores han evidenciado la importancia de la modulacion del
ciclo celular y la sintesis de DNA de novo en las células del intestino medio de
mosquitos como consecuencia de un primer estimulo inmunogénico que induce

priming inmunologico.

La presente investigacion se enfoco en elucidar los genes que contiene el DNA de
novo e identificar moléculas que potencialmente robustecen la respuesta
inmunolégica en las células del intestino medio de Ae. aegypti ante un reto
inmunoldgico secundario con el virus dengue. La sintesis de novo de DNA es una
estrategia que le permitiria a la célula, adaptar selectivamente la transcripcion de
genes para sintetizar elementos que modifican su estructura y procesos biolégicos

en respuesta a estimulos externos.

Los genes identificados en el DNA de novo sintetizado a los siete dias post — primer
reto con DENV-2 inactivo, pueden asociarse a la potenciacién en la respuesta
inmunolégica de las células del intestino medio de Ae. aegypti frente al segundo
reto inmunolégico con el virus activo; a lo que denominamos priming inmunolégico.
Tras la sintesis de los elementos moleculares que codifica el grupo de genes
identificado, iniciarian eventos moleculares como cambios epigenéticos, sintesis de
factores de sefializacion celular, regulaciéon del ciclo celular y modulacion de la

respuesta inmunoldgica.

Entre los genes identificados en las células con priming inmunoldgico destacan: 1)
Los receptores Acetylcholine receptor subunit alpha-like 2, Aryl hydrocarbon
receptor, Bone morphogenetic protein receptor type-1B, Calcitonin gene-related
peptide type 1 receptor, Diuretic hormone receptor, Gamma-aminobutyric acid
receptor subunit alpha-6, G-protein coupled receptor 39, Low-density lipoprotein
receptor-related protein 1, Membrane-associated progesterone receptor component

1, Metabotropic glutamate receptor 1, Neuronal acetylcholine receptor subunit
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alpha-7, Octopamine receptor beta-2R, Octopamine receptor Oamb, Probable G-
protein coupled receptor B0563.6, Putative vitellogenin receptor, Somatostatin
receptor type 2, Very low-density lipoprotein receptor, y el Xenotropic and polytropic
retrovirus receptor 1, hipotéticamente podrian ser candidatos a actuar como
receptores del virus del dengue o de algunas de las proteinas virales, aunque aun
no hay evidencia al respecto; 2) 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit
10 y E3 ubiquitin-protein ligase RNF19B, probablemente implicados en la
ubiquitinacién de la proteina de cobertura del virion del dengue y su degradacion
en el proteasoma (Troupin etal., 2016); 3) 60S acidic ribosomal protein PO,
interacciona con las proteinas NS3d y NS5 del virus dengue (Mairiang et al., 2013);
4) A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 12, algunas
metaloproteasas promueven respuestas anti-DENV (Zuo etal., 2014); 5) ABC
transporter G family member 23, los transportadores ABC han sido relacionados
con roles inmunitarios contra arbovirus (Kumar et al., 2021); 6) AF4/FMR2 family
member 4, interacciona con la proteina de la capside de DENV (Mun-Keat C.,
2013); 7) Dual oxidase, Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 15,
Tyrosine-protein  phosphatase corkscrew, Kinase suppressor of Ras 2,
Protransforming growth factor alpha, Bone morphogenetic protein receptor type-1B,
Mitogen-activated protein kinase ERK-A y JNK-interacting protein 1. En este
sentido, hay evidencias del crosstalk entre la via de sefalizacion Ras/ERK vy la
produccién de péptidos antimicrobianos como las defensinas A, C, y D, y las
cecropinas B y C para mediar la resistencia de los mosquitos a la infeccion por el
virus dengue (Liu et al., 2020). Ademas, la via MAPK JNK/ERK induce la sintesis
de especies reactivas de oxigeno, que activan la via Toll y con ella la sintesis de
defensinas y cecropinas (Pan etal., 2012; Xiao etal., 2017); 8) Glutathione
synthetase, Peroxidasin y Collagen type IV alpha-3-binding protein, modulan el
balance del estrés oxidativo. Interesantemente hay evidencias de que la
peroxidasina posee efectos antimicrobianos y también promueve proliferacion
celular (S. Lee etal., 2020; Shi et al., 2018; Sirokmany et al., 2018); 9) Alpha-
mannosidase 2, regula las infecciones por arbovirus en mosquitos Ae. aegypti

(Urakova et al., 2022); 10) Ankyrin-2, las proteinas con repetidos de anquirina
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regulan de manera negativa las infecciones del virus dengue en mosquitos (Sim
et al., 2012; Tsujimoto et al., 2017); 11) Aryl hydrocarbon receptor, modulador de la
inmunidad antiviral ante infecciones de flavivirus (Giovannoni et al., 2020; Torti
et al., 2021); 12) Atypical protein kinase C, Protransforming growth factor alpha, y
Protein scalloped, implicados en la via de sefializacion Hippo que regula la
sobrevivencia, proliferacion y morfologia celular. También, es un factor
determinante durante la transicion de la fase G1/S del ciclo celular, modulando la
expresion de Cdc6, E2f1 y la ciclina E (Kim et al., 2019). La via Hippo modula la
infeccion por el virus del Zika (Garcia etal., 2020; Kandilya et al., 2019); 13)
Uncharacterized LOC5574435, gen ortdlogo al factor de transcripcion BBX,
necesario en la transicion del ciclo celular de la fase G1/S del ciclo celular (Sanchez-
Diaz et al., 2001); 14) CD63 antigen, media la transmision del virus dengue a través
de exosomas (Vora et al., 2018); 15) Aryl hydrocarbon receptor, ABC transporter G
family member 23, Cytochrome b5 reductase 4, Cytochrome P450 4¢3, Cytochrome
P450 4915 y Glutathione synthetase, forman parte de los mecanismos moleculares
de resistencia a insecticidas en mosquitos (Bariami et al., 2012; Gan et al., 2021;
Marcombe etal.,, 2012); 16) Histone deacetylase 4 e Histone-lysine N-
methyltransferase ashl, producen remodelacion de la cromatina y el fenémeno de
priming inmunolégico se caracteriza por inducir cambios epigenéticos (Lanz-
Mendoza y Contreras-Gardufio, 2021; Milutinovi¢ y Kurtz, 2016); 17) Protein Wnt-
5, Protein wntless y Putative vitellogenin receptor, forman parte de la via Wingless,
importante en la sefializacion intercelular de amplio rango durante el proceso de
reproduccion en los mosquitos hembra (Lucas et al., 2015); 18) Aryl hydrocarbon
receptor, Chorion transcription factor Cf2, Hepatic leukemia factor, Homeobox
protein B-H, Homeobox protein unc-4, Uncharacterized LOC5568122,
Uncharacterized LOC5568147, Octopamine receptor beta-2R, Protein apterous,
Protein scalloped, Ras-interacting protein RIP3, Uncharacterized LOC110675397,
Uncharacterized LOC5574435, y Zinc finger protein 853, son factores de
transcripcion o proteinas que interaccionan con acidos nucleicos, su estudio
permitiria generar mas informacion sobre la regulacion en las vias de sefalizacion

y la sintesis de elementos celulares caracteristicos del programa celular distintivo
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del priming inmunolégico; y, 19) Uncharacterized LOC110675975, Uncharacterized
LOC110676709, Uncharacterized LOC110677884, Uncharacterized
LOC110678844, Uncharacterized LOC110678990 'y  Uncharacterized
LOC5578744, son genes de RNA no codificante candidatos a desempefar

funciones reguladoras, aun inexploradas (Palazzo y Lee, 2015).

Por otro lado, es importante resaltar que la mayoria de los genes que incorporaron
BrdU aparentemente se degradan con el tiempo. Observacion congruente con la
cinética de incorporacion de BrdU en células del intestino medio de Ae. aegypti en
infecciones con DENV, documentadas por Serrato-Salas, Hernandez-Martinez,
et al., (2018). Lo que sugiere que el mecanismo adaptativo mediado por la sintesis
de novo de DNA es capaz de encenderse, apagarse y se regula en funcion del
contexto celular previo a un reto inmunolégico. No obstante, actualmente no existe
més informacién al respecto disponible en la literatura. En el mismo sentido, los
mecanismos celulares enriquecidos por los genes identificados en esta
investigacion sugieren que el grado de actividad inmunolégica en mosquitos con
priming inmunoldgico es bifasico. En general, los resultados permiten apreciar los
eventos moleculares propios del programa adaptativo en las células del intestino
medio que potencialmente aumentan la sobrevivencia y progenie de mosquitos con
priming inmunoldgico; protegiéndolos frente a un segundo reto inmunolégico por
DENV.
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9 Conclusién

Identificamos alrededor de 200 genes replicados en la sintesis de novo de DNA,
derivada de priming inmunolégico, en las células del intestino medio de Ae. aegypti
retadas con DENV-2 inactivo. Los datos obtenidos sugieren que el proceso de
endoreplicacion inducido por priming inmunoldgico, replica genes importantes en la

respuesta inmune anti-DENV.
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10 Perspectivas

e Evaluar el numero de transcritos y proteinas que se sintetizan a partir de los
genes identificados en este trabajo.

e Identificar los genes que se transcriben por la accion de los factores de
transcripcion identificados en el DNA de novo.

e Analizar el papel de los genes de RNA no codificante en las células con
priming inmunologico.

e Elucidar la integracion de las vias de sefalizacion que participan en el
programa celular adaptativo del priming inmunologico.

e Estudiar la regulacion génica de los mecanismos moleculares relacionados
al proceso de endoreplicacion.

e Estudiar la correlacion entre las cinéticas de la remodelacion del DNA
(sintesis y degradacion del DNA de novo), la transcripcion de los genes

endoreplicados y la traduccion de los MRNA a proteinas.
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11 Apéndice

Tabla 1. Lista de genes que incorporaron BrdU en cada tratamiento experimental. La anotacion de los genes se hizo
con base en secuencias de referencia del genoma de Aedes aegypti con nimero de acceso en la base de datos del
GenBank®: NC_035107.1 (cromosoma 1), NC_035108.1 (cromosoma 2) y NC_035109.1 (cromosoma 3).

ID del gen | Simbolo | Nombre del gen | Sinonimias | Tipo degen | Cromosoma
Grupo de muestras a 7 dias post - 1°' reto inmunol6gico con tratamiento testigo
5576493 LOC5576493 atypical protein kinase C AAEL002885, AAEL010352 | protein-coding | 3
5574086 LOC5574086 collagen alpha-1(XVIII) chain AAEL002247, AAEL002256 | protein-coding | 2
5575787 LOC5575787 cytoplasmic polyadenylation element-binding AAELO07791, AAEL012065 | protein-coding | 1
protein 2
23687432 | LOC23687432 | fibrous sheath CABYR-binding protein AAELO017012 protein-coding | 2
5574971 LOC5574971 histone deacetylase 4 AAEL002528 protein-coding | 1
5568534 LOC5568534 homeobox protein goosecoid AAEL006944 protein-coding | 1
5567245 LOC5567245 IQ motif and SEC7 domain-containing protein | AAELO00906 protein-coding | 3
1
5566298 LOC5566298 isocitrate dehydrogenase [NADP] cytoplasmic | AAEL000746 protein-coding | 2
5568122 LOC5568122 mucin-5AC AAEL006555, AAEL017168 | protein-coding | 2
5565116 LOC5565116 neurobeachin AAEL003609, AAEL014730 | protein-coding | 1
5578520 LOC5578520 polypyrimidine tract-binding protein 2 AAEL013723 protein-coding | 1
5564251 LOC5564251 probable G-protein coupled receptor B0563.6 AAEL004160, AAEL004189 | protein-coding | 1
5575604 LOC5575604 probable maleylacetoacetate isomerase 2 GSTZ1, AAEL011934 protein-coding | 1
5564956 LOC5564956 protein scalloped AAEL014670 protein-coding | 1
5579820 LOC5579820 putative adenosylhomocysteinase 3 AAEL005524 protein-coding | 1
5564255 LOC5564255 rhophilin-2 AAEL004193 protein-coding | 1
5566210 LOC5566210 serine-rich adhesin for platelets AAEL007995, AAEL015101 | protein-coding | 1
5575737 LOC5575737 SPARC-related modular calcium-binding AAEL012043 protein-coding | 2
protein 2
5579146 LOC5579146 transcriptional coactivator yorkie AAEL014018, AAEL014022 | protein-coding | 2
5571578 LOC5571578 tRNA dimethylallyltransferase, mitochondrial AAEL009163, AAEL009164 | protein-coding | 1
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ID del gen | Simbolo Nombre del gen Sinonimias Tipo de gen Cromosoma
5574012 LOC5574012 ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 2 AAEL010854 protein-coding | 1
110677257 | LOC110677257 | uncharacterized LOC110677257 ncRNA 2
5565610 LOC5565610 uncharacterized LOC5565610 AAEL004878, AAEL004881 | protein-coding | 1
5575615 LOC5575615 uncharacterized LOC5575615 AAEL011945, AAEL011947, | protein-coding | 3
AAEL011948
Grupo de muestras a 7 dias post - 1°" reto inmunolégico con DENV-2 inactivo que induce priming inmunolégico
5570592 LOC5570592 26S proteasome non-ATPase regulatory AAEL008403 protein-coding | 1
subunit 10
5573974 LOC5573974 60S acidic ribosomal protein PO AAEL010821 protein-coding | 3
5566567 LOC5566567 A disintegrin and metalloproteinase with AAEL005485 protein-coding | 3
thrombospondin motifs 12
5566203 LOC5566203 ABC transporter G family member 23 AAEL005244, AAEL005249 | protein-coding | 1
5563970 LOC5563970 acetylcholine receptor subunit alpha-like 2 AAEL004032 protein-coding | 3
5565598 LOC5565598 adenylate cyclase, germination specific AAEL004876 protein-coding | 1
5579502 LOC5579502 AF4/FMR2 family member 4 AAEL015239 protein-coding | 2
5567941 LOC5567941 A-kinase anchor protein 9 AAEL006395 protein-coding | 3
5574124 LOC5574124 alpha-catulin protein-coding | 3
5575653 LOC5575653 alpha-mannosidase 2 AAEL011978 protein-coding | 1
5578031 LOC5578031 ankyrin-2 AAEL013466 protein-coding | 2
5575425 LOC5575425 aryl hydrocarbon receptor AAEL011825 protein-coding | 3
5576493 LOC5576493 atypical protein kinase C AAEL002885, AAEL010352 | protein-coding | 3
5566942 LOC5566942 beta-1,4-mannosyl-glycoprotein 4-beta-N- AAEL005535 protein-coding | 2
acetylglucosaminyltransferase
5575840 LOC5575840 bone morphogenetic protein receptor type-1B | AAEL012125 protein-coding | 2
5569240 LOC5569240 cadherin-23 AAEL007478, AAEL007488 | protein-coding | 1
5572771 LOC5K572771 calcitonin gene-related peptide type 1 receptor | GPRCAL1, AAEL010043 protein-coding | 2
5573499 LOC5573499 calcium/calmodulin-dependent 3',5'-cyclic protein-coding | 2
nucleotide phosphodiesterase 1
5578934 LOC5578934 calcium-activated potassium channel slowpoke | AAELO03765 protein-coding | 1
5578194 LOC5578194 calpain-C AAEL003476 protein-coding | 3
5578270 LOC5578270 calsyntenin-1 AAEL003499, AAEL008639 | protein-coding | 2
5563952 LOC5563952 carboxylesterase 1F AAEL004022 protein-coding | 3
5564645 LOC5564645 casein kinase | AAEL004351 protein-coding | 3
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ID del gen | Simbolo Nombre del gen Sinonimias Tipo de gen Cromosoma
23687858 | LOC23687858 | CD63 antigen AAEL003236, AAEL017438 | protein-coding | 2
5571316 LOC5571316 chaoptin AAEL008940 protein-coding | 1
5578232 LOC5578232 chondroitin sulfate N- AAELO013572 protein-coding | 2
acetylgalactosaminyltransferase 1
5578162 LOC5578162 chorion transcription factor Cf2 AAEL013544 protein-coding | 2
5569994 LOC5569994 coiled-coil domain-containing protein 186 AAEL008071 protein-coding | 1
5578261 LOC5578261 collagen type IV alpha-3-binding protein AAEL003494, AAEL007522 | protein-coding | 2
5569257 LOC5569257 contactin-4 AAEL001227 protein-coding | 3
5573042 LOC5573042 cyclic nucleotide-gated cation channel alpha-3 | AAEL010216 protein-coding | 2
5566541 LOC5566541 cytochrome b5 reductase 4 AAEL005478 protein-coding | 3
5569920 LOC5569920 cytochrome P450 4c3 CYP4C50, AAEL0O08017 protein-coding | 1
5564064 LOC5564064 cytochrome P450 4915 CYP4G36, AAEL004054 protein-coding | 1
5575787 LOC5575787 cytoplasmic polyadenylation element-binding AAELO07791, AAEL012065 | protein-coding | 1
protein 2
5574208 LOC5574208 decaprenyl-diphosphate synthase subunit 1 AAEL002287 protein-coding | 1
5567138 LOC5567138 diuretic hormone receptor GPRDIH2_1, AAEL005894, | protein-coding | 2
AAEL008287
5564986 LOC5564986 dual 3',5'-cyclic-AMP and -GMP AAEL004520 protein-coding | 2
phosphodiesterase 11
5569378 LOC5569378 dual oxidase DUOX, AAEL007563 protein-coding | 2
5568213 LOC5568213 dystrophin AAEL006651, AAEL012354 | protein-coding | 3
5576397 LOC5576397 E3 ubiquitin-protein ligase RNF19B MRRG, AAEL012490 protein-coding | 1
5566173 LOC5566173 EF-hand domain-containing protein 1 AAEL005230 protein-coding | 3
5570005 LOC5570005 elongation of very long chain fatty acids AAEL000188 protein-coding | 3
protein 7
5572161 LOC5572161 elongation of very long chain fatty acids AAEL009574 protein-coding | 1
protein AAELO08004
110674025 | LOC110674025 | epithelial chloride channel protein-like protein-coding | 1
5571886 LOC5571886 eukaryotic translation initiation factor 5B AAEL009241, AAEL009369 | protein-coding | 2
5565890 LOC5565890 excitatory amino acid transporter AAEL000714 protein-coding | 2
5568263 LOC5568263 exportin-4 AAEL006687 protein-coding | 3
5578809 LOC5578809 eye-specific diacylglycerol kinase AAEL013847, AAEL013849 | protein-coding | 1
5575480 LOC5575480 F-box/LRR-repeat protein 16 AAEL011860, AAEL011861 | protein-coding | 3
5569880 LOC5569880 fibrillin-1 AAEL007976 protein-coding | 2
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ID del gen | Simbolo Nombre del gen Sinonimias Tipo de gen Cromosoma

5566204 LOC5566204 gamma-aminobutyric acid receptor subunit protein-coding | 1
alpha-6

5574506 LOC5574506 GATA zinc finger domain-containing protein 14 | AAEL002402 protein-coding | 2

5564992 LOC5564992 general odorant-binding protein 69 AAEL004516 protein-coding | 2

5575494 LOC5575494 glucose transporter type 1 AAELO003707, AAEL003718, | protein-coding | 2

AAEL011878

5571567 LOC5571567 glutathione synthetase AAEL009154 protein-coding | 1

110678383 | LOC110678383 | glycoprotein endo-alpha-1,2-mannosidase protein-coding | 3

23687755 | LOC23687755 | G-protein coupled receptor 39 GPRGHP2, AAEL017335 protein-coding | 3

5578702 LOC5578702 guanine nucleotide-releasing factor 2 AAEL013817 protein-coding | 1

5566219 LOC5566219 hepatic leukemia factor AAEL005255 protein-coding | 2

5574971 LOC5574971 histone deacetylase 4 AAEL002528 protein-coding | 1

5572241 LOC5572241 histone-lysine N-methyltransferase ashl AAEL009666 protein-coding | 3

5570655 LOC5570655 homeobox protein B-H1 AAEL008466 protein-coding | 1

5568992 LOC5568992 homeobox protein unc-4 AAEL007285 protein-coding | 3

5572323 LOC5572323 influenza virus NS1A-binding protein AAEL009706 protein-coding | 3

5580002 LOC5580002 JNK-interacting protein 1 AAEL001744 protein-coding | 2

5570800 LOC5570800 kinase suppressor of Ras 2 AAEL008585 protein-coding | 3

5570593 LOC5570593 leucine-rich repeat serine/threonine-protein AAEL008398, AAEL008407 | protein-coding | 1
kinase 1

5575182 LOC5575182 leupaxin AAEL000339, AAEL000345 | protein-coding | 2

5566222 LOC5566222 LON peptidase N-terminal domain and RING AAEL005267, AAEL005268 | protein-coding | 2
finger protein 2

5568706 LOC5568706 low-density lipoprotein receptor-related protein | AAEL0O07041 protein-coding | 3
1

5573491 LOC5573491 maltase 2 AAEL010536 protein-coding | 2

5578387 LOC5578387 mannosyl-oligosaccharide alpha-1,2- AAEL011720, AAEL013678, | protein-coding | 1
mannosidase IA AAEL014721

5571955 LOC5571955 mediator of RNA polymerase Il transcription AAEL009437 protein-coding | 2
subunit 13

5564249 LOC5564249 membrane-associated progesterone receptor AAEL004195 protein-coding | 1
component 1

23687488 | LOC23687488 | metabotropic glutamate receptor 1 GPRMGL6, AAEL017068 protein-coding | 1

5571467 LOC5571467 mitochondrial 2-oxodicarboxylate carrier AAEL009100, AAEL015484 | protein-coding | 3

23687928 | LOC23687928 | mitochondrial dicarboxylate carrier AAEL017508 protein-coding | 1
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ID del gen | Simbolo Nombre del gen Sinonimias Tipo de gen Cromosoma
5578960 LOC5578960 mitogen-activated protein kinase ERK-A AAEL013939 protein-coding | 2
5570419 LOC5570419 mitogen-activated protein kinase kinase kinase | AAEL0O08306 protein-coding | 1
15
5569699 LOC5569699 MKRN2 opposite strand protein AAEL007859 protein-coding | 2
5569782 LOC5569782 MOB kinase activator-like 2 AAEL007916, AAEL007920 | protein-coding | 3
5569750 LOC5569750 moesin/ezrin/radixin homolog 1 Moe, AAELO07915, protein-coding | 1
MOEH_AEDAE
5574699 LOC5574699 MOXD1 homolog 2 AAEL006695, AAEL011332 | protein-coding | 3
5568122 LOC5568122 mucin-5AC AAEL006555, AAEL017168 | protein-coding | 2
5568147 LOC5568147 mucin-5AC AAEL006567 protein-coding | 3
5576734 LOC5576734 myb-like protein A AAEL002963 protein-coding | 1
5573486 LOC5573486 myb-like protein AA AAEL008888, AAEL010518 | protein-coding | 2
5567609 LOC5567609 neurexin-1 AAEL006199 protein-coding | 1
5565116 LOC5565116 neurobeachin AAEL003609, AAEL014730 | protein-coding | 1
5569480 LOC5569480 neuronal acetylcholine receptor subunit alpha- | AAEL0O07664 protein-coding | 1
7
5567765 LOC5567765 neurotrimin AAEL000123, AAEL000156 | protein-coding | 1
5577899 LOC5577899 Niemann-Pick C1 protein AAEL003325, AAEL017483 | protein-coding | 2
5567283 LOC5567283 octopamine receptor beta-2R GPRDOP4, AAEL005945 protein-coding | 1
5563924 LOC5563924 octopamine receptor Oamb GPROAR1, GPROAR3B, protein-coding | 1
AAEL014224, AAEL016990
5575117 LOC5575117 peroxidasin HPX4, AAEL000342, protein-coding | 2
AAEL000349, AAEL000376
5569544 LOC5569544 pleckstrin homology domain-containing family | AAEL007721, AAELO07723 | protein-coding | 3
G member 5
5574298 LOC5574298 plexin domain-containing protein 2 AAEL011063 protein-coding | 3
5578520 LOC5578520 polypyrimidine tract-binding protein 2 AAEL013723 protein-coding | 1
5564889 LOC5564889 potassium channel subfamily K member 10 AAEL004463, AAEL004478 | protein-coding | 3
5568798 LOC5568798 potassium voltage-gated channel protein Shaw | AAEL007143 protein-coding | 2
5575386 LOC5575386 probable citrate synthase 2, mitochondrial AAEL011789 protein-coding | 3
5564251 LOC5564251 probable G-protein coupled receptor B0563.6 AAEL004160, AAEL004189 | protein-coding | 1
110680850 | LOC110680850 | proline-rich protein 36 protein-coding | 1
5565277 LOC5565277 protein apterous AAELO008689, AAEL008690, | protein-coding | 2
AAEL008694, AAEL014791
5565680 LOC5565680 protein bicaudal D AAEL004936 protein-coding | 2
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ID del gen | Simbolo Nombre del gen Sinonimias Tipo de gen Cromosoma
5568095 LOC5568095 protein brunelleschi AAEL006512 protein-coding | 2
5568959 LOC5568959 protein commissureless 2 homolog Comm2, AAEL007250 protein-coding | 3
110679566 | LOC110679566 | protein couch potato protein-coding | 3
5571521 dsx protein doublesex DSXF, DSXF1, DSXF2, protein-coding | 1
DSXM1, DSXM2, DSXM3
5573842 LOC5573842 protein enabled AAEL010747 protein-coding | 3
5574388 LOC5574388 protein hu-li tai shao protein-coding | 2
5566057 LOC5566057 protein kinase C-binding protein NELL2 AAEL005131 protein-coding | 3
5569576 LOC5569576 protein kintoun KTU_AEDAE, AAEL007767 | protein-coding | 2
5569249 LOC5569249 protein lava lamp AAEL007506 protein-coding | 1
5572694 LOC5572694 protein Lilipod AAEL009957 protein-coding | 2
5568475 LOC5568475 protein prickle Pk, AAEL006891 protein-coding | 2
5569245 LOC5569245 protein retinal degeneration B AAEL007503 protein-coding | 1
5566642 LOC5566642 protein roadkill AAEL005512 protein-coding | 1
5564956 LOC5564956 protein scalloped AAEL014670 protein-coding | 1
5572054 LOC5572054 protein Shroom AAEL001710, AAEL001721, | protein-coding | 2
AAEL001723
5570700 LOC5570700 protein sidekick AAEL001467 protein-coding | 1
5575305 LOC5575305 protein snakeskin AAEL002578 protein-coding | 3
5578376 LOC5578376 protein tramtrack AAEL013650, AAEL013651, | protein-coding | 1
AAEL013654
5579522 LOC5579522 protein Wnt-5 AAEL014566 protein-coding | 2
5569696 LOC5569696 protein wntless AAEL007842 protein-coding | 2
5572543 LOC5572543 protein-tyrosine sulfotransferase AAEL009867, AAEL009868 | protein-coding | 1
5572858 LOC5572858 protransforming growth factor alpha AAEL010067 protein-coding | 3
5566172 LOC5566172 pseudouridine-5'-phosphate glycosidase AAEL005216 protein-coding | 3
5570391 LOC5570391 pupal cuticle protein Edg-78E AAEL008290 protein-coding | 2
5575239 LOC5575239 putative tyrosine-protein kinase Wsck AAEL011714 protein-coding | 2
5569465 LOC5569465 putative vitellogenin receptor AAELO0Q7657, AAEL014222 | protein-coding | 1
110676975 | LOC110676975 | ras guanine nucleotide exchange factor V protein-coding | 1
5568000 LOC5568000 ras-interacting protein RIP3 AAEL006447 protein-coding | 2
5565892 LOC5565892 reticulon-1-A AAEL000713 protein-coding | 2
5577066 LOC5577066 RING finger protein nhl-1 AAEL003104 protein-coding | 2
5566288 LOC5566288 RNA-binding protein Musashi homolog Rbp6 AAEL000729 protein-coding | 2
5569890 LOC5569890 serine protease easter CLIPB27, AAEL0O07993 protein-coding | 1
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5563726 LOC5563726 serine protease inhibitor 27A AAEL014079 protein-coding | 2

5576559 LOC5576559 serine/threonine-protein kinase MARK2 AAEL012612 protein-coding | 1

5577439 LOC5577439 serine/threonine-protein phosphatase PP1- AAELO013181 protein-coding | 3
beta catalytic subunit

5576570 LOC5576570 serine-arginine protein 55 AAEL012621 protein-coding | 1

5564728 LOC5564728 serine-rich adhesin for platelets AAELO004410 protein-coding | 1

5569559 LOC5569559 shl-specific diacylglycerol lipase alpha AAELO007743, AAELO07756 | protein-coding | 1

5567814 LOC5567814 sodium-coupled monocarboxylate transporter AAELO000992, AAEL001002 | protein-coding | 2
1

5580178 LOC5580178 sodium-coupled monocarboxylate transporter AAEL002576 protein-coding | 1
1

5578675 LOC5578675 sodium-dependent nutrient amino acid NATS8, AAEL003618 protein-coding | 3
transporter 1

5565228 LOC5565228 solute carrier family 28 member 3 AAEL004654, AAEL004660 | protein-coding | 2

5577003 LOC5577003 somatostatin receptor type 2 GPRALS3, AAEL012920 protein-coding | 3

5571233 LOC5571233 sushi, von Willebrand factor type A, EGF and CTLSE1, AAEL008929 protein-coding | 1
pentraxin domain-containing protein 1

5573673 LOC5573673 synaptic vesicle membrane protein VAT-1 AAEL010652, AAEL010668 | protein-coding | 2
homolog-like

5576630 LOC5576630 syntaxin-1A AAEL009304, AAEL012657 | protein-coding | 2

5575778 LOC5575778 TLD domain-containing protein 2 AAEL002705 protein-coding | 3

5571578 LOC5571578 tRNA dimethylallyltransferase, mitochondrial AAEL009163, AAEL009164 | protein-coding | 1

5576244 LOC5576244 tubulin beta-1 chain B1t, B4t, AAEL002851 protein-coding | 3

5570773 LOC5570773 tyrosine-protein phosphatase corkscrew AAEL008528, AAEL008552, | protein-coding | 3

AAEL008554

5567644 LOC5567644 UDP-glucuronic acid decarboxylase 1 AAEL006236 protein-coding | 3

5576973 LOC5576973 UDP-glucuronosyltransferase 2B15 protein-coding | 3

5566910 LOC5566910 UDP-N-acetylglucosamine--dolichyl-phosphate | AAELO05705, AAEL017268 | protein-coding | 2
N-acetylglucosaminephosphotransferase

110675397 | LOC110675397 | uncharacterized LOC110675397 protein-coding | 2

110675764 | LOC110675764 | uncharacterized LOC110675764 protein-coding | 2

110675975 | LOC110675975 | uncharacterized LOC110675975 ncRNA 2

110676026 | LOC110676026 | uncharacterized LOC110676026 protein-coding | 2

110676679 | LOC110676679 | uncharacterized LOC110676679 protein-coding | 2

110676709 | LOC110676709 | uncharacterized LOC110676709 ncRNA 2
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110677884 | LOC110677884 | uncharacterized LOC110677884 NcRNA 3
110678844 | LOC110678844 | uncharacterized LOC110678844 NcRNA 3
110678990 | LOC110678990 | uncharacterized LOC110678990 ncRNA 3
110679213 | LOC110679213 | uncharacterized LOC110679213 protein-coding | 3
5563749 LOC5563749 uncharacterized LOC5563749 AAEL008238, AAEL008240, | protein-coding | 2
AAEL014100
5565109 LOC5565109 uncharacterized LOC5565109 AAEL004600 protein-coding | 2
5565610 LOC5565610 uncharacterized LOC5565610 AAEL004878, AAEL004881 | protein-coding | 1
5565978 LOC5565978 uncharacterized LOC5565978 AAEL005091 protein-coding | 3
5566766 LOC5566766 uncharacterized LOC5566766 AAEL005633 protein-coding | 1
5566834 LOC5566834 uncharacterized LOC5566834 AAEL005664 protein-coding | 2
5567237 LOC5567237 uncharacterized LOC5567237 ARK, AAEL000874 protein-coding | 3
5569388 LOC5569388 uncharacterized LOC5569388 AAEL007579 protein-coding | 1
5569552 LOC5569552 uncharacterized LOC5569552 AAEL007740, AAELO07745, | protein-coding | 1
AAEL007746
5570536 LOC5570536 uncharacterized LOC5570536 AAEL001437 protein-coding | 2
5571127 LOC5571127 uncharacterized LOC5571127 AAEL001523, AAEL001528 | protein-coding | 3
5571300 LOC5571300 uncharacterized LOC5571300 AAEL001543 protein-coding | 2
5571683 LOC5571683 uncharacterized LOC5571683 AAEL001639 protein-coding | 2
5572461 LOC5572461 uncharacterized LOC5572461 AAEL001808 protein-coding | 2
5572844 LOC5572844 uncharacterized LOC5572844 AAEL010064 protein-coding | 3
5573031 LOC5573031 uncharacterized LOC5573031 AAEL010205 protein-coding | 1
5573743 LOC5573743 uncharacterized LOC5573743 AAEL000285 protein-coding | 3
5574095 LOC5574095 uncharacterized LOC5574095 AAEL002251 protein-coding | 2
5574435 LOC5574435 uncharacterized LOC5574435 AAEL011161 protein-coding | 3
5574440 LOC5574440 uncharacterized LOC5574440 AAEL011152, AAEL011163 | protein-coding | 3
5575615 LOC5575615 uncharacterized LOC5575615 AAEL011945, AAEL011947, | protein-coding | 3
AAEL011948
5575646 LOC5575646 uncharacterized LOC5575646 AAEL014269 protein-coding | 1
5575947 LOC5575947 uncharacterized LOC5575947 AAEL012396 protein-coding | 1
5576344 LOC5576344 uncharacterized LOC5576344 AAEL002862 protein-coding | 1
5577223 LOC5577223 uncharacterized LOC5577223 AAEL003131 protein-coding | 3
5577633 LOC5577633 uncharacterized LOC5577633 AAEL003283 protein-coding | 1
5578264 LOC5578264 uncharacterized LOC5578264 AAEL003496 protein-coding | 2
5578744 LOC5578744 uncharacterized LOC5578744 NcRNA 3
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5578848 LOC5578848 uncharacterized LOC5578848 AAEL014362 protein-coding | 2
5576021 LOC5576021 very low-density lipoprotein receptor AAEL012251, AAEL012253 | protein-coding | 3
5574272 LOC5574272 voltage-dependent calcium channel subunit AAEL005392 protein-coding | 2
alpha-2/delta-3
5574521 LOC5574521 xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1 | AAEL011204 protein-coding | 1
5570740 LOC5570740 zinc finger CCCH domain-containing protein AAEL004279, AAEL008513 | protein-coding | 2
18
5578067 LOC5578067 zinc finger protein 468 AAEL015115 protein-coding | 2
110678935 | LOC110678935 | zinc finger protein 613-like protein-coding | 3
5571624 LOC5571624 zinc finger protein 853 AAEL009208 protein-coding | 1
5564718 LOC5564718 zwei lg domain protein zig-8 AAEL014590 protein-coding | 2
Grupo de muestras con tratamiento testigo a 7 dias post - 29 reto inmunol6gico con DENV-2 activo
5579939 LOC5579939 atrial natriuretic peptide receptor 1 AAEL006806 protein-coding | 3
5568052 LOC5568052 calcitonin gene-related peptide type 1 receptor | GPRCAL2, AAEL006490 protein-coding | 3
5572977 LOC5572977 FH1/FH2 domain-containing protein 1 AAEL010187, AAEL010190, | protein-coding | 2
AAEL014857
5573805 LOC5573805 histone acetyltransferase KAT7 AAEL010729, AAEL014513 | protein-coding | 2
5568868 LOC5568868 myb-like protein A AAEL007178 protein-coding | 2
5574714 LOC5574714 nuclear factor of activated T-cells 5 AAEL011359 protein-coding | 1
5566784 LOC5566784 phosphatidylinositol 4-phosphate 5-kinase AAEL015255 protein-coding | 2
type-1 alpha
5574407 LOC5574407 protein appl AAEL011133 protein-coding | 3
5566210 LOC5566210 serine-rich adhesin for platelets AAELO007995, AAEL015101 | protein-coding | 1
5578628 LOC5578628 serine-rich adhesin for platelets AAEL003604 protein-coding | 1
5575615 LOC5575615 uncharacterized LOC5575615 AAEL011945, AAEL011947, | protein-coding | 3
AAEL011948
5574362 LOC5574362 zinc finger protein Elbow AAEL011086, AAEL801154 | protein-coding | 2
Grupo de muestras con priming inmunolégico a 7 dias post — 2do reto inmunoldgico con DENV-2 activo
5578456 LOC5578456 acetylcholinesterase Acel, Ace-1, AchEl, protein-coding | 3
AAEL000511
5572794 LOC5572794 acidic amino acid decarboxylase GADL1 AAEL001902 protein-coding | 2
5575653 LOC5575653 alpha-mannosidase 2 AAEL011978 protein-coding | 1
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5575109 LOC5575109 AP-1 complex subunit beta-1 AAEL011650 protein-coding | 3
5576444 LOC5576444 bifunctional heparan sulfate N-deacetylase/N- | AAEL012539 protein-coding | 2
sulfotransferase
110674038 | LOC110674038 | cadherin-87A protein-coding | 1
5570607 LOC5570607 cadherin-99C AAEL008421 protein-coding | 1
5571620 LOC5571620 calpain-11 AAEL009196 protein-coding | 3
5579301 LOC5579301 ceramide kinase AAEL004542, AAEL015603 | protein-coding | 1
5574100 LOC5574100 COP9 signalosome complex subunit 3 AAEL002271 protein-coding | 2
5571877 LOC5571877 cyclin-dependent kinase 12 AAEL009364 protein-coding | 3
5578948 LOC5578948 disheveled-associated activator of AAEL013919, AAEL013920 | protein-coding | 3
morphogenesis 1
5578262 LOC5578262 Down syndrome cell adhesion molecule-like AAEL003498, AAEL0O03500 | protein-coding | 2
protein Dscam?2
5578809 LOC5578809 eye-specific diacylglycerol kinase AAEL013847, AAEL013849 | protein-coding | 1
5578702 LOC5578702 guanine nucleotide-releasing factor 2 AAEL013817 protein-coding | 1
5574210 LOC5574210 insulin-like receptor InR, MIR, AAEL002317, protein-coding | 3
INSR_AEDAE
5578960 LOC5578960 mitogen-activated protein kinase ERK-A AAEL013939 protein-coding | 2
5575506 LOC5575506 monocarboxylate transporter 8 AAEL011883, AAEL011885 | protein-coding | 2
5572949 LOC5572949 peptidoglycan-recognition protein LB PGRPLB, AAEL010171 protein-coding | 3
5578520 LOC5578520 polypyrimidine tract-binding protein 2 AAEL013723 protein-coding | 1
5568128 LOC5568128 probable glutamine-dependent NAD(+) AAEL008302 protein-coding | 1
synthetase
110680850 | LOC110680850 | proline-rich protein 36 protein-coding | 1
5571753 LOC5571753 protein KT112 homolog AAEL009272 protein-coding | 3
5571245 LOC5571245 protein phosphatase 1 regulatory subunit 16A | AAEL001539, AAEL001546 | protein-coding | 3
5578376 LOC5578376 protein tramtrack AAEL013650, AAEL013651, | protein-coding | 1
AAEL013654
5574316 LOC5574316 protein unc-13 homolog B AAEL002357 protein-coding | 1
5568000 LOC5568000 ras-interacting protein RIP3 AAEL006447 protein-coding | 2
5564087 LOC5564087 rho GTPase-activating protein 26 AAEL009688, AAEL014307, | protein-coding | 3
AAEL014308
5567150 LOC5567150 serine proteinase stubble AAEL005906 protein-coding | 3
5577697 LOC5577697 serine/threonine-protein phosphatase 4 AAEL013334 protein-coding | 1

regulatory subunit 3
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5576960 LOC5576960 sodium/potassium-transporting ATPase AAEL012913, AAEL012916 | protein-coding | 2
subunit beta-1-interacting protein
110674776 | LOC110674776 | struthiocalcin-2-like protein-coding | 1
5569242 LOC5569242 synaptic vesicle glycoprotein 2A AAEL007489 protein-coding | 1
5572773 LOC5572773 tensin-3 AAEL010039, AAEL010041 | protein-coding | 2
5567107 LOC5567107 tetraspanin-13 AAEL005835 protein-coding | 1
5577029 LOC5577029 transferrin AAEL012949 protein-coding | 3
5577702 LOC5577702 transmembrane protein 245 AAEL013335 protein-coding | 1
5572948 LOC5572948 trichoplein keratin filament-binding protein AAEL010185 protein-coding | 3
5577554 LOC5577554 trithorax group protein osa AAEL013268 protein-coding | 2
5573943 LOC5573943 tRNA-dihydrouridine(16/17) synthase AAEL002182 protein-coding | 2
[NAD(P)(+)]-like
110675970 | LOC110675970 | uncharacterized LOC110675970 ncRNA 2
110676555 | LOC110676555 | uncharacterized LOC110676555 protein-coding | 2
110676611 | LOC110676611 | uncharacterized LOC110676611 protein-coding | 2
110677750 | LOC110677750 | uncharacterized LOC110677750 protein-coding | 3
5564562 LOC5564562 uncharacterized LOC5564562 AAEL004305 protein-coding | 2
5566240 LOC5566240 uncharacterized LOC5566240 AAEL003790, AAEL005283 | protein-coding | 1
5569618 LOC5569618 uncharacterized LOC5569618 AAEL001276 protein-coding | 2
5573795 LOC5573795 uncharacterized LOC5573795 AAEL010722 protein-coding | 1
5575615 LOC5575615 uncharacterized LOC5575615 AAEL011945, AAEL011947, | protein-coding | 3
AAEL011948
5576646 LOC5576646 uncharacterized LOC5576646 AAEL012673 protein-coding | 2
5577031 LOC5577031 uncharacterized LOC5577031 AAEL012946 protein-coding | 3
5577700 LOC5577700 uncharacterized LOC5577700 AAEL013336 protein-coding | 1
5578593 LOC5578593 uncharacterized LOC5578593 AAEL013776 protein-coding | 2
5569342 LOC5569342 vacuolar protein sorting-associated protein AAELO07551 protein-coding | 2
13D
5574101 LOC5574101 zinc finger and BTB domain-containing protein | AAEL002248 protein-coding | 2

17
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Tabla 2. Lista de genes elegidos como biomarcadores del estado
inmunoldgico de Aedes aegypti. La secuencia de los genes fue tomada del

ensamble de referencia del genoma de Aedes aegypti (hUmero de acceso:

GCF_002204515.2) depositado en la base de datos del GenBank®,

ID Simbolo Nombre del gen Sinonimias

1 LOC5572370 Nitric oxide synthase AAEL009745

2 LOC5569378 Dual oxidase DUOX; AAEL007563

3 LOC5579924 Endoribonuclease Dicer Dicer-2; AAEL006794

4 LOC5575294 Uncharacterized LOC5575294 R2D2

5 LOC23687671 | Protein argonaute-2 AGO2; AAEL017251

6 LOC5570040 | Uncharacterized LOC5570040 Vago protein;
Aael_AAEL000200

7 LOC5565458 | G2/mitotic-specific cyclin-A G2/mitotic-specific cyclin-A;
AAEL000672

8 LOC5572876 | G2/mitotic-specific cyclin-B G2/mitotic-specific cyclin-B;
AAEL010094

9 LOC5571432 G1/S-specific cyclin-E G1/S-specific cyclin-E;
AAEL009057

10 | LOC5580247 Proliferating cell nuclear antigen PCNA; AAEL012545

11 LOC5580156 Neurogenic locus protein delta Neurogenic locus protein
delta; AAEL011396

12 LOC5573035 Neurogenic locus Notch protein Neurogenic locus Notch
protein; AAEL010210

13 | LOC5570422 Frizzled-4 GPRFZ4; AAEL008322

14 | LOC5565894 Target of rapamycin TOR; AAEL0O00693

Tabla 3. Lista de genes enddgenos elegidos para normalizar el niamero
de lecturas de los biomarcadores del estado inmunoldgico de Aedes
aegypti. La secuencia de los genes fue tomada del ensamble de referencia
del genoma de Aedes aegypti (niUmero de acceso: GCF_002204515.2)

depositado en la base de datos del GenBank®.

ID Simbolo
1 LOC5563590
2 LOC5572090

Referencia

Sigle et al., (2022)
Marcombe et al.,
(2012)

Dzaki et al., (2017)

Nombre del gen
40S ribosomal protein S6 (Rps6)
40S ribosomal protein S7 (Rps7)

3 LOC11068093 | 40S ribosomal protein S17 (Rps17)

9
4 LOC5567848 60S ribosomal protein L8 (RPL8) Dzaki et al., (2017)
5 LOC5577996 60S ribosomal protein L32 (RPL32) Dzaki et al., (2017)
6 LOC5574526 Actin-5C (Actin) Dzaki et al., (2017)
7 LOC23687721 | Elongation factor 1-alpha (eEF1a) Dzaki et al., (2017)
8 LOC23687404 | Glyceraldehyde 3-phosphate Dzaki et al., (2017)

dehydrogenase 1 (GAPDH)
Tubulin alpha-1 chain (a-tubulin)

9 LOC5577489 Dzaki et al., (2017)
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Tabla 4. Lista de especies representativas en el microbiota del intestino
medio de Aedes aegypti.

ID Phylum | Especie representativa | Ensamble de Referencia
referencia
(GenBank®)
1 Bacteria | Acetobacter ghanensis GCF_011516865.1 | Ramirez et al., (2012)
strain 430A

2 Bacteria | Acinetobacter sp.1 BN3 GCF_008632635.1 | Ramirez et al., (2012)

3 Bacteria | Aeromonas hydrophila GCF_017310215.1 | Blaire Steven et al.,

(2022)
4 Bacteria | Aeromonas veronii GCF_008693705.1 | Yadav et al., (2015)
5 Bacteria | Asaia bogorensis GCF_001547995.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
6 Bacteria | Bacillus aerophilus GCF _004101925.1 | Yadav et al., (2015)
7 Bacteria | Bacillus aryabhattai GCF_002688605.1 | Yadav et al., (2015)
8 Bacteria | Bacillus subtilis GCF_000772125.1 | Ramirez et al. (2012)
9 Bacteria | Cedecea neteri GCF_002393445.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
10 | Virus Chikungunya virus GCF_000854045.1 | ICTV (2022)
11 | Bacteria | Chromobacterium GCF_009936155.1 | Ramirez et al., (2012)
haemolyticum
12 | Bacteria | Chryseobacterium sp. GCF_004916905.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
13 Bacteria | Comamonas testosteroni | GCF _016599875.1 | Ramirez et al., (2012)
14 | Bacteria | Delftia sp. GCF_016027815.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
15 | Virus Dengue virus 1 GCF _000862125.1 | ICTV (2022)
16 | Virus Dengue virus 2 GCF _000871845.1 | ICTV (2022)
17 | Virus Dengue virus 3 GCF _000866625.1 | ICTV (2022)
18 | Virus Dengue virus 4 GCF _000865065.1 | ICTV (2022)
19 Bacteria | Elizabethkingia GCF_002023585.1 | Ramirez et al., (2012)
meningoseptica
20 | Bacteria | Enterobacter cloacae GCF_000770155.1 | Yadav et al., (2015)
21 | Bacteria | Enterobacter hormaechei | GCF _014771415.1 | Ramirez et al., (2012)
22 Bacteria | Enterobacter ludwigii GCF_001750725.1 | Ramirez et al., (2012)
strain GTR
23 Bacteria | Enterobacter GCF_014931695.1 | Yadav et al., (2015)

xiangfangensis

24 | Bacteria | Klebsiella michiganensis GCF_015139575.1 | Yadav et al., (2015)

25 | Bacteria | Klebsiella pneumoniae GCF_000364385.3 | Yadav et al., (2015)

26 | Bacteria | Lactococcus lactis GCF_020463755.1 | Ramirez et al., (2012)

27 | Bacteria | Leclercia sp. GCF_001518835.1 | Ramirez et al., (2012)

28 Bacteria | Leucobacter luti GCF_004217175.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)

29 | Bacteria | Lysinibacillus fusiformis GCF_000724775.3 | Yadav et al., (2015)

30 | Bacteria | Micrococcus yunnanensis | GCF_004462905.1 | Yadav et al., (2015)

31 | Bacteria | Paenibacillus sp. GP26- GCF_006274405.1 | Ramirez et al., (2012)

03
32 | Bacteria | Pantoea agglomerans GCF_019048385.1 | Ramirez et al., (2012)
strain AR_PINLBH4
33 | Bacteria | Pantoea dispersa GCF _019890955.1 | Yadav et al., (2015)
34 | Bacteria | Proteus mirabilis GCF _012516515.1 | Ramirez et al., (2012)
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referencia
(GenBank®)
35 | Bacteria | Proteus penneri GCF_001049955.1 | Ramirez et al., (2012)
36 | Bacteria | Pseudomonas monteilii GCF _003671975.1 | Yadav et al., (2015)
37 | Bacteria | Pseudomonas mosselii GCF_002736065.1 | Yadav et al., (2015)
38 | Bacteria | Pseudomonas stutzeri GCF_019704535.1 | Ramirez et al., (2012)
strain 1-1
39 | Bacteria | Pseudoxanthomonas sp. GCF_016820515.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
40 | Bacteria | Roseomonas sp. QQDPS | GCF_014490485.1 | Ramirez et al., (2012)
11
41 | Bacteria | Serratia marcescens GCF_003516165.1 | Blaire Steven et al.,
(2022)
42 | Bacteria | Shinella kummerowiae GCF _009827055.1 | Ramirez et al., (2012)
43 Bacteria | Staphylococcus hominis GCF _003812505.1 | Yadav et al., (2015)
44 | Bacteria | Stenotrophomonas GCF_900475405.1 | Blaire Steven et al.,
maltophilia (2022)
45 Fungus | Talaromyces amestolkiae | GCF_001896365.1 | Angleré-Rodriguez
et al., (2017)
46 | Bacteria | Wolbachia sp GCF _017896245.1 | Audsley et al., (2017)
47 | Virus Yellow fever virus GCF_000857725.1 | ICTV (2022)
48 | Virus Zika virus GCF_000882815.3 | ICTV (2022)
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Tabla 5. Sondas electronicas. Las coordenadas gendmicas de las e-probes son trazables al ensamble de referencia de

Aedes aegypti (nUmero de acceso: GCF_002204515.2) depositado en la base de datos del GenBank®.

ID |Nombre del gen Acrénimo | Sonda electrénica Observaciones
>sequencel start: 564 end: 603 length: 40 Detects NOS transcript
1 | Nitric oxide synthase NOS GCGGTTCGTTGGGTTTGTTGGGTGTGATATTCTGCGGGCA | variants X1 and X2
>sequencel start: 696 end: 736 length: 40 Detects NOS transcript
2 | Nitric oxide synthase NOS TACGAGCGGTGATTGTGGGGCTCGGTTGTTGAATGTGCTC | variants X1 and X2
>sequencel start: 845 end: 884 length: 40 Detects NOS transcript
3 | Nitric oxide synthase NOS CAAGCGGAAGTGCAACACGTCGCACAAACTGATTGCCCAT |variants X1 and X2
>sequencel start: 1162 end: 1202 length: 40 Detects NOS transcript
4 | Nitric oxide synthase NOS GAAGAGGTGTGCTGCAGTGAGTGCACATTGATGTGAATGA |variants X1 and X2
>sequencel start: 3596 end: 3636 length: 40 Detects NOS transcript
5 | Nitric oxide synthase NOS CGACCGACTGGACTCGCTGCGGGGATCTACCACAGACACC |variants X1 and X2
>sequencel start: 3672 end: 3712 length: 40 Detects NOS transcript
6 | Nitric oxide synthase NOS AGGTTCGCAGTGTTTGCTCTGGGGTCGTCTGCGTATCCGA |variants X1 and X2
Detects DUOX transcript
>sequenced start: 13984 end: 14024 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
7 | Dual oxidase DUOX CATACATTTTGCTCAGGGTACCAAGCGATCATGATCTTGT X5 and X6.
Detects DUOX transcript
>sequenced start: 16903 end: 16943 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
8 | Dual oxidase DUOX TGCCGAATTACCAAGCATCGATGTAAGCCGCATGATCAAC | X5 and X6.
Detects DUOX transcript
>sequenced start: 17095 end: 17135 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
9 | Dual oxidase DUOX ATTAACGAAACTTTCAGAAATTCCATACAAAGGCAAATGC X5 and X6.
>sequenced start: 17572 end: 17612 length: 40 Detects DUOX transcript
10 | Dual oxidase DUOX GGGACTGCTTTCAAGTGCGCGATTACGTTTGCTATCCAGT | variants X2 and X4.
>sequencelO start: 48945 end: 48984 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
11 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 CGATTTCATCCCGCGGGACTACCAGCGGACGATGAAGACA |variants X1 and X2.
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ID |Nombre del gen Acrénimo | Sonda electrénica Observaciones
>sequencel0 start: 49156 end: 49195 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
12 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 GAATTCCTGAGTCATAATCTTACCTACGACACATCGATCT variants X1 and X2.
>sequencelO start: 49184 end: 49223 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
13 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 ACACATCGATCTATACCAGTGATCGAAATGTGGATGCTTG variants X1 and X2.
>sequencelO start: 49300 end: 49339 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
14 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 CTGAAGCATGGTTATCTCTCGGTTAAACACATCAACTTGC variants X1 and X2.
>sequencelO start: 49365 end: 49404 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
15 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TGTAGGAGAACATCCTATGCACGGGATTATGGAACAATTT variants X1 and X2.
>sequencelO start: 49454 end: 49494 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
16 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TGTTACTCTATAAACAGATTAAAAGTGTCGCCCTAGTATC variants X1 and X2.
>sequencelO start: 50085 end: 50124 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
17 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 ACGGTTCTCGGCGAAAGTTTTGTACCATTTACTGAAAATT variants X1 and X2.
>sequencelO start: 50892 end: 50931 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
18 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TAACAATTTGAAAGATGTGTATTTCCGTCATTGGAAGGAT variants X1 and X2.
>sequencel0 start: 51209 end: 51249 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
19 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TCAACGTACACATAGAGGAGACTCCCATCGTGCTGCCTAA |variants X1 and X2.
>sequencelO start: 51274 end: 51314 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
20 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 CTACTGAGACAATTCCATGTTACAGTCTTCCGCGACGTGC |variants X1 and X2.
>sequencel0 start: 51490 end: 51530 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
21 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 GCCGATAAGTACCGACACAAGGTCATTTTACCGTGGTACA |variants X1 and X2.
>sequencelO start: 51826 end: 51866 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
22 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TGGTTGAAGGCCACCCTCCTGCCCAGTGCACTTCATCGAT | variants X1 and X2.
>sequencel0 start: 51963 end: 52002 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
23 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TGAGTACAAGGAGCGGAAAGGAAAGCAGTTGGAGGAACTA |variants X1 and X2.
>sequencel0 start: 52872 end: 52911 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
24 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TCCCTCGCCAATGGCAAATTATCTCTCACAGCAGACCATG variants X1 and X2.
>sequencel0 start: 53160 end: 53200 length: 40 Detects Dicer-2 transcript
25 | Endoribonuclease Dicer Dicer-2 TAGAACTTATCTCCTACAAGCACTCACCCATGCGTCATAC variants X1 and X2.
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>sequencel3 start: 62437 end: 62477 length: 40
26 | Protein argonaute-2 AGO2 CCGTGAACGCAGATTCAAGGTGGCTATGAAGGAAGCTGCC
>sequencel3 start: 63677 end: 63716 length: 40
27 | Protein argonaute-2 AGO2 CTTTGCGTTGGGCTGCTCACCCAATGTATCAAGAGCTTCA
>sequencel3 start: 63900 end: 63940 length: 40
28 | Protein argonaute-2 AGO2 GTGTGGTGGGAGTGGCCGCTTCATACGATCTCGAGGGTTT
>sequencel5 start: 65631 end: 65671 length: 40
29 | G2/mitotic-specific cyclin-A Cyclin-A  |CGTATCGGACGGTTCCAAGTGCCAGAGCGAGACGCAAGAC
>sequencel5 start: 66411 end: 66451 length: 40
30 | G2/mitotic-specific cyclin-A Cyclin-A | CGTCCGAAGCCAGCCTACATGAAGAAACAACCGGATATCA
>sequencel5 start: 68051 end: 68090 length: 40
31 | G2/mitotic-specific cyclin-A Cyclin-A | CTTAGAATGGATAGACGTGATTAGGATTAGCTAGAAATGG
>sequencelb6 start: 68964 end: 69004 length: 40
32 | G2/mitotic-specific cyclin-B Cyclin-B | CGGACTCTCCCGACACCCATTCCCACAAATTAATTGAGGA
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 70580 end: 70620 length: 40 transcript variants X1, X2
33 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | CCAGACAGTAGTTCCGGGGTTAGGCGTTTGGTGGAAACGG |and X3.
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 70988 end: 71028 length: 40 transcript variants X1, X2
34 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | ATTGCTACTCCACGACGGCGGATTTCGAGCTCTACCCGCT | and X3.
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 71662 end: 71702 length: 40 transcript variants X1, X2
35 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | CTGAGTGAGCTCCAGTGGAGTATCAATCCGGTGACGGTGA |and X3.
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 72048 end: 72087 length: 40 transcript variants X1, X2
36 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | GATTTGCGACGAGAATGAAGTTTCTCCGCTCGCGCTACTC |and X3.
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 72686 end: 72726 length: 40 transcript variants X1, X2
37 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | AACTCGTACGTTGAATTTTCCCTAACAATCCTGATCCAAA and X3.
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Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 72717 end: 72757 length: 40 transcript variants X1, X2
38 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | TGATCCAAATTAATACTTAACTACCCATCAAATTCCCATT and X3.
Detects Cyclin-E
>sequencel? start: 73090 end: 73130 length: 40 transcript variants X1, X2
39 | G1/S-specific cyclin-E Cyclin-E | ATCCTTGTAGTAGATTCGAACGTTATTGAAAGAGAATAAA and X3.
>sequence20 start: 80716 end: 80755 length: 40
40 | Proliferating cell nuclear antigen | PCNA TGAAATGAAGCTGATGAATCTAGACCAAGAACACCTCGGA
>sequence20 start: 80803 end: 80843 length: 40
41 | Proliferating cell nuclear antigen | PCNA ATTTGCGCGTATTTGCCGCGATTTGTCCCAATTTGGCGAA
>sequence?2l start: 82473 end: 82512 length: 40 Detects Delta transcript
42 | Neurogenic locus protein delta | Delta TCGGAACAGATTGCGAGACCCGAATCAGCGACTGTGCGGC |variants X1 and X2.
>sequence?2l start: 82805 end: 82845 length: 40 Detects Delta transcript
43 | Neurogenic locus protein delta | Delta CCCAGCGGATATAGCGGTACTCGATGTGAAGTGAATATCG |variants X1 and X2.
>sequence?l start: 83357 end: 83396 length: 40 Detects Delta transcript
44 | Neurogenic locus protein delta | Delta ATCTGTATGAAACGCAAACGCCGACGTGAGCAGGAGAAAG |variants X1 and X2.
>sequence?l start: 84967 end: 85006 length: 40 Detects Delta transcript
45 | Neurogenic locus protein delta | Delta GAAGGGCATGTTATCATCCTAGAATAGAAACAACTTGAAG variants X1 and X2.
>sequence?l start: 85168 end: 85208 length: 40 Detects Delta transcript
46 | Neurogenic locus protein delta | Delta AGCTTATGCTAACTGCAAATTGTCAAATGACAATCGCACT variants X1 and X2.
>sequence?2l start: 85390 end: 85430 length: 40 Detects Delta transcript
47 | Neurogenic locus protein delta | Delta TTTCCAGGACACATTTCTATCACTAGCCAGGTAACAACAA variants X1 and X2.
>sequence?l start: 85467 end: 85506 length: 40 Detects Delta transcript
48 | Neurogenic locus protein delta | Delta TATCAGCACTTTAACCCGATATATGGCATAATGGCTACCT variants X1 and X2.
>sequence?1 start: 85747 end: 85787 length: 40 Detects Delta transcript
49 | Neurogenic locus protein delta | Delta CCCTCACATGACAAGCGATAATGATACTTATTGTAAGCTA variants X1 and X2.
>sequence?2? start: 86288 end: 86328 length: 40 Detects Delta transcript
50 | Neurogenic locus protein delta | Delta CAACGCCAACTGAACAGAGTGTTTAACATATTGGTGTTCT variant X2.
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>sequence?2? start: 86318 end: 86357 length: 40 Detects Delta transcript
51 | Neurogenic locus protein delta | Delta TTGGTGTTCTGTTGACACACAGTGCTCTATGAAGAGTGGG | variant X2.
>sequence23 start: 91945 end: 91984 length: 40
52 | Neurogenic locus Notch protein | Notch CTTGGCGAAGTATTTGCGTGAAGTAAGCAGTGAATAGTGA
>sequence23 start: 92370 end: 92410 length: 40
53 | Neurogenic locus Notch protein | Notch AAAACTAGCAGCCAGAGTTCTCGAGACAACCTTTAGCTGA
>sequence23 start: 92402 end: 92441 length: 40
54 | Neurogenic locus Notch protein | Notch TTAGCTGAACTGAATCTGGAACTATGTGGTCGTCAACAAC
>sequence23 start: 95761 end: 95801 length: 40
55 | Neurogenic locus Notch protein | Notch GCTCCCGGATGGACCGGTAAGCTCTGTGACGTGGAAATGG
>sequence23 start: 96132 end: 96172 length: 40
56 | Neurogenic locus Notch protein | Notch ACCGGGAACGCTCGGAGTGCTATGCGAGATCAACACGGAC
>sequence23 start: 96740 end: 96780 length: 40
57 | Neurogenic locus Notch protein | Notch AGTATGATACGACGTACAAGGGATGGTTCGAGAGCGACAT
>sequence23 start: 97242 end: 97281 length: 40
58 | Neurogenic locus Notch protein | Notch GACGTTCAAGAAGAATTCCGTTCAATTCCTGCGTGACCTG
>sequence23 start: 97486 end: 97525 length: 40
59 | Neurogenic locus Notch protein | Notch GGTGCAGAGTGCTTCGGAACGGCTAGCGAGGCTGCCGAGT
>sequence23 start: 97547 end: 97587 length: 40
60 | Neurogenic locus Notch protein | Notch AGCATTCCCTCTCGAAACAGTTCCCAATTTACCAAGTCAA
>sequence23 start: 98275 end: 98315 length: 40
61 | Neurogenic locus Notch protein | Notch CGTTACGCTCGTGCGGACGCTGCTAAGAGGTTGTTGGACG
>sequence24 start: 100553 end: 100593 length: 40
62 | Frizzled-4 GPRFZ4 | CGAGAGAACGCTGCTGCCGTGAGAGGGCGGAATATCTCAA
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 104688 end: 104728 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
63 | Target of rapamycin TOR TTATTAGTGATTGTATGTGTTAAATTGCGATCATGTCGAC X5 and X6.
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Detects TOR transcript
>sequence?25 start; 105055 end: 105095 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
64 | Target of rapamycin TOR GGTGCTCGTCAAGTTAGCCCTGCTACCCGGCTCCAAGGGC | X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start; 105872 end: 105912 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
65 | Target of rapamycin TOR ACTGTCGTCAACTATCTTATCCTAACGATTAAGAGCAAAG X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 106908 end: 106948 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
66 | Target of rapamycin TOR GGTTGATATCTTCCTATATGCGTCCGATCTTGTCGATCTT X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 108426 end: 108466 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
67 | Target of rapamycin TOR GGCTCGAGTGGCTCCGTCGGCTCAGCATTGGTCTTCTGAA | X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 109681 end: 109721 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
68 | Target of rapamycin TOR CTTTGCCTACGCGAAACATCTGTGGGCAGCTGGCGAGCAA | X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 110207 end: 110247 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
69 | Target of rapamycin TOR ATCAACACATGGCTTCAGGTCATCCCTCAGTTGATCGCCC | X5 and X6.
Detects TOR transcript
>sequence?25 start: 110578 end: 110617 length: 40 variants X1, X2, X3, X4,
70 | Target of rapamycin TOR CCAAATGCTTCAGAGGGGACCTCAAACCTTGAAGGAGACC | X5 and X6.
>sequencel start: 48 end: 88 length: 40
71 | 40S ribosomal protein S6 Rps6 TTGACTGGCGGCCGCTTAAGCTAGTACTACCATCGGCGCA
>sequence4 start: 4086 end: 4125 length: 40
72 | 60S ribosomal protein L8 RPL8 GAATTAACACGCGGGGTGACGAAAGTAGGAACGAGCGAAG
>sequenceb5 start: 4214 end: 4253 length: 40 Detects Aedes albopictus
73 | 60S ribosomal protein L32 RPL32 TCTTGCTGTCTGTCAAACTGACAGCTCGCGAGCTGTCATC | with 90 % of identity
>sequence5 start: 4345 end: 4385 length: 40
74 | 60S ribosomal protein L32 RPL32 ATGGTCCCGCGTCCAGCTTATAAGCCCAAGATCGTCAAGA
>sequenceb start: 4729 end: 4768 length: 40
75 | 60S ribosomal protein L32 RPL32 TGCTCGCTGGAGAACGAGTAAGCTCCCAGGAGTTTATTTT
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>sequence6 start: 5038 end: 5077 length: 40
76 | Actin-5C Actin CAGGACTCAGAACCGTAAAGCTCACCGATATCAACATGTG
>sequence8 start: 10097 end: 10137 length: 40 Only detects transcript
77 | Elongation factor 1-alpha eEFla GTGTGGTGCTAGATAGCAAACCGGAGAGTGAAGTGTGAAA |variant X1
>sequence8 start: 10152 end: 10192 length: 40 Only detects transcript
78 | Elongation factor 1-alpha eEFla TGGCTAGGACTGGAAACCGACCGAATTGTATTCTCAATAA variant X1
>sequence8 start: 12515 end: 12555 length: 40 Detects eEFla transcript
79 | Elongation factor 1-alpha eEFla TAAGTCTCACTTTACTATGTTTAGGCGTATTAGTTCTATG variants X1, X2, X3, X4
>sequence8 start: 12645 end: 12684 length: 40 Detects eEFla transcript
80 | Elongation factor 1-alpha eEFla ATAAAGAGTGATCCATCACACGGAGAGACGGACAAGGAAA |variants X1, X2, X3, X4
Glyceraldehyde 3-phosphate >sequencel?2 start: 23601 end: 23641 length: 40
81 | dehydrogenase 1 GAPDH TACCTGTTGTGTATTGTCAAGACATTGATAACGAAGTAAA
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