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1. Introduccion

La homologia es la base de la biologia comparada, y el reconocimiento de conjuntos
de genes o proteinas homdélogos, incluida la anotacion del genoma, la inferencia
filogenética y los estudios de la estructura de las proteinas (13).

La clasificacién de familias de genes, es decir, la agrupacion de genes o proteinas en
familias a menudo proporciona informacién importante sobre la evolucién y la funcién
de los genes. Ademas, es un primer paso critico en muchas areas de la biologia
comparativa y la bioinformatica (4).

Por lo tanto, la clasificacién automatizada de familias de genes es muy deseable, en
los ultimos 20 anos se han desarrollado muchos métodos basados en secuencias para
la clasificacién automatizada de familias de genes (15). Estos métodos se pueden
dividir en tres categorias principales: La primera categoria usa arboles filogenéticos
para inferir familias de genes. La segunda categoria agrupa genes segun similitudes
con firmas de secuencias conocidas como motivos o dominios y la tercera categoria,
se basa en comparaciones por pares de secuencias de proteinas de longitud completa
y, por lo general, implican el uso de técnicas de agrupamiento (17).

2. Marco Teorico

Las estadisticas basadas en kmers se han convertido en una parte fundamental de
las comparaciones de secuencias basadas en genes y del genoma completo sin
alineamiento, primero cuentan la frecuencia de Kmers y luego correlacionan

estos vectores de frecuencia de Kmers (o sus transformaciones) para evaluar la
similitud u homologia entre dos secuencias bioldgicas (14).

Los Kmers son subsecuencias cortas de longitud k contenido dentro de una secuencia
de ADN (AGTC) o proteinas. Principalmente se utilizan en el contexto de la genémica
y el analisis de secuencias. Sin embargo, también tienen otras aplicaciones como por
ejemplo en: metagendmica, biotecnologia y genética.

Metagendémica

La variacién de frecuencia y espectro de Kmers se usan en metagendémica para el
andlisis y el agrupamiento de las lecturas de secuenciacién en cada organismo, las
cuales posteriormente se ensamblaran, asi mismo, los Kmers se emplean en la
recuperacién de marcos de lectura a partir de lecturas sin procesar, estimacion de la
abundancia de especies en muestras metagenémicas, determinacion de qué especies
estan presentes en las muestras y la identificacion de biomarcadores presentes en las
enfermedades (8).

Biotecnologia



Los Kmers en las secuencias de ADN se han utilizado en aplicaciones biotecnolégicas
para controlar la eficiencia de la traduccidén. Especificamente, para regular el aumento
y la disminucién de produccion de proteinas (23). Con respecto al aumento de la
produccion de proteinas, se ha utilizado la reduccion de la frecuencia de dinucledtidos
para producir tasas mas altas de sintesis de proteinas. Ademas, el sesgo de uso de
codones se ha modificado para crear secuencias sindbnimas con mayores tasas de
expresion de proteinas. La aplicacibn mas estudiada de Kmers para disminuir la
eficiencia de traduccion es la manipulacion de pares de codones para atenuar virus
con el fin de crear vacunas (1).

Genética

En genética los Kmers son utilizados para la: cuantificacion de isoformas de ARN a

partir de datos de RNA-seq, clasificacién del haplogrupo mitocondrial humano,

deteccion de sitios de recombinacion en genomas, estimacion del tamano del genoma

utilizando la frecuencia de Kmers, deteccién de novo de secuencias repetidas como

elementos transponibles (21).

Debido a que el numero de Kmers crece exponencialmente para valores de K,

contar Kmers para valores grandes de k(normalmente>10) es una tarea

computacionalmente dificil. Para solucionar este problema se han desarrollado

diversas herramientas:

« Jellyfish utiliza una tabla hash multiproceso sin bloqueos para el conteo de Kmers
en los lenguajes de programacion Python, Ruby y Perl (19).

« KMC es una herramienta para el conteo de Kmers que utiliza una arquitectura
multidisco para una velocidad optimizada (7).

e Gerbil utiliza un enfoque de tabla hash pero con soporte adicional para la
aceleracion de GPU (10).

« K-mer Analysis Toolkit (KAT) utiliza una versibn modificada de Jellyfish para
analizar los recuentos de Kmers (18).

2.1 Uso de Python y Jupyter Notebook en el contexto bioldgico

La informatica ha revolucionado las ciencias biolégicas en las ultimas décadas, de
modo que las investigaciones en biologia molecular, bioquimica y otras biociencias
utilizan programas informaticos. Uno de ellos es Python el cual se ha convertido en un
lenguaje de programacion popular en las biociencias, por su semantica sencilla y su
sintaxis limpia lo convierten en un lenguaje de facil acceso, es expresivo y se adapta
a la programacién orientada a objetos, paradigmas modernos; y las bibliotecas
disponibles y los conjuntos de herramientas de terceros los cuales amplian la
funcionalidad del lenguaje central a practicamente todos los dominios biolégicos
(andlisis de secuencias y estructuras, filogenémica, sistemas de gestion de flujo de
trabajo, etc.). Por otro lado, Jupyter es una herramienta web de cddigo abierto, que los
investigadores usan para combinar cédigos de software, salida computacional, texto
enriquecido y recursos multimedia, lo cual hace mas facil la interpretacion de varios
elementos en un solo documento (20). Los avances computacionales que mas se han
llevado a cabo han sido en hardware, software y algoritmos (9).



3. Justificacion

Una familia de genes hace referencia a un grupo de genes homologos funcional y
estructuralmente relacionados (6). En otras palabras, estos genes que codifican para
proteinas comparten similitud de secuencia, unidades funcionales e incluso comparten
patrones de interaccion (11). Ademas, se ha propuesto que estos grupos de genes se
forman a partir de la duplicacién de un gen original (3).

La clasificacion de estos genes o proteinas en familias ha permitido comprender mejor
su importancia bioldgica, y esto se debe en gran medida a la informacién sobre su
actividad, estructura, funcion y papel metabdlico (24). El estudio individual de genes
que pertenecen a una familia puede resultar complejo ya que presentan regiones
conservadas, sin embargo, la identificacion de regiones cortas Unicas dentro de estos
genes puede resolver este problema. El uso de oligonucleétidos juega un papel
fundamental en el estudio y caracterizacion de genes en general. Los oligonucleétidos,
también conocidos como primers, cebadores o iniciadores, son secuencias cortas de
ADN de cadena simple (disefados artificialmente) que se utilizan en la reaccién en
cadena de la polimerasa ("Polymerase Chain Reaction: PCR"). El uso de estas
moléculas sintéticas ofrece varias ventajas incluyendo la identificacién de varios genes
ala vez usando secuencias degeneradas o identificacion de genes individuales usando
secuencias altamente especificas. Estas secuencias permiten identificar genes y/o
regiones de interés dentro de todo un genoma en una amplia variedad de organismos.
Aunque el uso de los oligonucle6tidos se encuentra ampliamente extendido, su disefio
es una tarea tediosa, sobre todo cuando se intenta identificar un gen que pertenece a
una familia de genes homdélogos. El disefio y uso de oligonucleétidos degenerados es
un enfoque desarrollado para identificar varios genes a la vez o genes homélogos (16),
sin embargo, si se trata de identificar genes individuales a partir de una familia de
genes esta no es la mejor opcidn. Por lo tanto, a pesar de las tecnologias disponibles
para identificar genes a gran escala (por ejemplo, la secuenciacién masiva) muchos
laboratorios prefieren realizar estudios individuales de genes haciendo necesario el
disefio y uso de oligonucleotidos. Por esta razdn es necesario el desarrollo de
algoritmos bioinformaticos que faciliten el disefio de oligonucleétidos para identificar y
caracterizar genes individuales a partir de una familia de genes homélogos.



4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Desarrollar un algoritmo bioinformatico para identificar regiones unicas en familias de
genes homologos para su aplicacion en biomedicina y biotecnologia.

4.2 Objetivos especificos

1.
2.

o o

Adquirir conocimientos basicos y avanzados del lenguaje de programacién Python.
Desarrollar un algoritmo en lenguaje Python para identificar regiones de ADN en
secuencias fasta.

Determinar secuencias Unicas dentro de genes homélogos usando la familia del
complejo Velvet de Aspergillius nidulans.

Identificar genes de la familia Egh16 en hongos de los 6rdenes hipocreales y
eurotiales.

Validar la funcionalidad del algoritmo con la familia de genes Egh16.

Disenar un par de oligonucleétidos a partir de las regiones Unicas identificadas y
validar su especificidad en la familia de genes Egh16.



5. Materiales y métodos
5.1 Microorganismo

Beauveria bassiana cepa CHE-CNRCB 546 proporcionada por SENASICA.

5.2 Medios de cultivo

« PDA: Extracto de papa 4 g, Dextrosa 20 g, Agar 15 g.
« SDAY: Dextrosa 40 g, Peptona 10 g, Extracto de levadura 10 g, Agar 15 g.

5.3 Cultivo Monospérico

1. Siembra.
Sembrar el hongo aislado en medio SDAY.
Incubar a 28°C durante 7 dias (hasta alcanzar una esporulacion éptima).

2. Preparar una solucion de Tween 80 al 0.1%.
Esta solucion se puede mantener en stock en refrigeracién (4 °C).
Esterilizar la solucion en la autoclave a 15 libras de presién durante 15 minutos.

3. Conteo de esporas.

En un tubo de 50 ml agregar 5 mL de la solucién de Tween al 0.1%.

Colocar una pequena porcion del hongo y agitar ligeramente para que se separen
todas las esporas. Agitar en un vortex por espacio de 15 segundos. Cargar 100 pl de
la suspensidon de esporas en una camara de Neubauer y contar el nimero con la ayuda
de un microscopio éptico.

Si la suspension de esporas esta concentrada hacer una dilucion (100 pl de la
suspension anterior y agregar 900 ul de agua destilada).

Hacer las diluciones que sean necesarias para tener una suspension a una
concentracion de 50 a 100 esporas por mililitro.

Esporas Esporas
—— x25x100x FD = —
Cuadro mL

Donde Esporas/Cuadro corresponde al promedio de conidios contadas en cinco
cuadros; 25 corresponde al total de cuadros centrales (equivalente a 0.1 mm3); 1000
corresponde a una equivalencia (1000 uL/mL); FD corresponde al factor de dilucién de
la muestra.

4. Siembra de esporas.

Sembrar 100 pl de la concentracién deseada en una placa con medio PDA y distribuirla
sobre la superficie de la placa dentro de la camara de flujo laminar.

Realizar la siembra por cuadruplicado e incubar a 28°C durante 7 dias.

Monitorear el cultivo a partir de las 24 h de incubacion con el objetivo de 10x de un
microscopio éptico.



5. Seleccidén de colonia

Cortar con una hoja de bisturi estéril una colonia en formacion (2 mm?2 aprox.) y
transferirla a otra placa con PDA (la idea es que la colonia seleccionada provenga de
una sola espora).

Todo lo anterior se debe realizar en una campana de flujo laminar, en condiciones de
esterilidad.

5.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica se utiliz6 para amplificar una regién del gen BBA_03121 con las
condiciones que se mencionan en la tabla 1.

La PCR se basa en una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de veces
una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos. Requiere de elementos
especificos como el templado o molde (ADN o ADNc), una enzima, oligonucleétidos o
primers, desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTP’s) y una ADN polimerasa
termoestable (22). La reaccion de sintesis de ADN se consigue mediante tres pasos
de repeticidon (Fig. 1): 1) desnaturalizacion del molde en cadenas sencillas a altas
temperaturas (94°C); 2) hibridacién (50°C) de los cebadores con cada hebra original
para la sintesis de una nueva hebra; y 3) extension (72°C) de las nuevas hebras de
ADN de los cebadores (5).

94 °C 94 °C 94 °C 94 °C

=

=3

© 72°C 72°C 72°C

@

Q.

5 50 °C 50 °C 50 oC

Single Cycle

Fig. 1. Técnica de PCR. Condiciones utilizadas para la amplificacion del gen
BBA 03121 de la subfamilia de la familia Egh16 mediante mudltiples ciclos de
polimerizacion.

Tabla 1. Condiciones de PCR para la amplificaciéon de una region del gen BBA 03121.

Componente 50-ul rxn | Concentracion final
10x PCR Buffer - Mg 5yl 1x
50 mM MgCi2 1.5 pl 1.5 mM
10 mM dNTP Mix 2yl 0.2 mM
10 yM Forward primer | 2.5 pl 0.5 uM
10 yM Reverse primer | 2.5 ul 0.5 uM
Templado DNA 1 ul 1-500 ng
Taq DNA polimerasa 1 ul 1.0-25U/rxn *
(5.U/
Agua estéril 34.5 pl -

*Utilizar hasta 2.5 U para objetivos mas largos



5.4.1 Diseno de oligonucleétidos

Para la identificacion del gen BBA_03121 perteneciente a la subfamilia de la familia
Egh16, se diseiié un par de oligonucleétidos con las siguientes especificaciones:
longitud 20 - 21, temperatura de fusion (Tm 54 + 1 °C), porcentaje de GC menor a 60
%, tamano del amplicén (300 - 500 pb) y estabilidad del extremo 3’ esto con el fin de
evitar hairpins y otras estructuras secundarias como homodimeros y heterodimeros, y
asi obtener una buena amplificacion del fragmento deseado.

El par de primers disefados fueron Bb_ RT1F (CATGGTATACCGCCAGATCAA) de 21
nucleétidos y Bb_RT1R (CAATCTCCATGCGCTTCTTG) de 20 nucledtidos.

5.5 Purificacion de ADN
5.5.1 Extraccion de ADN gendémico a partir de B. bassiana

1. El micelio se molié en un mortero utilizando N2 liquido y se hicieron alicuotas de
0.5 ml del volumen del tubo eppendorf previamente enfriados con N2 liquido.

2. A cada tubo, se le adicionaron 800 ul de BE*, se incub6 a 68°C durante 30 min.
3. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 min.

4. Al sobrenadante se le agregd 100 pl de acetato de sodio 3 M pH 5.2, se mezclo y
se coloco en hielo durante 1 hora (puede ser solo 10 minutos).

5. Se centrifugé 5 min a 14,000 rpm del sobrenadante se tomaron 700 ul y se le
adicionaron 700 ul de isopropanol se deja asi toda la noche.

6. Se centrifugd 5 min a 14,000 rpm, se deseché el sobrenadante y se obtiene una
pastilla.

7. Se dejo secar el pellet y posteriormente el ADN se resuspendié en 50 pl de agua
esteril.

5.5.2 Purificacion de ADNg usando columnas de silice

1. Se inicié con 3 muestras 1,2,3, el primer paso fue juntar las muestras 1 y 2 en un
solo tubo para incrementar el volumen de muestra dejando la muestra 3 como muestra
patrén.

2. Posteriormente se anadieron al tubo 3ul de RNAsa y se mantuvo a temperatura
ambiente durante 30 min.

3. Seagregaron 100 ul de tampon B3, y la muestra fue sometida a vortex brevemente
de 15 a 30 seg.

(Si se observan particulas insolubles, centrifugar durante 5 min a alta velocidad
aproximadamente a 11.000 rpm) y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de
microcentrifuga.

4. Se agregaron 210 pl de etanol (96-100 %) a la muestra y se dio vértice
vigorosamente durante aproximadamente 1 min.

5. Parala muestra, se utilizdé un NucleoSpin® Tissue Columna acoplado a un tubo de
recoleccion.

6. Se descargo la muestra del paso anterior a la columna teniendo cuidado de
asegurarse de cargar todo el precipitado en la columna.

7. Centrifugar durante 1 min a 10.000 rpm y desechar el exceso de alcohol
conservando la columna de silice para el siguiente paso.



8. Acoplar a la columna un nuevo tubo de recoleccion (incluido) con paso de flujo.
(Si la muestra no se extrae completamente a través de la matriz, repita el paso de
centrifugacion a 10.000 rpm)
9. Se agregaron 500 pl de tampdén BW y se procedié a centrifugar durante 1 min a
10,000 rpm se deseche el flujo continuo y coloque la columna de vuelta al tubo de
recoleccion.
10. Se agregaron 600 pl de tampdn B5 a la columna y se procedi6 a centrifugar durante
1 min a 10.000 rpm se deseché el flujo continuo, se colocé la columna de regreso al
tubo de recoleccidn.
11. Centrifugar la columna durante 1 min a 10,000 rpm, dejar secar a temperatura
ambiente durante 2 minutos para eliminar el alcohol residual.
12. Eluir con 30 pl de agua estéril primero con 15 pl y luego con otros 15 pl.
13. Finalmente revelar con gel de electroforesis.

*BE: Buffer de extraccién: EDTA 50 mM y SDS 0.2%.

5.5.3 Secuencias (genomas y proteomas)

Los archivos con la etiqueta “translated” hacen referencia a secuencias de
aminoacidos, mientras que los de la etiqueta “rna_from_genomic’ hacen referencia a
secuencias de nucledtidos. Estas secuencias fueron descargadas a partir del portal
Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI).

GCA 010099065.1_ASM1009906v1_translated cds
GCA _002871155.1_ASM287115v1_translated_cds

GCA 001682635.1_ASM168263v1_translated cds

GCA _000770705.1_BBA1.0_translated_cds

GCA _000280675.1_ASM28067v1_translated cds
GCA_010099065.1_ASM1009906v1_rna_from_genomic
GCA _002871155.1_ASM287115v1_rna_from_genomic
GCA_001682635.1_ASM168263v1_rna_from_genomic
GCA _000770705.1_BBA1.0_rna_from_genomic
GCA_000280675.1_ASM28067v1_rna_from_genomic

5.5.4 Bases de datos

NCBI: esta base de datos, entre otras cosas almacena secuencias de miles de
organismos, y los formatos comunes son genbank y fasta.

UniProtKB: es un repositorio universas gratuito de secuencias e informacion de
proteinas.



5.5.5 Programas

Python versién 3.6.7
Jupyter version 6.4.6
Blastp version 2.8.1+
Clustalo versién 1.2.4

6. Resultados y discusion

Para este trabajo se usaron los genes de la familia Egh16 de 5 cepas de B. bassiana
secuenciadas y depositadas en la base de datos NCBI. Los miembros de la familia
Egh16/Egh16H estan implicados en la formacidén de apresorios y en la patogenicidad
de los hongos filamentosos fitopatdgenos y entomopatdgenos, principalmente (2).
Egh16H tiene una alta homologia con las secuencias de Magnaporthe grisea y otros
hongos patdgenos de plantas, asi como secuencias tanto del patégeno de insectos
Metarhizium anisopliae como del patégeno humano Aspergillus fumigatus. No se
encontraron homélogos cercanos de Egh16H en los hongos no patégenos Neurospora
crassay Aspergillus nidulans (12).

6.1 Descarga de secuencias, procesamiento, y obtencion de subfamilias

Se descargaron 5 genomas y 5 proteomas en formatos FNA y FAA, respectivamente,
estas se obtuvieron de la base de datos NCBI. Las secuencias de proteomas se
convirtieron a base de datos BLAST con la aplicacién makeblastdb v2.8.1+. Para las
secuencias de genomas se extrajeron los nucleétidos (de forma iterada utilizando los
leguajes de programacién Jupyter v6.4.6 y Python v3.6.7) dejando Unicamente el
Locus_tag y la secuencia de nucleétidos en formato fasta.

6.2 Arbol filogenético

En este trabajo se estudio una subfamilia de la familia Egh16 en B.bassiana. Se realiz
un blastp, y después de procesar la informacion se obtuvieron 13 secuencias
pertenecientes a la familia Egh16. Posteriormente se llevé a cabo un alineamiento de
secuencias con las 13 secuencias. A partir de estas 13 secuencias de nucleoétidos
recabadas de 5 cepas de B. bassiana se obtuvo el arbol filogenético de la (Fig. 3.A),
la subfamilia que se encuentra en la figura 3B (recuadro azul) es con la que se
realizaron los estudios del presente trabajo. Con este arbol filogenético se agruparon
las subfamilias de la familia Egh16.
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00/ BBA 03121 00| BBA 03121
o1 | CRV24 010419 o1 | CRV24 010419
o || BBAD15 97559 | [|BBAD15 g7559
BB8028 0007903000 BB8028 0007903000
BM221 006564 V\’ BM221 006564
o7/ BBA 09174 o7/ BBA 09174
CRV24 000032 CRV24 000032
100 |- BM221 001399 100 |- BM221 001399
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BBA 01658 BBA 01658
100 |- BBAD15 g6264 100 |- BBAD15 g6264
60 L BBB028 0002905540 60 L BBB028 0002905540

—_— —
010 010

Fig. 3. Agrupacion de genes. A) Arbol filogenético mostrando las subfamilias a partir
de la familia Egh16. B) Arbol filogenético mostrando la subfamilia estudiada en este
proyecto (Recuadro azul).

6.3 Desarrollo del Algoritmo Bioinformatico

Para la identificacion de Kmers compartidos se hizo un andlisis seleccionando una
longitud de 21 nucleétidos, para enumerar e identificar posiciones de inicio y término,
este proceso se iter6 con cada una de las secuencias de nucleotidos. Los Kmers
obtenidos fueron generados a partir de los grupos identificados en el arbol filogenético.
Después de haber realizado el analisis filogenético, el algoritmo toma como input los
grupos de genes, que se obtuvieron de dicho analisis.
El algoritmo consta de 4 partes:

1. La identificacién de oligos forward.
En donde se utilizaron los parametros descritos en el apartado 5.4.1 de no cumplir con
ellos los oligos se descartan.

2. ldentificacidén de oligos reverse.
Se obtuvieron con los parametros descritos en el apartado 5.4.1 y con los oligos
forward obtenidos anteriores a este paso.

3. Formacion de estructuras secundarias
Con las posibles predicciones de los oligos forward y reverse, se buscd si en las ultimas
7 bases complementarias se formaban estructuras secundarias (Hairpin,
homodimeros y heterodimeros) que puedan afectar la PCR. Lo anterior dicho se ilustra
en la (Fig. 2).

4. Prediccién de los mejores pares de oligos compatibles.
Se eligié el par de oligos que no formaran estructuras secundarias, esto con el fin de
tener una amplificacién adecuada.
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Descarga de 10 secuencias

DB & 1
Construccion de - ‘J
Base de datos BLAST 2

5 proteomas

I 3

Familia Egh16 Edicion de headers

| -h
O T T )
R T T R
BlaStp T L L L L]

Similaridad de secuencias Comparacion de

(Pident, % Identidad) Homologos

=— - Formaciéon de
Disefio de Primers Estructuras
secundarias
Bb RT1Fﬂ»hhmmM'htnhhmhb —

— 5
Bb RT1 RﬂithH\hhihhh\hhb“hh 3

(" TITTTITTTTITTIMS’

Fig 2. Estrategia del Analisis Bioinformatico. A partir de secuencias se crea una base
de datos (DB), con la cual se busca encontrar una similitud con el grupo de secuencias
de la familia Egh16, posteriormente se hace una comparaciéon de genes homologos,
formacién de estructuras secundarias y una prediccion de los posibles oligos.
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6.4 Identificacion in silico de oligos

La identificacion y disefio de los oligos se realizaron usando los parametros descritos
en el apartado 5.4.1. Posterior a su disefio se hizo una validacion de secuencias
usando el programa Blastn contra los 5 genomas de B. bassiana (Taxld:176275).
Después de realizar el Blastn se encontrd que los oligos alinean en el gen BBA_03121
y a sus homologos en otras cepas. En la (Fig. 4) se puede observar los posibles oligos
a utilizar para la ampliacion de una regién del gen BBA_03121 y posibles homdlogos
en cepas de B. bassiana.

BBA 03121

TCACCATERTEANGEGTEAL CCAMGAGCTTGLTAMGETS 454 1)
TELAMCAGAACCLTCTTG CTTGATCTGOECETATACEA 4633
CATECANCICAACCLTCTTE TCATETESCOCTATACCATE (4811
TECCARCACAACCCTCTTG TCOTICATCTOGURETATAC (1631
CACATGLAACAGAALCETCT CETTGATETEGCCATATALE 1485)
GETATACCGCCAGATCAACE

TCAMCE
TCARC
TL8ar

(B_RT1F| CATEST
TaTAC

0 200 A0t 600 00

Gen {pb)
Fig. 4. Prediccion de oligos. Los oligos que se muestran en esta figura estdn ordenados
en el sentido 5' a 3', el nombre del gen mostrado (BBA _03121) se usé como molde
para la prediccion del par de oligos, entre paréntesis se muestran los tamanos de los
amplicones generados y en color azul se indican los nombres de los oligos (Bb_RT1F
y Bb_RT1R) utilizados en este trabajo para la identificacién de una de las subfamilias
de la familia de genes Egh16 en la cepa de B. bassiana CHE-CNRCB 546, la cual no
se encuentra secuenciada.

6.5 Validacion por PCR

La amplificacion de la region del gen BBA_03121 se realiz6 con las especificaciones
descritas en la tabla 1. Con este ensayo se pudo observar que hubo una amplificacion
eficiente usando la concentracion 1.5 mM de MgCI2 descrita (Fig. 5), ya que se
observan bandas especificas.

vy 4

Oligos

Bb_RT1F
Bb_RT1R

400 pb

5 uL de muestra
1 % agarosa

Fig.5 Analisis electroforético de la PCR. Se utilizaron 5 pyl de muestra en cada carril,
las flechas que se encuentran arriba, corresponden a los amplicones obtenidos a partir
de los oligos Bb_RT1F y Bb_RT1R, el gel de agarosa que se utilizé fue al 1 %.
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6.6 Secuenciacion de ADN

Un segmento del gen homaologo de BBA 03121 identificado en la cepa de B. bassiana
CHE-CNRCB 546 fue secuenciado para corroborar la similaridad entre las secuencias.
La secuenciacion del ADN se realiz6 por la empresa Macrogen (South Korea) y se
utilizaron los oligonucleétidos (Bb_RT1F y Bb_RT1R). En la (Fig. 6) se muestra el
electroferograma mostrando una buena resolucion de las bases identificadas en la
cepa de B. bassiana CHE-CNRCB 546 son similares.

&4_macrogen
File: Eghl6_BF.abl Run Ended: 2022/6/18 12:59:47 Signal G:3190 A:2909 C:7740 T:3172 k’)
Sample: Eghl6_BF Lane: 22 Base spacing: 14.991412 335 bases in 27589 scans Page I of 2
0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CAGGAG € CATG AC ATG LGGOMT G GTCGACGGCACCTCG GG CGGCACCG ACAACAGCG CTTTCC GGCCGAGGTCACCCAGG ACGTCCCCGG TCTCGGCATCG GEGGCCTCTCACTC
4 AR A
— - | Ay AN / \ / \ VY Jy

130 140 150 160 17 180 190 200 210 221 230 240
GCCACCAACACTGACTTCCCTCTGAAGGTTCAGATGCCCGCCGGCATGACCTGCGAGGGCACCG TCGGCGGCGTCAAGAACGT CTGCATCGTCCGCGTCCGCAACAGCGCCGCTGCAGGCCCCT

ARAAAAAAARAN A

v A AWA' Al Y YW W WYWYVYWWWY s [ ' \ / a! v
250 270 280 290 00 310 320 330

TTGGCGGCTCCGCTGCCTTTACCC, CGCCACAGCCCGT GCGCGCCATCGCC CCGCCTC GAAGCE . TGGGAGATTGAG
N A A VA AAMA AN WAV AN MR A A A A

VUV YYYVVYVVY VYV IVV VY VYW VYV VWV VW VY VWYV YV VY WYYV VYV WAV iy T VY

Fig.6. Electroferograma mostrando la secuencia de un gen homélogo de BBA 03121
identificado en la cepa CHE-CNRCB 546 de B.bassiana.
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7. Conclusiones

Los conocimientos adquiridos del lenguaje de programacién Python permitieron
desarrollar un algoritmo para identificar regiones especificas dentro de genes
homdlogos pertenecientes a una familia.

Se identificd la familia Egh16 (constituida por 3 subfamilias) en cinco cepas de B.
bassiana secuenciadas depositadas en la base de datos NCBI, las cuales
pertenecen al orden de los Hypocreales.

Se construyeron los oligonucleétidos Bb_RT1F y Bb_RT1R con el algoritmo
desarrollado en este trabajo, con los cuales se identific6 el gen BBA_03121
perteneciente a la familia de genes Egh16. BBA_03121 es homdlogo de
XP_007807765 localizado en el hongo Metarhizium acridum.

La especificidad de los primers permitié realizar la PCR de forma eficiente, lo cual
representa un resultado importante ya que el algoritmo predice y disefia primers
altamente especificos para identificar genes de familias con un grado de
homologia.

Se realiz6 un analisis in silico para validar la funcionalidad del algoritmo usando la
familia de genes del complejo Velvet de Aspergillus nidulans para disenar
oligonucledtidos especificos para cada gen de la familia.
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