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JUSTIFICACIÓN 

 

El clavel Dianthus caryophyllus, es un componente importante de la floricultura nacional e 

internacional, debido a su importancia comercial, en el mundo se hacen esfuerzos 

permanentes de mejoramiento que incluyen, entre otros, la producción de nuevas 

coloraciones florales. Por otro lado, el descubrimiento de EGTs (Elementos Genéticos 

Transponibles) presentes en genes de regulación o biosíntesis de antocianinas ha despertado 

gran interés por su uso biotecnológico, es por esto que algunos EGTs han sido aislados y se 

han usado no solo para generar nuevos patrones de coloración sino para ensayos de 

mutagénesis insercional en la búsqueda de genes de interés, técnica comúnmente conocida 

como “transposon tagging”. Con base en lo anterior, y enmarcado en un programa de 

mejoramiento de clavel, el objetivo principal de este trabajo fue la búsqueda de EGTs en 

siete líneas híbridas de clavel con flores variegadas y tres variedades comerciales para su 

posible aplicación en el programa de mejoramiento genético que se lleva a cabo 

actualmente en el Grupo de Fitopatología Molecular de la Universidad Militar Nueva 

Granada. 
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RESUMEN 

 

 

En siete líneas híbridas de clavel y tres variedades comerciales se realizó detección 

molecular de dTdic1 a través de PCR con cebadores diseñados en este trabajo y con 

cebadores previamente reportados, estos ensayos permitieron amplificar un fragmento de 

750 pb de dTdic1 en todos los claveles analizados, tanto los claveles con flores variegadas 

como los claveles sin variegación. Los análisis bioinformáticos de las secuencias de 

productos de PCR  mostraron que las secuencias tienen identidades superiores al 94% con 

la secuencia de dTdic1 reportada en NCBI (Accesión AF250367). Otros ensayos de PCR 

indicaron que el elemento no se encuentra en el gen DFR, pero si pudo detectarse 

interrumpiendo el gen CHI en algunas de las líneas híbridas de clavel y en una de las 

variedades comerciales. Adicionalmente se realizó Southern blot para estimar el número de 

copias de dTdic1, no siendo posible la estimación del número exacto debido al gran número 

de fragmentos que hibridaban con la sonda empleada. Con el fin de realizar un estudio 

preliminar de la expresión de dTdic1, se realizó Dot blot con RNA total de pétalos 

utilizando una sonda de DNA que hibrida con dTdic1, los resultados mostraron señal en 

todas las muestras, indicando la presencia de estos transcritos en el RNA total. Finalmente 

se realizó una PCR arbitraria para tratar de revelar  otros sitios de inserción de dTdic1 en el 

genoma del clavel, sin encontrar similitud con secuencias reportadas para clavel, sin 

embargo se encontró similitud con algunas secuencias reportadas para otras especies. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Colombia mantiene un franco liderazgo como productor de clavel (Asocolflores, 2011), por 

esta razón es claro que el sector floricultor colombiano requiere de nuevas variedades de 

clavel que tengan mayor resistencia a los patógenos limitantes a nivel nacional y que 

presenten nuevas características como patrones de coloración o colores novedosos, con el 

fin de satisfacer los gustos cambiantes de los consumidores (Arbeláez et al., 2000). A nivel 

mundial, el mejoramiento de clavel ha estado dirigido a incrementar la calidad de las flores, 

aumentar su productividad, acelerar los tiempos de floración y generar nuevas variedades 

para ampliar la diversidad y sostener la demanda del mercado (Holley y Baker, 1991). Los 

métodos de mejoramiento en clavel más comúnmente usados incluyen la hibridación, 

autopolinización y selección de plantas con características interesantes (Holley y Baker, 

1992).  Más recientemente el mejoramiento de plantas ornamentales se ha dirigido a la 

generación de nuevas características florales por ingeniería de los genes involucrados en la 

producción de pigmentos florales (Liu et al., 2001). Adicionalmente, el descubrimiento de 

EGTs (Elementos Genéticos Transponibles) en genes de regulación o biosíntesis de 

antocianinas de plantas que presentan patrones de coloración variegado en Petunia sp, 

Ipomoea purpurea (Dondiego de día) y Dianthus caryophyllus, ha despertado gran interés 

para su uso en transformación genética y aislamiento de plantas con fenotipo de 

pigmentación mutante (Liu et al., 2001). Algunos EGTs han sido aislados y se han usado 

no solo para generar nuevos patrones de coloración sino para ensayos de mutagénesis 

insercional en la búsqueda de genes de interés, técnica comúnmente conocida como 

“transposon tagging” (Babiychuk et al., 1997).  

 

Dado que el Grupo de Fitopatología Molecular de la Universidad Militar Nueva Granada 

cuenta con líneas de claveles variegados obtenidos en un programa de mejoramiento que 

busca obtener plantas de clavel resistentes a Fusarium, y teniendo en cuenta la importancia 

y utilidad de los EGTs como herramienta para el mejoramiento vegetal y la búsqueda de 

genes de interés, este trabajo buscaba detectar al menos un EGT que se asocie con el 
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fenotipo de flores variegadas con el fin de caracterizar estas líneas y para su potencial uso 

en el futuro. 

 

MARCO TEÓRICO 

 

Elementos Genéticos Transponibles 

 

Los elementos genéticos transponibles (EGTs) son fragmentos de DNA que pueden 

insertarse en nuevos lugares cromosomales y generalmente hacen copias de si mismos en el 

proceso (Feschotte et al., 2002). Los EGTs fueron descubiertos en plantas de maíz por 

Barbara McClintock en 1951, como los agentes genéticos responsables de la pigmentación 

alterada en granos de maíz mutantes. El primer EGT se asoció con el sitio de rompimiento 

de un cromosoma en maíz, y por esta razón fue denominado Dissociation (Ds), este 

elemento se podía mover o causar ruptura de cromosomas solo en presencia de otro locus 

genético denominado Activator (Ac) el cual también podía promover su propia 

transposición (Feschotte et al., 2002). 

 

Los EGTs generalmente tienen poca selectividad del sitio blanco y por tanto pueden  

insertarse en sitios variables del ADN (Alberts et al., 2002). Durante la transposición, una 

enzima específica usualmente codificada por el EGT y llamada transposasa, actúa sobre 

una secuencia específica de DNA en cada extremo del EGT primero separándolo del lugar 

de inserción y posteriormente insertándolo en un nuevo sitio.  Se sabe que no se requiere 

similitud de secuencia entre los extremos del EGT y su lugar de inserción (Alberts et al., 

2002). 

 

Clasificación de EGTs 

 

Los EGTs se clasifican de dos formas, de acuerdo al grado de autosuficiencia (autónomos y 

no autónomos) y de acuerdo al mecanismo de transposición (Clase I y Clase II) (Galun, 

2003). 
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Elementos autónomos y no autónomos 

 

Los EGTs se describen como autónomos o no autónomos basados en si codifican o no sus 

propios genes de transposición. Los elementos autónomos como los LINEs (Long 

Interspersed Nuclear Elements) son definidos como aquellos elementos que esencialmente 

codifican todas las secuencias que les permiten movilizarse. Los elementos no autónomos 

son estructuralmente deficientes y dependen de otros elementos del genoma para 

movilizarse. Muchos elementos no autónomos se derivan de elementos autónomos a través 

de deleciones. Alternativamente algunos elementos no autónomos, como los SINEs (Short 

Interspersed Elements) en humanos han evolucionado independientemente de elementos 

autónomos. De igual forma algunos elementos autónomos no son completamente 

independientes ya que requieren la maquinaria celular del huésped para poderse transponer 

(Galun, 2003). 

 

Clasificación basada en la forma de transposición 

 

La mayoría de EGTs se clasifican en dos clases de acuerdo a su mecanismo de 

transposición. Los elementos de la clase I se refieren generalmente a  “Retroelementos”, y 

los elementos de la Clase II son llamados “DNA transposons”  o simplemente 

“Transposones” (Galun, 2003). 

 

Elementos de la clase I 

 

Los elementos de la clase I son miembros de un gran grupo conocido como retroelementos, 

los cuales utilizan transcripción reversa de un blanco de RNA para fabricar copias 

adicionales de ellos mismos, este proceso es llamado retrotransposición. El elemento 

original se mantiene in situ en donde es transcrito. El transcrito de RNA es usado para 

producir una copia de DNA que se integra en un nuevo lugar del genoma. Esta clase 

incluye los “retrotransposones”  que se caracterizan por estar limitados o flanqueados con 

(LTRs) Long Terminal Repeats y los “retroposones” (también llamados transposones no-

LTR) los cuales no poseen repeticiones terminales al igual que los SINEs. Los elementos 
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de la clase I también incluyen retrovirus endógenos (HERVs) que están estrechamente 

relacionados con retrotransposones y con intrones móviles (Galun, 2003). 

 

Elementos transponibles Clase II 

 

Los transposones DNA se subdividen en dos clases de acuerdo a su forma de transposición. 

La mayoría de elementos de la clase II se transponen por un modo de cortado y pegado. Un 

segundo grupo se transpone por medio de un mecanismo de circulo rodante (RC), el tercer 

grupo se conoce como elementos MITEs (Miniature inverted repeats transposable element) 

y se cree son elementos no autónomos (Galun, 2003). 

 

Transposones DNA que se transponen por copiado y pegado: 

 

Estos elementos tienen TIRs (Repeticiones terminales invertidas) de longitud variable y 2-

10 pb de repeticiones directas generadas por duplicaciones del sitio blanco (TSDs) cuando 

el elemento se inserta en un nuevo lugar en el genoma. De acuerdo al modelo de 

transposición, la transposasa realiza tanto el corte como las reacciones de transferencia y la 

inserción en un nuevo lugar del genoma (Galun, 2003). 

 

La mayoría de elementos de DNA pertenecen a familias caracterizadas por transposasas de 

la clase DDE, nombrada así por la secuencia altamente conservada de aminoácidos del sitio 

catalítico Asp (D), Asp (D), Glu (E). Estos forman una superfamilia de transposones que 

incluyen Tc1 y Mariner, elementos que están ampliamente distribuidos en animales. Los 

elementos de la clase II que carecen de la firma DDE  se subdividen en un numero de 

familias que incluyen la superfamilia hAT que incluye el elemento hobo en Drosophila 

melanogaster y el elemento Activator (Ac) en maíz, y el Tam3 en Boca de Dragón. Otras 

superfamilias y familias incluyen el elemento P encontrado principalmente en especies de 

Drosophila, el piggyBac, Mutator y EnSpm en maíz (Galun, 2003). 
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Uno de los sistemas de EGTs más estudiados es el sistema Ac/Ds de maíz, perteneciente a 

los EGTs de la clase II (DNA). Estudios con este sistema han demostrado que no hay un 

dominio blanco preferido para la inserción, por ésta razón las inserciones pueden ocurrir en 

diferentes regiones del genoma tales como: una región no codificadora o no reguladora,  en 

los dominios controladores 5’ de un gen como el promotor, en el dominio controlador 3’ 

(terminación de la transcripción) de un gen, o en el gen, lo cual podría darse en regiones 

codificadoras (exones) o en regiones no codificadoras (intrones) (Galun, 2003). 

 

EGTs como herramienta para el mejoramiento vegetal 

 

Una herramienta empleada para generar nuevas características florales en plantas 

ornamentales ha sido la manipulación mediante ingeniería genética de los genes 

involucrados en producción de pigmentos florales, permitiendo la creación de variedades de 

plantas con  nuevos colores florales o patrones de pigmentación que no existen en las 

poblaciones mejoradas convencionalmente (Tanaka et al., 2005, Liu et al., 2001).  Muchos 

de los genes que codifican las enzimas involucradas en la síntesis de antocianinas 

responsables del color y algunos de los genes que controlan la expresión de estos han sido 

aislados (Figura 1) (Itoh et al., 2002).  
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Figura 1. Ruta simplificada de biosíntesis de antocianinas y flavonoides en clavel. PAL (Fenilalanina 

amonioliasa), C4H (Cinamato-4-hidroxilasa), 4CL (4-cumarato:CoA ligasa), CHS (Chalcona sintasa), CHI 

(Chalcona isomerasa), F3H (Flavanona 3-hidroxilasa), DFR (Dihidroflavonol 4-reductasa), ANS 

(Antocianidin sintasa), UFGT (UDP-glucosa:flavonoid glucosiltransferasa), AT (Antocianidin 

aciltransferasa), CHGT (UDP-glucosa:chalcona 2’glucosiltransferasa), FNL (Flavona sintasa), FLS (Flavonol 

sintasa). Tomado y modificado de Itoh y colaboradores en el 2002. 

 

 

Entonces es posible manipular estos genes para crear nuevos patrones de coloración, por 

ejemplo sobreexpresión o silenciamiento de genes de la ruta biosintética de antocianinas, 

así como manipulación de los componentes regulatorios de esta ruta o la manipulación del 

control del pH vacuolar para la obtención de petunias con flores de color azulado (Tanaka 

et al., 2005, Liu et al., 2001, Gutterson et al., 1994). De igual forma, se han construido 

plantas con patrones de color variegados al transformar genéticamente plantas de tabaco 

con un vector binario que contenía el EGT Tag1  de Arabidopsis (Liu et al., 2001).  

 

Descubrimientos como los anteriores han permitido el uso de EGTs en el aislamiento de 

nuevos genes mutantes de pigmentos florales. Por ejemplo, Chuck y colaboradores en 

1993,  transformaron plantas de Petunia con el EGT Ac. Entre la progenie de estas plantas, 

se encontró un mutante inestable que tenía sectores revertantes con un patrón variegado 

rojo profundo sobre un fondo blanco o rosado. El análisis de este mutante mostró que era el 

producto de una inserción del elemento Ac en el gen Ph6 el cual controla el pH intracelular 

de las células de la corola y por tanto tiene un efecto en el tipo de antocianina (Liu et al., 

2001). En un estudio reciente del clavel, en el cultivar “Rhapsody” el cual tiene flecos rojos 

sobre un fondo blanco, se encontró que los flecos eran causados por una reversión de la 

actividad del gen DFR (Dihidroflavonol reductasa)  tras la excisión del EGT dTdic1 

perteneciente a la familia hAT. De igual forma en flores de clavel amarillas con flecos y 

sectores blancos los genes CHI (Chalcona isomerasa) y DFR también presentan este EGT 

(Itoh et al., 2002, Yoshida et al., 2004). 

 

Los EGTs también han sido usados para generar nuevos patrones de coloración; por 

ejemplo en tabaco, usando el EGT Tag1 de Arabidopsis y el gen regulador R de maíz. En 

este estudio se generaron flores de tabaco con fenotipo variegado al dejar bajo el control de 

EGTs los genes de biosíntesis o regulación de antocianinas (Liu et al., 2001). 
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Además de la manipulación de genes de la ruta biosintética de antocianinas con EGTs, 

estos son de gran importancia en “Transposon Tagging”, una herramienta que permite el 

aislamiento de genes con base en fenotipos mutantes causados por la inserción de un EGT 

conocido. En contraste con la clásica búsqueda de genes a partir del conocimiento previo de 

la función del gen, el “Transposon Tagging”  es una técnica muy poderosa que se basa en la 

mutagénesis mediada por un EGT exógeno y la posterior búsqueda del EGT en el mutante 

para rastrear las secuencias aledañas al sitio de inserción de este (Chuck et al., 1993). A 

pesar de su importancia, el uso de esta técnica se ha centrado en el estudio de  plantas 

superiores con sistemas de EGTs bien caracterizados como maíz y boca de dragón. El EGT 

Ac (Activator), ha sido ampliamente utilizado como etiqueta para aislar genes en plantas de 

maíz, su huésped natural (Walbot, 1992). Este EGT ha sido introducido por transformación 

genética en tabaco, tomate, Arabidopsis y petunia en donde se ha comprobado su 

transposición (Chuck et al., 1993). Por esta razón la mutagénesis y  “gene tagging” 

mediante EGTs se han convertido en una de  las principales herramientas en genética 

molecular y mejoramiento vegetal (Galun, 2003). Algunos de los genes que se han aislado 

por esta técnica en maíz y boca de dragón son genes relacionados con síntesis de 

antocianinas, esto se explica debido a que la naturaleza de estos pigmentos permite su fácil 

observación en fenotipos inestables producidos por alelos que llevan inserciones de EGTs 

(Chuck et al., 1993). Sin embargo, se sabe que la inserción de los EGTs puede darse en 

cualquier parte del genoma y de esta forma pueden generar individuos en donde mutaciones 

recesivas en loci deconocidos son reveladas luego de que la inserción se ha presentado 

homocigóticamente (Chuck et al., 1993). Por estas razones el uso potencial de los EGTs en 

ingeniería genética para la producción de flores novedosas de valor comercial aun está por 

ser determinado, pues la industria prefiere líneas altamente estables (Tanaka et al., 2005). 

 

Pigmentos florales en D. caryophyllus 

 

Los principales pigmentos que generan coloración floral en general son los carotenoides, 

flavonoides y betalaínas, aunque otros pigmentos como clorofilas, fenilfenalenonas y 

quinochalconas pueden generar coloración floral aunque son ejemplos raros en la 
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naturaleza (Davies K, 2009).  Los flavonoides y compuestos fenilpropanoides son de gran 

variación en estructura y función, y aquellos involucrados en coloración floral son solubles 

en agua y generalmente se localizan en la vacuola, siendo las antocianinas las mas 

comunes, estas son la base para casi todas las flores rosadas, rojas, anaranjadas, escarlatas, 

purpuras y azules (Davies K, 2009).   

 

El color ciánico de muchas flores se debe a las antocianinas, aunque en plantas del orden 

Caryophyllales excluyendo el clavel está determinado por la presencia de betacianinas 

(Ogata et al., 2004, Itoh et al., 2002). Como ejemplos de lo anterior se puede citar a D. 

caryophyllus, que debe su pigmentación roja exclusivamente a antocianinas y D. 

bellidiformis cuyas betacianinas son responsables de la pigmentación roja (Ogata et al., 

2004). 

 

Por otro lado, la coloración de flores aciánicas amarillas se debe a la acumulación de 

carotenoides en girasol, de auronas en “Cosmos” y “Boca de Dragón”, de betaxantinas en 

los miembros de la familia Caryophyllaceae (a excepción del clavel) y de chalconas en 

clavel (Ogata et al., 2004, Itoh et al., 2002). 

 

La ruta biosintética de antocianinas  (Figura 1) puede dar origen a diferentes colores en la 

flor dependiendo de la actividad de ciertas enzimas. En esta ruta, la fenilalanina es 

transformada durante tres pasos enzimáticos a 4-cumaroil-CoA pero es la chalcón sintasa 

quien controla el primer paso en la ruta biosintetica de flavonoides al condensar tres 

moléculas de malonil CoA con una molécula de 4-coumaroil CoA para formar la molécula 

de 25 Carbonos denominada chalcona-narigenina. La chalcona-narigenina es modificada 

posteriormente a través de varios pasos enzimáticos de la ruta para producir una amplia 

variedad de compuestos importantes en la pigmentación floral, que dan origen a los colores 

blanco, amarillo, rosado o rojo (Durbin et al., 2001).  

 

En el clavel, las chalconas están asociadas con el color amarillo de las flores  debido a que 

en flores de clavel con pétalos amarillos se ha identificado el glucósido 2’-O de chalcona 

como el principal flavonoide, pigmento también conocido como isosalipurposido 
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(narigenin-chalcon-2’-glucosido), (Yoshida et al., 2004, Ogata et al., 2004, Itoh et al., 

2002). Para que esta chalcona se acumule, las plantas deben ser deficientes en la actividad 

de la enzima chalcona isomerasa (Gatt et al., 1998). La chalcona isomerasa (CHI) es la 

enzima que convierte la chalcona-narigenina a narigenina, por tanto, si la actividad de esta 

enzima es deficiente, la chalcona-narigenina es convertida por una glucosiltransferasa (GT) 

en isosalipurposido, el cual le confiere el color amarillo a estas flores (Yoshida et al., 2004, 

Gatt et al., 1998).  

 

En clavel se han reportado desde dos hasta cuatro copias del gen CHI (Itoh et al., 2002), se 

conocen dos tipos de enzimas CHI con respecto a la especificidad de sustrato: una que 

convierte trihidroxi y tetrahidroxichalconas en sus correspondientes flavononas y otra que 

solo usa tetrahidroxichalcona como sustrato como en el caso del género Dianthus (Dixon et 

al.,1998). La acumulación de chalconas en plantas es escaza debido a que son rápidamente 

isomerizadas por CHI para formar narigenina, de hecho aún en ausencia de actividad CHI, 

la chalcona se puede isomerizar espontáneamente para formar nariegenina aunque a una 

tasa muy baja (Ben-Meir et al., 2002). Muchos mutantes chi que acumulan chalconas se 

han encontrado y caracterizado, por ejemplo las corolas de Callistephus chinensis y 

Dianthus caryophyllus que no exhiben actividad CHI son de color amarillo debido a una 

acumulación de pigmentos de chalcona (Forkman y Dangelmayr, 1980). 

 

Variegación y su relación con EGTs 

 

La variegación puede ser definida como un fenómeno fenotípico generado por la expresión 

inestable de antocianinas, lo cual genera puntos, sectores y/o flecos ciánicos sobre fondos 

aciánicos o pálidos (Itoh et al., 2002).  La variegación en el color de las flores ha sido 

objeto de estudios en diferentes especies de plantas entre ellas “Boca de Dragón”  

Antirrhium majus cuya variegación fue descrita por Darwin y otros científicos en el siglo 

IX, sin embargo solo hasta 1980 se establece que el movimiento de EGTs puede estar 

relacionado con este fenómeno (Kidwell, 2005). La variegación, es una característica 

observada en  poblaciones naturales, y en algunos casos es causada por EGTs (Lönning y 

Saudler, 2002, Liu et al., 2001). Algunos tipos de variegación pueden ser producidos por 
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infecciones virales y quimerismo mericlinal o periclinal, pero la forma más interesante es 

causada por el movimiento de EGTs (Itoh et al., 2001).   

 

Cuando la expresión de genes involucrados en rutas biosintéticas de las antocianinas o de 

genes que regulan esta ruta son reprimidos por mutación, se bloquea la ruta de biosíntesis 

de antocianinas y se producen flores aciánicas. Por ejemplo en la variedad de clavel Kaly, 

las flores son blancas debido a la acumulación de un glicósido de flavonona, esto es 

causado por una deficiencia de los transcritos del gen de flavona 3-hidroxilasa (Yoshida et 

al., 2004). Recientemente se encontró en  flores de clavel amarillas con flecos y sectores 

blancos que los genes CHI (Chalcona isomerasa) y DFR (Dihidroflavonol reductasa) 

estaban interrumpidos con un EGT (Elemento genético transponible) denominado dTdic1, 

generando un fenotipo de flores variegadas en estas plantas (Itoh et al., 2002). 

 

La inserción y escisión de EGTs en genes de la ruta sintética de las antocianinas puede 

producir fenotipos como mosaicos o variegaciones cuyo patrón es dependiente de la 

frecuencia y momento de la escisión (Liu et al., 2001). Ejemplos de ese tipo de variegación 

en donde se ven involucrados genes de las rutas sintéticas de pigmentos florales se 

encuentran en plantas de “Boca de Dragón” (Antirrhinum majus) en donde inserciones de 

los EGTs Tam1, Tam2, y Tam3, dentro de los genes CHS (Chalcona sintetasa) y DFR 

(Dihidroflavonol reductasa) generan sectores de color diferente  en los pétalos de las flores, 

causados por la escisión  del elemento (Coen y Carpenter, 1986). Otro ejemplo que 

involucra un gen regulatorio, es la línea de petunias variegadas W138, la cual contiene un 

EGT en el gen An1, el cual codifica para un factor de transcripción que regula la síntesis de 

antocianinas (Quattrocchio et al., 1993). 

 

En Ipomoea purpurea (Common morning glory o Dondiego de Día) se han identificado 

inserciones de EGTs que causan cambios fenotípicos, incluyendo aquellos responsables de 

muchos variantes del color de la flor (Yoshishige et al.,1994). Se encontró que un EGT del 

grupo AC/DS llamado Tip100 estaba insertado en un intrón del gen que codifica para la 

enzima CHS, las flores de este mutante son blancas con sectores pigmentados en la corola 

(Durbin et al., 2001). Otro ejemplo se encuentra en Ipomoea nil (Japanese morning glory) 
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en la cual se aisló el EGT Tpn1 perteneciente al grupo En/Spm a partir de plantas con flores 

variegadas, en estas plantas el EGT se encontraba interrumpiendo el gen DFR, uno de los 

genes de la ruta biosintética de antocianinas. Así mismo, en plantas de “don Diego de día” 

(Ipomoea purpurea) se encontraron los elementos Tip 100 y Tip 201 de la familia Ac/Ds y 

Tpn1, Tpn2, Tpn3, y Tpn4 de la familia En/Spm (Yoshishige et al.,1994;  Shigeru et al., 

1999), las cuales afectan la biosíntesis de antocianinas. 

 

Está bien establecido que las inserciones de EGTs generalmente crean nuevos alelos que se 

asocian con alteraciones en los niveles o momentos de expresión genética, por lo que estos 

eventos pueden generar efectos fenotípicos (Durbin et al., 2001). Análisis de diversos 

fenotipos mutantes que son inducidos por inserción o escisión de EGTs de la clase II en 

genes de plantas han revelado una variedad de formas en que estos pueden modificar la 

regulación genética (Feschotte et al., 2002). Estas incluyen aquellos genes o secuencias 

regulatorias que sostienen inserciones asociadas con eventos de transposición anteriores  

(algunas pares de bases extra) que usualmente son dejadas en el blanco cuando el elemento 

se transpone, algunos EGTs no-autónomos que funcionan como intrones y EGTs que están 

insertados en promotores u otras secuencias regulatorias y que pueden alterar patrones de 

expresión tejido-específicos (Feschotte et al., 2002). 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General 

 

Determinar la presencia de EGTs (Elementos Genéticos Transponibles) de la familia hAT y 

su asociación con patrones de coloración variegado en flores de plantas de clavel  y estudiar 

de manera preliminar su expresión.  

 

Objetivos específicos 

 

 Realizar una búsqueda de EGTs de la familia hAT (Ac/Ds) en genes de biosíntesis 

de antocianinas en plantas de clavel con flores variegadas. 

 

 Determinar la expresión de los  EGTs encontrados. 

 

 Identificar algunos genes de clavel interrumpidos por los elementos transponibles  

detectados. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

 

Se utilizaron plantas de clavel con flores variegadas (Fig 2) y con flores no variegadas (Fig 

3). Las líneas con flores variegadas eran híbridos producidos por cruces entre plantas 

comerciales y silvestres, estas líneas fueron mantenidas en invernadero y micropropagadas 

a través de cultivo de meristemos como parte del programa de mejoramiento del grupo de 

Fitopatología Molecular de la Universidad Militar Nueva Granada. Estas líneas de clavel 

con flores variegadas presentaban manchas, puntos y estrías de color diferente al color 

base. Las líneas UM225, UM226 y VRB presentaban flores con puntos, manchas y estrías 

blancas sobre fondos rojos, mientras que UM290 y UM302 presentaban puntos, manchas y 

estrías rojas sobre fondos rojos o rosados, finalmente CRS  presentaba estrías rosadas sobre 

un color base naranja. Ocasionalmente se utilizaron otras muestras de claveles ( UM227, 

UM304, A255 y Candy) de acuerdo con la disponibilidad de material, sin embargo las 

muestras en las cuales se centró este trabajo son las variegadas UM225, UMN226, UM290, 

UM302, CRS y VRB y las no variegadas comercial XXX, Kaly, Lady Green y Bagatel. Las 

variedades comerciales presentaban flores no variegadas de color blanco en el caso de Kaly 

y Bagatel, flores de color verde para Lady Green y flores de color rojo para la línea híbrida 

“comercial XXX”. 

 

*1: meristemo; 2: pase a medio sólido; 3: propagación; 4: ambientación 
**1: plántula; 2: brotación; 3: formación de tallos florales; 4: floración; 5: poda 

 
      UM225 
 

 
s0143 silvestre 240          

 

EVALUACION FLORAL 
 
 

Color base: 53C  
Color(es) secundarios: 53A 
Distribución del color: M,P,Es 
# pétalos: 29 
Borde de pétalos: Aserrados 
Forma cáliz: campanulado 
Forma corola en estado 3: convexa 
Diámetro de la corola en estado 3: 6cm 
Defectos de la flor: ninguno 
Longitud del tallo al 7º nudo en cm.: 47 
Peso de tallo en gr.: 20 
Fortaleza: alta 
Tipo (Estándar, Miniclavel o Spray): Est 

 

 EVALUACION DE RESISTENCIA 
 

 

PLANTULA 
F. oxysporum: R 
F. roseum: R 

 

ENSAYO DUAL 
F. oxysporum: S 
F. roseum: R 

 

POTS 
F. oxysporum: S 
F. roseum: R 

TOTAL Rs 
roseum: RRR 
oxys: R 
 

 

LABORATORIO (HISTORIAL) 
 

Fecha de introducción: junio 19/03 
Duración en el lab: 
Índice de propagación:  
Fecha(s) de reintroducciones al 
laboratorio: Sep 8/04 

 

CAMPO (HISTORIAL) 
 

 % de supervivencia al transplante de 
bandeja a suelo: 76% 
Fecha(s) y cantidad de plantas 
sembradas: 33 
# de evaluaciones: 3 

 

LABORATORIO (ESTADO ACTUAL) 
 

Estado (1,2,3,4)*: 3 
Cantidad: 2 frascos 
 

 

HIBRIDACION 
Seleccionada para cruces:  
UM227 x Um225  
Semillas obtenidas: 3 
Características para la hibridación: Se 

mencionaran características ó defectos como la 
producción de ovarios secundarios, ausencia de 
anteras, producción de polen, etc. 

 

Observaciones: 

Showroom xx 
 

 

CAMPO (ESTADO ACTUAL) 
 

Estado (1,2,3,4,5)**: 
Cantidad: 8 
Ubicación: Cama 2 
 

 

a.                   b.                                               c.  
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          d.                                                       e.                                                 f.                                  

Figura 2. Fotografía del fenotipo de corolas de los claveles variegados utilizados en este trabajo. a.UM225, 

b.UM226, c.UM290, d.UM302, e.CRS, f.VRB. 

 

 

 

                                         a.                                                        b.                                                 

 

                                          c.                                                d. 

Figura 3. Fotografía del fenotipo de corolas de los claveles no variegados utilizadas en este trabajo., 

a.Bagatel, b.Kaly, c.Lady Green, d.Comercial XXX. 

 

Extracción y cuantificación de ADN para las pruebas moleculares 

 

Como material para la búsqueda de EGTs en clavel, se utilizaron hojas jóvenes de cada una 

de las líneas mencionadas anteriormente como material fuente para la extracción de DNA. 
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Se utilizó un protocolo de extracción química con cloroformo estándar (Harrison Nigel, 

comunicación personal, Universidad de Florida).  

 

Las concentraciones de DNA extraído a partir de hojas de clavel, y de productos de PCR 

para secuenciación, clonación y/o fabricación de las sondas para Southern, Northern y Dot  

blot, se estimaron mediante fluorimetría utilizando un fluorómetro Amersham 

Biosciences® y el colorante Hoeshst.  

 

Reacción en cadena de Polimerasa (PCR) para amplificación de dTdic1 

 

Los ensayos de PCR se dirigieron a la búsqueda del EGT dTdic1 previamente reportado en 

clavel por Itoh y colaboradores en el 2002, quienes reportaron tres pares de cebadores para 

amplificar diferentes secuencias de dTdic1 (Tabla 1). En este trabajo, debido a que 

inicialmente se detectó este elemento, la metodología alternativa de buscar otros elementos 

fue descartada con el fin de que el trabajo se centrara en dTdic1.  

 

 

Tabla 1. Cebadores para la amplificación de dTdic1 y genes relacionados reportados por Itoh y colaboradores 

en 2002. 

Cebador Secuencia 5’-3’ Dirección Tm °C 

dTdic1-2 CAGGGGTTTTAAATATCGGTATCG Forward 56 

CHI-2 AGGAGCTAACTCAAGGAGACCACTT Reverse 56 

CHI-1 GTGAATTAGTTTAAGAGTTTACGAACTTCTCAA

CACGTTA 

Forward 59 

CHI-2 AGGAGCTAACTCAAGGAGACCACTT Reverse 59 

dTdic1-1 CCGTCGGCCAGGGTTCAAAATCTCGGCCGAGTT

GACTCGT 

Forward 65 

DFR-1 GCTGCGTACTTCCACGCTGCTTGCT Reverse 65 
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Debido a que los cebadores reportados por Itoh y colaboradores en 2002 no permitían la 

amplificación exclusiva del elemento dTdic1 sino que amplifican el elemento solo cuando 

está insertado en los genes CHI y/o DFR, fue necesario diseñar cebadores que permitieran 

amplificar el elemento independientemente de su lugar de inserción. Estos fueron diseñados 

a partir de la secuencia con número de accesión AF250367 (GenBank) reportada por 

Larsen y Brigs en el año 2000 (Anexo 8). El diseño de los cebadores se realizó mediante los 

programas GenFisher y PrimerQuest de IDT (Integrated DNA Technologies). En total se 

diseñaron tres pares de cebadores adicionales para la amplificación de dTdic1 ( Tabla 2). 

 

Tabla 2. Cebadores diseñados para la amplificación de dTdic1. 

Primer Secuencia5’-3’ Dirección Tm °C 

dTdic1-F1 ACGGTATCGGCCCTGA Forward 55,8 

dTdic1-F2 CCTGAATCGCTTGTCTCGGACTAT Forward 58,3 

dTdic1-R1 GACGAGATAGGGCGAGA Reverse 53 

dTdic1-R2 GCCGAGTTGACTCGGAA Reverse 54,7 

dTdic1-R3 TAGGGCGAGATTTCACGGACCTTT Reverse 60,1 

dTdic1-R2Forward TTCCGAGTCAACTCGGC Forward 56 

dTdic1-R1Forward TCTCGCCCTATCTCGTC Forward 57 

 

 

Los cebadores  dTdic1-F1, dTdic1-F2, dTdic1-R1, dTdic1-R2 y dTdic1-R3, permitían 

amplificar dTdic1 en cualquier lugar del genoma, mientras que dTdic1-2 y CHI-2 permitían 

la amplificación de dTdic1 solo cuando este se encontraba interrumpiendo el gen CHI 

(Chalcona Isomerasa). De igual forma los cebadores dTdic1-1 y DFR-1 solo permitían la 

amplificación de dTdic1cuando se encontraba interrumpiendo el gen DFR (Dihidroflavonol 

reductasa) (Figura 4). 
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Figura 4. Estructura de las regiones amplificadas por PCR en las líneas de clavel estudiadas. a) Cebadores 

utilizados para la amplificación de dTdic1, b) Cebadores  utilizados para la amplificación de dTdic1 

interrumpiendo el gen CHI y c) Cebadores utilizados para la amplificación de de dTdic1 interrumpiendo el 

gen DFR. 

 

Todos los ensayos fueron realizados utilizando termocicladores PTC-100 MJ Research y 

LabScientific con un ciclo de denaturación inicial de 95°C/7 min y 35 ciclos de 1 min a 

90°C, 1 min a 54-65°C, 1,5 min a 72°C y un ciclo de extensión final de 10 min a 72°C. Las 

condiciones y concentraciones de componentes de PCR  utilizadas fueron estándar según 

los parámetros establecidos en la literatura (Sambrook y Rusell, 2001), 0,2 mM de dNTPs, 

0,2 µM de cada cebador, 1X Buffer, 1,5-2,5 mM de MgCl2, 0,75 U de Taq Polimerasa y 37 

ng de DNA para reacciones de 15 µl. Se realizaron modificaciones según las necesidades 

de cada ensayo variando temperaturas de anillamiento y concentraciones de MgCl2 hasta 

estandarizar las condiciones para cada par de cebadores usado. En todas las PCRs siempre 

se incluyó una reacción “En Blanco” que nunca debía amplificar debido a que no contenía 

DNA, esta reacción era un control para verificar la ausencia de contaminación cruzada 

entre muestras durante el montaje de las PCRs. 
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Extracción de productos de PCR para clonación, secuenciación y/o síntesis de sondas  

 

Los productos de PCR obtenidos con los cebadores dTdic1F1/dTdic1R1 y CHI-1/CHI-2 

fueron extraídos y purificados de los geles de agarosa utilizando el Kit QIAquick Gel 

Extractión System de Qiagen®, siguiendo las instrucciones del fabricante en donde el 

fragmento de DNA de interés es extraído del gel y purificado utilizando una membrana de 

“sílica gel” que retiene fragmentos de DNA en solución y luego permite la eliminación de 

agarosa, sales, bromuro de etidio y otras impurezas para finalmente eluir los ácidos 

nucleícos mediante una solución tamponada de baja concentración de sales. 

 

Clonación de productos de PCR de dTdic1 

 

Con el fin de tener ADN molde para la fabricación de las sondas y para secuenciación, se 

realizó la ligación y clonación de productos de PCR de dTdic1 mediante el kit de clonación 

TOPO TA Cloning® Kit PCR® 2.1-TOPO® Vector de Invitrogen®, siguiendo las 

instrucciones del fabricante (Anexo 1). La transformación bacteriana se llevó a cabo 

mediante electroporación utilizando células DH5α electrocompetentes según los protocolos 

descritos por Sambrook y Semuller en el 2001 (Anexo 1).  Brevemente, un cultivo de 

DH5α activado en caldo LB (Luria Broth) fue incubado a 37°C hasta obtener una OD de 

0,35 posteriormente fue enfriado en hielo durante 20 min y se centrifugó a 1.000 x g 

durante 15 min, el pellet fue resuspendido en agua MilliQ, el proceso de centrifugación fue 

repetido hasta concentrar la masa celular en un volumen final de 10 ml de solución de 

glicerol (10% v/v), finalmente las células se resuspendieron en caldo GYT frio (Glicerol 

10% v/v, extracto de levadura 0,125% p/v y triptona  0,25% p/v) a una concentración de 3 

X 10 
10 

células/ml. El proceso de transformación se realizó utilizando 40 µl de suspensión 

de células electrocompetentes a las cuales se les adicionó 10-25 ng del plásmido ligado, 

para posteriormente someterlas a un pulso eléctrico de 2.500 V. Las células electroporadas 

fueron incubadas en medio SOC (Triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, NaCl 

0,05% p/v, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 mM y glucosa 20 mM) durante 1 hora a 37°C y 

posteriormente sembradas en agar SOB (Triptona 2% p/v, extracto de levadura 0,5% p/v, 

NaCl 0,05% p/v, MgSO4 10 mM y KCl 2,5 mM) con x-gal, IPTG y ampicilina 0,1 mg/ml. 
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Confirmación de transformantes por PCR y análisis de restricción. 

 

Las colonias transformadas de color blanco según la selección (azul-blanco) se 

seleccionaron y cultivaron en LB líquido durante toda la noche a 37°C y posteriormente se 

realizaron stocks de cada colonia en glicerol (50% v/v) para ser almacenados a -70°C. De 

igual forma se conservó una parte del cultivo para ser usado en extracción del ADN 

plasmídico y una parte para PCR. 

 

La confirmación de la transformación se hizo por PCR, se tomaron 50 µl del cultivo de 

cada colonia y se llevaron a ebullición durante 15 min, de allí se tomó 1 µl como ADN 

molde. Las condiciones de PCR fueron las mismas descritas anteriormente. Los cebadores 

usados fueron dTdic1F1/dTdic1R1 y CHI-1/CHI-2 para confirmar en los clones el inserto 

del elemento dTdic1 y un fragmento del gen CHI respectivamente, adicionalmente, la 

presencia de los insertos en las colonias se evaluó por análisis de restricción de los 

plásmidos extraídos de bacterias transformantes con la enzima StyI en una reacción de 25 

µl que contenía 1 µg de DNA plasmídico, 2 U de enzima, 1 mM de espermidina, 1 mg/ml 

de BSA y el buffer de la enzima en concentración. Los productos de PCR y los productos 

de las digestiones fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa. 

 

Fabricación de sondas de ADN para Southern, Northern y Dot blot. 

 

Se fabricaron dos  sondas de DNA, una complementaria a un fragmento de 950 pb del gen 

CHI y otra complementaria a un fragmento de 757 pb de dTdic1. Las sondas se sintetizaron 

mediante el Kit Dig High Prime Labeling and Detection Starter Kit II de ROCHE®, el cual 

usa el método Random Priming y asegura la producción de sondas muy sensibles que 

pueden detectar como mínimo 0,10-0,03 pg de ADN blanco. Estas sondas no radioactivas 

se conocen también como sondas frías pues están marcadas químicamente y pueden ser 

detectadas con un anticuerpo. En este caso las sondas se marcaron con digoxigenina la cual 

se detecta mediante un anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina que 

emite quimioluminiscencia cuando se adiciona un sustrato determinado como en este caso 
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CSPD de ROCHE®. La quimioluminiscencia se detectó a través de autoradiografía de la 

membrana en una película para rayos X.  

 

La evaluación de marcaje de la sonda se hizo de acuerdo al DIG Application Manual for 

Filter Hibridization de ROCHE®. En este procedimiento se comparó la eficiencia de la 

marcación de la sonda con digoxigenina con una serie de diluciones preparadas a partir de 

un DNA marcado con digoxignina de concentración conocida (Anexo 3). 

 

 

Southern blot. 

 

Con el fin de detectar el elemento dTdic1 en el DNA genómico de clavel, se utilizó el Kit 

Dig High Prime Labeling and Detection Starter Kit II de ROCHE®. El procedimiento se 

realizó siguiendo el protocolo descrito en DIG Application Manual for Filter Hibridization 

de ROCHE®. Para cada línea de clavel un total 10, 7, 5 y 2 µg de DNA precalentado a 

65°C por 3 min fue digerido durante 12 h con una sola enzima de restricción que podía ser 

BamHI, BglII, EcoRI o HindIII, en un volumen de reacción de 200 µl que contenía 5 U de 

enzima por µg de DNA, 1 mg/ml de BSA, 1 mM de espermidina y 1X del buffer de la 

enzima. Se realizaron ensayos con este grupo de enzimas de acuerdo a la disponibilidad de 

enzimas en el laboratorio. El DNA digerido fue separado por electroforesis en geles de 

agarosa en concentraciones que variaron entre 0,7 – 1,5 % p/v los cuales fueron teñidos o 

no con bromuro de etidio. El DNA separado por electroforesis fue transferido por 

capilaridad previa depurinación, denaturación y neutralización, a una membrana de nylon 

Hybond-N ® o ROCHE Nylon membrane positively charged. La temperatura de 

hibridación se calculó de acuerdo a las sugerencias del fabricante (Thyb= Tm-22,5), 

teniendo en cuenta el contenido GC de la sonda (37,33%) y del DNA blanco (40%). Las 

membranas fueron hibridadas con las sonda dTdic1  a una concentración de 25 ng/ml de 

solución de hibridación durante 12- 16 horas a 42°C. Posterior a la hibridación se realizaron 

dos incubaciones de 5 min con buffer de baja astringencia 2x SSC y 0,1% SDS  a 

temperatura ambiente y dos incubaciones finales con buffer de alta astringencia 0,5x SSC y 

0,1% SDS  durante 15 min a 65°C en agitación.  Las membranas fueron lavadas a 
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temperatura ambiente en agitación durante 2 min en 100 ml de buffer de lavado (ácido 

maléico 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH: 7,5, Tween 20 0,3% v/v), e incubadas en 100 ml de 

solución de bloqueo durante 30 min en agitación, finalizando esta incubación se eliminó el 

buffer y se adicionó solución con anticuerpo en una dilución 1:10.000 de Anti-

digoxigenina-Fosfatasa alcalina en solución de bloqueo y se incubó durante 30 min, de 

nuevo las membranas fueron lavadas dos veces durante 15 min cada vez con buffer de 

lavado y una vez con buffer de detección (Tris-HCl 0,1 M y NaOH 0,1 M, pH:9,5) durante 

3 min. Finalmente para el proceso de detección, se adicionó el sustrato quimioluminiscente 

(CSPD RPCHE ®) sobre la membrana y se incubó durante 5 min a temperatura ambiente, 

finalizado este tiempo, se eliminó el exceso de sustrato y la membrana fue cubierta en una 

lámina de plástico transparente. Para visualizar la quimioluminiscencia las membranas 

fueron expuestas a películas de alta sensibilidad Kodak® durante lapsos de tiempo que 

variaron entre 5 minutos y 24 horas. Posterior a la exposición se realizó el revelado en un 

cuarto oscuro utilizando el Kit Developer and Replenisher y Fixer and Replenisher de 

Kodak® (Anexos 4 y 5). 

 

Extracción de RNA total 

 

Con el fin de detectar transcritos de dTdic1, se extrajo RNA total a partir de pétalos de 

flores variegadas y no variegadas de clavel en estado 2 (estrella) utilizando TRIzol® 

Reagent de Invitrogen® (Anexo 6). 

 

Extracción de mRNA y Northern Blot 

 

A partir del RNA total se extrajo mRNA con el Kit Fast Track® MAG mRNA Isolation Kit 

siguiendo las instrucciones del fabricante en donde el RNA poli-A es capturado en 

partículas magnéticas conjugadas con oligo(dT). La concentración de mRNA fue estimada 

con espectrofotometría a 260 nm. Las muestras fueron almacenadas en agua libre de 

RNAsas a -70°C hasta su utilización en Northern y Dot blotting. 
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Extractos de RNA total y mRNA provenientes de las líneas de clavel variegadas y no 

variegadas fueron analizados por Northern blot con el fin de detectar transcritos del 

elemento dTdic1 que permitieran confirmar la transcripción del elemento y para determinar 

el tamaño de los transcritos del gen CHI. Se usaron 5 µg de RNA total denaturado a 65°C 

por 10 min y 500 ng de mRNA de cada línea de clavel para ser separados mediante 

electroforesis (3,5 V/cm) en geles de agarosa 1,5% en MOPS buffer con formaldehido al 

2% (MOPS 200 mM, acetato de sodio 50 mM y EDTA 20 mM, pH: 7.0). Las mismas 

sondas que se emplearon para Southern blot se utilizaron para los ensayos de Northern blot, 

siguiendo el mismo protocolo descrito para este excepto que las membranas fueron 

hibridadas con la sondas  dTdic1 y CHI durante 16 horas y la temperatura de hibridación y 

lavado de alta astringencia se realizó a 50°C según las recomendaciones del fabricante. 

Posteriormente se realizó la detección y autoradiografía de las membranas.   

 

Todas las soluciones fueron tratadas con DEPC (Dietilpirocarbonato) y la vidriería tratada 

con calor en un horno a 80°C durante 12 h con el fin de inhibir la acción de RNAsas.  

 

PCR Arbitraria para amplificación de secuencias flanqueantes a dTdic1. 

 

Se utilizó el protocolo descrito por Caetano y Annoles, 1993, para intentar amplificar las 

secuencias flanqueantes de los EGTs. En esta técnica, los sitios que flanquean el lugar de 

inserción son enriquecidos en dos rondas de amplificación usando cebadores que se unen a 

los extremos del elemento y cebadores de secuencia al azar. En la primera ronda un cebador 

específico al extremo derecho del elemento (dTdic1-R1)  y un cebador arbitrario (ARB1) se 

usan en reacciones  de PCR. Posterior a esta amplificación se realiza una PCR anidada en 

las mismas condiciones y parámetros de la anterior, excepto los cebadores son un cebador 

arbitrario (ARB2) y un cebador complementario al extremo del elemento cerca a la unión 

entre este y el cromosoma del huésped (dTdic1- R2) (Figura 5). Las concentraciones y 

ciclos se tomaron del protocolo descrito por Caetano y Annoles, 1993 en donde para la 

reacción de PCR primaria se utilizan 10 ng de DNA, 0,5 µM de cebador arbitrario, 0,2 µM 

de cebador específico, 200 µM de dNTPs, 2 mM de MgCl2, 0,2 U de Taq polimerasa y 1 X 

de buffer en 6 ciclos de 94°C por 30 seg, 30°C por 30 seg y 72°C por 2 min seguidos por 
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30 ciclos de 94°C por 30 seg, 45°C por 30 seg y 72°C por 2 min. Para la reacción anidada 

se utilizan las mismas condiciones mencionadas excepto  que como molde se utilizaron 5 µl 

de reacción primaria y la concentración del cebador arbitrario fue 0,2 µM. La reacción se 

lleva acabo en 5 ciclos de 94°C por 30 seg, 30°C por 30 seg y 72°C por 1 min seguidos por 

30 ciclos de 94°C 30 seg, 45°C por 30 seg y 72°C por 1 min. 

 

 

Figura 5. Esquema de PCR arbitraria. En esta técnica, los sitios que flanquean el lugar de inserción del EGT 

dTdic1 son enriquecidos en dos rondas de amplificación usando cebadores específicos a un extremo de dTdic1 

(dTdic1R1 y dTdic1R2) y cebadores de secuencia al azar (ARB1 y ARB2).  Tomado y modificado de 

Caetano y Annoles 1993. 

 

 

Secuenciación de productos de PCR y PCR arbitraria 

 

Los productos de PCR y PCR arbitraria fueron purificados a partir de los geles de agarosa 

utilizando el Kit QIAquick Gel Extractión System de Qiagen®, siguiendo las instrucciones 

del fabricante. Posteriormente con el fin de verificar la concentración y calidad de los 

productos, se tomaron 3 µl para ser cuantificados por fluorimetría con el colorante Hoechst  

y 7 µl para ser valorados por electroforesis. Las muestras fueron enviadas en 

concentraciones que variaron entre 30-100 ng/µl de DNA al CRC-DNA Sequencing 

Facility Cancer Research Institute Chicago University o a Macrogen Corea. 
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Análisis Bioinformático de las Secuencias. 

 

El análisis bioinformático de las secuencias se realizó mediante los servicios del NCBI y 

EBI. Se realizaron búsquedas de identidades en las bases de datos del GeneBank, con los 

programas BLASTn, de igual forma se realizaron alineamientos múltiples usando 

ClustalW. Para poder encontrar similitudes de las secuencias obtenidas por PCR arbitraria 

utilizando BLASTn, fue necesario utilizar los siguientes parámetros haciendo la búsqueda 

mas flexible “Word Size” 7, “match/mismatch scores”  1,-1 y “Gap costs” existencia 1, 

extensión 2. Para las secuencias de productos de PCR convencional se utilizaron los 

parámetros “Word Size” 11, “match/mismatch scores”  1,-2 y “Gap costs” existencia 5, 

extensión 2. 
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RESULTADOS 

 

 

Detección de dTdic1 en claveles con flores variegadas y no variegadas. 

 

En todos los claveles tanto variegados (UM225, UM226, UM290, UM302, CRS y VRB) 

como no variegados (XXX, Bagatel, Kaly y Lady green) se obtuvo un amplicón de 757 pb 

que corresponde al tamaño esperado para del EGT dTdic1 utilizando los cebadores 

dTdic1F1/dTdic1R1 (Figura 6). El DNA de apio (Apium graveolens) fue usado como 

control negativo, sin embargo los cebadores amplificaron una banda de tamaño esperado 

razón por la cual se utilizó un extracto de ADN de Urapán, pero de nuevo se observó 

amplificación de esta muestra, por esta razón no se siguieron utilizando estas muestras 

como controles negativos. 

 

 
Figura 6. Amplificación de dTdic1 en los claveles evaluados. Carril 1: 1Kb DNA Ladder (Promega), Carril 

2: Kaly, Carril 3: XXX, Carril 4: Bagatel, Carril 5: Lady Green, Carril 6: UM225, Carril 7: UM226, 

Carril 8: UM227, Carril 9: UM290, Carril 10: UM302, Carril 11: VRB, Carril 12: CRS; Carril 

13:Blanco. 

 

 

 

Detección de dTdic1 interrumpiendo el gen CHI en claveles con flores variegadas y no 

variegadas. 

 

Los resultados obtenidos muestran amplificación del tamaño esperado en las muestras de 

claveles variegados UM225, UM226 (resultado no mostrado), UM290 y VRB y en la 

muestra de Bagatel el cual es un clavel no variegado de color blanco (Figura 7). Con estos 

cebadores se obtiene un amplicón de 1381 pb correspondientes a un fragmento del EGT 

dTdic1 cuando está insertado en el gen CHI (Chalcona Isomerasa) (Itoh et al., 2002). 
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Figura 7. Amplificación del gen CHI interrumpido por dTdic1. Carril 1: 1Kb DNA Ladder (Promega), 

Carril 2: Kaly, Carril 3: XXX, Carril 4: Bagatel, Carril 5: Lady Green, Carril 6: UM225, Carril 7: 

UM226, Carril 8: UM227, Carril 9: UM290, Carril 10: UM302, Carril 11: VRB, Carril 12: CRS; Carril 

13:Blanco. 

  

Detección del gen CHI sin interrupción 

 

Los cebadores utilizados fueron diseñados para amplificar un fragmento de 950 pb del gen 

CHI sin inserto de dTdic1, es decir que con esta pareja de cebadores no se debe obtener 

amplicón si hay algún inserto dentro de este gen. Se obtuvo amplicón en los claveles 

variegados UM225 (resultado no mostrado), UM226, UM290 y VRB y en los no 

variegados XXX, Lady Green y Bagatel (Figura 8). Las únicas muestra que no amplificaron 

con estos cebadores fueron el clavel variegado CRS y el clavel de color blanco no 

variegado Kaly. 

 

Figura 8. Amplificación del gen CHI sin interrupción de dTdic1. Carril 1: 1Kb DNA Ladder (Promega), 

Carril 2: XXX, Carril 3:Kaly, Carril 4: Lady Green, Carril 5: Bagatel, Carril 6: UM225, Carril 7: 

UM226, Carril 8: UM290, Carril 9: UM302, Carril 10: UM304, Carril 11: CRS, Carril 12: VRB; Carril 

13:Blanco. Las bandas para los carriles 3 y 11 son muy tenues y no se alcanzan a ver en la fotografía. 

 

Detección de  dTdic1 interrumpiendo el gen DFR 

 

Ninguno de los ensayos de PCR realizados permitió detectar el elemento dTdic1 dentro del 

gen DFR (Dihidroflavonolreductasa). 
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Caracterización de las secuencias de dTdic1 clonadas 

 

Inicialmente se enviaron a secuenciar los amplicones de dTdic1 obtenidos con los 

cebadores dTdic1-F1/dTdic1R1, estas secuencias fueron de baja calidad debido a la 

presencia de mezclas de productos en todas las muestras. Estos resultados sugirieron la 

presencia de más de un elemento por genoma, razón por la cual se procedió a clonar los 

productos de PCR provenientes del clavel variegado A255 y el no variegado Bagatel previa 

confirmación de los transformantes por PCR (Figura 9) con el fin de tener productos de 

mejor calidad para poder secuenciar. 

 

 

Figura 9. Confirmación de transformantes con inserto dTdic1. PCR con los cebadores dTdic1-F1/dTdic1-R1. 

Carril 1: 1 Kb DNA Ladder (Promega) Carriles 2-5: Clones 1, 2, 3 y  4 respectivamente. 

 

 

Las secuencias de dTdic1 (717-724 pb) obtenidas a partir de los cuatro clones mostraron 

identidades entre 92-95% y se alinearon con la “secuencia completa del gen CHI (Gen FI1) 

de Dianthus caryophyllus, alelo FI1-m, interrumpido por el elemento transponible dTdic1” 

con número de accesión AF250367 del GenBank descrita por Larsen y Brigs  (Figura 10). 

El alineamiento mostró algunas diferencias puntuales y gaps con respecto a la secuencia 

previamente reportada.  
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Figura 10. Similitud de las secuencias dTdic1 clonadas  (dTdclon1, dTdclon2, dTdclon3 y dTdclon4) y  la 

secuencia dTdic1 (dTdic1AF250367) reportada en GeneBank por Larsen y Brigs en el 2000. 
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Detección genómica de fragmentos dTdic1 mediante Southern Blot. 

 

La sonda homóloga a dTdic1 mostró una señal adecuada de acuerdo al ensayo de detección 

directa en el cual se calculó en 20 ng/µl la concentración de esta (Figura 11). 

 

 

Figura 11. Estimación de la producción de sonda por detección directa. Carril 1: DNA estándar. 

Carril 2: Sonda de DNA marcada con digoxigenina fabricada en este trabajo. 
 

 

Los resultados de Southern blot utilizando esta sonda (complementaria a dTdic1) mostraron 

hibridación en todos los claveles analizados (variegados y no variegados) confirmando los 

resultados obtenidos por PCR en donde se pudo amplificar un fragmento de dTdic1 en 

todos los claveles. La señal quimioluminiscente de la sonda se detectó en fragmentos de 

DNA de clavel de 2.500 a más de 10.000 pb, sin embargo esta señal se observó siempre 

muy intensa en los fragmentos de mayor tamaño y difusa en los de menor tamaño, razón 

por la cual fue difícil distinguir bandas bien definidas en las muestras (Figura 12). Estos 

resultados se repitieron a pesar de realizar modificaciones en el protocolo como reducción 

de la cantidad de DNA separada por electroforesis, aumento de los tiempos de 

electroforesis, uso de geles de electroforesis de mayor longitud, mayores temperaturas en 

las incubaciones de alta astringencia,  diferentes tipos de membranas, diferentes películas 

radiográficas y diferentes tiempos de exposición de las membranas en estas. 
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Figura 12. Southern blot de DNA total de clavel utilizando la sonda de DNA que hibrida con un fragmento 

de dTdic1. Las figuras a, b, c y d corresponden al mismo ensayo. Carril 1: XXX, Carril 2: Kaly, Carril 3: 

Lady Green, Carril 4: Bagatel, Carril 5: UM225, Carril 6:UM226, Carril 7: UM290, Carril 8: UM302, 

Carril 9: UM304, Carril 10: CRS, Carril 11: VRB, Carril 12: Apio, Carril 13: Clavel sin digerir.  

a) Electroforesis de DNA de clavel digerido usado para Southern Blot, b) Autoradiografía de 1 h de 

exposición a la película, c) Autoradiografía de 3 h de exposición a la película, d) Autoradiografía de 18 h de 

exposición a la película, 
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Expresión de dTdic1 en clavel 

 

Las muestras de RNA y de mRNA de pétalos de clavel en estado de desarrollo uno también 

conocido como “estrella” presentaron concentraciones entre 2 a 3 µg/µl y 0,26 a 0,3  µg/µl 

respectivamente y se descartó la degradación del primero mediante electroforesis (Fig 13).  

 

 

     

                                  a.                                    b. 

Figura 13 a. Botón floral de clavel en estado 1 “Estrella”. b.  Electroforesis de RNA total obtenido a partir de 

flores de clavel de clavel en estado 1. Electroforesis: Agarosa 1% más formaldehído 2%, Buffer corrida: 

MOPS 1X, Voltaje: 4 V/cm durante 1.5 h. Carril 1: XXX, Carril 2: Candy, Carril 3: Lady Green, Carril 4: 

Kaly, Carril 5: UM225, Carril 6: UM226, Carril 7: UM302, Carril 8: UM304 

 

Se realizaron varios ensayos de Northern blot utilizando la sonda que hibrida con dTdic1 y 

otros con la sonda que hibrida en un fragmento del gen CHI. Los resultados nunca fueron 

satisfactorios a pesar de repetir el ensayo varias veces pues nunca se observó señal de 

hibridación de la sonda en el RNA total ni en el mRNA (Figura 14). Por esta razón se 

procedió a descartar el paso de separación de mRNA en electroforesis  y se decidió hacer 

siembra directa de las muestras en la membrana a través de Dot blot (Figura 15 y 16). 
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                             a.                                                              b. 

Figura 14. Northern Blot de muestras de RNA de pétalos de clavel. a) RNA total hibridado con la sonda 

dTdic1.b) mRNA hibridado con la sonda dTdic1.  

 

Mediante Dot Blot se detectó el transcrito del elemento dTdic1 en todas las muestras de 

RNA total tanto en los claveles con flores variegadas como en los no variegados, sin 

embargo con mRNA no se pudo observar señal de la sonda en ninguna muestra (Figura 15). 

 

Figura 15. Dot blot con RNA total y mensajero utilizando la sonda complementaria a dTdic1. Carril 1: 

XXX,Carril 2: Candy,Carril 3: Kaly,  Carril 4: Lady Green, Carril 5: UM225,  Carril 6: UM226, Carril 7: 

UM302, Carril 8: UM304, Carril 9: Agua, Carril 10: DNA Tomate,  Carril 11: DNA esperma de salmón, 

Carril 12: DNA Clavel variedad Kaly.. Exposición: 1 h. 
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Al utilizar la sonda homóloga a CHI en Dot blot, todas las muestras de clavel mostraron 

señal de hibridación de (Figura 16), sin embargo no es posible saber si la señal corresponde 

a transcritos de genes CHI con o sin inserto de dTic1. 

 

a)                                                   b) 

 

Figura 16. Dot blot con RNA total y mensajero Sonda CHI. Carril 1: XXX,Carril 2: Candy,Carril 3: 

Kaly,  Carril 4: Lady Green, Carril 5: UM225,  Carril 6: UM226, Carril 7: UM302, Carril 8: UM304, 

Carril 9: Agua, Carril 10: DNA Tomate,  Carril 11: DNA esperma de salmón, Carril 12: DNA Clavel 

variedad Kaly. a) Exposición: 1 h. b) Exposición: 3 h. 

 

Caracterización de dTdic1 interrumpiendo el gen CHI. 

 

Se identificó a dTdic1 interrumpiendo la secuencia del gen CHI en el clavel variegado y no 

variegado VRB y Bagatel respectivamente. El análisis de estas secuencias mostró 

características de los elementos genéticos transponibles de clase II como las repeticiones 

terminales invertidas (ITRs) y las regiones repetitivas generadas durante la inserción de 

dTdic. De igual forma se compararon las regiones ITRs de las secuencias obtenidas ene este 

trabajo con respecto a la secuencia reportada AF250367. Se encontraron algunas 

sustituciones de bases como por ejemplo, una transversión en la posición 2 de la región ITR 

en donde la secuencia de referencia tiene una citosina pero en las dos secuencias analizadas 

hay una adenina (Figura 17). 
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Figura 17. Alineamiento de secuencias de dTdic1 insertado en el gen CHI obtenidos en este trabajo 

(BagatelCHI y VRBCHI) y la secuencia dTdic1 (dTdic1AF250367) reportada en GeneBank. El recuadro 

negro muestra la región ITR (Repeticiones terminales invertidas) y el recuadro rojo muestra la región 

repetitiva del huesped. 

 

 

Búsqueda de secuencias flanquantes a sitios de inserción de dTdic1. 

 

Se obtuvieron trece secuencias de productos generados por PCR arbitraria, estos productos 

fueron de tamaños entre 500 y 4.000 pb (Figura 18). 
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Figura 18. Electroforesis de PCR Arbitraria. Carriles 1,2: PCR Primaria de clavel variegado VRB. 

Carriles 3,4: PCR primaria de clavel no variegado Bagatel.Carril 5: Control agua. Carriles 6-8: PCR 

anidada de clavel variegado VRB. Carriles 9-12: PCR anidada de no variegado Bagatel. Carril 13: 1Kb 

DNA Ladder Promega. 

 

Las secuencias obtenidas fueron analizadas  utilizando BLASTn, sin embargo fue necesario 

modificar los parámetros del algoritmo porque inicialmente no se encontró ninguna 

similitud con secuencias del GenBank. Utilizando otros parámetros en el algoritmo (“Word 

Size” 7, “match/mismatch scores”  1,-1 y “Gap costs” existencia 1, extensión 2) se encontró 

similitud de las secuencias obtenidas en este trabajo con algunas secuencias. Las secuencias 

uno y dos de 1.250 pb obtenidas del clavel variegado VRB mostraron similitud con 

secuencias de Oxidasa Alternativa de Gibberella zeae. Las secuencias tres y seis de 3.500 

pb obtenidas a partir del clavel variegado VRB y no variegado Bagatel respectivamente y 

las secuencias cuatro de 1.250 pb y doce de 1000 pb obtenidas de Bagatel mostraron 

similitud con la secuencia de D-loop mitocondrial de Odonthestes sp. La secuencia cinco de 

1.250 pb obtenida a partir de Bagatel mostró similitud con la secuencia que codifica una 

proteína snRNP en Guillardia theta. La secuencia ocho de 750 pb obtenida del clavel VRB 

mostro similitud con la secuencia que codifica una  proteína “Nitrite extrusión” en 

Burkholderia pseudomallei. La secuencia siete y diez de 750 pb obtenida de los claveles 

VRB y Bagatel respectivamente mostro similitud con la secuencia que codifica una lipoyl 

sintasa en Burkholderia mallei y Burkholderia pseudomallei. La secuencia nueve de 1000 

pb obtenida de Bagatel mostró similitud con una secuencia que codifica una proteína de 
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unión a GTP en Burkholderia pseudomallei. Finalmente, las secuencias once y trece de 750 

pb obtenidas de Bagatel no mostraron similitud con ninguna secuencia reportada (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Resultados de BLASTn de las secuencias obtenidas por PCR arbitraria, en busca de secuencias 

aledañas a sitios de inserción del elemento dTdic1. 

 

Secuencia Clavel Longitud (pb) BLAST Identidad Score Valor E Numero accesión 

1 VRB 1.250 

Gibberella zeae PH-1 hypothetical protein 

partial mRNA: AOX, Oxidasa Alternativa 

“Ferritin-like diiron domain” 

 

85% 362 1 e-96 XM_381518.1 

2 VRB 1.250 

Gibberella zeae PH-1 hypothetical protein 

partial mRNA: AOX, Oxidasa Alternativa 

“Ferritin-like diiron domain” 

 

76% 328 4 e-86 XM_381518.1 

3 VRB 3.500 

Odontesthes sp. Odsp-001 mitochondrial 

DNA, complete genome: D-loop 

mitocondrial 

 

71% 424 4 e-115 AB370894.1 

4 Bagatel 1.250 

Odontesthes sp. Odsp-001 mitochondrial 

DNA, complete genome: D-loop 

mitocondrial 

 

75% 529 1 e-146 AB370894.1 

5 Bagatel 1.250 

Guillardia theta putative U5 snRNP-

specific protein (u5snRNP) mRNA, 

complete cds: putative U5 snRNP-specific 

protein 

 

79% 52,3 0,005 XM 001713256.1 

6 Bagatel 3.500 

Odontesthes sp. Odsp-001 mitochondrial 

DNA, complete genome: D-loop 

mitocondrial 

 

75% 529 5 e-78 AB370894.1 

7 VRB 500 

Burkholderia mallei NCTC 10247 

chromosome I, complete sequence: Lipoyl 

synthase 

 

91% 505 2 e-130 CP000548.1 

8 VRB 750 

Burkholderia pseudomallei MSHR346 

chromosome I, complete sequence: Nitrite 

extrusion protein 1(nitrite facilitator 1) 

 

82% 511 2 e-141 CP001408.1 

9 VRB 1.000 

Burkholderia pseudomallei 668 

chromosome I, complete sequence: GTP-

binding protein LepA 

 

66% 245 3 e-61 CP000570.1 

10 Bagatel 500 

Burkholderia pseudomallei 668 

chromosome I, complete sequence: Lipoyl 

sinnthase 

 

88% 410 8 e-111 CP000570.1 

11 Bagatel 750      

12 Bagatel 1.000 

Odontesthes sp. Odsp-001 mitochondrial 

DNA, complete genome: D-loop 

mitocondrial 

 

81% 525 2 e-145 AB370894.1 

13 Bagatel 750 Ninguna similitud con alguna secuencia     
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

El objetivo principal de este trabajo era determinar la presencia o ausencia del elemento 

genético transponible dTdic1 reportado en la literatura por Itoh y colaboradores en 2002, en 

un grupo de plantas de clavel con flores de fenotipo variegado y un grupo de plantas con 

fenotipo no variegado con el fin de verificar la inserción de este elemento en algunos genes 

de la ruta de biosíntesis de antocianinas. Contario a lo esperado, los resultados de PCR y 

secuenciación de DNA revelaron la presencia del dTdic1 en todos los claveles analizados 

tanto en los variegados como en los no variegados, esta observación es importante pues en 

la literatura solo hay un reporte de dTdic1 en donde su presencia se asocia únicamente con 

fenotipos variegados de clavel (Itoh et al., 2002). 

 

Cuando se realizó la búsqueda de dTdic1 en dos genes que hacen parte de la ruta de 

biosíntesis de antocianinas en clavel, se encontraron resultados poco concluyentes en 

cuanto a la relación directa de dTdic1 con el fenotipo variegado pues se esperaba 

encontrarlo interrumpiendo algún gen de esta ruta únicamente en los fenotipos variegados, 

sin embargo se detectó interrumpiendo el gen CHI  en Bagatel, una variedad de color 

blanco sin variegación y en solo cuatro de los seis claveles del grupo de variegados: 

UM225, UM226, UM290 y VRB. Estos resultados aportan nueva información sobre la 

asociación de dTdic1 con la variegación el cual se ha reportado en la literatura 

interrumpiendo el gen CHI de claveles amarillos (Itoh et al., 2002), sin embargo, en este 

trabajo se detectó el gen CHI interrumpido por dTdic1 en claveles ciánicos variegados que 

presentan flecos y puntos rojos sobre un fondo blanco (UM225, UM226), flecos y puntos 

rojos oscuros sobre un fondo rojo (UM290) y flecos y puntos rosados sobre un fondo 

blanco (VRB). En el mismo estudio realizado por Itoh y colaboradores en el 2002, la  

variegación de la variedad “Rhapsody” (flecos rojos sobre un fondo blanco) se asoció con 

la interrupción del gen DFR con dTdic1, en el caso de este trabajo no se encontró esta 

interrupción en ninguno de los claveles. 
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En el clavel variegado UM302 y los no variegados Lady Green y XXX no se confirmó la 

presencia de dTdic1 dentro del gen CHI, sin embargo si pudo detectarse este gen sin 

interrupción, es decir que la ruta de biosíntesis no está interrumpida en este gen ni en DFR, 

explicando de esta forma la síntesis de antocianinas en el clavel rojo no variegado XXX. 

Para el caso del clavel variegado UM302 la explicación de la variegación no estaría 

relacionada con la presencia de dTdic1 en ninguno de estos dos genes como si se observó 

en otros claveles variegados. En los claveles variegados UM225, UM226, UM290 y VRB 

se encontró la inserción de dTdic1 en el gen CHI, pero también se detectó este gen sin 

interrupción, en este caso, es probable que el gen CHI  sin interrupción pueda codificar para 

la enzima funcional que complete la ruta de síntesis de antocianinas en algunas líneas 

celulares y en otras no (Itoh et al., 2002)  dando lugar a los puntos, estrías y sectores 

ciánicos y blancos que se observan en estos claveles. En el clavel variegado CRS y el no 

variegado Kaly, no fue posible detectar el gen CHI sin interrupción ni con inserción de 

dTdic1, Kaly es una variedad comercial blanca casi “Pura” que acumula glicósidos de 

flavonona, flavonol y glicósidos de flavona al bloquear la transcricpción del gen que 

codifica la flavonona 3-hidroxilasa (F3H) (Masami et al., 1999) sin embargo, es posible 

que  aún en ausencia de actividad CHI en esta variedad, la chalcona se pueda isomerizar 

espontáneamente para formar nariegenina aunque a una tasa muy baja (Ben-Meir et al., 

2002) para completar la síntesis de flavonona, flavonol y glicósidos de flavona y generar el 

color blanco característico de esta variedad. 

 

Las secuencias de dTdic1 obtenidas permitieron identificar las regiones repetitivas que se 

generan tras un evento de transposición y los ITRs de 12 nucleótidos característicos de la 

familia hAT como en Ac/Ds de maíz y  dTph1 de petunia (Van den Broeck et al., 1998). 

Para dTph1 se han reportado desde 10 hasta 207 copias en diferentes líneas de petunia (De 

Keukeleire et al., 2001), sin embargo para dTdic1 no hay información acerca de su 

abundancia en el genoma de clavel.  Los ensayos de Southern realizados en este trabajo no 

mostraron una buena definición de las bandas, pues siempre se observó una señal muy 

intensa y poca separación de los fragmentos que hibridaban con la sonda a pesar de usar 
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diferentes enzimas de restricción para la digestión del ADN genómico y diferentes 

concentraciones de DNA. Se realizaron varios ensayos buscando estandarizar la técnica, sin 

embargo nunca se pudo obtener bandas bien definidas que permitieran responder a la 

pregunta inicial del número de copias de dTdic1 en clavel, esto sugiere que el numero de 

copias de dTdic1 podría ser alto y por esta razón un análisis de Southern no tiene la 

resolución adecuada para esta estimación. Es posible que la abundancia de dTdic1 en clavel 

sea similar al elemento de petunia dTph1, en el cual la técnica de Southern blot no permite 

la estimación de su abundancia (De.Keukeleire et al.,2001). Van den Broeck y 

colaboradores en 1998 mencionan el poco número de estudios de estimación de la 

abundancia de elementos transponibles a nivel de genoma debido a la ausencia de una 

técnica alternativa al Southern blot, y es por esta razón que desarrollaron una metodología 

alternativa para la estimación del número de copias denominada “Transposon Display” ésta 

es una técnica de AFLPs modificada que permite una alta resolución logrando así estimar el 

numero de copias del elemento por genoma y también rastrear eventos de inserción. Sin 

embargo en este trabajo no se planeó implementar esta técnica debido a que no se contaba 

con los reactivos y equipos necesarios para estandarizarla. 

 

Uno de los objetivos de este trabajo era determinar la expresión a nivel de RNA de dTdic1, 

además, al observar los resultados de PCR en donde se confirmó la presencia de dTdic1 en 

todas las muestras de clavel se quiso establecer si podría haber alguna diferencia en el 

patrón de expresión de dTdic1 que pudiera mostrar alguna característica del grupo de 

claveles variegados con respecto a los no variegados. Los resultados de Northern blot nunca 

fueron satisfactorios a pesar de repetir el ensayo muchas veces pues nunca se observó señal 

de hibridación de la sonda en el RNA total ni en el mRNA. Por esta razón se procedió a 

descartar el paso de separación de mRNA y RNA total en electroforesis  y se decidió hacer 

siembra directa de las muestras en la membrana a través de Dot Blot, de esta forma se pudo 

detectar el transcrito de dTdic1 y del gen CHI solo en las muestras de RNA total tanto en 

los claveles con flores variegadas como en los no variegados. Sin embargo con los ensayos 

realizados no fue posible determinar si la señal de la sonda homóloga a CHI provenpia del 

gen CHI con o sin interrupción de dTdic1. 
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Previamente Itoh y colaboradores en el 2001 realizaron un análisis similar buscando los 

transcritos de mRNA del gen CHI con inserto de dTdic1, estos transcritos no pudieron ser 

detectados o estuvieron por debajo del nivel de detección, esto fue explicado debido a que 

probablemente el elemento dTdic1 estaba insertado en orientación reversa y esto estaría 

limitando la transcripción del elemento.  De igual forma Yoshida y colaboradores en 2004, 

trataron de encontrar transcritos de CHI en clavel mediante Northern blot,  sin obtener 

resultados, sin embargo si fueron detectados a través de RT-PCR. En este se detectaron 

transcritos de CHI  en el RNA total de todos los claveles, pero nunca en mRNA,  una 

posibilidad es que los mRNAs que se expresan a partir de dTdic1 no tengan colas de 

poliadeninas, lo cual podría explicar la incapacidad de purificar estos RNAs a partir del 

RNA total mediante cromatografía de afinidad en columnas de politiminas o que el mRNA 

estuviera degradado, esto explicaría la presencia de señal de hibridación de RNA en dot 

blots y su ausencia en Northern blots. 

 

Con el fin de intentar caracterizar secuencias flanqueantes a los sitios de inserción de 

dTdic1 se analizaron las secuencias obtenidas por PCR arbitraria y aunque los porcentajes 

de similitud obtenidos en el análisis bioinformático no son los adecuados para realizar 

afirmaciones, preliminarmente se podría decir que algunas copias del elemento se 

encuentran insertadas en lugares del genoma de clavel que hasta el momento no se han 

reportado para clavel pero que son similares en algún grado a secuencias de genes de otras 

especies. Hay que tener en cuenta que la técnica de PCR arbitraria utiliza cebadores 

inespecíficos que pueden amplificar en teoría cualquier lugar en donde se encuentre 

insertado el elemento  (Caetano y Annoles, 1993) en este caso dTdic1 y por esta razón no es 

extraño que las secuencias analizadas tuvieran bajas similitudes con otras secuencias, 

adicionalmente, el genoma de clavel no ha sido secuenciado y por esta razón aún no hay 

suficiente información de secuencias en esta especie. 

 

Con lo anterior se puede confirmar que la presencia de dTdic1 en los claveles estudiados 

por si misma no permite hacer una relación directa con el fenómeno de variegación 

observado, pues es necesario realizar estudios que analicen la presencia de dTdic1 o de 

otros elementos en otros genes de la ruta y además realizar estudios de expresión genética 
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que permitan asociar eventos de movilización de dTdic1 con el fenómeno de variegación 

floral en clavel. 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo aportan más información sobre el EGT dTdic1, el 

cual se encontró interrumpiendo un gen de la ruta de biosíntesis de antocianinas en claveles 

híbridos y comerciales. Los EGTs son de interés por su potencial uso para generar nuevas 

características florales en plantas de interés ornamental, por esta razón dTdic1 podría ser 

utilizado en otras investigaciones como posible herramienta para la generación de nuevas 

variedades, no solo en clavel sino en otras especies ornamentales. Actualmente hay una 

patente en la cual se desarrolló una nueva transposasa para la movilización de dTdic1 con el 

fin de ser  usada en mejoramiento vegetal a través de “Tagging” (Patent Abstracts of Japan, 

2007). De igual forma en este trabajo se sugiere la abundancia de dTdic1 en el genoma del 

clavel, lo anterior  hace que este EGT sea candidato para ser usado en la búsqueda de genes 

de interés en clavel mediante “Transposon Tagging”  y/o  “Transposon Display”. 
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RECOMENDACIONES 

 

 

 Se recomienda para futuros trabajos, analizar genes diferentes a DFR y CHI, con el 

fin de establecer si dTdic1 u otros EGTs se encuentran interrumpiendo más genes 

involucrados en la ruta de biosíntesis de antocianinas en clavel. 

 

 Se recomienda repetir los ensayos de búsqueda de dTdic1 en el gen DFR con otros 

cebadores con el fin de corroborar su ausencia en este gen. 

 

 Es necesario volver a realizar PCR para la amplificación de dTdic1 utilizando otros 

cebadores que permitan obtener secuencias de mayor longitud con el fin de tener 

mayor información de su secuencia. 

 

 Se recomienda la realización de “Transposon Display” con el fin de poder contar 

con una técnica que permita analizar tanto la abundancia de dTdic1 en diferentes 

líneas de clavel, como obtener mayor información de las secuencias flanqueantes a 

los sitios de inserción e identificar eventos de transposición. 

 

 Para futuros estudios de la expresión de dTdic1 o de CHI se recomienda utilizar 

otras técnicas como RT-PCR que han mostrado ser más eficiente en estos estudios. 
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CONCLUSIONES 

 

 Se identificó el elemento genético transponible dTdic1 de la familia hAT 

caracterizado por ITRs de 12 pb y se pudo establecer que está presente en todos los 

claveles analizados, tanto aquellos con flores variegadas como sin variegación.  

 

 El elemento genético transponible dTdic1 no se encontró en el gen DFR, pero si 

pudo detectarse interrumpiendo el gen CHI en algunas de las líneas híbridas de 

clavel y en una de las variedades comerciales. 

 

 El elemento genético transponible dTdic1 es un elemento que presente en mas de 

una copia en el genoma de los claveles estudiados y se transcribe tanto en los 

claveles con flores variegadas como en los no variegados. 

 

 Se pudieron amplificar 13 fragmentos flanquantes a algunos sitios de inserción de 

dTdic1, sin embargo, el análisis de las secuencias no reveló similitud con ninguna 

secuencia reportada para clavel, pero si se obtuvo alguna similitud con secuencias 

de otras especies. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1.  Protocolo para la preparación de α-DH5 electrocompetentes por el método 

de Glicerol.   

 

Protocolo para la preparación de α-DH5 electrocompetentes por el método de Glicerol.   

Sambrook y Semuller, 2001 

Realizar un cultivo de α-DH5 en medio LB (Luria Broth) incubando a 37°C en agitación 200 rpm durante 

toda la noche. 

 Adicional 50 ml del cultivo a 1 L de LB líquido precalentado, incubar a 37°C y  30 rpm hasta obtener una 

OD (600 nm) = 0,35 realizando mediciones cada 20 min.  

Cuando se alcance la OD= 0,35 rápidamente transferir el cultivo a hielo durante 15-20 min agitando 

ocasionalmente para asegurar un enfriamiento homogéneo. Para máxima eficiencia de transformación, en 

ninguna de las etapas del protocolo las células deben aumentar su temperatura a mas de 4°C. 

Transfiera el cultivo a tubos de centrifuga fríos. Centrifugar a 1.000 x g durante 15 min a 4° C. Eliminar el 

sobrenadante y resuspender el pellet en 500 ml (por cada 500 ml de cultivo inicial) de agua MilliQ fría. 

Centrifugar a 1.000 x g durante 15 min a 4° C. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 250 ml  

(por cada 500 ml de cultivo inicial) de solución fría de glicerol (Glicerol grado molecular 10% v/v). 

Centrifugar a 1.000 x g durante 15 min a 4° C. Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 10 ml  

(por cada 500 ml de cultivo inicial) de solución fría de glicerol (Glicerol grado molecular 10% v/v). 

Centrifugar a 1.000 x g durante 15 min a 4° C, eliminar cuidadosamente todo el sobrenadante con una 

micropipeta. 

Resuspender el pellet en 1 ml de medio GYT frio (Glicerol 10% v/v, Extracto de levadura 0,125% w/v, 

Triptona 0,25% w/v). No pipetear ni dar vortex. 

Medir la OD de una solución 1:100 de la suspensión de células y ajustar a 2 X 10
10 

- 3 X 10
10 

células/ml 

con medio GYT frio. 

Transferir 40 µl de la solución de células a una cubeta de electroporación fría y realizar una verificación 

de arqueo,  asegurándose de no escuchar ningún sonido de explosión durante la descarga eléctrica. Si esto 

ocurre, lavar las células una vez mas con medio GYT para asegurarse que la conductividad de la 

suspensión bacteriana sea lo suficientemente baja. 

Alicuota las células en alícuotas de 40 µl en tubos fríos y sumergir en Nitrógeno líquido durante 5 seg. 

Almacenar las células a -70°C. 

Para usar las células electrocompetentes almacenadas, removerlas del congelador, mantener a temperatura 
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ambiente hasta que se descongelen y luego tranferir a un baño con hielo. 

 

Anexo 2.  Protocolo para la transformación de α-DH5 electrocompetentes. 

 

Protocolo para la transformación de α-DH5 por electroporación. 

Sambrook y Semuller, 2001. 

Transferir 40 µl de células electrocompetentes a tubos frios esteriles de 0,5 ml, incubar en hielo junto 

con las cubetas de electroporación. 

Adicionar 10 pg-25 ng del plásmido en un volumen de 1-2 µl e incubar en hielo durante 30-60 seg. 

Programar un pulso de 2.500 V. 

Tomar la muestra de células-ADN, y adicionarla a una cubeta de electroporación, golpear suavemente 

para asegurar que la suspensión quede en el fondo, secar el exterior de la cubeta y colocarla dentro del 

electroporador. 

Someter la muestra al pulso eléctrico programado. 

Remover rápidamente la cubeta y adicionar 1ml de medio SOC a temperatura ambiente. 

Transferir las células a un tubo de polipropileno de  17 x 150 mme incube en agitación suave durante 1 

H a 37°C. 

Sembrar diferentes volúmenes de células electroporadas en agar SOB adicionado con antibiótico, x-gal e 

IPTG. 

Incubar a temperatura ambiente hasta que el líquido se absorba. 

Incubar a 37°C durante 12-16 h. 

 

Anexo 3.  Procedimiento de Marcaje de ADN para fabricación de la sonda y 

determinación de la producción de sonda. 

 

Procedimiento de Marcaje de ADN para fabricación de la sonda. 

Se purificó el ADN molde a partir electroforesis de productos de PCR de los clones con inserto CHI y 

dTdic1. 

Adicionar 300 ng de ADN blanco a un tubo de 0,5 ml y adicionar agua MilliQ hasta completar un 

volumen final de 16 µl. 

Denaturar el ADN calentando la muestra hasta ebullición durante 10 min. 

Enfriar rápidamente en hielo. 

Adicionar 4 µl de DIG-High Prime® a la muestra denaturada. 

Incubar durante 20 h a 37°C. 

Parar la reacción calentando a 65°C durante 10 min. 
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Determinación de la producción de sonda. 

Preparar una solución de trabajo de la sonda  a partir de 1 µl de la sonda obtenida en 19 µl de buffer de 

dilución (incluido en el Kit). 

Preparar una solución de trabajo del ADN DIG-labeled control a una concentración final de 5 ng/ µl en 

buffer de dilución. 

Usando el buffer de dilución preparar diluciones seriadas de la sonda como se muestra a continuación: 

 

Dilución Concentración esperada a partir 

del ADN molde usado (300 ng). 

Inicial 1 ng/ µl 

1:100 10 pg/ µl 

1:330 3 pg/ µl 

1:1000 1 pg/ µl 

1:3300 0,3 pg/ µl 

1:100000 0,1 pg/ µl 

1:330000 0,03 pg/ µl 

1:1000000 0,01 pg/ µl 

0 0 
 

Sembrar en una membrana de Nylon (Hybond-N Amersham Biosciences®) puntos con µl de cada 

dilución. 

Hornear la membrana a 80°C durante 2 h. 

Transferir la membrana a un recipiente plástico con 20 ml de Washing Buffer, incubar 2 min en 

agitación y descartar del buffer. 

Transferir la membrana a una bolsa plástica sellable con 10 ml de Solución de Bloqueo (Incluída en el 

Kit) e incubar durante 30 min agitando suavemente. 

Eliminar la solución de bloqueo y adicionar 10 ml de solución de anticuerpo  (Incluida en el kit) e 

incubar durante 30 min en agitación suave. 

Eliminar la solución de anticuerpo y lavar 2 veces durante 15 min con Washing Buffer. 

Equilibrar la membrana en 10 ml de Buffer de Detección durante 5 min. 

Eliminar el buffer y colocar la membrana en una bolsa plástica con el ADN hacia arriba, aplicar CSPD 

(Incluido en el Kit) hasta que la membrana quede mojada pero no en exceso, sellar la bolsa evitando la 

formación de burbujas. 

Incubar 10 min a 37°C. 

Exponer la membrana a una película durante 20 min. 
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Anexo 4.  Exposición y revelado de la película para Southern, Northern y dot Blotting. 

 

Exposición y revelado de la película para Southern, Northern y Dot Blotting. 

Procedimiento Tiempo 

Sumergir la película en un recipiente con 

desarrollador, sin agitación. 

5 min 

Remover la película del desarrollador y sumergirla 

en un recipiente con agua con agitación suave. 

30 seg 

Colocar la película en un recipiente con fijador con 

agitación suave. 

10 min 

Lavar la película en un recipiente con agua con 

agitación suave. 

5 min 

Remover la película del lavado y sostener con una 

pinza a temperatura ambiente en un lugar libre de 

polvo hasta que se seque completamente. 

5 min 

 

Anexo 5.  Procedimiento completo para Southern Blot. 

 

Procedimiento completo para Southern Blot. 

Digestión de ADN total con enzimas de 

restricción. 

Concentrar 10 µg de ADN utilizando el protocolo de acetato 

de amonio y etanol. 

Adicionar a cada muestra el volumen necesario de agua 

MilliQ para completar un volumen de 100 µl y adicionar el 

buffer de la enzima a una concentración final de 1X. Incubar 

durante al menos 12 h Aa 4°C agitando constantemente con 

un capilar de vidrio con el fin de resuspender la muestra. 

 

Calentar la muestra a 65°C durante 30 min, y enfriar a 

temperatura ambiente. 

 

Digerir el ADN siguiendo el siguiente protocolo para un 

volumen final de 200 µl con una de las siguientes enzimas: 

BamHI, BglII, EcoRI o HindIII.  
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Componente Concentración 

Agua MilliQ Completar volumen  

Buffer 10 X 1 X  

Espermidina 1 mM 

ADN 10 µg 

Enzima 5 U/ µg de ADN 

BSA (Albumina de 

Suero Bovino) 

1 mg/ml 

 

Incubar toda la noche a la temperatura indicada para cada 

enzima. 

Concluida la incubación precipitar el ADN con acetato de 

amonio y etanol y resuspender en 50 µl de TE y 50 µl de 

buffer de carga. 

Separación de muestras de ADN en gel 

de agarosa. 

Preparar un gel de agarosa al 0,7 % en buffer TBE 0,5 X. 

Sembrar las 100 µl de cada muestra de ADN digerida en 

cada pozo. Sembrar un pozo con marcador de peso molecular 

1 Kb DNA Ladder, Promega®. 

Correr la electroforesis a 20 V/cm hasta la máxima 

separación del marcador de peso molecular. 

Transferencia de ADN a la membrana 

por el método capilar. Todos los pasos 

se realizaron a temperatura ambiente con 

agitación suave a menos que se 

especifique lo contrario. 

Sumergir el gel en un recipiente con Solución de 

Depurinación durante 15 min. 

Sumergir el gel en un recipiente con Solución de 

Denaturación 2 veces durante 15 min cada vez. 

Sumergir el gel en un recipiente con agua destilada estéril y 

lavar durante 5 min. 

Sumergir el gel en Solución de Neutralización dos veces 

durante 15 min cada vez. 

Equilibrar el gel en una solución de 20 X SSC durante al 

menos 10 min. 

Realizar la transferencia como se describe a continuación 

evitando la formación de burbujas. 

- Colocar un pedazo de papel filtro humedecido en 

20X SSC y hacer un puente que caiga sobre un 

reservorio de 20X SSC. 

- Colocar el gel sobre el papel filtro y eliminar las 

burbujas entre el gel y el papel con una pipeta de 
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vidrio estéril 

- Cortar una pieza de membrana de Nylon (Hybond-

N, Amersham Biosciences) del tamaño del gel y 

colocarla sobre la superficie que contiene el ADN 

eliminando las burbujas entre este y la membrana. 

- Colocar varias capas de papel filtro sobre la 

membrana. 

- Colocar un paquete de toallas de papel sobre el 

papel filtro. 

- Colocar una placa de vidrio sobre el montaje. 

- Colocar sobre el vidrio un peso de 500 g. 

- Permitir la transferencia durante la noche. 

 

Tomado de DIG Application Manual for Filter Hibridization, ROCHE®. 

Desensamblar el blot y lavar la membrana durante 30 seg en 

2X SSC. 

Mientras la membrana está húmeda, fijar el ADN mediante 

secado en horno a 80°C durante 2 h. 

Prehibridación del Blot con Dig Easy 

Hyb, ROCHE®. 

Se determinó la temperatura adecuada de hibridación de 

acuerdo a las características de la sonda y del ADN blanco 

utilizando la formula que se muestra a continuación, según 

las indicaciones del fabricante del Kit de detección de la 

sonda: 

 

Tm= 49,82 + 0,41*(% G + C) – 600 / Longitud de la sonda 

 

Utilizar 15 ml de DIG Easy Hyb/ 100 cm
2
 de membrana para 

la prehibridación. 

Precalentar la cantidad adecuada de DIG Easy Hyb a la 

temperatura establecida para cada sonda. 
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Colocar la membrana en un tubo de hibridazacion y 

adicionar la solución de DIG Easy Hyb, incubar a la 

temperatura indicada para cada sonda durante al menos 30 

min. 

Hibridación de la sonda al Blot. Determinar la cantidad de sonda necesaria para usar una 

concentración final de 35 ng/ml de solución de hibridación 

(DIG Easy Hyb). 

Denaturar la sonda colocando el volumen necesario de sonda 

en un tubo con 50 µl de agua, incubar en un baño de agua en 

ebullición durante 5 min, luego enfriar en un baño de hielo 

durante 1 min. 

Prepara la solución de hibridación adicionando la sonda 

denaturada a la solución de DIG Easy Hyb precalentada a la 

temperatura de hibridación y mezclar por inversión. 

Eliminar la solución de prehibridación del tubo y adicionar 6 

ml de solución de hibridación por tubo. 

Incubar la membrana en la solución de hibridación durante 

16 h a la temperatura calculada anteriormente. 

Finalizada la hibridación eliminar la solución de hibridación 

y conservarla para otras hibridizaciones. 

Lavar la membrana en un recipiente plástico con 200 ml de 

Low Stringeny Buffer, incubar a temperatura ambiente 

durante 5 min, con agitación suave, desechar el buffer y 

repetir el lavado. 

Precalentar High Stringency Buffer a 65° C y lavar la 

membrana dentro de un tubo de hibridación con 25 ml del 

buffer 2 veces durante 15 min cada vez con agitación suave. 

Detección de la sonda con el método 

Quimioluminiscente. Todas las 

incubaciones se llevaron a cabo a  

temperatura ambiente y con agitación 

suave a menos que se especifique lo 

contrario. 

Transferir la membrana a un recipiente plástico con 100 ml 

de Washing Buffer, incubar durante 2 min. 

Descartar el buffer y adicionar 100 ml de Blocking Solution 

(Incluido en el Kit) e incubar durante al menos 30 min. 

Descartar la solución de bloqueo  y adicionar 20 ml de 

solución de anticuerpo (Incluido en el Kit) e incubar durante 

30 min. 

Descartar la solución de anticuerpo y lavar la membrana 2 

veces durante 15 min cada vez con Washing Buffer. 

Eliminar el Washing Buffer y poner la membrana en una 
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bolsa plástica sellable.  

Adicionar el sustrato quimioluminiscente CSPD (Incluido en 

el Kit) sobre la membrana hasta que quede cubierta por 

completo al tiempo que se va cubriendo con la bolsa y 

eliminando las burbujas. 

Eliminar el exceso de sustrato con un papel absorbente y 

sellar la bolsa. 

Incubar a 37°C durante 5 min. 

Exponer la membrana a la  película  y realizar el revelado 

como se describió anteriormente. 

 

Anexo 6.  Procedimiento Extracción de RNA Total con Trizol ® Invitrogen. 

 

Extracción de RNA Total. 

Macerar 100 mg de tejido con Nitrógeno Líquido usando un mortero y un pistilo. 

Adicionar 1 ml de TRIzol® y mezclar con el macerado. 

Transferir el contenido del mortero a un tubo de microcentrifuga y centrifugar a 12000 x g. 

Transferir el sobrenadante a tubos nuevos e incubar durante 5 min a temperatura ambiente. 

Adicionar 200 µl de cloroformo agitar vigorosamente durante 15 seg e incubar durante 3 min a 

temperatura ambiente. 

Centrifugar a 12000 x g durante 15 min. 

Conservar la capa acuosa y transferirla a nuevos tubos. 

Precipitar el RNA adicionando 500 µl de isopropanol e incubar durante 15 min a temperatura ambiente. 

Centrifugar a 12000 x g durante 10 min. 

Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet en 1 ml de etanol 75% y mezclar con vortex. 

Centrifugar a 7500 x g durante 5 min. 

Eliminar el sobrenadante y permitir el secado del pellet a temperatura ambiente durante 10 min sin dejar 

que se seque totalmente para asi evitar dificultad en la resuspensión. 

Resuspender el pellet en 20 µl de formamida desionizada medir la concentración por espectrofotometría 

(260 nm) y almacenar a -70°C. 
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Anexo 7.  Procedimiento completo para Northern Blot. 

 

Procedimiento completo para Northern Blot. 

Separación de muestras de RNA en gel 

de agarosa. 

Prepara un gel de agarosa al 1,5 % en Buffer MOPS 1 X con 

formaldehido 2%. 

Mezclar 2 volúmenes de Buffer de carga para RNA con 5 µg 

de RNA total o 500 ng de mRNA. 

Denaturar la mezcla buffer de carga-RNA calentando la 

mezcla a 65° C durante 10 min, e inmediatamente enfriar en 

un baño con hielo durante 1 min. 

Sembrar las muestras en los pozos del gel y llenar la cámara 

con buffer de corrida MOPS 1 X. 

Correr la electroforesis a 4 V/cm por al menos 2 h. 

Transferencia de RNA a la membrana 

por el método capilar. Todos los pasos 

se realizaron a temperatura ambiente con 

agitación suave a menos que se 

especifique lo contrario. 

Equilibrar el gel 2 veces en una solución de 20 X SSC 

durante 15 min cada vez con el fin de eliminar el 

formaldehido. 

Realizar la transferencia como se describe a continuación 

evitando la formación de burbujas. 

- Colocar un pedazo de papel filtro humedecido en 

20X SSC y hacer un puente que caiga sobre un 

reservorio de 20X SSC. 

- Colocar el gel sobre el papel filtro y eliminar las 

burbujas entre el gel y el papel con una pipeta de 

vidrio estéril 

- Cortar una pieza de membrana de Nylon (Hybond-

N, Amersham Biosciences) del tamaño del gel y 

colocarla sobre la superficie que contiene el ADN 

eliminando las burbujas entre este y la membrana. 

- Colocar varias capas de papel filtro sobre la 

membrana. 

- Colocar un paquete de toallas de papel sobre el 

papel filtro. 

- Colocar una placa de vidrio sobre el montaje. 

- Colocar sobre el vidrio un peso de 500 g. 

- Permitir la transferencia durante la noche. 
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Tomado de DIG Application Manual for Filter Hibridization, ROCHE®. 

Desensamblar el blot y lavar la membrana durante 30 seg en 

2X SSC. 

Mientras la membrana está húmeda, fijar el RNA mediante 

secado en horno a 80°C durante 2 h. 

Prehibridación del Blot con Dig Easy 

Hyb, ROCHE®. 

Utilizar 15 ml de DIG Easy Hyb/ 100 cm
2
 de membrana para 

la prehibridación. 

Precalentar la cantidad adecuada de DIG Easy Hyb a 50° C. 

Colocar la membrana en un tubo de hibridazacion y 

adicionar la solución de DIG Easy Hyb, incubar a 50° C 

durante al menos 30 min. 

Hibridación de la sonda al Blot. Determinar la cantidad de sonda necesaria para usar una 

concentración final de 50 ng/ml de solución de hibridación 

(DIG Easy Hyb). 

Denaturar la sonda colocando el volumen necesario de sonda 

en un tubo con 50 µl de agua, incubar en un baño de agua en 

ebullición durante 5 min, luego enfriar en un baño de hielo 

durante 1 min. 

Prepara la solución de hibridación adicionando la sonda 

denaturada a la solución de DIG Easy Hyb precalentada a la 

temperatura de hibridación y mezclar por inversión. 

Eliminar la solución de prehibridación del tubo y adicionar 6 

ml de solución de hibridación por tubo. 

Incubar la membrana en la solución de hibridación durante 

16 h a 50° C. 

Finalizada la hibridación eliminar la solución de hibridación 

y conservarla para otras hibridizaciones. 

Lavar la membrana en un recipiente plástico con 200 ml de 
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Low Stringeny Buffer, incubar a temperatura ambiente 

durante 5 min, con agitación suave, desechar el buffer y 

repetir el lavado. 

Precalentar High Stringency Buffer a 50° C y lavar la 

membrana dentro de un tubo de hibridación con 25 ml del 

buffer 2 veces durante 15 min cada vez con agitación suave. 

Detección de la sonda con el método 

Quimioluminiscente. Todas las 

incubaciones se llevaron a cabo a  

temperatura ambiente y con agitación 

suave a menos que se especifique lo 

contrario. 

Transferir la membrana a un recipiente plástico con 100 ml 

de Washing Buffer, incubar durante 2 min. 

Descartar el buffer y adicionar 100 ml de Blocking Solution 

(Incluido en el Kit) e incubar durante al menos 30 min. 

Descartar la solución de bloqueo  y adicionar 20 ml de 

solución de anticuerpo (Incluido en el Kit) e incubar durante 

30 min. 

Descartar la solución de anticuerpo y lavar la membrana 2 

veces durante 15 min cada vez con Washing Buffer. 

Eliminar el Washing Buffer y poner la membrana en una 

bolsa plástica sellable.  

Adicionar el sustrato quimioluminiscente CSPD (Incluido en 

el Kit) sobre la membrana hasta que quede cubierta por 

completo al tiempo que se va cubriendo con la bolsa y 

eliminando las burbujas. 

Eliminar el exceso de sustrato con un papel absorbente y 

sellar la bolsa. 

Incubar a 37°C durante 5 min. 

Exponer la membrana a la  película  y realizar el revelado 

como se mencionó anteriormente. 
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Anexo 8.  Secuencias.  

 

Secuencia dTdic1 

Accesión AF250367. 

gi|12239389|gb|AF250367.1| Dianthus caryophyllus chalcone isomerase 1 (Fl1) gene, Fl1-

m allele, interrupted by dTdc1 transposon, complete sequence 

 
AATAGTACATTGGGCAATTTTAAAAAATAAAAAGGAATACATGAGAATAAAATATATTACTCCACTTGTA 

ACATTATTTTAAACAAAACAAAATTCATTTTCATTTAAAATATTTTATAATATGTTTTAAAGACACCATT 

ATTTCAAAATTTGGTGAATTAGTTTAAGAGTTTACGAACTTCTCAACACGTTATAACAAGTTATGAATCT 

TGAGATATACAGCTAGTGCCTGGTTGTTAGTGACGGATTATAATTGTAACTTCTTGTTTAAAATTATACA 

TTTCTTAATTCTTAATGATTTAATCAATTGTCCTATTTAATGAAAGAGGTCGTAAAATTCGGGAAAATAG 

TTATGATCAAAATTCAAAATAATTGACAAAAAAGTCCCCATGCAACCACCCTATATACTTATATACGCAT 

ATAATTAAGAGACATCACAAACAAATGAAAAATAWCGAAAACAAGAAAGAAAGGGAAAACACAATCTTCA 

TTTTTCCCCTAGAAAAAACAACTCAAATTTCTTGTCAATATGGCTACATCGCCGACGGCAGGGTTTTAAA 

TATCGGTATCGGTCGCGATCGCGGTTGCGGTCGCGGTGTCACGGTATCGGCCCTGAATCGCTTGTCTCGG 

ACTATGACTCGCTCGTCGCGGTTGATTTTTGTTTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATA 

TTTATGATGTTATTTTATGTCTAAATATGTACATAACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTT 

GGGTCGATATATGTGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAACTACATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGA 

AGGTAAAAAAGAAGAGTAAATGAAATTGGCCCAAATTATATAATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAAT 

AATTTTATTTAATTGGATTGGTAATTTTACGGAGTACAAAATACGGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGG 

TGGGATAACCAAATTGTAACACAAACACTATAAATCAATTAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAGT 

AAAAAAATCAAATAACAGTAAAAAAAAAGACACGTTACACTCTCATAACCACATGCCCACTCTCACAGTC 

ACATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAGTCAATCTAACTTCATCCCTACCAAGTGAAGTACCAACCTCTGC 

ACCAAAAAAAAAAAAAACGAAAAACAAAGAAATGTTACAGGTAACCGAGATGGCCCGAGTTACATCTTTA 

AAATCGGCCGAGAAATCCGATTTCCGAGTCAACTCGGCGAACTCGGACGATTTCGGACTGTTTTAGAAAG 

GTCCGTGAAATCTCGCCCTATCTCGTCTCGGCGGCCACCGAGTCCGAGACTTCTCGGCCGAGACGAGTCA 

ACTCGGCCGAGATTTTGAACCCTGGCCGACGGTGACGGAGGTAAAGGTGGAGGACTTTGTGTTCCCGTCG 

TCGGTCAAACCACCGGGCTCCGATAAGTCGTTCTTCCTTGGTGGTGCAGGTTTGTTGCCACTACTCTTAT 

TAACCCGCATTTAATGTCCCACATCATATATTCATATGTATAACATAATTCACTGCTCATATTATATACT 

CCCTGATCATAACCATCCATTTATTTGCATCACTTTTTGTACGGTTTTTGAGAAACATGCACATGGTAGT 

GTAAAATGTGGCTCTGGCCTGTCTCTGGTCTCTGGGTTAGTCTTATGAGTTAAACTGTGTGGCTCTGGCC 

TGTCTCTGGTTTTACAGTTTATACGACCAGCCTCTGGTTTTACAGTTTAAACTAAAAAAAATGTGCGTGC 

GTGCGTGCGTGTTTTTAGGGGTGAGAGGGATGGAGATTGGAGGCAGATTCATCAAGTTTACGGCAATTGG 

TGTTTACTTGGAGGAAAGTGGTCTCCTTGAGTTAGCTCCTAAATGGAAGGCTAAAAGTGTAACTGCTTTG 

GTTGAATCTCATGAATTTTTCCGGGATATTGTTACAGGTAACAATTCCTTCGCGATGCCTCTTAGTTTCG 

TACGTATTTCGTTTTTTGAAATATCGGTCGTGTTTGTTTTACAAGATTTGTTACATCTTCTCGAACCAAA 

CGACCCTTCATTTTAGTAAAGATTAAATTTAAAAACTTTCGCCTTTTGTAACCCTGGGCCCGGCTGGCTA 

GATTAAGGCCCCGAACTCGGCCTTATGGTTAGAAACTGTCAAAAGTAGAAAACAGAGAAACAGACGCCCT 

ATGGGTGCGGGCCCAAAATTTGTGACCCGGCCCAATAGCTAACTGGACTGGCTCTTCATGAGTTGTATAG 

ATCTTGCCAAATCGTGTTCCATTGGACGGGTCGAGCTTGATTGACCTACTCAGTTAACCACCTCATATTA 

TCGCCTTTCTTTTGCACCAAAAAAATAATATTATTGCCTTTCTTTTCGTCACCAATTCACCCATTTCTTT 

TATACTTCTAACCCAAAAGTAAATCGGTAAAATTCTAAATTGACCGTAAGTCATTTGGATCGAAAATGAG 

TATTTTGAATGTAGAGACGTAAAATTATACTCCATACTTGTAATTTACATTAGATTAGTTCGGTTATTTC 

AAGTTTCAGTACATGATTGGATGGTATTTGATAATTTCTTATACGACTTAATTTCGATCGGTTATTCATG 

TATTTTTCAGGCATATTGTCGTATTGATTGTTTATAAAAAAATGCAGGACCATTTGAGAAATTCACACAG 

GTTACAACAATCTTGCCATTGACGGGACAACAATACGCCGACAAAGTGACTGAAAATTGCGTCAAATTCT 

GGAAGGCCGTCGGAATTTACACCGATGAGGAAGCCAAGGCCGTGGATAAGTTCATCGAGGTCTTCAAGGA 

CGAGAATTTTCCTCCCGGACACTCTATTATGTTCACTCAGTCGCCTTCTGGTTCACTAACGGTTAGTTCT 

CACCTACCAATATACCGTCAATTGATTTTAGGATAAAACGTGCTTCGAGTTTATAAATTGAGATTAATTG 

GCAGCATATTAAAATTTTGGCTTGACTTGTAGGTTGCATTTTCAAAGCACGAGTCGATTCCACAAGATGG 

AAAAGCAGTGATCGAGAACAAAAACATGTCAGAGGCTGTGTTGGAGTCGATAATAGGGAAACACGGGGTC 

TCCCCTGAAACGAAACAGAGCTTAGCAGCTAGGGTTTCGGCGTTGTTGAATGACCAGAAGGTAGACGTCG 
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ATAATTCGTCGTAACTCGTAAACCAGTGTGTTCCATTTGAATGAGCATGCAACTGAAATAATGTAGCTTA 

TGAATTAATGAATGGATATGGAATTGTATGAACAATCATGTAACGATGGTGGAGTATGCCAGTATGCAAC 

TACAGTTGATGATGAAATTTCGAGTTCACTTTAAAAAAGAAAATAAAAAAGGAAAGTAATAAACGACTTT 

TTGCTAAGATCGTTTTACAGAGTTAGAACAGTAAGGTTCGAAATAAATGAAACACGGTAGTAAATTACAA 

TCAAATGCACGCTTAAAGTGACTTATTCAACGCTTAAAGTGATCAGTTATAGAGCTTTTAAAGTGATCAT 

TTTAAACTTTTAAGTAGAGACGTTAACGACTTAGATAACCCGTAAAATTCATAGAACTGTATCATTTTAG 

GATTTACCCGATTAATTAACCCTGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGAA 

 

SECUENCIAS OBTENIDAS EN ESTE TRABAJO 

 

Secuencias de clones con inserto dTdic1 
 

CLON1dTdic1 
 

ACTCGCTCGTCGCGGTTGATTTTTGTTTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATG

TTATTTTATGTCTAAATATGTACATAACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATAT

GTGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAACTACATAGATTAGAGCAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGA

GTAAATGAAATTGGCCCAAATTATATAATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGAT

TGGTAATTTTACGGAGTACAAAATACGGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACA

CAAACACTATAAATCAATTAAAAAACAAGAAAAACAAAAAAAAAAAAGTAAAAAAATCAAATAACAGTAAAAA

AAAAGACACGTTACACTCTCATAACCACATGCCCACTCTCACAGTCACATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAG

TCAATCTAACTTCATCCCTACCAAGTGAAGTACCAACCTCTGCCCCAAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAA

ANTGTTCCGGGAACCCAAAAGGCCCCGGGTTACTTTTTTAAAATCGCCCGAAAAATCNNATTTCCAAGNCAAC

TCGGGAAANCCNNANAATTTCGAANGGTTTTAAAAAGGNCCGGGAANTCCCCCTTTTTTTNNNAAAA 

 

CLON2dTdic1 
 

CTCGCTCGTCGCGGTTGATTTTTGTTTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATGT

TATTTTATGTCTAAATATGTACATAACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATATG

TGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAACTACATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGAG

TAAATGAAATTGGCCCAAATTATATAATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGATT

GGTAATTTTACGGAGTACAAAATACGGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACAC

AAACACTATAAATCAATTAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAGTAAAAAAATCAAATAACAGTAAAAAAAAA

GACACGTTACACTCTCATAACCACATGCCCACTCTCACAGTCACATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAGTCAA

TCTAACTTCATCCCTACCAAGTGAAGTACCAACCTCTGCACCGAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAANTG

TTACGGGNAACCAANATGGCCCGNGTTACTTNTTTAAAATCGGCCNANAAATCCAATTTCCGAGNCAACTCGG

NAAACTCGGACAATTTCGGACTGTTTTAAAAAGGCCCGGGAAATCNCCCNTTTTCCCNNNCANG 

 

CLON3dTdic1 
 

TCGTCGCGGTTGATTTTTGTTTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATGTTATTT

TATGTCTAAATATGTACATAACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATATGTGTTT

AGGCGTTGAAATGGTAAAACTACATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGAGTAAAT

GAAATTGGCCCAAATTATATAATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGATTGGTAA

TTTTACGGAGTACAAAATACGGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACACAAACA

CTATAAATCAATTAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAGTAAAAAAATCAAATAACAGTAAAAAAAAAGA

CACGTTACACTCTCATAACCCCATGCCCACTCTCACAGTCACATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAGTCAATC

TAACTTCATCCCTACCAAGGGAAGTACCAACCTCTGCCCCAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAANNGTNN

CGGGNACCCAAANGGGCCCNNGTTACTNTTTAAAAATCGGCNNAAAAATCCNATTTCCAANNCACTTCGGGAA

ACTCGGAAAATTTCGNANTGTTTTAAAAGGGCCCGGGAAATCCCCCCNNNTCTCCCNCAN 

CLON4dTdic1 
 

TCTCGCTCGTCGCGGTTGANTTTTGTTTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATG

TTATTTTATGTCTAAATATGTACATAACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATAT
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GTGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAACTGCATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGA

GTAAATGAAATTGGCCCAAATTATCTAATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGAT

TGGTAAGTTTACGGAGTACAAAATACGGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACA

CAAACACTATAAATCAATTAAAAAACAAAAAAAACAAAAAAAAAAGTAAAAAATCAAATAACAGTAAAAAAAA

AGACACGTTACACTCTCATAACCACATGCCCACTCTCACAGTCACATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAGTCA

ATCTAACTTCATCCCTACCAAGTGAAGTACCAACCTCTGCACCAAAAAAAAAAAAACAAAAAAAAAAAAANTG

TTACGGGNAACCAAAATGGCCCGAGTTACNNNNTTAAAATCGGCCGAGAAATCCAATTTCCAAGTCAACTCGG

CAAACTCGGANNATTTCGGANGGTTTAAAAAAGGTCCGGGAAACCCCCCTTNTTCCCNNN 

 

 

Secuencias del transposon dTdic1 insrertado en el gen CHI de los clavels Bagatel y VRB 

 

BagateldTdic1-CHI 
 

TCGCGGTGTCACGGTATCGGCCCTGAATCGCTTGTCTCGGACTATGACTCGCTCGTCGCGGTTGATTTTTGTT

TTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATGTTATTTTATGTCTAAATATGTACATAA

CAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATATGTGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAACT

ACATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGAGTAAATGAAATTGGCCCAAATTATATA

ATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGATTGGTAATTTTACGGAGTACAAAATACG

GAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACACAAACACTATAAATCAATTAAAAAACA

AAAAAAACAAAAAAAAAAAAGTAAAAAAATCAAATAACNGTAAAAAAAAAGACCCGTTACCCTCTCATAACCN

CNTGCCCNCTCTCACAGNCNCATGAAAAGCCAAACCCTCTCAAAAGTCAATCTAACTNNTTCCCNCCCAAGNG

AAGTACCACCCTCNGCCCCAAAAAAAAAAAAACNAAAAANNAAAANNNTTNNNGGGGAACCCAANGGGCCCCG

NNTNNNTTTTTAAAANNCGGCNNAAAANCCCATTTTCNNNNCNNNCTNNNAAAACNNGANNATTTTNGNNNGG

TTTTAAAAAGGGCCCGGAAATTCCCCCNTNTNTNTNNNGGGGNNCCCCNNNNCNAAATTTNNNNNNNAAAANN

NNNNNCTNNNCCNAANTTTTNANCCCNNNNCNNNNNNNNNNNNNAANGNNNGGAGNNNTTTNNTNCCCCNNNN

NGNNNAANCCNNNGGGNNCCNAAANNNNNNNTCNNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNTNNTNNNNNN

NNNTTANGGNCNNANNNNNNNTNNNNNNNGNNNANNNNNNNCNNNNNNNTATNNATACNCCCNNANCNNNNNN

NCNTTNNTNNNNNNNNTNNNNCGGTTTNNNAANNNGNNNNNGNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNTGGNCNNNNN

NNNNNNNANGNGGNNNNNNCNGNTNNNNNNNCACNCNGNTNNNNNNNTTNACNNAAAANNNNNGNN 

 

VRBdTdic1-CHI 
 

ATCGCGGTGTCACGGTATCGGCCCTGAATCGCTTGTCTCGGACTATGACTCGCTCGTCGCGGTTGATTTTTGT

TTTAGAAGCTTTTTTAGCGGTATTTATATATAAACATATTTATGATGTTATTTTATGTCTAAATATGTACATA

ACAATGTTTTTAAAAGTGTAATGAAAATCTCGGTTGGGTCGATATATGTGTTTAGGCGTTGAAATGGTAAAAC

TACATAGATTAGAGTAGTTGACACCTTTATGAAGGTAAAAAAGAAGAGTAAATGAAATTGGCCCAAATTATAT

AATGTAAAATTAACTAATAAATAAAAAATAATTTTATTTAATTGGATTGGTAATTTTACGGAGTACAAAATAC

GGAGTACTTCGAAGTAATTGGTTAGGTGGGATAACCAAATTGTAACACAAACACTATAAATCAATTAAAAAAC

AAAAAAAACAAAAAAAAAAAAGTAAAAAAATCAAATAACNGTAAAAAAAAAGACCCGTTACACTCTCATAACC

CCTTGCCCCCTCTCNCAGNCCCNTGAAAAGCCAACCCCTCTCAAAAGNCAATCTANCTTCTTCCCTCCNAGGN

NANGNCCCACCCTCTGCCCCAAAAAAAAAAAAANNAAAAAAAAAAANNNTNNNCNGGGAACCNAAAGGGCCCG

AGTTTCNNTTTTAAAANCCGGCCAAAAATCCNATTTCCANANCNNNNNGGGAAANTTNGNANATTTCNGNNNN

TTTTAAAAAGGNNCNGNAAATTNNCCCNNNTCTNNCNGGGGGGCCCCCGNNNCNAAATTTNNNGNCNNANAGA

NNNNACTCGNCCNAANTTTTNANCCTGGCCNNNNNNCACNGAGNAAAGGGGGGNNGNNTTTGNGTTCCCNNNN

NNNGNAAACCNCNNNGGNNNNNANANGNNTNNNCTCCTNNNNNNNNNNNTNNNNNNCCCNNCNTTNTTNNCCN

NNNTTTAGNNNCCNNANNNNNANNNNNNNNNNNNAANNNNNNNCGNNNNNNNNNNNNNNNCNNNCNGANNNNN

NNNNNNNNTTNNCTNCNTTTTNNACNNNNNNANANCNNNCNNGNNNNNNNANNGNNNNNNGNCNNNCNNNNNC

NGNNNNNNNNNNAANNNNNNNNNNNNCNNNNNNNNNNNNNCNNCCNNNNNACNNACNNNNGNNNNNNGNNNGN

NGNNNNNTTTNTNG 
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Secuencias obtenidas por PCR arbitraria 

 

Arb1-dtdic1R2.ab1  
 

CNNNNNNTNNAATNCCAACCCGCCTGCCCTCACTAAGCCAACCCNATTATTGAATGTTGGAGGACTAACCCGC

TCCACATCCTCCCAGGAAAGTTGGTATTTATACAGCCTGTAAAGTTTCCCGCTTTGCCCGATATTGGACGGAC

ATCGCCCCATTGATGGACCGTGATCAGAAATCCGACAAGACCAAACCGACTACTGCCATCGGGGCTGAGAAGC

CACTTACCGAGGCTCAATGGGTTAGCCATATCCCACCTGTGCAACATATCTCGAAAGCATAGACTGACAAAGA

AAAAGTTGATTCGATTCATCTTCCTCGAGAGCGTGGCGGGAGTTCCAGGCATGGTTGGGGGCATGTTGCGCCA

TCTGGGCAGCCTTCGACGCATGAAACGAGATAATGGCTGGATCGAAACACTTCTCGAGGAGAGCTACAACGAA

CGAATGCTTCTTTTGACTTTTATGAAAATGTGTGAGCCTGGTTGGTTCATGAAGATGATGATCATCGGTGCTC

AGGGCGTCTTCTTCAACAGTCTGTTTGTGTCCTATCTGATCTCGCCCAAGATTGTCCACAGTTTGTCGGTTAC

CTTGAAAAAAGAGGCTGTTCACACCTATACTCGTTGTATCAAGGAAAATCGAAGATGCGCAACTTACCCCAAA

GTGGAAGTGACCCCAAGTTCCAAAATACCCTGACTTTGCTTTTCAGGGGTATTACTTTTTCAACACCTCTTAT

AACGAAATATTCAATATTTGATACTCTCTCTAGTACTGGAAGATGCCAAAGAGCAGCGCTGTATAAGAG 

 

Arb2-dtdic1R2.ab1  
 

ANNNCGGCTTGCTCATCGCCCCCGGAGGAGCTTAATATTAGAATATTTCGTCTTTAGAGGGTTGAAAAAATCG

CACCTGAGAGCAATGTCGGGAAACAAGGAACTTGGGGTCCTCCCCTTGGTTAAGTTGGCATCTTCGATCTCCT

TGATACAACCAAGATAGGGGGGAACAGCCTCTTCTTCAAGGTAACCGACCAACCTGGGGAAAATCTTGGGGGA

GATCAGATAGGAAAAAAACAGAATGGTGAAAAAGAAGCCCTGAACACCGATGATCATCATCTTTATGAACCAA

CCAGGGTCACACTTCTTCATAAAAATCAAAAGATGCATTCGTTCGTTGTAGCTCTCCTCGAGAAGTGTTTCCA

TCCACCCATTATCTCGTTTCATGCGTCAAAAGCTGCCCAGATGGGGCAACATGCCCCCAACCATGCCTGGAAC

TCCCGCCACGCTCTCGAGAAAGATGAGTCGAATCAACTTTTTTTTTGTCAGTCTATGCTTTCGAGATATGTTG

CACAGGTGGGATATGGCTTACCCACTGTGCCTCGGGAAGAGGCTTCTCACCCTCGATGGGTGTGGACTGCTTG

TTCTTGTGAGATATTTGAGGACCGGTCCATACCTGTGGGGCTTGTCCATACAATATCGAGGAGAAACGGACAA

TTTTTCTGGATGTATAATCGCCAACTGTCCTGGTAGGAAGATGAGCAGATTCNACCACCAACATTACATCATA

TGTGTAGCCTTCGTGTGGGCAGGCTGGCTTGGTCGTCTGGATATGTGTGTCTCTTACGAAAACAAAAAAAAAA

AAAAAAA 

 

Arb3-dtdic1R2.ab1  
 

CNTNNTTGAAANCCCCCCCCCCCCCGCCCATATATAGGATTAACCCCTATCAGGGGTACAACTATGTACACAA

CTGGTTATAGTTCATTCATATGACTAGTACATACCATGGTTAAAAACCCTTAATCCATATTAACCATTGGGTT

TTTTGTCTAAAAAATAAAGACACAAATGGAATTGGCCCCAGAATATTCCGTGGATGAAATAAAGAAAAACAAT

TCATGGAAACTTCCATTAACTCCTAAAAATACCCTAAACTTCCAGGACTAATTTACCTTATGGCTTGAGCCAC

CACCATGAATTGAGCTTAATGAAAACTTTTCCTGAATGCCGGGGGCAAAAAACGAGGGGGGAGCTCAACTGAA

ATTATACTGGGCGTTGGGTGCCTTTTGCCGACGATCTAGGGCTGGGGGGATTAGTTCCTTGCGAATTGGTGAG

TTAGCGGTGGAGTTCGTTAAGAGAACTCCCCCTGTGCGCGGGACGAACACTACAGCGCAGGGGGGAGCGGTTT

TTCTCTATAACCCNACCTTTTATTTTACAGAGCCTGGGCTTGCCAGAGGGAGATTGGATACCACTTTCCTTTT

ACAAAGGAAAAAGCTGCAGGTTTTTTATTGTATATGCAGAAGAAGCGGCGAAAATGGTGATCACGAGCATAAT

ACTACTATTATTTCTCCTACTCCCCCCTCATCACCACCGTTGCCCCCGGGGGGTTCCCCCGGTTTTTTCCCCC

CTACTACCCCCCACTCCCTAGGATCTCTGTCAGTTCATGCAAGCCCACCCGCAAACAAGAAAGACAGAACAAA

TATAGATTGGCATCGCAACGATGGGTCTGTCTACTCTACTATATACTGCATAGCTAGCGTAGCTTAGCTAACT

ATAGCCTGACACATGTATATATGACCAAGACGTCNGAAGTCGCCAAAGCACATAGTAAGGANG 

 

Arb4-dtdic1R2.ab1  
 

TNNGNGCCCGAGACNCCCCCCCCACCCGTACATATAGGGATTATACCCATATACGGATTGAAACTACTAACAC

ACTGGGATTGGCCATTCAGAGCTAAGTACATTCTGGGTTGATAACCATTAACCTCTATTACCCCTTGCTTTTT

TGGTCCAACAAAAAAAGACACCACCGTAATTGTCCCCTGAATTTCCCGTGTGAGAAATAAAAAAAAACTTCAC

GTGGAAACCTCTTTTAACTCCTAATAACCCCCTAAACTTAGGGCACTAATATACGTTATGTAAAAAGAGGACC

CCTCTTGAGATCCTTAATGAACACTCTTCATGATGGCCCGGGGCAATAATGCGGGGGGGCAATCTGCTGAATT
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CCTGCTGCTTTTTGGATCTTATTTTACGAAAATTTATAAATTGTCCCCCCTACTTTTGATGACGGTTGAATAT

ATTGATGGAGGAGTAAATAAGAGAGTTACCCACGACGGCGGGTGACTCCTCCTGCGGGCCGGTGGTTGCTTTT

TTTTCCTTTCCTTCTACTTACATTACTGAAGGCAGGCCGCCTGGGTTCGATAAGCCAAGCTCCTTTGCGTCTG

AAAGGTAAATAAATGATTTAAGTAGGATACATACGAATGAAATGCTGATCTGATATCAAGAGTATAATACTTA

TTATTTCTATCCTACCCCCCACCTCCATTGCATTGCCACGGCCTGGGCCACTTCGACGTTCCACCTACCCCTA

CCCCGCTAACACTCATAAGATCTTTGTTGTTCATGCAATCCCAACGGGAAACAGCGCAAGACAGTACTAATAT

GGATCTGCATCGTAGGATGTGTCACTATACACTATTAGATATGCTAGACGATAATCGAAGCATGACTAACGCA

GTACACTTAAGATGTACCTAGAGCAGANNNN 

 

 

Arb5-dtdic1R2.ab1  
 

GTNGAANNGCCAGTCGCCGCCCCCGGACGTATCGCGCATATTCCCAGTCGGGGGGCACCTTGTTGATCACGCA

TGGGACCTCGTCCTCTCTGCGGATGGCCCCTTCCGCGGTCCAAGGCCCCGGGTCCACTAGTTCAATGCGGATG

CGGCCCCCGATATCCGGAATCACAATTGAATTTTTCCTCAGAATTTAAGCTGTTGAATTGAGGAAATGCAACC

GATGGAAGCCTAGGTTTTCTATGCGCATTTTCCCCGCCCCAGGGGCCTCACCCCCCTGTTTTGAGCCTGAGAC

GAGCATCGGTGCATCCGAGGCGGATCGGCCGGATGCAGTCGGCGGATAATAACGGGGGGAGAAATCAATTTAA

TTCATGGCGGTTGGTGGCTTGTTCCCATGACCTATGGCACGTGGGATTAATCTTTGCCTTGATATTACGTCAC

GTTCTAATTAAGTCAAACCGAGTCCTACAATGCCGGTTGGGCATTCCTGCGAGAGGGGAGCTGGTTATCTTTT

TTTATCTTTTCCCTTGAGCTTCCACTTCCCAGGCTCGATGTGCGCGATTTCGATAACCCCATCCCCTTTTTCA

TGGGAAAAGGGCTCAGTTTAATTGTTATATGGGACAAAAACAAAAAAAAATGCGATAACGGGGTATCTAAGAG

CTTAAAATTTTTCTTTTTTCCCCCCAACCCCCCCCTTTGGTACCCTCGGTGCCCCCCCGGTTTTTCCCCCGTC

CTACCCCCCCCTCCCCCCGCAACATTCCTGACATTCCCTGACACCCCCGCAGAACCCCGAAGGAACCGAGAAA

GATCGTCCTGCTATCTGTTGTGTGTCTATGGAGGCGATTACAATCATGCAATAACCTAGCTGAGCTAACCTAG

CGCATTCACTTAAAATGTTACGCAGGACGCTGGTAGTCGCGGACCTACAAAGTCGNAC 

 

 

Arb6-dtdic1R2.ab1 
 

ANNNTCNGGNAAGGCCCGCCCTACCCGTACAAGTATGGAAGTACCCATATACTGGAGGCAGACAATAAGAACA

CCTGGCCTAGCGATCGCAGAGCTCGAGCTCATGCACTGGGTGATCACGATTGTCCACTATTACCATCTGGGGG

ACGGCGGTACCAGACACAGACACAAGTGTATTTGTGCCCTGCTTTTCCACTGCCCGAAATAAAAAACGCGTGC

CATGTGAACTTTTATTAACTCCTAATAATACGTGCGCTTTAGATGCTGAATTTACGTTATGCGACGTGATGAA

TCCTCTATTGATACGTTGTCAACACTCTTCATGGTGGTGCGGGGCGGCTCTCACGGACTCCTTCTTGGAAGCT

CCCGAAGGATTTCAGGGTCTTGTTTTTCGAAAAATTACAAATCGGTTCCCCCCGATATTTTGTTACTTGTTGT

CTTCTTGGAGGAGTAAATAAGAAAGTTACCCACCATGCCGGGCGTTCGCTTTGCTGGCAGGTGGTTGCTTTTT

TATCCTTCCCTTCCCTTGCATTCCGGAGGGCAAGGCAGCCAGGGTTCGATAAGGTAGGCTCCTTTCCTTGTGA

ATGGTAAATAAATGATGTTAGGAGGATATAGACGGAGGAAATGCATTATCTGACATCGAGATTATAATGCTTA

TTATTTCTCTCCTAACCCCCAGTCATTACCATTGTTACGTCCGGGCTCATTGCACGTTAAACCCCCCTACCCC

GCCAACACTCGAAAGATCTCTGTCATTCCTGCGATCCCCGCAGACGCAGGGAAGACCTACTAATATNGTTTTG

CATCCTTGATGTGTCATTTAGACTATACATATCGCAGACGCTAACNAGCTACTAAAGCATACACTGAGATGTT

ACAGACTAGAG 

 

 

Arb7-dtdic1R2.ab1 
 

NNNNNNNNTTGAAATCCTCTCCCCCAGCTTCAGCGAATGCGGCATAGTCCGAGCCGGGGGGCGCCTCCTTGTA

CAGGCGCGGGACCGTTTCGAGATTGTGGTTCATCACTTCGGGCGGCGCCGCGTTCAGGATCCCGAGCGCACGG

TCGAGGCGGCCACGGAAGTCCGGAATCAGGATCTCGATGCGCGTCGCGGAATACTGCTCGCGAACTTCGGGAA

TGCAATCGACGAAATGGCCGGCGCCTCCGTCGCGCACATCGCCCCGGTCCACGGTCGTGATCACCACTTACTT

GAGCTTGAGCCCCGCGATCGTGCGCCCGAGGTTCTTCGGCTCGTCTGCGTCCAGCGGATCTGGTCGGGGGGGA

CCGACGTCGCAAAACGGGCACCGGCGCGTGCACTTGTCGCCCATGATCATAGGACCCCTGGCCCCCGTTCCTT

GCCTTGAGCCTGGCCTAACGTAGGGGGGAAGTCCAACAAAGCTCTGCCACTACGGCCGGGCATCACCTCCCCG

GGGCAGCGGTTTATTTTTTTTTCTTTCCCTTCAATTTACACTCCCTGGGCTCGCCATGCGGAAATTCGATAAC

CCCTTCCCCATTTCTTTGAAAAAAGGTAAATATTTTTAATTTTATTATGCGAAATAAACCAGAAAAAAATTGG

CATAACGGATATCATAGAGCCTAATTTTTTAACATTTTTTCCCCCTAACCCCCCCCTCTTTTACCATTGTTTA
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CCCCCCGGGTTTTTTCCCCCTTAATACCCCCCCCTCCCCCCCAACACTTTGAAAGAATGCCCGGCCACTCGCA

GGCAACCCCCAGGAAACAGGGAAAGAATCCTCATCAAATTGTGGTTCCATCCCCAGAAGTGTCTATTTTTACC

CCTACCATATTGCAGCAAACTATTGCAGCTAGATGAAAGAATGACCCTGACGTAGGGTAGCGAGAACCTCCCT

A 

 

Arb8-dtdic1R2.ab1 

 
GTNNTCAGNGGCCCCCCCCCTTCCGNGTAGATGTATGGCAGAGATCCCTATCCCGAGCTGAAGCTCGCGACCA

CCGTGGATTCGCTCAGGAAGATCTCGTCTCCACCTCTGTCGACCGCGCTCTCACTTCAGCAAGAACCAGCGGG

TCTGGGCACCGGGCTGCCCGCGCTTTGCTTCTCGGCCCTGCGTTTCTTCTAGTCCTTATTCAAGACCATCTTC

GGGAGCCGCCGCTTCACCGCGATCTCGACCGGGACGCTCCTGATTCCCGCGCTCGGAATGACCTTCGAGCTGC

CCGACCCCGGCAGATCCTACCCGACGCTCCTCATCCTCGCGCTGCTCTGCGGGTTCGGGGGGGCAACCTTCAG

CTCCCCTATGGCTAACATGGGCTTCTTCTTCCCGAACGCGAAAAACGGGTTCGCGACCGGCCTGAACGCCGCT

ATCGTCAACCTCGGCGAGTCAGTAATGAAATTCGTCACGCCGCTGGTGAGCTCGGCGGGCCTGTTCGGCGCGT

GCGCGGGCGATCCCATATCCGTCCTCGTGCACGGTGCGACGACGAAGCCTGTGGTTGCAGAACGCGGGCTTCT

GTGGCGTCTTGTGAAAGATAAAAAGACTGAAGGGTCATTACGGAACCTATGCGATGTTCTAGCTCACATGGAG

TCTAGGAGAGATATTTCTCCTATTCTCCCCCCAAGCCCCCCCGTATTAGCAAGAGTTGCCCCCCGGGAATTTT

CCACCTTTACCCCCCCCCCTACCCCCCTAAATTTCGTTAGATGCTGGGTCGATTCCAGACAAGCCCCGCGGGA

AACAAGAATAGAACCCACTTAAAATCGTTGTGCCTTCCCAGTATGGCGACTTATTATAACTATTTCCTATAAT

TGCAAAAGGCTTAGCGTAGCTTATGTAAGAAGGTAACCAGTAGCGAAAGCNNAAAAGGACCCTAAAAAGTTCG

N 

 

 

Arb9-dtdic1R2.ab1 
 

NNNNATCNAAGAACCCNCNCCTGCGCGGCGCATCGCGGATAGTCCTTGGCGGGGGGCCCTTGGCGATCAGGCA

TTCGAGCACGTCCTCGACGCCGATGGCCGTCTTCGCGCTGCACGGCACCGGGTCCCTCGGTTCAATGCCGATG

CGGTCCTCGATTTCCGGTATCGGGATCTCAATCTTTTTTTCGGTTTCGAGCTGTTTTGTTGAGGACCGGCAAC

CCCTCAACTCCCAGGTCGATCGCCGGCTATCAGTTCCCGACCCCAGGCGCCTCATCGCCCTGATTTGTTCCTA

CGACGAGCATCGCTGCCTCCCAGGCGGAAAGCGAGCGATGCAGCCGGCGGACAAAGACGGGGTGCAGAAACGA

TAAAAAAAAGACCGCAGTTGGTGCCTTGCCGCCCATGTGCCTAGGGAACGAAACCCTTGGTCCTTGCCTAGAT

CAAAACGTCGCGCTCGAGGTTGAGGTCAACCAAGTTCAGAAACTACGAACAATGATCCAGCCTTAAGGCAGCA

GTTAAGCTGGCTAATTTGACCGCGAGCGTCGACTTGCTGGGCTCGATGTGCGCGATGATCTTCGAATCCGCAC

CCTTTTGTGAAAAAAAAAAAGGTGCTGACTTTAACCTGCTTTTAGGAACAGAAACAGAGAAAAATGGCGCTTA

ATCGAGTAGTCATAAGCTTATTATTTTCTTTTTCCCCCCCCAACCCCCCCCTCTTGTTCCCCTGGGGACCCCC

GGGGTTTTTCCCCCTTCAACCCCCCCCTCCCTCGAAGATTTTTATATTTCTCGGGCACTCTCCCGGCAAACCC

GCCGGAAAAAGAGGAAAGATCCCCTTCGCAACGGGGGTTGCGGCCTCACGAAGACGAGTACTATATACGCCTA

ACTCTAGTGTAGCNAAACTAAAGCCTTATACTGAATAAAGTAACAAGACGTAAGAAAGTCGCGGGACCGTACC

C 

 

Arb10-dtdic1R2.ab1  
 

NANNNNAAGGCAGGAGACCGCCCTCCGGTNAAGTAGGGTGGACCNATCTCTCGACGCAGACGACGCGAAGAAC

CTCGCGTGTCGATCGCAGAGCTCGAGCTCATTTTGTGGTGATCACGAGCGTCGACCGCTTCAATCTGCGCGAC

GGCGGCACCTGCCACTTCGGCGAGTGCGTCCCGGAACTGCGCCACCAGTCGCCCGCAACGCGCATCAAGATCC

TGACGCCCGACTTCCGTGGGCGCCTCAACCGTGCGCTCGCGATCCTGAATTGGGACCGCCCGACGTGATGAAC

CACAATCTCGAATCTTTGCCGCGCCTGTTCATGGAGGCGCGCCCCGGCTCGTACTATGCGGATTCTCTGAAGC

TCCTGAAGGATTTCAAGGCGCTGCTTCCGGATGTCGCGACGAATCGGGACCAACACGCTCCTGACGTGCCCCG

CCACTACCGCGGCTGGCCGCGACCGGGGTGATTGGAGTGGTCCCATGGCGTTCCCGGGCCAGAGTTTGGGCGT

TTTTCCTTAACTCTCCTTGCGCCCGGACGGCTGCAGGCTGGACTCTACGCTGGGGCCTCTGTTGCCTTCTTGA

TGGAAAAAGTAAAATGAATGAAGGTACATTAGTGTATCCTTACAAAATGAATTAGCTGATCTCGAGGGTCNTG

AGGAGTTATTACTTCTATTTTTCCCCCCCAACCTCCCTCCTCAATTAGTACTGGTGGGCCTCTTTGGGATCTT

TAAAACTCTAACCTCCCCCCCCTAACCCCTTCAAAAAACTCTTTTATATTCTCCGGGCCATCCCCGCCGAGAC

CCCACCGAGAAAACAAGTATTAAAAACCTGTGTTTTGAATCCGCTAGGAGGTGCCCAATTTAGGAGTGTTACA

ATCATCGATTACCCATAACGGAAGAAGGACTTAGCGGCATCATCACTTGAAAAGGTTAACCACGGAGCTGAAA

G 
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Arb11-dtdic1R2.ab1  
 

NNNNTTNCTTGCNAGACCCCCCCGCCGTGNGCATATAGGGAATACCCCTTGAAGGATAGAAAATTTCCTACCT

GGTGTACTAGTATTCATATATATCGGTTTACTATGTGTGAATCCCTATTTTTTTATATTGCCTTTTATTTTTT

TCTATTAAAAAAAAAAACACCTGTGTCTGTGTCCTGTGAGTTTCACGTGTGTAATATAGAATAACGTTTTGGT

GCCTTCTCGAACTCCTAAGCTATAACCGCTTTGGCACTGCTGTACAGTGGGGGTAGGAGAAGACCATCATTTG

TTCCTTAGTGAACAATCTTTTTGATGGAGGGGGGGGGTAGGGTGGGGGGGTCTCAGGTGAATTATTCGGGGTA

TTTGATTGCTTTTTCGAGCATGTTCATAACTTGCCCCCCACTCTTTGCGTGCCCCGTGTTAACATAGGGGGGG

AATATACAAAAGCGTCCCCCACCATGGGGTGCGTTACCATAAGAGCAGAGGGGGAGGCGGTGCCTCTTTTTCC

CCTTCAACTTCAATTTCGAATTGCAAGCGGATGGAAGTTCGAAGTAGGAAAAACTTTTTACATTTAATTTGCT

AAAAGCTGATCCTAAAAACCATGCCCCGAAAAATACTAGCAGAATTGAATATCCGGATCTTAATGACTTATTT

TTTTTCTATTTTCCCCCCGAAGACCGCCGTTATTGCCGGTTGGGTTCCCCCGGGTATTTCCCCCGCCTACCCC

CCCACCACTCCCAAAAACCCTTTTTAATTTCTGCAGACCCCCCCGGAAAAAGAGACAGACACAAATAAAAAGA

GCCTAGCCAAAGTAGTTGTGCCTCCCGACATGAATACAATGTAGACTATGCCGAGGTAGCAAACTGAAGCGTA

ACCTAAGAGAGGTAAAACGCTGTAGAAGTCNAGACGACCCTAAAGCNTAA 

 

 

Arb12-dtdic1R2.ab1  
 

NNNANNTTTTTTTCGAGAGCCCNNCCCGCCGTACATATATGGAATATACCCCTATAATGATATAGAACTATCT

ACACAACTGGTCTTAGTACAATCCTAATAATTGGACCTACTATGGGTAATAACCCCTAAACTTTATTAGCCAT

TTAATTTTTTTGCTGATAAATAAAGACAGCCGTGGTATTGTCCCAAGATTATTCCGCGCATGAAATAAAGAAT

AACGTTCCGTGTAAACTTCTATTATCTCCTAATAATACCCTAAACTTAGGGTACTAATATACTTTATGTAATA

AGAGACCCCCATCAGTTGATCCTTAGTGAACTCTCTTCATGAGGGTCGGGGGCAGTAATCGTGGGGGTAGCTC

AACTGAATTATTCCTGGCATTTGGTTCCTATTTCAGGAACATAATATAGCTTGTCCCCCATACTTTCCTTGAC

TGCATGCAGAATTTGATGGGAGGAGAACATAAAAAGCGTTTAACACGATGCCGGGGANTCGCTCCCGCCAGAA

GGTGGCTCCCTTCTTTTTTTTTACTACTAATCTCCATTCCTGATGGAGGGCGCCCAGCGTTCACTAGGAAGAC

ATTTTCTTTCCGTAAGTCAATTAGTGAACTAATCTGGATATAGACCGAATNCATGCCTGACTGATATCAGACA

GACTAATACTTATATTTTTTTCCTAAACCCCCCGCCCCTGCATCTATGCAGCGCGCCGGGGTCTTAGCTAAAT

CAACACCCACCCTACCCCCCCAAACACGATAAAAATCATGTCATCTTCGCGCACCGGCCCGAGACACGACAGA

CACTAATAGACTAGTTTGCTNCCGCGAATGGTCCTTGTNTGTATACATAGCGCAANGATCGNCTCANCTACGT

AGACAGTGAGATGGACGAGCACGTAAGNNNTNNNGAAGNGANAAGTNN 

 

Arb13-dtdic1R2.ab1  
 

NNAANTNTNTGANAAGACCCCCCCCCCGTGTGATATAAGGANAGCCTATGAAGAGATAGAAATCTCTCTACAC

CTGTGGTATTTAGCACTTTCATATAACTATTTCATTCTATGTAGGTCCCCTTTATTTTAAATTGACCATTTTT

TTTTAGTCTGATAAAAAAAAATACTGTTGTTGTTGCCCCATGATTATTGGGTGGGTGAAATAAAGAACGATCT

TTGATGACATCTTCGATTACCTCCTAATACCACCCTCTTCTTGGGGGCTGTTATATATGGATGTAATGACAAA

CATCATCACTTGATCCTGAACGCCCTGCTGAAGGACGGGGGGGGGAATTGAGGGGGGGGGTAGCTTAACTGGA

ATGTGCCTGGCGGTTCCTATTTAGGCAATTAAGACCTTGACCCCCCCCCTTTGCTTGACCTGAGCCTAGCGTA

ATTTAGGGGTGCAGTAAATAACAGCGTTACCTTCCGTGGACTGGCGTTAACTTCAGAGGGGCAGGGGGGTTCC

TTTTTTTCCCTTTACCTTTCAATTTACAATTCCAAAGGGCAGGAAGTTCGAAGTAAGGAAAAGGTGTCCCATT

TTTTTGCCAAAAAGCTAATCCTAAAAACCATGCTCGAGATCCTACAACAGACTTGCATATCCCGAGATTAATG

AGCATAATATTTTCTATTTTTCCTCCGAAAACTGCCGTCATTTGCCATTTAGTGCCTTTCCGGGGTTTTTCCA

CCGTTAAACCCCCCCACTTACTCCCTCAAAACTTTGTAAATATCTCGGATCAATCCCTGGAAACCCCGACAGG

AAACAAAGAAAGACCCTTCTAATATCGTGTATGCCTCCCCAGATGCTGTCTACTATACTCTATTACGACTATT

GCAGATAGCCTAGCGTAGTCTCACTGAAAGCAGTAACACTCGACGATGTTAGTCAAGGACCTAGANNNNCNNN 

 

 

 

 

 


