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I. RESUMEN EJECUTIVO 
 
En el estudio se llevó a cabo la implementación de la metodología de PCR en tiempo real, 

así como la del procesamiento de muestras para evaluar cambios en la expresión 

genética. Para el objeto del estudio, se seleccionaron nueve genes (cyp1a, fzr1, ahr2, 

hmox, hsp70, mafg1, nfe212, vtg1 y mt2) cuya expresión se inducía frente a diferentes 

contaminantes ambientales, a partir de la información de reportes en los que se evaluaba 

a nivel genómico la expresión de más de 20,000 genes del pez cebra. Se realizó la 

validación de la metodología para evaluar la expresión relativa de genes, utilizando los 

embriones del pez cebra y empleando tres sustancias químicas consideradas como 

compuestos emergentes (el herbicida atrazina y las hormonas estradiol y 17 α-

etinilestradiol) a diferentes tiempos de exposición y diferentes concentraciones (ng L-1) de 

cada uno de ellos. 

 

Si bien varios reportes proponen que los embriones del pez cebra pueden funcionar como 

detectores de contaminantes en agua, nuestros resultados sugieren que el modelo puede 

ser inadecuado debido al poco nivel de diferenciación tisular del mismo, lo que puede 

explicar la falta de expresión de algunos de los genes evaluados cuando se analizan 

muestras con cortos periodos de exposición, lo cual no ocurre cuando el modelo se 

expone durante un tiempo suficiente como para que alcancen la etapa de alevín, fase de 

desarrollo que muestra una mayor diferenciación tisular, fenómeno asociado con la mayor 

actividad transcripcional del genoma del pez. 

 

De los genes endógenos seleccionados (β-actina, ef1a y gapdh), el  gapdh no mostró un 

patrón de expresión consistente que permita utilizarlo como tal, mientras que β-actina y 

ef1a muestran variaciones importantes cuando se comparan entre sí, lo que sugiere que 

alguno de ellos varia en su expresión frente a las diferentes condiciones evaluadas y por 

lo tanto no puede usarse como endógeno.  

 

Los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que se deben evaluar diferentes 

concentraciones de RNA para identificar el intervalo de concentración de RNA que 

permita optimizar la eficiencia de la amplificación para cada gen. Para consolidar este 
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trabajo se propone trabajar con el pez Danio rerio en su etapa adulta para llevar a cabo la 

evaluación de los perfiles del comportamiento transcripcional, debido a que en esta etapa 

se encuentran claramente definidos los perfiles del comportamiento transcripcional 

aportando más información que en la etapa embrionaria, además de que, se ampliaría la 

posibilidad de detección de genes que puedan actuar como genes marcadores de 

contaminantes ambientales en agua. 

 

También se llevo a cabo la elaboración de los métodos para cuantificar las 

enterobacterias Salmonella entérica y Escherichia coli por la técnica de PCR. 

 

Como resultado de los trabajos realizados, se publicó un artículo de divulgación 

denominado “Aplicación de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), para 

determinar el riesgo ambiental causado por compuestos disruptores endocrinos”, por: 

Sandoval-Villasana A.M., Cervantes-Dacasa F.R., Medrano-Baca M.G., González-

Sánchez A. y Hernández-Romano J. en la página web “ATL el Portal del Agua desde 

México” (http://www.atl.org.mx) y en la red interna del IMTA (imtanet). 

 

 

http://www.atl.org.mx/
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II. INTRODUCCIÓN 

Los contaminantes emergentes son una preocupación compleja y presionante en salud 

ambiental y nuevos enfoques, como la ecotoxicogenómica, son necesarios para evaluar el 

riesgo para los ecosistemas acuáticos y suministros de agua. Estos contaminantes 

emergentes son sustancias no reglamentadas, que están siendo de preocupación 

ambiental ya sea a través de avances en las técnicas analíticas para detectarlos, o por su 

asociación con un efecto recientemente reportado, o a través de su creciente introducción 

en el ambiente. Son una clase distinta de sustancias con una estructura común, como es 

el caso de los herbicidas, pesticidas, químicos industriales (p. e., plastificantes, 

poliestirenos, bifenilos, policlorinados), aril hidrocarburos, tensoactivos (sufactantes) no 

iónicos y sus productos de descomposición (compuestos alquilfenólicos), así como 

algunos productos químicos farmacéuticos. El riesgo de estos compuestos para la fauna 

de los ecosistemas acuáticos se desconoce. Su número sigue en aumento y se ha 

reportado que sólo una pequeña fracción, de más de 30,000 sustancias en el comercio, 

han sido estudiadas (Poyton, 2009).  

En este grupo de contaminantes emergentes se encuentran los compuestos disruptores 

endócrinos (CDE), que actúan vía interacción con las hormonas esteroides receptoras 

nucleares. La investigación internacional ha reportado sobre la alteración endócrina 

inducida químicamente por estrógenos ambientales que alteran el desarrollo y la función 

sexual en pez, y también han sido reportados sus efectos sobre otros procesos 

fisiológicos, incluyendo crecimiento, desarrollo, osmorregulación, respuesta inmune y al 

estrés (Filby, 2007). En 2004, Aervi reportó que la acumulación de estas sustancias puede 

afectar la salud y, posiblemente, la fertilidad de los seres humanos y de la vida silvestre. 

La ecotoxicología ha adoptado en años recientes las tecnologías genómicas para crear el 

campo de rápido crecimiento de la ecotoxicogenómica (Snape et al., 2004). Las 

herramientas genómicas eligen como blanco las respuestas moleculares que 

experimentan los organismos en reacción al contaminante y proporcionan una imagen 

sugerente del efecto tóxico sufrido por los organismos y los mecanismos compensatorios 

que el organismo ha movilizado en su defensa (Poyton, 2009). 
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El análisis genómico de la expresión genética puede evaluar la reacción de un organismo 

a un estresante ambiental. El proceso inicia cuando un organismo es expuesto a un 

contaminante químico que entra y se distribuye a lo largo de su cuerpo, el contaminante 

interactúa con células y componentes celulares en una forma dependiente de sus 

propiedades químicas, resultando en daño celular específico. En respuesta, el organismo 

reacciona al contaminante en múltiples niveles, los cuales incluyen alteración de la 

expresión de genes, niveles de proteínas, o concentraciones de metabolitos. Estos 

cambios podrían ayudar a proteger al organismo del estresante particular o mitigar los 

efectos adversos del estresante. El grupo de genes particular (o proteínas o metabolitos) 

que son alterados, son dependientes y específicos de los mecanismos de acción del 

contaminante. De esta manera, puede esperarse que cambios en la expresión del gen 

puedan ser usados como biormacadores de toxicidad. 

Con los avances analíticos basados en efectos moleculares se proporciona una mejor 

comprensión de la acción tóxica; por consiguiente, la detección de efectos moleculares 

promete ser un valioso avance para el monitoreo ambiental del potencial tóxico de una 

sustancia química. Métodos basados en PCR-tiempo real pueden apoyar en la 

caracterización de los efectos adversos de los contaminantes emergentes y ofrecen un 

nuevo enfoque para detectarlos en el ambiente.  
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III. ANTECEDENTES 

Para muchos contaminantes emergentes, su toxicidad en organismos acuáticos es 

ampliamente desconocida. Incluso sustancias farmacéuticas, que son sometidas a 

pruebas extensas en modelos mamíferos, pueden exhibir toxicidad diferente en especies 

acuáticas (Crane et al., 2006). Asimismo, se ha reportado que muchas sustancias 

farmacéuticas y CDEs no responden a ensayos de toxicidad tradicional que miden la 

mortalidad o la reproducción en una sola generación (Sumpter and Johnson, 2005), lo  

que hace necesario que las agencias reguladoras replanteen los requerimientos de las 

pruebas (Gray, 1998). Esto podría aplicarse también a otras sustancias emergentes, 

incluyendo PBDEs y nanomateriales, cuyos mecanismos de acción se desconocen. 

Se ha reportado que pocas clases de contaminantes emergentes son altamente 

persistentes en el ambiente y los esfuerzos realizados en su monitoreo muestran su 

distribución global. Para otros contaminantes, hay información limitada respecto a su 

destino y transporte. Las nanopartículas específicamente plantean un reto único. Por su 

tamaño inusual y la diversidad de sus propiedades químicas se conoce poco de dónde es 

probable que los nanomateriales existan en el ambiente. Estos contaminantes han sido 

encontrados en efluentes complejos en combinación con otras sustancias, además de que 

su situación reglamentaria actual o anticipada permanece incierta.  

III.1. Tipos de contaminantes emergentes. 

De manera general se muestran las características, distribución y propiedades químicas 

de estos contaminantes. 

El uso pequeño, pero acumulativo, de productos farmacéuticos y de cuidado personal 

(PFCP) por un gran número de individuos resulta en una contaminación extensa, pero 

significativa, difícil de controlar. Su ruta primaria al ambiente es a través de la excreción 

humana, disposición de productos no usados o caducos, o a través del uso agrícola o en 

el ganado. Se caracterizan por ser sustancias activas y son disponibles en el sitio de 



 
2011, Año del Turismo en México. 

 12 

acción debido a que son principios activos en medicinas, causando efectos ambientales 

adversos en concentraciones bajas. Estos residuos farmacéuticos y PFCP han sido 

detectados en tejidos de peces en aguas que reciben efluentes de plantas de tratamiento 

de aguas residuales, que se acumulan en músculos y órganos críticos de organismos 

vivos.  

Los compuestos disruptores endócrinos (CDE) son contaminantes que interfieren con el 

funcionamiento normal del sistema endócrino, resultando en efectos adversos en 

reproducción, desarrollo, y función inmune. En este grupo se incluyen las hormonas 

naturales y sintéticas, sustancias farmacéuticas, pesticidas, plastificantes, y compuestos 

organometálicos.  

Los difenil éteres polibrominados o PBDEs son sustancias que se usan como 

retardadores de flama en una variedad de resinas de polímeros y plásticos, y se 

encuentran en muebles, televisores, estéreos, computadoras, alfombras, y cortinas. Son 

contaminantes globales, ubicuos, que se bioacumulan rápidamente en organismos vivos.  

Los compuestos perfluorinados (PCPF) (como el perfluoroctano sulfonato y ácido 

perfluoroctanoico) son usados ampliamente por su hidrofobicidad, lipofilicidad, y 

solubilidad moderada. Se encuentran en empaques de comida, como revestimientos en 

útiles de cocina, en pinturas, como tensoactivos, y también tienen muchas otras 

aplicaciones. Son compuestos muy estables, lo que los hace extremadamente 

persistentes en el ambiente. 

La nanotecnología se ocupa de compuestos supra-moleculares en el rango “nano” (0.1-

100 nm en diámetro), son productos que se fabrican a partir de átomos. Las propiedades 

de estos productos dependen de cómo estén esos átomos dispuestos, ejemplos de ello, si 

se reubican los átomos del grafito (compuesto por carbono, principalmente) de la mina del 

lápiz se pueden producir diamantes (carbono puro cristalizado), si se reubica los átomos 

de la arena (compuesta básicamente por sílice) y se agregan algunos elementos extras se 

pueden producir los chips de un ordenador. Su diversidad plantea retos a los 

http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
http://es.wikipedia.org/wiki/Grafito
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1piz
http://es.wikipedia.org/wiki/Diamante
http://es.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADlice
http://es.wikipedia.org/wiki/Chip
http://es.wikipedia.org/wiki/Ordenador
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ambientalistas, quienes deben evaluar los riesgos planteados por cada una de estas 

partículas y entender cómo las alteraciones químicas afectan el mabiente. 

Los contaminantes emergentes también incluyen organismos, como algunos agentes 

infecciosos y especies invasoras (toxinas algales y microorganismos). El comercio global 

ha facilitado la aparición de introducciones de especies invasoras, con consecuencias 

ecológicas y económicas (Stryer et al., 2006). Las técnicas genómicas han sido 

desarrolladas y empleadas para identificación de especies, y tienen aplicaciones para 

patógenos emergentes y especies invasoras. 

III.2. Compuestos Disruptores Endócrinos (CDE) en el Ambiente Acuático. 

Los disruptores endócrinos son compuestos cuyas moléculas interfieren en las funciones 

reproductivas e imitan o antagonizan los efectos de hormonas endógenas, tales como los 

estrógenos. Un creciente número de los llamados xeno-estrógenos, presentes en la 

comida o en el ambiente, se ha identificado que ponen en peligro las capacidades 

reproductivas de varios animales, incluyendo a los humanos. La transmisión adecuada de 

la señal transmitida por el estrógeno es de hecho necesaria para la reproducción (Bardet, 

2002). 

En este grupo se incluyen sustancias naturales, como fitoestrógenos, micoestrógenos 

(ejemplo, zeranol favorece la aparición de glándulas mamarias en machos) y sustancias 

hechas por el hombre, como los plaguicidas organoclorados, bifenilospoliclorados (PCBs), 

hidrocarbonos aromáticos policíclicos (PAHs), dibenzodioxinaspolicloradas (PCDDs), 

tensoactivos (surfactantes) y plastificadores. Se reporta que más de 60,000 sustancias 

hechas por el hombre son de uso irregular y es probable que otras sustancias o grupos de 

sustancias resultarán ser estrogénicas (Sumpter, 1995). 

Estos compuestos disruptores endocrinos son usados en industrias como la agricultura, la 

industria petroquímica, la industria del plástico, y la industria de jabones y detergentes, 

generándose grandes volúmenes de ellos estas en el ambiente acuático. Ejemplo de ello, 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Zeranol&action=edit&redlink=1
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son los alquilfenol-etoxilatos: debido a que alrededor de 30,000 ton son usadas 

anualmente, casi el 60% de éstos terminan en el ambiente acuático, donde son 

degradados a sustancias estrogénicas persistentes ambientalmente. 

Algunos estrógenos sintéticos, particularmente etinilestradiol, pueden contaminar el 

ambiente acuático, debido a que es usado ampliamente como anticonceptivo en todo el 

mundo. Sin embargo, es excretado por mujeres preferentemente en formas conjugadas, 

que son consideradas biológicamente inactivas; ambos, etinilestradiolglucorinide y sulfato, 

son inactivos como estrógenos en truchas. 

Cuando se pretende valorar el impacto de la contaminación del ambiente acuático por 

sustancias químicas estrogénicas, es necesario considerar las potencias estrogénicas de 

estas sustancias químicas y sus concentraciones en el ambiente. Es imposible 

proporcionar un cálculo real de la concentración de alguna sustancia química estrogénica 

en el ambiente acuático, porque los valores reportados (cuando se dispone de ellos) 

varían mucho. Esta variabilidad es entendible, dado que han sido usadas técnicas 

diferentes y muestras diferentes (como influente, efluente, agua de río, agua subterránea, 

etc.) y han sido analizadas en distintas áreas del mundo (Sumpter, 1995). Por lo tanto, 

especificar exactamente a qué concentración está expuesto un pez es imposible e incluso 

puede no ser particularmente significativo, porque lo importante es la concentración en el 

pez (Sumpter, 1995). 

III.3. Oganismo modelo. 

Nuestra investigación utiliza el pez cebra (Danio rerio) como organismo prueba, se usa 

ampliamente en biología del desarrollo, principalmente en su etapa embrionaria, y en la 

investigación genética se ha utilizado desde hace 30 años. Su genoma ha sido 

secuenciado totalmente (http//www.ensembl.org/Danio_rerio/index.html), reduciendo así 

los retos bioinformáticos cuando se evalúan alteraciones en expresión de gen y de 

proteína. Además, se han desarrollado diversos métodos moleculares y genéticos para el 

pez cebra (Hill et al., 2005, Muncke et al., 2006a). También es usado como un modelo in 
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vivo para la identificación de pequeñas partículas que pueden interferir con desarrollo 

normal (Peterson et al., 2000) o procesos fisiológicos. Se ha convertido en un modelo 

animal para estudios moleculares ecotoxicogenómicos, para trabajos exploratorios o 

generadores de hipótesis enfocados sobre los efectos de CDEs con diferente respuesta 

de genes y proteínas (Hoffmann et al., 2008).2006 o 2009? 

Actualmente existen en el mundo varios programas analizando diversos CDEs, la mayoría 

de los cuales incluye pruebas en peces, debido a los impactos adversos de CDEs sobre 

poblaciones de peces en los ecosistemas; esto difiere de la situación en humanos, donde 

la exposición a y efectos subsecuentes de CDEs ambientales son inciertos (WHO, 2002). 

Los estudios de mecanismos con compuestos químicos como los CDE que se han 

realizado con este pez se deben a la facilidad de disponer de los organismos (ejemplo de 

ello, se puede generar un gran número de organismos de calidad optima en etapas de 

vida adecuadas), a su dinámica de exposición a sustancias químicas, a su flexibilidad 

biológica, así como al tamaño pequeño del pez, que se adapta convenientemente a 

cualquier tipo de estudio a realizar debido a su ciclo-de-vida, donde incluso respuestas a 

bajas dosis que no causan trastornos visibles, no obstante pueden causar una variedad 

de otros efectos y respuestas que pueden detectarse por análisis molecular. (Ankley and 

Johnson, 2004) (Bresh, 1991) (Sawle, 2010). Existen algunos aspectos únicos en la 

endocrinología reproductiva del pez, como la estructura básica y función del eje hormonal 

hipotálamo hipófisis-gónadas (HPG), que en los vertebrados tiende a ser bien 

conservada. Por consiguiente, los resultados de los estudios en pez con CDEs pueden 

servir potencialmente como base de extrapolación de efectos potenciales entre especies.  

III.4. Sustancias químicas de prueba. 

En la investigación realizada se empleó el pez cebra (Danio rerio) en su etapa 

embrionaria como sistema de prueba, con la finalidad de detectar cambios en la expresión 

relativa de genes seleccionados después de exposición al herbicida atrazina y a las 

hormonas estradiol (E2) y 17 α-etinilestradiol (EE2). 
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III.4.1 Atrazina. 

La atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) (Fig. 1) es un herbicida 

ampliamente usado en el mundo, incluyendo México (Hernández, 2011). Se considera un 

presunto disruptor-endócrino potencial (Muncke et al., 2006). Bloquea la fotosíntesis 

mediante la reducción de la fijación de CO2 en plantas por desplazamiento de la 

plastoquinona en el sitio de unión Qb, después de lo cual el fotosistema II es bloqueado. 

La fitotoxicidad de la atrazina está basada en mecanismos de desintoxicación que 

involucran las fases I y II de los sistemas de enzimas en plantas superiores. Existen tres 

posibles vías de desintoxicación para atrazina: (1) N-desalquilación por citocromo P450 

(fase I); (2) conjugación con glutation por glutation S-transferasas (GTSs) (fase II); y (3) 

hidrólisis no enzimática catalizada por benzoxaninona. La inducción de GST proporciona 

resistencia efectiva a las plantas contra la atrazina (Wiegand, 2001). 

 

Fig. 1 Molécula de la atrazina. 

Este herbicida esta registrado para el control de malezas de hoja ancha y malas hierbas, y 

es comúnmente usado en el cultivo de maíz. Es persistente en suelo, especialmente en 

condiciones secas y frías. Se metaboliza en cuatro compuestos hidroxiatrazina y tres 

compuestos de atrazina clorados. Los principales productos de descomposición de 

atrazina, metabolitos de hidroxiatrazina, no se mueven fácilmente en el suelo. Se 

encuentra comúnmente en aguas superficiales, de lluvia, límnicas, marinas, y 

subterráneas localizadas en áreas de agricultura debido a su relativa persistencia, 

combinada con su amplio uso agrícola. En un inicio su biodegradación es posible; no 

obstante, es uno de los contaminantes en agua más persistentes (Solomon et al., 1996), 

donde organismos no elegidos como blanco son afectados (Wiegand, 2001). 
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La atrazina es un caso interesante de contaminación acuática peligrosa porque sus 

impactos en la salud humana no son tan claros como los de otros contaminantes 

altamente tóxicos y está sujeto a controversia. La concentración ambiental en países que 

usan atrazina es de 5 µg/L en promedio, pero hasta 1 mg L-1 puede ser encontrado en 

pequeños cuerpos de agua usados en la agricultura, debido a la deriva o escurrimiento de 

partículas de suelo, o disolución en aguas superficiales, con niveles altos en primavera, 

cuando es usada como herbicida preemergente. Han sido observados efectos adversos 

en ecosistemas afectados por escurrimiento, con niveles biológicos efectivos persistiendo 

por varias semanas (Wiegand, 2001). 

La relevancia ecotoxicológica de la atrazina en ecosistemas acuáticos ha sido analizada 

resultando que el organismo con mayor sensibilidad es el fitoplancton seguido por bentos, 

zooplancton y pez. Este herbicida cambia la conducta del pez cebra en una concentración 

ambientalmente relevante de 5 µg L-1. Causa daño al epitelio de la branquia; 

perturbaciones fisiológicas, incluyendo desarreglos de osmorregulación, respiración 

incrementada, reflejos disminuidos, e inhibición de la acetilcolinesterasa en suero de 

sangre y cerebro; necrosis de las células del endotelio renal y tejido hematopoyético renal; 

y excreción renal incrementada de sodio, potasio, cloro, y proteínas. Debido a su 

lipofilicidad, la atrazina se bioconcentra en los organismos (Wiegand, 2001). 

III.4.2 Estradiol.  

El estradiol (E2 o 17β-estradiol) es una hormona esteroide sexual femenina. El estradiol 

se abrevia como E2, ya que tiene dos grupos hidroxilos en su estructura molecular (Fig. 

2). El estradiol es alrededor de 10 veces más potente que la estrona y alrededor de 80 

veces más potente que el estriol en sus efectos estrogénicos. El estradiol es el estrógeno 

predominante durante los años reproductivos, tanto en los niveles séricos absolutos como 

en la actividad estrogénica. Está presente también en los hombres, siendo producido 

como un metabolito activo de la testosterona por la enzima aromatasa. Los niveles de 

estradiol en los hombres (8-40 pg/ml) son comparables a los de una mujer 

posmenopáusica. El estradiol no sólo tiene un impacto crítico en el funcionamiento sexual 

y reproductivo, sino que también afecta a otros órganos, incluyendo los huesos.  

http://es.wikipedia.org/wiki/Hormona
http://es.wikipedia.org/wiki/Esteroide
http://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Testosterona
http://es.wikipedia.org/wiki/Aromatasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Hueso
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Fig. 2 Molécula del estradiol. 

III.4.3 17 α-etinilestradiol. 

El 17 α-etinilestradiol (EE2) es un estrógeno sintetizado (Fig. 3). Los metabolitos del 

etinilestradiol se excretan por la bilis en las heces y por la orina como conjugados de 

glucuronida y sulfatos.  

 

 

 

 

Los estrógenos son pequeñas moléculas lipofílicas que cruzan la membrana celular y 

están unidos por receptores nucleares específicos. En mamíferos, han sido identificados 

dos receptores de estrógeno: ERα y ERβ. Los ER presentan capacidades de traslape y 

unión-ligando diferente, patrones de expresión genética durante el desarrollo y en el 

adulto (Bardet, 2002). La exposición humana a estrógenos puede generar susceptibilidad 

al cáncer de próstata, mama, ovario y útero, y también puede influir en la orientación 

sexual. (Wingar et al., 1998). Además, hay estudios que indican que el cáncer vaginal se 

asocia con la exposición a hormonas sintéticas en las mujeres. 

Fig. 3 Molécula del 17 α-etinilestradiol 

http://es.wikipedia.org/wiki/Bilis
http://es.wikipedia.org/wiki/Heces
http://es.wikipedia.org/wiki/Orina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Glucuronida&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfato
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Los peces son el único taxa de toxicidad acuática que tienen receptores de estrógeno. 

Muchos estudios reportan que varias especies de peces responden a concentraciones de 

nanogramo por litro (ng L-1) de EE2 por sintetización de VTG. Aunque existen estudios de 

laboratorio en los cuales la exposición causa un incremento en VTG en peces machos y 

coinciden con efectos reproductivos adversos observados (Caldwell, 2008). 

La información disponible sugiere que estas hormonas naturales y sintéticas (E2 y EE2) 

representan la mayoría de la actividad estrogénica en muchos efluentes (Kolpin et al., 

2002; Westerhoff et al., 2005; Caldwell, 2008).  

III.5 Bioacumulación. 

La mayoría de las sustancias químicas estrogénicas referidas arriba son lipofílicas e 

hidrofóbicas y, por consiguiente, tienen una fuerte tendencia a bioconcentrarse y 

bioacumularse en organismos acuáticos (plantas y animales) (Sumpter, 1995). 

Organismos diferentes bioconcentrarán sustancias químicas estrogénicas diferentes, en 

grados diferentes. Incluso en un solo organismo, el compuesto bioconcentrado es 

improbable que esté diseminado por igual en todos los tejidos; probablemente esté 

concentrado preferentemente en unos pocos tejidos, como la grasa. Lo que pase con 

estos compuestos una vez bioconcentrados en un organismo, es esencialmente 

desconocido; pueden estar fisiológicamente inactivos mientras están conservados en 

tejido adiposo, pero cuando esta grasa es movilizada (lo que ocurre frecuentemente 

durante la reproducción), el compuesto puede ser liberado para actuar en cualquier parte 

o puede ser metabolizado en otros compuestos que pueden o no ser activos como 

estrógenos (Sumpter, 1995). 
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III.5.1 Biomarcadores genómicos de exposición. 

Un biomarcador es cualquier respuesta biológica frente a un químico ambiental a nivel 

sub-individual, es decir, manifiesta el efecto producido por un tóxico, sin embargo, no 

proporciona información acerca de la magnitud que ese efecto tendrá a niveles de 

organización superiores. El uso de biomarcadores a nivel subcelular constituye una 

herramienta para diagnosticar el estrés ecotoxicológico, al que están sometidos los 

organismos, en el escenario ambiental planteado. Para la identificación de biomarcadores, 

se ha sugerido que el perfil de expresión génica puede predecir la exposición a 

contaminantes en el ambiente (Ankley et al., 2006). Estudios recientes en diversos 

organismos han sido efectuados para probar que sustancias diferentes producen 

diferentes perfiles de expresión génica, incluyendo algunos estudios investigando 

contaminantes emergentes (Poyton, 2009). 

 

Los perfiles de expresión génica son útiles para determinar el agente causal en un 

efluente complejo. Sin embargo, permanece la cuestión sobre cómo es influenciada la 

firma de expresión génica por la presencia de otras sustancias. Se sabe que las 

sustancias químicas pueden interactuar en mezclas, causando consecuencias 

inesperadas para la sobrevivencia y la reproducción (Walker et al., 2006). Es posible que 

combinaciones de sustancias tengan efectos diferentes de los de sustancias individuales 

sobre la expresión génica de organismos. Sustancias que causan una respuesta aditiva 

en bioensayos agudos o crónicos, pueden tener también un perfil de expresión aditivo. 

Sustancias que muestran efectos antagónicos o sinérgicos en bioensayos estándar, 

pueden tener perfiles de expresión distintos, no parecidos a los perfiles de expresión de 

las sustancias solas. 
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IV. OBJETIVO 

Implementar y validar metodologías por PCR que permitan en un tiempo corto conocer 

resultados para la toma de decisiones relativas a situaciones de emergencia por 

contaminación y efectos agudos en salud. 

 

V. RESULTADOS ESPERADOS 

a) Metodología validada para evaluación de la expresión diferencial de genes causada por 

contaminantes emergentes, mediante la reacción en cadena de la polimerasa acoplada a 

la reversa transcriptasa usando el sistema de PCR en tiempo real y electroforesis en gel. 

b) Dos metodologías para cuantificación de las enterobacterias Salmonella entérica y 

Escherichia coli. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS  

La validación de expresión relativa de genes debida a la exposición a atrazina, estradiol, y 

17α-etinilestradiol mediante la reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real, se 

llevó a cabo en las siguientes etapas. 

VI.1 Selección de genes. 

Mediante una amplia revisión de literatura científica fueron seleccionados los genes β-

actina, (Morse et al., 2005; Nishimura et al., 2006), ef1a (Filby et al., 2007, Frost et al., 

2003; (Ingerslev et al., 2005; Olsvik et al., 2005) y gapdh (Nishmura et al., 2006; 

Gorzelniak et al., 2001), basados en su uso previo como controles internos o genes 

housekeeping en estudios de expresión génica, así como por la disponibilidad de 

secuencias en peces y especies relacionadas (Muncke et al., 2006; Filby et al., 2007; 

Muncke et al., 2007; Tang et al., 2007; Kausch et al., 2008; Liedke et al., 2008; McCurley 

et al.; 2008; Weil et al., 2009). Para estudiar la expresión relativa se seleccionaron los 

genes blanco cyp1a, fzr1, ahr2, hmox, hsp70, mafg1, nfe212, vtg1 y mt2 debido a que 

muestran roles en funciones celulares diferentes (Muncke et al., 2006; Muncke et al., 

2007; Kausch et al., 2008; Liedke et al., 2008; McCurley et al.; 2008; Weil et al., 2009), 

además de que se ha identificado su expresión diferencial en respuesta a una exposición 

particular, pudiendo representar una firma de expresión génica para esa condición de 

exposición (Tabla 1). 

 

GEN FUNCIÓN 

β-actina  Organización del citoesqueleto celular  

ef1a  Biosíntesis de proteínas  

gapdh  Metabolismo celular basal  

cyp1a  Eliminación de compuestos tóxicos en el hígado  

fzr1  Eliminación celular sin inflamación  

ahr2  Regulación de la expresión genética  
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hmox  Hemo-exogenasa, posiblemente involucrado en metabolismo de 

ácidos nucleicos  

hsp70  Chaperona, involucrada en plegamiento adecuado de proteínas  

mafg1  Factor de transcripción, participa en la regulación de la 

expresión genética 

nfe212  Factor de transcripción, participa en la regulación de la 

expresión genética  

vtg1  Vitelogenina, participa como fuente de nutrientes en el 

desarrollo embrionario  

mt2  Metalotioneína, se une a metales pesados y a radicales libres 

de oxígeno  

 

VI.2  Diseño de sondas y primers.  

Para llevar a cabo los ensayos de PCR, se diseñaron oligonucleótidos específicos para 

las secuencias de los genes mencionados empleando un sistema de software Ensembl 

que mantiene anotaciones automáticas en los genomas de eucariotas. 

a) Se ingresa a la página web www.ensembl.org  

 

http://www.ensembl.org/
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b) Se selecciona el genoma de Zebrafish. En el cuadro de búsqueda, introducir el gen 

seleccionado previamente. 

 

c) En la base de datos se despliega una lista con los genes del pez Danio rerio. 
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d) Como ejemplo, introducir β-actin1.  

 

e) Se despliegan las características del gen y se selecciona su identificador. 
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f) En el menú de Ensembl se selecciona Biomart,  dar click en la base de datos Genes 

59 de Danio rerio genes (Zv8) 

 

g) Del lado izquierdo de esta página se encuentra el menú Filters, desplegamos 

Ensembl Gene ID, activar la casilla de verificación de ID list limit y en el recuadro pegar 

el identificador del gen con el que se está trabajando. 
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h) En el menú Attributes, seleccionar la opción Sequences. Al desplegarse este menú, 

elegir cDNA sequences. 

 

i) Dar click en Count y el programa desplegará el número de genes de Danio rerio en la 

parte Dataset. 
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j) Dar click en Results y se desplegará el código en formato FASTA la secuencia de 

cDNA del gen seleccionado. 

 

k) Exportar con el icono Go y guardar el archivo con el nombre mart_export.txt. Cambiar 

el nombre del archivo por el del gen correspondiente. Seguidamente, abrir el archivo con 

WordPad y guardar conservando el formato FASTA.  

l) El diseño de los oligonucleótidos (primers) dentro de la secuencia homóloga para cada 

transcripto se realizó con el programa VECTOR NTI el cual es un software de 

bioinformatica que permite el diseño de primers y sondas. Se empieza realizando los 

siguientes pasos: 

OPEN/ MOLECULE FILES 

MOLECULE TYPE: DNA/RNA 

FILES FORMAT: FASTA files 

Buscar el archivo mart_export.txt /OK 
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m) Desplegar la secuencia del gen de la siguiente manera: 
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n) Dar click derecho sobre la imagen del gen/display setup/quitar la selección en 

restriction analysis o menú Analyses/Restriction analyses/Restriction sites/Remove all 

para quitar las marcas de las enzimas de restricción dentro del oligo. 

 

ñ) El gen queda sin alguna interferencia 
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o) Abrir la información y copiar la secuencia de los oligos del gen que se está trabajando 

(quitando los espacios, en caso de que los hubiera). 

 

p) En el programa VECTOR NTI seleccionar Menú Edit/ Find Sequence/ Find what y 

pegar la secuencia del oligo. 

En el mismo recuadro se despliega Options. Seleccionar la cadena en la cual se 

encuentra el oligo que se esté buscando Direct (Foward) o Complementary (Reverse). Dar 

click en  Find Next. 
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q) Se despliega la secuencia que se está buscando, de forma resaltada. Se cambiar el 

color o bien se deja en negrita para no perderla de vista 

 

r) Se selecciona el icono Add feature dentro de esta ventanilla desplegable se elige lo que 

se desea marcar, primers o exones. Poner el nombre y dar click en aceptar. 
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s) Enseguida, se despliega el Foward y el Reverse que se buscaron en la opción de Find 

sequence. 

 

t) Para marcar los exones, ir a Biomart de Ensembl. 
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u) En la opción Attributes seleccionar Exon sequences/Resultados. 

 

v) Exportar el archivo de exones, abrirlo. Seleccionar las primeras 10-20 letras de la 

secuencia y buscar en Vector. Marcar con color deseado. 
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w) Seleccionar las últimas 10-20 letras de la secuencia del exón. Buscar y posteriormente 

marcar el exón completo, seleccionándolo con un color. 

Etiquetar con la herramienta Add feature, poner la etiqueta de exón. Se despliega la 

marca de flecha del exón. Realizar las mismas indicaciones con los exones restantes. 

 

x) Para diseñar la sonda que pegue en la frontera exón-exón, ir a la página de idt, 

desplegar la ventana de Advanced para verificar las condiciones óptimas que se requieren 

para la sonda. En ella se verifica el tamaño de la sonda, la Tm y el %GC 
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y) Posteriormente a esta verificación, ir a Vector NTI y cargar la secuencia con los exones 

identificados. 

Considerando los datos de idt, ubicarse en un exón y tomar las últimas trece letras de 

éste y doce letras del siguiente exón, para que sean 25 pb en total de la sonda que se 

está diseñando. 
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z) Se selecciona la secuencia y se va al menú Edit/ Copy sequence y se copia la 

secuencia, o bien se puede realizar con el método abreviado Ctrl+C. 

 

aa) Posteriormente, en el menú List, seleccionar la opción Oligo list y seleccionar el ícono 

Add para agregar la secuencia anterior. 
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ab) Asignar nombre al oligo. 

 

ac) En la ventana New Oligo/Oligo/Nucleotide Sequence pegar la secuencia de la sonda y 

dar click en aceptar. 
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ad) Se despliega la lista de oligos. 

 

ae) Seleccionar Oligo Analysis/Analyze y proceder a analizar la secuencia.  
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af) Se despliega el % GC y la Tm. 

 

ag) Si la Tm y el %GC corresponden a las condiciones óptimas en idt, continuar con el 

análisis. Regresar a idt y pegar la secuencia de la sonda en la ventana de Probe, y 

calcular. 
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Nota: En la pestaña Basic, poner el nombre del gen que se está analizando y la 

secuencia completa del gen en el recuadro 

 

Si no se obtienen las condiciones en el primero, continuar con las siguientes hasta 

contar con el adecuado. 
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ah) El no encontrarlo posiblemente se deba que el oligo especificado no esté dentro de 

la secuencia. 

 

ai) Secuencias de los oligos para el análisis de la expresión genética. 

Las secuencias de los oligos que se seleccionaron son las siguientes 
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>β_actina_F 
ATTGGCAATGAGCGTTTCCGTTGC 

>β_actina_R 
TCCAGACAGCACTGTGTTGGCATA 

>β_actina_Sonda  
CCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCTTGC 
 

>cyp1a_F 
TGCAAGTGTCCGATGAGAAGATCG 
>cyp1a_R 
TCCAATTCTCTTTGCAGTCGCTCC 
>cyp1a_sonda 
ACCTATTCGGAGCCGGTTTCGACACTATCA 
 
>fzr1_F 
TACTGCGGCAGATCAACGTCCAAA 
>fzr1_R 
TTGCTTGGCGATGACAATGGTGAC 
>fzr1_sonda 
TGACAACACCAGCCCTATGAAAGCA 
 
>hsp70_F 
AGAGTGTTGGGACAGTGATTGGGA 
>hsp70_R 
AGTGATGCGGTTTCCCTGGTCATT 
>hsp70_sonda 
ACCTTGGGACCACATACTCCTGTGTT 
 
>ahr2_F 
ATGGACAAACAGCTTCCAGTCTGGA 
>ahr2_Sonda 
CTGTTGTTGCAGGCACTCAATGGCT 

>ahr2_R 
ATACGTAACCTTCAGCCGTGACCA 
>mafg1_F 
GGAGAGCAGCATTCGTGGTATGACTA 
>mafg1_R 
ACAGACATGGACACCAGCTCATCATCT 
>mafg1_Sonda 
AAAGCACTGAAGGTGAAGCGAGAGC 
 
>nfe2l2_F 
GGCGTTTACCCAGAATCCTTTGCT 
>nfe2l2_Sonda 
CCAGAGTTGCAGCAGTGCCTCAACA 
>nfe2l2_R 
GGTTGGTGCTTCTGTGGAAGGTTT 
 
>hmox1_F 
CAGAGCATTCGAGTTCAACATTGATGTGTT 
>hmox1_Sonda 
AGCTTCCTCTGTGATGCTCAGCATTT 
>hmox1_R 
TGCTGCTTCATTTCCTTTATCACTTG 
 
>vtg1-F 
ATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCTTG 
>vtg1-R 
TGTCGTGGCACTGATGAGAACCTT 
>vtg1-sonda 
GTAGCCCTCGTGGCATGTCAACAATTC 
 
>gapdh_F 
AGTCCGTCTTGAGAAACCTGCCAA 
>gapdh_R 
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GCGTCAAAGATGGATGAACGGCAA 
>gapdh_sonda 
GATGAGATCAAGAAAGTCGTCAAGGCTGC 
>mt2_F 
CAAGCTCTTTGTGGATACTCTCTGG 
>mt2_Sonda 
AGTCTTGGCACATTCGCAGGGGTCCA 
>mt2_R 
AACCAGATGGGCAGCAAGAACAAC 
 
>ef1a_F 
TCTACAAATGCGGTGGAATCGAC 
>ef1a_R 
TTTGTCCAACACCCAGGCGTACTT 
>ef1a_sonda 
AGGAAGCCGCTGAGATGGGCA 
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VI.3 Análisis de interacciones entre sondas y oligos de Danio rerio. 
 
Las interacciones de las secuencias de las sondas y los oligos fueron analizadas empleando los 
softwares bioinformáticos de Vector NTI/IDT (Tabla 2). 

 
 β_actin

a_F 
β_actina
_R 

β_actina_S
onda 

cyp1a
_F 

cyp1a
_R 

cyp1a_so
nda 

fzr1
_F 

fzr1_
R 

fzr1_so
nda 

β_actina_F ---         

β_actina_R 0/0 ---        

β_actina_S
onda 

0/0 0/0 ---       

cyp1a_F 0/0 0/0 0/0 ---      

cyp1a_R 0/0 0/0 0/0 0/0 ---     

cyp1a_sond
a 

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---    

fzr1_F 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---   

fzr1_R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---  

fzr1_sonda 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 --- 

 

 ahr2
_F 

ahr2_So
nda 

ahr2_
R 

hmox1
_F 

hmox1_So
nda 

hmox1
_R 

hsp70
_F 

hsp70_So
nda 

hsp70
_R 

ahr2_F -----         

ahr2_Sond
a 

0 / 0 -----        

ahr2_R 0 / 0 0 / 0 -----       

hmox1_F 0 / 0 0 / 0 0 / 0 -----      

hmox1_So
nda 

0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 -----     

hmox1_R 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 -----    

hsp70_F 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 -----   

hsp70_Son
da 

0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 -----  

hsp70_R 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / 0 ----- 

 

 mafg1
_F 

mafg1
_R 

mafg1_So
nda 

nfe212
_F 

nfe212
_R 

nfe212_So
nda 

gapdh
_F 

gapdh
_R 

gapdh_So
nda 

mafg1_F ---         

mafg1_R 0/0 ---        

mafg1_So
nda 

0/0 0/0 ---       

nfe212_F 0/0 0/0 0/0 ---      

nfe212_R 0/0 0/0 0/0 0/0 ---     

nfe212_So
nda 

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---    

gapdh_F 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---   

gapdh_R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---  

gapdh_So
nda 

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 --- 

 
 
 



 
2011, Año del Turismo en México. 

 46 

 mt2_
F 

mt2_
R 

mt2_Sond
a 

vtg1_
F 

vtg1_
R 

vtg1_Sond
a 

ef1a_
F 

ef1a_
R 

ef1a_Sond
a 

mt2_F ---         

mt2_R 0/0 ---        

mt2_Sond
a 

0/0 0/0 ---       

vtg1_F 0/0 0/0 0/0 ---      

vtg1_R 0/0 0/0 0/0 0/0 ---     

vtg1_Sond
a 

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---    

ef1a_F 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---   

ef1a_R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 ---  

ef1a_Sond
a 

0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 --- 
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Interacciones compatibles 
 
PRIMER TRÍO: 

 β-actina (control)  (ENSDART00000054987)  (FAM) 

 cyp1a    (ENSDART00000038200) 
 NEDTM/TAMRATM/Cy3 
 fzr1    (ENSDART00000015891)  CY5 
 
SEGUNDO TRÍO: 
 ahr2    (ENSDART00000105762)  (FAM) 
 hmox1   (ENSDART00000030890) 
 NEDTM/TAMRATM/Cy3 
 hsp70    (ENSDART00000010079)  CY5 
 
TERCER TRÍO: 
 mafg1    (ENSDART00000022410)  (FAM) 
 nfe2l2    (ENSDART00000062854) 
 NEDTM/TAMRATM/Cy3 
 gapdh (control)  (ENSDART00000063800)  CY5 
 
CUARTO TRÍO 
 vtg1     (ENSDART00000078276)  (FAM) 
 mt2    (ENSDART00000061007) 
 NEDTM/TAMRATM/Cy3 
 ef1a (control)  (ENSDART00000023156)  CY5 
 
 
Los parámetros para este diseño fueron los siguientes: 

Longitud equivalente a 30 nt 

Cantidad de GC > 50% 

Temperatura de alineamiento > 60 °C 

Alta compatibilidad 

NOTA: El diseño de los oligos se realizó únicamente en regiones exón-exón, evitando aquellas 

secuencias entre las uniones exón-intrón, con la finalidad de evitar una probable amplificación 

inespecífica de ADN genómico. 

 
En la Tabla 3 se muestra la longitud, la Tm y el % de GC diseñaron primers y sondas 
específicos marcados con FAM, TAMRA y Quasar  para cada gen. 
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Tabla 3. Análisis de Tm y % de GC de sondas y oligos 
 

Gen Primer Secuencia Longitud Tm 
V/IDT 

% GC 
V/IDT 

β-actina 
(gen 

endógeno
) 

F 
ATTGGCAATGAGCGTTTCCGTTGC 

24 64.
6 

61.
1 

50 50 

R 
TCCAGACAGCACTGTGTTGGCATA 

24 59.
2 

60.
5 

50 50 

S 
CCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCTTGC 

27 63.
6 

60.
8 

51.
9 

51.
9 

cyp1a 

F 
TGCAAGTGTCCGATGAGAAGATCG 

24 60.
1 

58.
9 

50 50 

R 
TCCAATTCTCTTTGCAGTCGCTCC 

24 60.
5 

59.
4 

50 50 

S ACCTATTCGGAGCCGGTTTCGACACTA
TCA 

30 67.
4 

63.
6 

50 50 

fzr1 

F 
TACTGCGGCAGATCAACGTCCAAA 

24 62.
3 

60.
8 

50 50 

R 
TTGCTTGGCGATGACAATGGTGAC 

24 62.
6 

60.
3 

50 50 

S 
TGACAACACCAGCCCTATGAAAGCA 

25 61.
4 

60.
6 

48 48 

ahr2 

F 
ATGGACAAACAGCTTCCAGTCTGGA 

24 59.
9 

60.
2 

48 48 

R 
ATACGTAACCTTCAGCCGTGACCA 

24 58.
6 

60 50 50 

S 
CTGTTGTTGCAGGCACTCAATGGCT 

25 63.
1 

62.
2 

52 52 

hmox1 

F CAGAGCATTCGAGTTCAACATTGATGT
GTT 

30 63.
2 

59.
4 

40 40 

R 
TGCTGCTTCATTTCCTTTATCACTTG 

26 56 57.
8 

38.
5 

38.
5 

S 
AGCTTCCTCTGTGATGCTCAGCATTT 

26 60.
6 

60.
5 

46.
2 

46.
2 

hsp70 

F 
AGAGTGTTGGGACAGTGATTGGGA 

24 58.
4 

60 50 50 

R 
AGTGATGCGGTTTCCCTGGTCATT 

24 61.
5 

60.
9 

50 50 

S 
ACCTTGGGACCACATACTCCTGTGTT 

26 59.
8 

61.
5 

50 50 

mafg1 

F 
GGAGAGCAGCATTCGTGGTATGACTA 

26 60 59.
6 

50 50 

R 
ACAGACATGGACACCAGCTCATCATCT 

27 60.
9 

61.
3 

48.
1 

48.
1 

S 
AAAGCACTGAAGGTGAAGCGAGAGC 

25 61.
1 

61.
4 

52 52 

nfe2l2 
F 

GGCGTTTACCCAGAATCCTTTGCT 
24 60.

5 
59.
8 

50 50 

R GGTTGGTGCTTCTGTGGAAGGTTT 24 59. 59. 50 50 
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3 9 

S CCAGAGTTGCAGCAGTGCCTCAACA 25 64 63 56 56 

gapdh 
(gen 

endógeno) 

F 
AGTCCGTCTTGAGAAACCTGCCAA 

24 60 60.
5 

50 50 

R 
GCGTCAAAGATGGATGAACGGCAA 

24 63.
7 

60.
2 

50 50 

S 
CACGGAGCACCAGGTTGTGTCCACT 

25 64.
9 

64.
9 

60 60 

vtg1 

F 
ATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCTTG 

24 59.
5 

60 50 50 

R 
TGTCGTGGCACTGATGAGAACCTT 

24 61.
6 

60.
4 

50 50 

S 
GTAGCCCTCGTGGCATGTCAACAATTC 

27 64.
3 

61.
6 

51.
9 

50 

mt2 

F 
CAAGCTCTTTGTGGATACTCTCTGG 

25 55.
4 

57.
1 

48 48 

R 
AACCAGATGGGCAGCAAGAACAAC 

24 60.
2 

60.
2 

50 50 

S 
AGTCTTGGCACATTCGCAGGGGTCC 

25 66.
7 

65.
1 

60 60 

ef1a 
(gen 

endógeno) 

F 
TCTACAAATGCGGTGGAATCGAC 

23 57.
7 

57.
3 

47.
8 

47.
8 

R 
TTTGTCCAACACCCAGGCGTACTT 

24 60.
5 

60.
9 

50 50 

S 
AGGAAGCCGCTGAGATGGGCA 

21 62.
7 

63.
7 

61.
9 

61.
9 
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B actin1 ENSDART00000054987

1700 bp

Beta actina F Beta actina R

Beta actina Sonda

1 2 3 4 5 6

cyp1a ENSDARG00000026039 ENSDART00000038200

2607  bp

cyp1a F cyp1a Sonda

cyp1a R

E6 E7
E5E4E3E2E1

fzr1 ENSDART00000015891

207 0 bp

fzr1 F

fzr1 R

fzr1 Sonda

41 2

3

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

VI.4 ESQUEMAS DE LOS GENES CONTROL Y DE ESTUDIO. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Gen endógeno β-actina1. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Gen blanco cyp1a. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3. Gen blanco fzr1. 
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hmox1 ENSDART00000030890

1 229 bp

hmox1 F

hmox1 sonda

hmox1 R1 2 3 4 5

6

7

ENSDART00000010079

2342 bp

hsp70 F

hsp70 R

hsp70 sonda

E1 E2 E4 E5

E3

E6 E7 E8 E9

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4. Gen blanco ahr2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 5. Gen blanco hmox1. 
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MAFG1 ENSDART00000022410

543 bp

mafg1 Sonda

mafg1 F mafg1 R

1

2

GAPDH ENSDARG00000043457-ENSDART00000063800

1 302 bp

Sonda

Forward

Re ve rse

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8

E9

E10

E11 Ex12

nfe2l2

21 97  bp

nef212 F

nfe 2l1 sonda

nef2l2 R

Ex 1 Ex 2 Ex 5Ex 4Ex 3

Esquema 6. Gen blanco hsp70. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 7. Gen blanco mafg1. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 8. Gen blanco nfe2I2. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 9. Gen endógeno gapdh. 
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ef1a-ENSDARG00000020850 ENSDART00000023156@4

1 7 34 bp

ef1a sonda

ef1a F

ef1a R

E2E1 E4

E7

E3 E8E6E5

mt2>ENSDARG00000041623-ENSDART00000061007@5

551 bp

mt2 F

mt2 sonda

mt2 RE1 E3E2

vtg1 ENSDART00000078276

1 1 9 9  bp

sonda

forwar

Reverse

e8

e2

E10e9e6e3 e4

e1

e7e5

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 10. Gen blanco vtg1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 11. Gen blanco mt2. 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 12. Gen endógeno ef1a.
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VI.5 La homología. 
 
Dentro de la homología de secuencia se distinguen dos tipos de homología: la ortología y la 

paralogía. Se denomina genes ortólogos a los que son semejantes por pertenecer a dos 

especies que tienen un antepasado común. Además existen genes parálogos, que son aquellos 

que se encuentran en el mismo organismo, y cuya semejanza revela que uno procede de la 

duplicación del otro. La ortología requiere que se haya producido especiación, mientras que 

ésta no es necesaria en el caso de la paralogía, que puede producirse sólo en los individuos de 

una misma especie. 

VI.5.1 Análisis para evaluar las interacciones de ortólogos y parálogos. 

a) Abrir la página electrónica http://www.ensembl.org 

En el menú desplegable en el área de búsqueda seleccionar Zebrafish, escribir el gen de 

interés en el campo siguiente de búsqueda y dar click en el botón Go. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Gen_par%C3%A1logo
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b) En el área de resumen de resultados seleccionar el gen deseado. 

 

 

 

c) Seleccionar el gen de interés. 

 

 

 

d) En el menú de la izquierda seleccionar Paralogues. 
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e) En la parte inferior se despliega un cuadro con los diferentes parálogos que existen, copiar 

los identificadores en bloc de notas, quedándose con sólo el identificador. 

 

f) Además de los parálogos, es necesario copiar al bloc de notas el identificador del gen de 

interés, el cual se encuentra en la parte superior de la página de Ensembl. 
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g) Teniendo la lista con el identificador de los genes parálogos, proceder a abrir BioMart. El link 

para abrir BioMart se encuentra ubicado en la parte superior de la página electrónica de 

Ensembl. 

 

 

 

 

h) Seleccionar la base de datos Ensembl Genes 60 y posteriormente el organismos Danio rerio 

genes (Zv9). 
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i) Proceder a seleccionar Filters en el menú de la izquierda y GENE en la parte de la derecha. 

Marcar la casilla ID list limit y pegar los identificadores de genes del bloc de notas en el cuadro 

de la derecha. 

 

 

 

 

 

j) Seguidamente, en el menú de la izquierda seleccionar Attributes, elegir Sequences y en la 

parte inferior cDNA sequences. 
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VI.6 Mantenimiento y reproducción del pez cebra. 

El pez cebra tipo-silvestre fue conservado en peceras de vidrio de 40 L en grupos de ~ 40 

peces en un sistema de flujo estático. Fueron alimentados dos veces al día con hojuelas 

vitaminadas y por intervalos regulares fueron alimentados ad libitum con alimento vivo de 

Artemia salina. El ciclo de luz fue establecido en 14 h luz/10 h oscuridad y la temperatura 

ambiental fue constante a 28° C. Se llevó a cabo el apareamiento y al día siguiente, al 

amanecer, los peces depositaron sus huevos en bandejas de vidrio colocadas en el fondo de 

las peceras la noche anterior al inicio de los experimentos (Fig. 4). 

 

Fig. 4. Sistema de apareamiento empleado en el pez silvestre. 

VI.7 Exposiciones. 

Después de cosechar los huevos de todas las peceras, fueron reunidos y lavados 

completamente con medio de lavado de embriones E3 (5 mM NaCl, 0.17 mM KCl, 0.33 mM 

CaCl2, 0.33 mM MgSO4,) (Muncke et al., 2006a). Las exposiciones fueron iniciadas en los 15 

min después de la fertilización, siendo éste el tiempo mínimo tomado para seleccionar los 

huevos en lotes de tres réplicas. Asimismo, se realizaron exposiciones a 3, 6, 24, 48 y 120 h. 

Los huevos fueron colocados en grupos de 100 en placas de Petri de 30 mm conteniendo 20 

mL del medio E3, la sustancia de exposición y hasta 0.01 % del solvente dimetilsulfoxido 

(DMSO) o etanol (EtOH) y el compuesto a analizar, usando pipetas serológicas de borosilicato 

(Fig. 5). Las placas fueron colocadas en una incubadora a 26° C. El ciclo de luz durante la 

exposición fue establecido en 14 h luz/ 10 h oscuridad y la temperatura fue constante a 28 °C. 

Independientemente del tiempo de exposición, cada placa fue sacada de la incubadora cada 24 

h para separar los embriones muertos e inmediatamente la placa fue rellenada con la solución 

de prueba apropiada. Las placas fueron cubiertas con su tapa de borosilicato y recolocadas en 

la incubadora. 

 

Fig. 5. Exposición de huevos. 
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VI.8 Sustancias químicas.  

En el presente estudio fueron investigados los efectos de la atrazina (Chem Service), estradiol 

(E2) y 17α-etinilestradiol (EE2) (Sigma-Aldrich) con respecto al blanco y al DMSO (Aldrich) y 

etanol (Merck) en embrión de pez cebra y sobre la expresión de los genes seleccionados. La 

expresión de cada gen blanco fue comparada con respecto a cada gen endógeno a las 

diferentes concentraciones de los compuestos mencionados anteriormente en las etapas de 

vida temprana del pez cebra.  

Las exposiciones con atrazina fueron realizadas a 0.64, 3.2, 16, 80, 400 y 2x103 µg L-1 con un 

factor de separación de 10, se incluyó un blanco y DMSO como solvente de dilución. Las 

exposiciones con estradiol (E2) se realizaron a 27.24, 272.4,  2723.8, 27 238, 272 380 ng L-1. 

Mientras que para las exposiciones con 17α-etinilestradiol (EE2) fueron de 1.6, 8, 40, 200 y 

1000 ng L-1. Se empleó un factor de separación de cinco en las concentraciones de E2 y EE2, 

incluyéndose un blanco y etanol como solvente de dilución. Todos los experimentos se 

repitieron al menos tres veces, en experimentos independientes. Las concentraciones se 

seleccionaron de acuerdo con estudios publicados previamente, mientras que para las 

exposiciones se realizaron exposiciones preliminares, verificando la mortalidad de los huevos y 

larvas durante 120 h después de la fertilización (hpf). 

Transcurrido el tiempo de exposición se tomaron 60 embriones y fueron colocados en tubos 

estériles de 1.5 mL. Ahí se lavaron con agua DEPC (dietil-pirocarbonato) por decantación, 

manteniéndose en 1 mL de agua DEPC,  congelándose a -70 °C en ultracongelador hasta la 

realización del ensayo posterior, el cual se realizó en el menor tiempo posible para evitar 

degradación de ARN (Fig. 6). 

 

Fig. 6. Selección y lavado de embriones. 
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VI.9 Extracción de ARN. 

Se rompió el coríon de los embriones y el tejido de los alevines con un disruptor de tejidos 

(Eppendorf, Hamburg, Germany). La extracción del ARN total se realizó por el método de 

extracción fenólica con Tri Reagent (Sigma-Aldrich). Este método se basa en el uso de una 

solución monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis celular (Fig. 7 ) y la 

separación de la muestra en dos fases (acuosa y orgánica) (Fig. 8), seguidas por la extracción y 

precipitación del ARN total con cloroformo e isopropanol, respectivamente, a partir de la fase 

acuosa (Fig. 9). El pelet de ARN se disolvió en 30 – 50 µL de agua DEPC, almacenándose a -

20 °C. Se tomó una alícuota para determinar la concentración de ARN total calculada de la 

absorbencia a 260 nm (A260nm; Thermo Scientific) (Fig. 10) y la calidad del ARN fue verificada 

por la relación A260nm/A280nm >1.8.  

 

Fig. 7. Lisis celular de embriones. 

 

Fig. 8. Separación de fases (acuosa y orgánica) 
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Fig. 9. Extracción y precipitación del ARN total. 

 

Fig. 10. Cuantificación de ARN total a 260 nm.  

 

 

VI.10 Síntesis de ADNc. 

Por cada muestra, 500 ng µL-1 de ARN total fueron tratados con RiboLock RNAse Inhibitor  y 

RevertAid H Minus M-MuLV RT (Fermentas). El molde de cADN fue sintetizado del ARN tratado 

con DNase usando primers hexámeros aleatorios (5'-NNNN-3'; Biosearch Technologies Inc, 

Novato, CA) y virus de leucemia Moloney-murine (M-MKV) transcriptasa inversa (Fermentants), 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Fig. 11). 
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Fig. 11. Síntesis de ADNc con 500 ng µL-1 de ARN total. 

 

VI.11 Amplificación de ADNc (RT-PCR). 

La PCR en tiempo real se realizó usando TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) (Fig. 12) con 500 ng cDNA por reacción, en un equipo 7500 (Applied Biosystems). 

Todas las muestras se realizaron por triplicado en placas de 96-pozos, con un volumen final de 

reacción de 25 µL (Fig. 13). Los controles incluyeron 12.5 µL de Master mix 2x, 500 ng de cDNA 

y 12.5 µL de agua libre de nucleasas. Las condiciones usadas para el ciclo de amplificación 

termal fueron: 2 min a 50° C, 10 min a 95° C (15 s a 95° C, 1 min a 60° C) x 40 ciclos. Las 

sondas FAM; TAMRA y QUASAR60 fueron sintetizadas por Biosearch Technologies, Inc. 

(Novato, CA). Las concentraciones de primers en las reacciones finales de PCR tiempo real 

fueron 300 nM, y la concentración de reacción final de las sondas marcadas FAM, TAMRA, 

QUASAR fue 100 nM. Los primers fueron diseñados para anclarse en diferentes exones. Los 

exones fueron identificados buscando para cada gen en la secuencia de genoma completa 

(http//www.ensembl.org/Danio_rerio/index.html), usando la gene's GenBank cDNA sequence. 

(Fig. 14). Las secuencias de primers y sondas, así como los sitios de unión al exón, se 

muestran en los esquemas 1 al 12. 
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La evaluación de los datos de PCR en tiempo real fue realizada usando el método qGen 

desarrollado por Muller, 2002. Este método calcula la abundancia de mRNA basado en la 

eficiencia de la reacción de amplificación de PCR específicamente para cada gen, 

relacionándolo con el gen de referencia. Las expresiones de β-actin, ef1a y gapdh fueron 

usados como control interno para normalización. Como parte de la muestra analizada, es 

compensado por la variable de procesamiento de la eficiencia de la normalización. 

            

                  Fig. 13. Placas de 96 pozos.                           Fig. 12. PCR en tiempo real. 

 

Fig. 14. Gráficas de medición de cDNA. 
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VII. RESULTADOS 

VII.1 Niveles de expresión general de genes endógenos (houesekeeping). 

Se calcularon (basados en valores promedio de ciclo umbral [Ct] de PCR tiempo real en los 

embriones control) los niveles de expresión general de los genes seleccionados como 

endógenos (housekeeping). Filby et. al., en 2007 reporta que niveles de expresión 

extremadamente altos o bajos pueden impedir la utilidad de estos genes como controles 

internos (Tabla 1). 

 

La evaluación de los datos de real-time PCR se realizó utilizando el método Qgene (Muller et 

al., 2002). Este método calcula la abundancia de mRNA basado en la eficiencia de la reacción 

de amplificación de PCR específicamente para cada gen, relacionándolo con el gen de 

referencia. Las expresiones de β-actin, ef1a y gapdh fueron usados como control interno para 

normalización. Como parte de la muestra analizada, es compensado por la variable de 

procesamiento de la eficiencia de la normalización. 

 

VII.2 Atrazina. 

En el experimento realizado a una concentración de 500 ng µL-1 de cDNA y con exposición a 

120 h, los genes blanco despegaron niveles de expresión o se reprimieron con respecto a los 

genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

 

VII.2.1 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 1.3 veces con el DMSO, y a las concentraciones de 640, 3200, 

1.6E+04 y 8E+04 ng L-1 de atrazina, mientras que, a concentraciones de 4E+05 y 2E+06 ng L-1 

se reprimió hasta en -1.7 veces. El gen ef1a se expresó hasta en 0.7 veces con el DMSO y a 

las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L-1, caso contrario, a la 

concentración de 2E+06 ng L-1 se reprimió hasta en -1 vez. El gen gapdh se reprimió tanto para 

el DMSO como para todas las concentraciones analizadas hasta en -3.9 veces. El gen hmox se 

expresó hasta en 0.99 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 1.6E+04, y 2E+06 

ng L-1, mientras que, a 3200, 8E+04 y 4E+05 ng L-1 de atrazina, se reprimió hasta en -1 vez. El 

gen hsp70 se expresó hasta en 0.7 veces con el DMSO, y a 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04 y 

2E+06 ng L-1 de atrazina y se reprimió hasta en -1 vez a 4E+05 ng L-1 (Figura 15). 
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VII.2.2 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 0.95 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 

3200, 1.6E+04, 8E+04 y 2E+06 ng L-1 de atrazina; mientras que, a la concentración de 4E+05 

ng L-1 se reprimió hasta en -1.8 veces. El gen ß-actina se reprimió hasta en -0.7 veces con el 

DMSO a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L-1, y se expresó hasta 

en 1 vez a la concentración de 2E+06 ng L-1. El gen gapdh se reprimió hasta en -4 veces para 

el DMSO y para todas las concentraciones estudiadas. El gen hmox se expresó con el DMSO y 

a las concentraciones de 640 y 2E+06 hasta en 2 veces, sin embargo, a las concentraciones de 

3200, 1.6E+04, 8E+04 y 4E+05 ng L-1 se reprimió hasta en -1.5 veces. El gen hsp70 se expresó 

hasta en 0.89 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04  y 

2E+06  ng L-1, y por el contrario,  se reprimió hasta en  -1.2 veces a 4E+05 ng L-1 de atrazina 

(Figura 16). 
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Fig.15. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a atrazina a 120 h de exposición. 
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Fig. 16. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a atrazina a 120 h de exposición 
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En el experimento realizado a 120 horas de exposición a una concentración de 1000 ng µL
-1

 de 

cDNA y con exposición a 120 h, los genes blanco exhibieron niveles de expresión o se reprimieron 

con respecto a los genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

 

VII.2.3 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 1.7 veces con el DMSO y además con las concentraciones de 640, 

3200, 1.6E+04 y 8E+04 ng L
-1

 de atrazina, sin embargo, se reprimió hasta en -5.4 veces a las 

concentraciones 4E+05 y  2E+06. El gen ef1a se expresó hasta en 1.3 veces con el DMSO y con la 

atrazina a 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L
-1

, por el contrario, se reprimió hasta en -0.4 veces a 

640 y 2E+06 ng L
-1

. El gen fzr1 se expresó hasta en  0.44 veces a 1.6E+04 ng L
-1

, sin embargo, se 

reprimió hasta en -0.77 veces con DMSO, y a las concentraciones de  3200, 8E+04 ng L
-1

. Por otra 

lado, no se expresó a las concentraciones de 640,  4E+05  y 2E+06      ng L
-1

 de atrazina. El gen 

gapdh se reprimió hasta en -3.3 veces tanto para el DMSO como para todas las concentraciones 

analizadas. El gen hmox se expresó hasta en 1 vez con el DMSO y a las concentraciones de 640 y 

1.6E+04 ng L
-1

 de atrazina, aunque, se reprimió hasta en -3 veces a las concentraciones de 3200, 

8E+04, 4E+05  y 2E+06 ng L
-1

. El gen hsp70 se expresó hasta en 6.6 veces con el DMSO y a las 

concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04  ng L
-1

, aunque, a la concentración de 4E+05  

2E+06 ng L
-
1 se reprimió  hasta en  -4.2 veces (Fig. 17). 

 

VII.2.4 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al endógeno ef1a 

El gen ahr2 se expresó hasta en 1.8 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 3200, 

1.6E+04 y  8E+04 ng L
-1

 de atrazina, en cambio, a la concentración  de 4E+05 y 2E+06 se reprimió 

hasta en -5 veces. El gen ß-actina se reprimió hasta en – 1.3 veces con el DMSO y a las 

concentraciones de 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L
-1

, no obstante, a la concentración de 640 y 

2E+06, se expresó hasta en 0.43 veces. El gen fzr1 se expresó hasta en 1 vez con el DMSO, y a las 

concentraciones de 640, 3200 y 8E+04 ng L
-1

, por el contrario, a la concentración de 1.6E+04, se 

reprimió  hasta 0.17 veces, en cambio, a las concentraciones de 4E+05 y  2E+06 no registró 

expresión. El gen gapdh se expresó hasta en 1.38 veces para el DMSO, y a la concentración de 

2E+06 ng L
-1

, aunque a, 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04 y 4E+05  ng L
-1

 se reprimió hasta en -4.7 

veces. El gen hmox se expresó hasta en 1.6 veces a 640      ng L
-1

, por otro lado, se reprimió hasta 

en 3 veces con el DMSO y a las concentraciones de 3200, 1.6E+04, 8E+04,  4E+05 y 2E+06 ng L
-1

. 

El gen hsp70 se expresó hasta en 5 veces a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y  8E+04  

ng L
-1

, sin embargo, se reprimió hasta en -3.8 veces con el DMSO y a las concentraciones de 4E+05 

y  2E+06 ng L
-1

 (Fig. 18). 
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Fig. 17. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a atrazina a 120 h de exposición.  
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Fig. 18. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a atrazina a 120 h de exposición. 
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VII.3 Estradiol. 

En el experimento realizado a 6 horas de exposición se utilizó una concentración 1000 ng µL-1 

de cDNA, los genes blanco revelaron niveles de expresión o se reprimieron con respecto a los 

genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

 

VII.3.1 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 1.8 veces con etanol y a las concentraciones de 27.2, 

2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+04, mientras que, se reprimió hasta en -2.1 veces la 

concentración de  2.72E+05 ng L-1 de estradiol. El gen ef1a se expresó hasta en 0.38 veces con 

etanol y a las concentraciones de 27.2, 2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+05 ng L-1, en cambio, se 

reprimió hasta en -0.002 veces a 2.72E+04 ng L-1. El gen fzr1 se expresó hasta en 0.14 veces a 

las concentraciones de 2.72E+02, 2.72E+03, 2.72E+04 y 2.72E+05 ng L-1, por el contrario, se 

reprimió hasta en 0.01 veces con etanol y a la concentración de 27.2 ng L-1. Los genes gapdh y  

hmox no mostraron expresión debida a estradiol. El gen hsp70 se expresó hasta en 0.93 veces 

con etanol y a las concentraciones de 27.2, 2.72E+02, 2.72E+03,  2.72E+04 y 2.72E+05 ng L-1 

de estradiol (Fig. 19).  

 

VII.3.2 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al endógeno ef1a 

El gen ahr2 se expresó hasta en 1.89 veces con etanol y a las concentraciones de 27.2, 

2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+04 ng L-1 de estradiol, por otro lado, se reprimió hasta en -2.1 

veces a la concentración de 2.72E+05 ng L-1. El gen ß-actina se expresó hasta en 1.89 veces 

con etanol y a  27.2, 2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+05 ng L-1, sin embargo, se reprimió hasta en 

-2.1 veces a la concentración de 2.72E+04 ng L-1. El gen fzr1 se expresó hasta en 0.34 veces 

con etanol y a las concentraciones de 27.2, 2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+05, aunque, se 

reprimió hasta -2.1 veces a 2.72E+04 ng L-1. Los genes gapdh y hmox no manifestaron 

expresión al estradiol. El gen hsp70 se expresó hasta en 0.54 veces a 2.72E+02, 2.72E+03 y 

2.72E+04 2.72E+05 ng L-1,  aunque, se reprimió hasta en -0.019 veces en 27.24 ng L-1 (Fig. 20). 
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Fig. 19. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a estradiol a 6 h de exposición 
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Fig. 20. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a estradiol a 6 h de exposición 
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VII.4 17α-etinilestradiol. 

En el experimento realizado a 48 horas de exposición se utilizó una concentración de 1000 ng 

µL-1 de cDNA, los genes blanco expusieron niveles de expresión ó se reprimieron con respecto 

a los genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

VII.4.1 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 se expresó hasta 0.71 veces a las concentraciones de 1.6, 40 y 200 ng L-1, sin 

embargo, se reprimió hasta en -1.1 veces con el etanol, y a 8 y 1000 ng L-1 de 17α-

etinilestradiol. El gen ef1a se expresó hasta en 0.37 veces tanto con etanol, y a 1.6, 8, 40, 200 y 

1000 ng L-1. El gen fzr1 se expresó hasta 0.76 veces a todas las concentraciones analizadas, 

sin embargo, se reprimió hasta en 1.9 veces con el etanol. El gen gapdh se expresó hasta 0.28 

veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 40, 200 y 1000 ng L-1, por el contrario, se 

reprimió en 0.05 veces a 8 ng L-1. El gen hmox se expresó hasta 1.1 veces y a las 

concentraciones de 1.6, 40, y 200 ng L-1, por el contrario, se reprimió hasta en -1.1 veces con el 

etanol y a 8 y 1000 ng L-1. El gen hsp70 se expresó hasta 1.8 veces con el etanol, y a 1.6, 40, 

200 y 1000 ng L-1, aunque, se reprimió en -0.25 veces a la concentración de 8 ng L-1 (Fig. 21). 

 

VII.4.2 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al endógeno ef1a 

El gen ahr2 se expresó hasta en 0.33 veces con la concentración de 40 ng L-1 con 17α-

etinilestradiol, en cambio, se reprimió hasta en -0.97veces con el etanol, y a las 

concentraciones de 1.6, 8, 200 y 1000 ng L-1. El gen ß-actina se reprimió con el etanol y a las 

concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1 hasta en 0.37 veces. El gen fzr1 se expresó a 

las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1 hasta en 0.38 veces, aún cuando, se 

reprimió con el etanol -1.9 veces. El gen gapdh se expresó con el etanol en -1.9 veces, en 

cambio, se reprimió hasta en 0.29 veces a las concentraciones 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1 de 

17α-etinilestradiol. El gen hmox se expresó hasta en 0.76 veces a las concentraciones de 40 y 

200 ng L-1, aún cuando, se reprimió -1.16 veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 8 

y 1000 ng L-1. El gen hsp70 se expresó hasta en 1.5 veces con el etanol, y a las 

concentraciones de 40,200 y 1000 ng L-1, aunque, se reprimió -0.45 veces a las 

concentraciones de 1.6 y 8 ng L-1 de 17α-etinilestradiol (Fig. 22). 
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Fig. 21. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a 17α-estradiol a 48 h de exposición 
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Fig. 22. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a 17α-estradiol a 48 h de exposición 
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En el experimento realizado a 120 horas de exposición a 17α-estradiol se utilizó una 

concentración de 1000 ng µL-1 cDNA, los genes blanco expusieron niveles de sobre-expresión ó 

se reprimieron con respecto a los genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

 

VII.4.3 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 se expresó 0.27 veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 8, 40 y 200    

ng L-1, aunque, se reprimió -0.06 veces a 1000 ng L-1 de 17α-etinilestradiol. El gen ef1a se 

expresó hasta en  0.51 veces con el etanol como con todas las concentraciones (1.6, 8, 40, 200 

y 1000 ng L-1) analizadas. El gen fzr1 se expresó hasta 0.34 veces con el etanol, y a todas las 

concentraciones analizadas de 17α-etinilestradiol. El gen gapdh se expresó hasta en 0.46 

veces a 1.6, 8, 200 y 1000 ng L-1, por otra parte, se reprimió hasta en -0.46 veces con el etanol 

y a la concentración de 40 ng L-1. El gen hmox se expresó hasta en 0.22 veces con el etanol y 

a las concentraciones de 1.6, 8 y 1000 ng L-1, pero, se reprimió hasta en -0.28 veces a las 

concentraciones de 40 y 200 ng L-1. El gen hsp70 se expresó hasta en 0.57 veces con el etanol 

y a las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1. El gen mafg1 se expresó hasta en 0.34 

veces con el etanol y 1.6, 8 y 40 ng L-1, en cambio, se reprimió hasta en -0.23 a las 

concentraciones de 200 y 1000 ng L-1. El gen ef1a se expresó hasta en 0.36 veces con el 

etanol, y a las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1 de 17α-etinilestradiol (Fig.23). 

 

 

VII.4.4 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al endógeno ef1a. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 0.12 veces a 8 y 40 ng L-1 de 17α-etinilestradiol, en cambio, se 

reprimió hasta en -0.37veces con el etanol, y con las concentraciones de 1.6, 200 y 1000 ng L-1. 

El gen ß-actina se reprimió hasta en  0.51 veces tanto con el etanol y a las concentraciones 

analizadas. El gen fzr1 se expresó 0.17 veces a 8 y 100 ng L-1 de 17α-etinilestradiol, mientras 

que, se reprimió hasta en -0.17 veces con el etanol y las concentraciones 1.6, 40 y 200 ng L-1. 

El gen gapdh se expresó hasta en 0.12 veces a 1.6, 8 y 1000 ng L-1, por otro lado, se reprimió 

hasta en -0.57 veces con el etanol y las concentraciones 40 y 200 ng L-1. El gen hmox se 

expresó hasta 0.05 veces a 8 ng L-1 de 17α-etinilestradiol, por otra parte, se reprimió -0.36 

veces con el etanol, y a las concentraciones de 1.6, 40, 200 y 1000 ng L-1. El gen hsp70 se 

expresó hasta en 0.48 veces con las concentraciones de 8, 40,200 y 1000 ng L-1, no obstante, 

se reprimió hasta en -0.22 veces con el etanol y la concentración de 1.6 ng L-1. El gen mafg1 se 
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expresó 0.16 veces a 40 ng L-1 de 17α-etinilestradiol, en contraste, se reprimió hasta en -0.31 

veces con el etanol y a 1.6, 8, 200 y 1000 ng L-1 (Fig.24). 
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Fig. 23. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a 17α-estradiol a 120 h de 

exposición. 
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Fig. 24. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a 17α-estradiol a 120 h de exposición. 
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En el experimento realizado a 144 horas de exposición a 17α-estradiol se utilizó una 

concentración de 1000 ng µL-1 cDNA, los genes blanco expusieron niveles de expresión ó se 

reprimieron con respecto a los genes endógenos β-actina ó ef1a de la siguiente manera: 

 

VII.4.5 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina. 

El gen ahr2 y el gen ef1a se reprimieron - 0.89 veces y – 1.2 veces, respectivamente, tanto con 

el etanol y a todas  las concentraciones analizadas. El gen fzr1 se expresó hasta en 0.68 veces 

con el etanol, y a las concentraciones de 1.6 y 40 ng L-1 de 17α-etinilestradiol, por otro lado, se 

reprimió hasta en -0.09 veces a 1000 ng L-1, mientras que, a 8 y 200 ng L-1 no mostró expresión. 

El gen gapdh se reprimió  con el etanol, y con todas las concentraciones (1.6, 8, 40, 200 y 1000 

ng L-1) hasta en -1.7 veces. El gen hmox se expresó con las concentraciones de 40, 200 y 1000 

ng L-1 hasta en 0.6 veces se reprimió con el etanol, y con las concentraciones de 1.6 y 8 ng L-1 

hasta en -0.84 veces. El gen hsp70 se expresó con las concentraciones de 40 y 200 ng L-1 

hasta en 0.32 veces se reprimió con el etanol, y con las concentraciones de 1.6, 8 y 1000 ng L-1 

hasta en -0.41 veces (Fig. 25). 

 

VII.4.6 Niveles de expresión de genes blanco con respecto al endógeno ef1a. 

El gen ahr2 se expresó hasta en 0.12 veces a las concentraciones de 1.6, 1000 ng L-1, por el 

contrario, se reprimió -0.8 veces con el etanol, y a 8, 40 y 200 ng L-1 17α-etinilestradiol. El gen 

ß-actina se expresó 1.2 veces con el etanol, y a las concentraciones 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng 

L-1. El gen fzr1 se expresó hasta en 1.1 veces con el etanol, y a las concentraciones de 1.6, 40 

y 1000 ng L-1, en cambio, no se expresó a 8 y 200 ng L-1. El gen gapdh se expresó 2.7 veces 

con el etanol, y a 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L-1. El gen hmox se expresó hasta en 1.4 veces a 

1.6, 40, 200 y 1000 ng L-1, no obstante, se reprimió hasta en -0.75 veces con el etanol, y a 8   

ng L-1. El gen hsp70 se expresó hasta en 0.81 veces con las concentraciones de 1.6, 40,200 y 

1000 ng L-1, por otra parte, se reprimió -0.3 veces con el etanol y la concentración de 8 ng L-1 

17α-etinilestradiol (Fig.26). 
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Fig. 25. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno β-actina debido a 17α-estradiol a 144 h de 

exposición. 
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Fig. 26. Niveles de expresión de genes blanco con respecto al gen endógeno ef1a debido a 17α-estradiol a 144 h de exposición 
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VIII. DISCUSIÓN 

VIII.1 Atrazina. 

La exposición a 120 h con atrazina, y considerando 500 ng µL-1 de molde de cDNA y ß-actina 

como gen normalizador, el gen ef1a se expresó ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh 

no mostró expresión. Asimismo, considerando a ß-actina como gen normalizador respecto a los 

genes blanco ahr2, hmox y hsp70 mostraron expresión con el DMSO e incluso a la 

concentración de 640 ng L-1 de atrazina,  en contraste, los mismos genes se reprimieron con 

una concentración de atrazina de 4E+05 ng L-1. De modo similar y considerando a ef1a como 

gen normalizador, el gen  ß-actina se reprimió ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh 

no mostró expresión. Por otro lado, considerando al gen ef1a como gen normalizador con 

respecto a los genes blanco ahr2, hmox y hsp70 se expresaron con el DMSO e incluso a las 

concentraciones de mínimas y máximas de atrazina (640 y 4E+05 ng L-1). Esto muestra que una 

misma sustancia, a diferentes concentraciones, pueden tener distintos efectos en la expresión 

genética. En el caso de la atrazina, existen reportes que muestran que a bajas concentraciones 

actúa como disruptor endocrino, pero no a elevadas concentraciones. Este resultado pone de 

manifiesto por un lado, la complejidad de los mecanismos que regulan la expresión genética, y 

por otro, los efectos pleiotrópicos de agentes como la atrazina. 

En otro experimento independiente de 120 h de exposición a atrazina y considerando 1000     

ng µL-1 de molde de cDNA y ß-actina como gen normalizador, se encontró que ef1a se expresó 

ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh se reprimió. Además, considerando a ß-actina 

como gen normalizador respecto a los genes blanco ahr2, hmox y hsp70 se expresaron con el 

DMSO inclusive a 640 ng L-1 de atrazina, y se reprimieron a la máxima concentración de 4E+05 

ng L-1. Cabe destacar que a 1.6E+04 ng L-1el gen hsp70 mostro su máxima expresión 6.64 

veces. Análogamente a las condiciones mencionadas y considerando a ef1a como gen 

normalizador, el gen ß-actina se reprimió ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh no 

mostró expresión. Por otro lado, considerando al gen ef1a como gen normalizador con respecto 

a los genes blanco ahr2, hmox y hsp70 se expresaron con el DMSO incluso a las 

concentraciones de 640 hasta 8E+04 ng L-1; en contraste, los tres genes se reprimieron a 

2E+06 ng L-1. Cabe destacar que a 1.6E+04 ng L-1el gen hsp70 mostro su máxima expresión 
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5.28 veces; mientras que, el gen blanco fzr1 se expreso a 640 y 3200 ng L-1. Existe una 

discusión permanente sobre el mejor gen endógeno para los diversos estudios que usan el pez 

cebra como modelo. Reportes recientes, aunque no definitivos, sugieren que entre los mejores 

genes endógenos se encuentra ef1a, sin embargo, bajo nuestro contexto, β-actina mostró ser el 

mejor gen normalizador con respecto a los genes blanco. Mientras que los genes blanco fzr1, 

mafg1 y nef212 no se expresaron en ninguna circunstancia. En reportes previos, se muestra 

que estos genes se inducen frente a distintos agentes contaminantes, sin embargo, en nuestro 

estudio no se observó tal efecto. El proceso de expresión genética tisular, puede visualizarse 

como un proceso gradual, puesto que en un huevo recién fecundado los genes expresados 

representan una minoría comparados con los genes expresados en el mismo organismo 

completamente desarrollado.  

VIII.2 Estradiol y 17α-etinilestradiol. 

La exposición a 6 h con estradiol, y considerando 1000 ng µL-1 de molde de cDNA y ß-actina 

como gen normalizador, el gen ef1a se expresó ligeramente con etanol, mientras que gapdh se 

reprimió. Asimismo, considerando a ß-actina como gen normalizador respecto al gen blanco 

ahr2 mostro expresión con etanol, mientras que el gen fzr1 se reprimió y el gen hsp70 no se 

expresó. A 27.24  ng L-1 del estrógeno se expresaron hsp70 y ahr2, mientras que fzr1 no se 

expresó, en contraste, los tres genes se expresaron a 2.72E+04 ng L-1 de estradiol. De modo 

similar y considerando a ef1a como gen normalizador, el gen ß-actina se expresó con el etanol, 

mientras que gapdh no se expresó. Considerando al gen ef1a como gen normalizador con 

respecto al gen blanco ahr2 este se expresó con etanol, mientras que los genes blanco fzr1 y 

hsp70 no se expresaron con este solvente. A 27.24 ng L-1 de estradiol se expresó ahr2 y se 

reprimió fzr1 y hsp70 no se expresó. A 2.72E+04 ng L-1 de estradiol se expresaron los tres 

genes blanco..  

La exposición con 17α-etinilestradiol a 48 h y con 1000 ng µL-1 de molde de cDNA y como gen 

normalizador ß-actina, se encontró que ef1a y gapdh se expresaron escasamente. Asimismo, 

considerando a ß-actina como gen normalizador respecto a los genes blanco ahr2, fzr1, hmox 

estos se reprimieron con etanol, en contraste, hsp70 mostro expresión con etanol. A las 

concentraciones de 1.6 y 1000 ng L -1 se expresaron los genes ahr2, fzr1, hmox y hsp70. Bajo 
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las mismas condiciones de exposición y ef1a como gen normalizador, ß-actina se reprimió 

ligeramente con etanol, mientras que gapdh se expresó. En cuanto a las diferentes 

concentraciones del estrógeno y como gen normalizador ef1a, se reprimieron ahr2, fzr1 y hmox 

con etanol, en contraste, hsp70 se expresó. A las concentraciones de 1.6 ng L-1 se expresó fzr1, 

mientras que ahr2, hmox y hsp70 se reprimierón. A 1000 ng L -1 del estrógeno se expresó fzr1 y 

hsp70 y se reprimieron ahr2 y hmox. 

La exposición con 17α-etinilestradiol a 120 h y con 1000 ng/µL de molde de cDNA y como gen 

normalizador ß-actina, se encontró que ef1a se expresó mínimamente con etanol y gapdh se 

reprimió. Bajo las mismas condiciones y ef1a como gen normalizador, ß-actina  y gapdh se 

reprimieron ligeramente con etanol. En cuanto a las diferentes concentraciones del estrógeno y 

como gen normalizador ß-actina, ef1a y gapdh se expresaron; considerando ef1a como gen 

normalizador se reprimieron tanto ß-actina y gapdh. Por lo que el gen ß-actina mostró ser el 

mejor gen normalizador con respecto al 17α-etinilestradiol.  

La exposición con 17α-etinilestradiol a 144 h y con 1000 ng/µL de molde de cDNA y como gen 

normalizador ß-actina, se encontró que ef1a se reprimió con etanol y gapdh se expresó. Bajo 

las mismas condiciones y ef1a como gen normalizador, ß-actina  y gapdh se expresaron 

ligeramente con etanol. En cuanto a las diferentes concentraciones del estrógeno y como gen 

normalizador ß-actina, ef1a se reprimió y gapdh se expresó; considerando ef1a como gen 

normalizador se expresaron tanto ß-actina y gapdh. Por lo que el gen ef1a mostró ser el mejor 

gen normalizador con respecto al 17α-etinilestradiol.  

Finalmente, se observa que tanto ambos estrógenos y la atrazina no mostraron un patrón de 

expresión definido de los genes blanco. Nuestra hipótesis es que el modelo utilizado (embrión 

del pez cebra), al ser un organismo no diferenciado, resulta inadecuado por este tipo de 

análisis. Las razones que creemos apoyan nuestra hipótesis son: 

1. El gen ef1a es un factor de elongación que actúa durante la síntesis de proteínas. Varios 

trabajos utilizan este gen como control endógeno dado que se considera que la síntesis 

de proteínas es un proceso que se mantiene a niveles basales en un organismo, sin 
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embargo esto no necesariamente está ocurriendo en el embrión, el cual está 

experimentando diferenciación celular y tisular, proceso acompañado de importantes 

variaciones en la actividad traduccional y en la expresión de los genes involucrados en 

el proceso, tales como ef1a. 

2. El gen de la β-actina juega un papel central en la estructuración del citoesqueleto 

celular. El embrión obviamente está sujeto a una elevada tasa de proliferación celular, 

por lo tanto, el gen de la β-actina muy probablemente no se está expresando a un 

mismo nivel en diferentes momentos del desarrollo del embrión, de ahí que los perfiles 

de expresión de los genes blanco sean tan variables. 

3. El gen gapdh codifica para la enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa, es decir, 

su actividad enzimática permite que el embrión tenga energía para continuar con sus 

etapas de maduración, por lo que su papel es de suma importancia en la evolución del 

embrión. 

Los resultados muestran que el perfil de expresión genética en el embrión del pez cebra se 

modifica conforme se incrementa la edad del organismo, con más genes blanco expresados 

conforme la edad del embrión se incrementa. De forma similar, los perfiles de expresión 

obtenidos usando los dos genes endógenos seleccionados que se expresaron, son muy 

diferentes, cuando deberían concordar si ambos genes se comportaran realmente como genes 

control. Con el objetivo de obtener resultados más informativos, se propone analizar las 

expresión de los genes blanco en el pez adulto, en donde los procesos de diferenciación celular 

y recambio celular ya se encuentran estabilizados y en donde los genes endógenos se espera 

que se comporten como tales. 
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IX. CONCLUSIONES 

Se implementó la metodología de PCR en tiempo real y de procesamiento de muestras para 

evaluar cambios en la expresión genética en el pez Danio rerio. A partir de reportes en los que 

se evaluaba a nivel genómico la expresión de más de 20,000 genes del pez cebra, se 

seleccionaron nueve genes (cyp1a, fzr1, ahr2, hmox, hsp70, mafg1, nfe212, vtg1 y mt2) cuya 

expresión se inducía frente a diferentes contaminantes ambientales,.  

Se realizó la validación de la metodología para evaluar la expresión relativa de genes utilizando 

los embriones del pez cebra empleando tres contaminantes considerados como emergentes, el 

herbicida atrazina y las hormonas estradiol y 17 α-etinilestradiol. 

Si bien varios reportes proponen que los embriones del pez cebra pueden funcionar como 

biondicadores de contaminantes en agua, nuestros resultados sugieren que el modelo puede 

ser inadecuado debido al poco nivel de diferenciación tisular del mismo, lo que puede explicar la 

falta de expresión de algunos de los genes evaluados cuando se analizan muestras con cortos 

periodos de exposición, lo cual no ocurre cuando el modelo se expone durante un tiempo 

suficiente como para que alcancen la etapa de alevín, fase de desarrollo que muestra una 

mayor diferenciación tisular, fenómeno asociado con la mayor actividad transcripcional del 

genoma del pez. 

De los genes endógenos seleccionados (β-actina, ef1a y gapdh), este último no mostró un 

patrón de expresión consistente que permita utilizarlo como tal, mientras que β-actina y ef1a 

muestran variaciones importantes cuando se comparan entre sí, lo que sugiere que alguno de 

ellos varia en su expresión frente a las diferentes condiciones evaluadas y por lo tanto no puede 

usarse como endógeno. La investigación se continúa con los análisis para determinar cuál de 

los dos genes pudiera ser el óptimo para ser utilizado como gen endógeno de control de la 

expresión. 

Los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que se deben evaluar diferentes 

concentraciones de RNA para identificar el intervalo de concentración de RNA que permita 

optimizar la eficiencia de la amplificación para cada gen. Adicionalmente a los perfiles 

observados en el comportamiento transcripcional de los genes evaluados en las etapas embrión 

y alevín, en la siguiente etapa de esta investigación se propone trabajar con el pez Danio rerio 

en etapa adulta debido a que aportaría más información en la expresión relativa dado que los 

procesos de diferenciación celular y recambio celular ya se encuentran estabilizados y en 
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donde los genes endógenos se espera que se comporten como tales. Además de que se 

propone la inclusión de nuevos genes con la finalidad de ampliar la posibilidad de detección de 

genes que puedan actuar como genes marcadores de contaminantes ambientales en agua.  

También se elaboraron los métodos para cuantificar las enterobacterias Salmonella entérica y 

Escherichia coli por la técnica de PCR. 

Se publicó un artículo de divulgación denominado “Aplicación de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR), para determinar el riesgo ambiental causado por compuestos disruptores 

endocrinos. Por: Sandoval-Villasana A.M., Cervantes-Dacasa F.R., Medrano-Baca M.G., 

González-Sánchez A. y Hernández-Romano J. en la página web ATL el Portal del Agua desde 

México (http://www.atl.org.mx) y en la red interna del IMTA (imtanet). 

http://www.atl.org.mx/
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XI. ANEXO 1 


