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I. RESUMEN EJECUTIVO

En el estudio se llevo a cabo la implementacion de la metodologia de PCR en tiempo real,
asi como la del procesamiento de muestras para evaluar cambios en la expresion
genética. Para el objeto del estudio, se seleccionaron nueve genes (cypla, fzrl, ahr2,
hmox, hsp70, mafgl, nfe212, vtgl y mt2) cuya expresion se inducia frente a diferentes
contaminantes ambientales, a partir de la informacién de reportes en los que se evaluaba
a nivel gendmico la expresion de mas de 20,000 genes del pez cebra. Se realizé la
validacién de la metodologia para evaluar la expresion relativa de genes, utilizando los
embriones del pez cebra y empleando tres sustancias quimicas consideradas como
compuestos emergentes (el herbicida atrazina y las hormonas estradiol y 17 a-
etinilestradiol) a diferentes tiempos de exposicion y diferentes concentraciones (ng L™) 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 diferenciacion tisular del mismo, lo que puede
explicar la falta de expresién de algunos de los genes evaluados cuando se analizan
muestras con cortos periodos de exposicion, lo cual no ocurre cuando el modelo se
expone durante un tiempo suficiente como para que alcancen la etapa de alevin, fase de
desarrollo que muestra una mayor diferenciacion tisular, fenébmeno asociado con la mayor

actividad transcripcional del genoma del pez.

De los genes enddgenos seleccionados (B-actina, efla y gapdh), el gapdh no mostré un
patron de expresion consistente que permita utilizarlo como tal, mientras que B-actina y
efla muestran variaciones importantes cuando se comparan entre si, lo que sugiere que
alguno de ellos varia en su expresion frente a las diferentes condiciones evaluadas y por

lo tanto no puede usarse como enddgeno.

Los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que se deben evaluar diferentes
concentraciones de RNA para identificar el intervalo de concentracion de RNA que

permita optimizar la eficiencia de la amplificacién 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
evaluacién de los perfiles del comportamiento transcripcional, debido a que en esta etapa
se encuentran claramente definidos los perfiles del comportamiento transcripcional
aportando mas informacion que en la etapa embrionaria, ademas de que, se ampliaria la

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

contaminantes ambientales en agua.

También se llevo a cabo la elaboracibn de los métodos para cuantificar las
enterobacterias Salmonella entérica y Escherichia coli por la técnica de PCR.

Como resultado de los trabajos realizados, se public6 un articulo de divulgacion
denominado “Aplicacion de la reaccidn 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., Gonzalez-
Sanchez A. y Herndndez-Romano J. en la pagina web “ATL el Portal del Agua desde

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

Los contaminantes emergentes son una preocupacion compleja y presionante en salud
ambiental y nuevos enfoques, como la ecotoxicogendmica, son necesarios para evaluar el
riesgo para los ecosistemas acudticos y suministros de agua. Estos contaminantes
emergentes son sustancias no reglamentadas, que estan siendo de preocupacion
ambiental ya sea a través de avances en las técnicas analiticas para detectarlos, o por su
asociacion con un efecto recientemente reportado, o a través de su creciente introduccién
en el ambiente. Son una clase distinta de sustancias con una estructura comun, como es
el caso de los herbicidas, pesticidas, quimicos industriales (p. e., plastificantes,
poliestirenos, bifenilos, policlorinados), aril hidrocarburos, tensoactivos (sufactantes) no
idnicos y sus productos de descomposicién (compuestos alquilfendlicos), asi como
algunos productos quimicos farmacéuticos. El riesgo de estos compuestos para la fauna
de los ecosistemas acuaticos se desconoce. Su ndmero sigue en aumento y se ha
reportado que sélo una pequefia fraccién, de mas de 30,000 sustancias en el comercio,
han sido estudiadas (Poyton, 2009).

En este grupo de contaminantes emergentes se encuentran los compuestos disruptores
enddcrinos (CDE), que actlan via interaccion con las hormonas esteroides receptoras
nucleares. La investigacion internacional ha reportado sobre la alteracion enddcrina
inducida quimicamente por estrogenos ambientales que alteran el desarrollo y la funcion
sexual en pez, y también han sido reportados sus efectos sobre otros procesos
fisiolégicos, incluyendo crecimiento, desarrollo, osmorregulacion, respuesta inmune y al
estrés (Filby, 2007). En 2004, Aervi reportd que la acumulacion de estas sustancias puede

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

La ecotoxicologia ha adoptado en afios recientes las tecnologias genémicas para crear el
campo de rapido crecimiento de la ecotoxicogendémica (Snape et al., 2004). Las
herramientas gendmicas eligen como blanco las respuestas moleculares que
experimentan los organismos en reaccion al contaminante y proporcionan una imagen
sugerente del efecto toxico sufrido por los organismos y los mecanismos compensatorios

que el organismo ha movilizado en su defensa (Poyton, 2009).
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El andlisis gendmico de la expresion genética puede evaluar la reaccién de un organismo
a un estresante ambiental. El proceso inicia cuando un organismo es expuesto a un
contaminante quimico que entra y se distribuye a lo largo de su cuerpo, el contaminante
interactla con células y componentes celulares en una forma dependiente de sus
propiedades quimicas, resultando en dafio celular especifico. En respuesta, el organismo
reacciona al contaminante en mudltiples niveles, los cuales incluyen alteracion de la
expresion de genes, niveles de proteinas, o0 concentraciones de metabolitos. Estos
cambios podrian ayudar a proteger al organismo del estresante particular o mitigar los
efectos adversos del estresante. El grupo de genes particular (o proteinas o metabolitos)
gue son alterados, son dependientes y especificos de los mecanismos de accion del
contaminante. De esta manera, puede esperarse que cambios en la expresion del gen

puedan ser usados como biormacadores de toxicidad.

Con los avances analiticos basados en efectos moleculares se proporciona una mejor
comprension de la accién toxica; por consiguiente, la deteccion de efectos moleculares
promete ser un valioso avance para el monitoreo ambiental del potencial toxico de una
sustancia quimica. Métodos basados en PCR-tiempo real pueden apoyar en la
caracterizacion de los efectos adversos de los contaminantes emergentes y ofrecen un

nuevo enfoque para detectarlos en el ambiente.

10
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[ll. ANTECEDENTES

Para muchos contaminantes emergentes, su toxicidad en organismos acuéticos es
ampliamente desconocida. Incluso sustancias farmacéuticas, que son sometidas a
pruebas extensas en modelos mamiferos, pueden exhibir toxicidad diferente en especies
acuaticas (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 reproduccién en una sola generaciéon (Sumpter and Johnson, 2005), lo
que hace necesario que las agencias reguladoras replanteen los requerimientos de las
pruebas (Gray, 1998). Esto podria aplicarse también a otras sustancias emergentes,
incluyendo PBDEs y nanomateriales, cuyos mecanismos de accion 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
distribucion global. Para otros contaminantes, hay informacién limitada respecto a su
destino y transporte. Las nanoparticulas especificamente plantean un reto Unico. Por su
tamafio inusual y la diversidad de sus propiedades quimicas se conoce poco de donde es
probable que los nanomateriales existan en el ambiente. Estos contaminantes han sido
encontrados en efluentes complejos en combinacion con otras sustancias, ademas de que

su situacién reglamentaria actual o anticipada permanece incierta.
[ll.1. Tipos de contaminantes emergentes.

De manera general se muestran las caracteristicas, distribucion y propiedades quimicas

de estos contaminantes.

El uso pequefio, pero acumulativo, de productos farmacéuticos y de cuidado personal
(PFCP) por un gran numero de individuos resulta en una contaminacion extensa, pero
significativa, dificil de controlar. Su ruta primaria al ambiente es a través de la excrecién
humana, disposicion de productos no usados o caducos, o a través del uso agricola o en

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

11
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accion 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 muasculos y érganos criticos de organismos

VIVOS.

Los compuestos disruptores enddcrinos (CDE) son contaminantes que interfieren con el
funcionamiento normal del sistema endocrino, resultando en efectos adversos en
reproduccion, desarrollo, y funcidon inmune. En este grupo se incluyen las hormonas
naturales y sintéticas, sustancias farmacéuticas, pesticidas, plastificantes, y compuestos

organometalicos.

Los difenil éteres polibrominados o PBDEs son sustancias que se usan como
retardadores de flama en una variedad de resinas de polimeros y plasticos, y se
encuentran en muebles, televisores, estéreos, computadoras, alfombras, y cortinas. Son

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

Los compuestos perfluorinados (PCPF) (como el perfluoroctano sulfonato y acido
perfluoroctanoico) son usados ampliamente por su hidrofobicidad, lipofilicidad, y
solubilidad moderada. Se encuentran en empaques de comida, como revestimientos en
Utiles 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 nanotecnologia se ocupa de compuestos supra-moleculares en el rango “nano” (0.1-
100 nm en didmetro), son productos que se fabrican a partir de atomos. Las propiedades
de estos productos dependen de como estén esos atomos dispuestos, ejemplos de ello, si
se reubican los atomos del grafito (compuesto por carbono, principalmente) de la mina del
lapiz se pueden producir diamantes (carbono puro cristalizado), si se reubica los atomos
de la arena (compuesta basicamente por silice) y se agregan algunos elementos extras se

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

12
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ambientalistas, quienes deben evaluar los riesgos planteados por cada una de estas

particulas y entender como las alteraciones quimicas 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 aparicion de introducciones de especies invasoras, con consecuencias
ecoldgicas y econdmicas (Stryer et al., 2006). Las técnicas genomicas han sido
desarrolladas y empleadas para identificacion de especies, y tienen aplicaciones para
patdgenos emergentes y especies invasoras.

[11.2. Compuestos Disruptores Endocrinos (CDE) en el Ambiente Acuético.

Los disruptores enddcrinos son compuestos cuyas moléculas interfieren en las funciones
reproductivas e imitan o antagonizan los efectos de hormonas enddgenas, tales como los
estrégenos. Un creciente numero de los llamados xeno-estrégenos, 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 transmision adecuada de
la sefial transmitida por el estrégeno es de hecho necesaria para la reproduccién (Bardet,
2002).

En este grupo se incluyen sustancias naturales, como fitoestr6genos, micoestrogenos
(ejemplo, zeranol favorece la aparicion de glandulas mamarias en machos) y sustancias
hechas por el hombre, como los plaguicidas organoclorados, bifenilospoliclorados (PCBs),
hidrocarbonos aromaticos policiclicos (PAHSs), dibenzodioxinaspolicloradas (PCDDs),
tensoactivos (surfactantes) y plastificadores. Se reporta que mas de 60,000 sustancias
hechas por el hombre son de uso irregular y es probable que otras sustancias o grupos de

sustancias resultaran ser estrogénicas (Sumpter, 1995).

Estos compuestos disruptores endocrinos son usados en industrias como la agricultura, la
industria petroquimica, la industria del plastico, y la industria de jabones y detergentes,

generandose grandes volumenes de ellos estas en el ambiente acuético. Ejemplo de ello,

13
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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 acuatico, donde son

degradados a sustancias estrogénicas persistentes ambientalmente.

Algunos estrégenos sintéticos, particularmente etinilestradiol, pueden contaminar el
ambiente acuético, debido a que es usado ampliamente como anticonceptivo en todo el
mundo. Sin embargo, es excretado por mujeres preferentemente en formas conjugadas,
gue son consideradas biolégicamente inactivas; ambos, etinilestradiolglucorinide y sulfato,

son inactivos como estrégenos en truchas.

Cuando se pretende valorar el impacto de la contaminacion del ambiente acuatico por
sustancias quimicas estrogénicas, es necesario considerar las potencias estrogénicas de
estas sustancias quimicas y sus concentraciones en el ambiente. Es imposible
proporcionar un calculo real de la concentracion de alguna sustancia quimica estrogénica
en el ambiente acuético, porque los valores reportados (cuando se dispone de ellos)
varian mucho. Esta variabilidad es entendible, dado que han sido usadas técnicas
diferentes y muestras diferentes (como influente, efluente, agua de rio, agua subterranea,
etc.) y han sido analizadas en distintas areas del mundo (Sumpter, 1995). Por lo tanto,
especificar exactamente a qué concentracion esta expuesto un pez es imposible e incluso
puede no ser particularmente significativo, porque lo importante es la concentracion en el
pez (Sumpter, 1995).

[11.3. Oganismo modelo.

Nuestra investigacion utiliza el pez cebra (Danio rerio) como organismo prueba, se usa
ampliamente en biologia del desarrollo, principalmente en su etapa embrionaria, y en la
investigacion genética se ha utilizado desde hace 30 afios. Su genoma ha sido
secuenciado totalmente (http//www.ensembl.org/Danio_rerio/index.html), reduciendo asi
los retos bioinformaticos cuando se evalUan alteraciones en expresién de gen y de
proteina. Ademas, 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 identificacibn de pequefias particulas que pueden interferir con desarrollo
normal (Peterson et al., 2000) o procesos fisiolégicos. Se ha convertido en un modelo
animal para estudios moleculares ecotoxicogendmicos, para trabajos exploratorios o
generadores de hipétesis enfocados sobre los efectos de CDEs con diferente respuesta

de genes y proteinas (Hoffmann et al., 2008).

Actualmente existen en el mundo varios programas analizando diversos CDEs, la mayoria
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 situacion en humanos, donde
la exposicion a y efectos subsecuentes de CDEs ambientales son inciertos (WHO, 2002).
Los estudios de mecanismos con compuestos quimicos 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 nimero de organismos de calidad optima en etapas de
vida adecuadas), a su dinAmica de exposicibn a sustancias quimicas, a su flexibilidad
biolégica, asi como al tamafio pequefio 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 andlisis molecular. (Ankley and
Johnson, 2004) (Bresh, 1991) (Sawle, 2010). Existen algunos aspectos Unicos en la
endocrinologia reproductiva del pez, como la estructura basica y funcién del eje hormonal
hipotalamo hipdfisis-génadas (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 extrapolacion de efectos potenciales entre especies.
[ll.4. Sustancias quimicas de prueba.

En la investigacion realizada se empleé el pez cebra (Danio rerio) en su etapa
embrionaria como sistema de prueba, con la finalidad de detectar cambios en la expresion
relativa de genes seleccionados después de exposicion al herbicida atrazina y a las

hormonas estradiol (E2) y 17 a-etinilestradiol (EE2).
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I11.4.1 Atrazina.

La atrazina (2-cloro-4-etilamina-6-isopropilamina-s-triazina) (Fig. 1) es un herbicida
ampliamente usado en el mundo, incluyendo México (Herndndez, 2011). Se considera un
presunto disruptor-enddcrino potencial (Muncke et al., 2006). Bloquea la fotosintesis
mediante la reduccion de la fijacion de CO, en plantas por desplazamiento de la
plastoquinona en el sitio de union Q,, después de lo cual el fotosistema Il es bloqueado.
La fitotoxicidad de la atrazina esta basada en mecanismos de desintoxicacion que
involucran las fases | y Il de los sistemas de enzimas en plantas superiores. Existen tres
posibles vias de desintoxicacion para atrazina: (1) N-desalquilacion por citocromo P450
(fase I); (2) conjugacion con glutation por glutation S-transferasas (GTSs) (fase Il); y (3)
hidrélisis no enzimatica catalizada por benzoxaninona. La induccion de GST proporciona
resistencia efectiva a las plantas contra la atrazina (Wiegand, 2001).

Cl
N)\N
)\N)\N/)\N/“‘H
H H
Fig. 1 Molécula de la atrazina.

Este herbicida esta registrado para el control de malezas de hoja ancha y malas hierbas, y
es comunmente usado en el cultivo de maiz. Es persistente en suelo, especialmente en
condiciones secas y frias. Se metaboliza en cuatro compuestos hidroxiatrazina y tres
compuestos de atrazina clorados. Los principales productos de descomposicion de
atrazina, metabolitos de hidroxiatrazina, no se mueven faciimente en el suelo. Se
encuentra comunmente en aguas superficiales, de lluvia, limnicas, marinas, y
subterrdneas localizadas en &areas de agricultura debido a su relativa persistencia,
combinada con su amplio uso agricola. En un inicio su biodegradacién es posible; no
obstante, es uno de los contaminantes en agua mas 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 contaminacion acudtica peligrosa porque sus
impactos en la salud humana no son tan claros como los de otros contaminantes
altamente toxicos y esta sujeto a controversia. La concentracidbn ambiental en paises que
usan atrazina es de 5 pg/L en promedio, pero hasta 1 mg L™ puede ser encontrado en
pequefios cuerpos de agua usados en la agricultura, debido a la deriva o escurrimiento de
particulas de suelo, o disoluciéon 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 biolégicos efectivos persistiendo

por varias semanas (Wiegand, 2001).

La relevancia ecotoxicolégica de la atrazina en ecosistemas acuéticos 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 concentracion
ambientalmente relevante de 5 pg L. Causa dafio al epitelio de la branquia;
perturbaciones fisiol6gicas, incluyendo desarreglos de osmorregulacién, respiracion
incrementada, reflejos disminuidos, e inhibicion de la acetilcolinesterasa en suero de
sangre y cerebro; necrosis de las células del endotelio renal y tejido hematopoyético renal;
y excrecion renal incrementada de sodio, potasio, cloro, y proteinas. Debido a su

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

El estradiol (E2 o 17B-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 mas potente que la estrona y alrededor de 80
veces mas potente que el estriol en sus efectos estrogénicos. El estradiol es el estrogeno
predominante durante los afios reproductivos, tanto en los niveles séricos absolutos como
en la actividad estrogénica. Esta 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
posmenopausica. El estradiol no sélo tiene un impacto critico en el funcionamiento sexual

y reproductivo, sino que también afecta a otros érganos, incluyendo los huesos.
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Fig. 2 Molécula del estradiol.

111.4.3 17 a-etinilestradiol.

El 17 a-etinilestradiol (EE2) es un estrégeno 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.

Fig. 3 Molécula del 17 a-etinilestradiol

Los estrégenos son pequefias moléculas lipofilicas que cruzan la membrana celular y
estan unidos por receptores nucleares especificos. En mamiferos, han sido identificados
dos receptores de estrogeno: ERa y ERB. Los ER presentan capacidades de traslape y
union-ligando diferente, patrones de expresion genética durante el desarrollo y en el
adulto (Bardet, 2002). La exposicion humana a estrégenos puede generar susceptibilidad
al cancer de prostata, mama, ovario y Utero, y también puede influir en la orientacion
sexual. (Wingar et al., 1998). Ademas, hay estudios que indican que el cancer vaginal se

asocia con la exposicion a hormonas sintéticas en las mujeres.
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Los peces son el Unico taxa de toxicidad acuatica que tienen receptores de estrégeno.
Muchos estudios reportan que varias especies de peces responden a concentraciones de
nanogramo por litro (ng L") de EE2 por sintetizacion de VTG. Aunque existen estudios de

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

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

La informacion disponible sugiere que estas hormonas naturales y sintéticas (E2 y EE2)
representan la mayoria de la actividad estrogénica en muchos efluentes (Kolpin et al.,
2002; Westerhoff et al., 2005; Caldwell, 2008).

[11.5 Bioacumulacion.

La mayoria de las sustancias quimicas estrogénicas referidas arriba son lipofilicas e
hidrofébicas y, por consiguiente, tienen una fuerte tendencia a bioconcentrarse y

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

Organismos diferentes bioconcentrardn sustancias quimicas 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 fisioldgicamente inactivos mientras estan conservados en
tejido adiposo, pero cuando esta grasa es movilizada (lo que ocurre frecuentemente
durante la reproduccion), el compuesto puede ser liberado para actuar en cualquier parte
0 puede ser metabolizado en otros compuestos que pueden o no ser activos como

estrégenos (Sumpter, 1995).

19




$iEs
MTA ARes

2011, Aio del Turismo en México.

[11.5.1 Biomarcadores gendémicos de exposicion.

Un biomarcador es cualquier respuesta bioldgica frente a un quimico ambiental a nivel
sub-individual, es decir, manifiesta el efecto producido por un téxico, sin embargo, no
proporciona informacion acerca de la magnitud que ese efecto tendra a niveles de
organizacion superiores. El uso de biomarcadores a nivel subcelular constituye una
herramienta para diagnosticar el estrés ecotoxicologico, al que estdn sometidos los
organismos, en el escenario ambiental planteado. Para la identificacion de biomarcadores,
se ha sugerido que el perfil de expresidbn génica puede predecir la exposicion 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 expresion génica, incluyendo algunos estudios investigando
contaminantes emergentes (Poyton, 2009).

Los perfiles de expresion génica son Utiles para determinar el agente causal en un
efluente complejo. Sin embargo, permanece la cuestion sobre como es influenciada la
firma de expresion génica por la presencia de otras sustancias. Se sabe que las
sustancias quimicas pueden interactuar en mezclas, causando consecuencias
inesperadas para la sobrevivencia y la reproduccion (Walker et al., 2006). Es posible que
combinaciones de sustancias tengan efectos diferentes de los de sustancias individuales
sobre la expresion génica de organismos. Sustancias que causan una respuesta aditiva
en bioensayos agudos o crénicos, pueden tener también un perfil de expresion aditivo.
Sustancias que muestran efectos antagénicos o sinérgicos en bioensayos estandar,
pueden tener perfiles de expresion distintos, no parecidos a los perfiles de expresion de

las sustancias solas.
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IV. OBJETIVO

Implementar y validar metodologias por PCR que permitan en un tiempo corto conocer
resultados para la toma de decisiones relativas a situaciones de emergencia por
contaminacion y efectos agudos en salud.

V. RESULTADOS ESPERADOS

a) Metodologia validada para evaluacion de la expresion diferencial de genes causada por
contaminantes emergentes, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a

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

b) Dos metodologias para cuantificacion de las enterobacterias Salmonella entérica y

Escherichia coli.
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VI. MATERIALES Y METODOS

La validacion de expresion relativa de genes debida a la exposicion a atrazina, estradiol, y
17a-etinilestradiol mediante la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, se

llevd a cabo en las siguientes etapas.

VI.1 Seleccién de genes.

Mediante una amplia revisién de literatura cientifica fueron seleccionados los genes 3-
actina, (Morse et al., 2005; Nishimura et al., 2006), efla (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 expresién génica, asi 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 expresién relativa se seleccionaron los
genes blanco cypla, fzrl, ahr2, hmox, hsp70, mafgl, nfe212, vtgl 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),
ademas de que se ha identificado su expresion diferencial en respuesta a una exposicion
particular, pudiendo representar una firma de expresion génica para esa condicion de

exposicion (Tabla 1).

GEN FUNCION
B-actina Organizacidn del citoesqueleto celular
efla Biosintesis de proteinas
gapdh Metabolismo celular basal
cypla Eliminacién de compuestos téxicos en el higado
fzrl Eliminacion celular sin inflamacion
ahr2 Regulacién de la expresion genética
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hmox

hsp70

mafgl

nfe212

vtgl

mt2

acidos nucleicos

expresion genética

expresion genética

desarrollo embrionario

de oxigeno

Hemo-exogenasa, posiblemente involucrado en metabolismo de

Chaperona, involucrada en plegamiento adecuado de proteinas

Factor de transcripcién, participa en la regulacion de la

Factor de transcripcidn, participa en la regulacion de la

Vitelogenina, participa como fuente de nutrientes en el

Metalotioneina, se une a metales pesados y a radicales libres

VI.2 Disefio de sondas y primers.

Para llevar a cabo los ensayos de PCR, se disefiaron oligonucleétidos especificos para

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

gue mantiene anotaciones automaticas en los genomas de eucariotas.

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

| BLAST/BLAT | Biokart | Tool ds | Help | Documentation | Mirrors

Search: |All species ] for [ |

e.g. human gene BRCA2 or rat X:100000..200000 or coronary heart disease

Browse a Genome

The Ensembl project produces genome databases for vertebrates and oiher eukaryatic species,
and makes this information freely available online

Click on a link below 1o o to the species’ home page

Popular genomes (Log in to customize this list

288 Human
4411 GRCHE?
b

‘ Mouse
NCBINET
% Zebrafish
SRy IV

V

All genomes
~ Select a species — v

Wigw full list of all Ensermbl species

Other species are available in Ensermbl Pref and EnsermblGenomes
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New to Ensembl?
Didl you know you can:

£2) Leain how to use Ensembl|
with our video tutorials and walk-throughs

€7 Add custom tracks
using our new Contral Panel

2 Upload and analyse your data
and save it to your Ensembl account

2 Search for a DNA or protein sequence
uzing BLAST or BLAT

2 Eetch only the data you want
fiom our public database, using the Perl API

2/ Download our databases via FTP
in FASTA, MySOL and other farmats

7 Mine Ensembl with Biolart
and export sequences or tables in text, html, or Excel format

Siill got quastians? Try our FADS or glassary

What's New in Release 59 (5 August 2010}

@ New human requlation data and displays (Human]
® COSMIC somatic mutations (Human)
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b) Se selecciona el genoma de Zebrafish. En el cuadro de basqueda, introducir el gen

seleccionado previamente.

Zebrafish Zv8)

Abaout this species Search Ensembl Zebrafish
[ Desaription

& Genome Statistics

\» EAssemh\y and Genebuild Search for: |beta actin
L

Top 40 InterPra hits &g gene SLC24A5 or 22:23684022 23844244 or kinesin
Top 500 InterPro hits

What's Mew Description Assembly and Genebuild »
Sample entry points
KaFrlyntypEy ’ Zebrafish (Danio rerio)
Location (22:23684022-2]
Gene (SLC24A5) The zebrafish genome projest is a collaboration between the Sanger Institute and the zebrafish community, announced during the Sanyer Institute Zebrafish Workshop 2000 and was
Transcript (ENSDARTOOC  started in February 2001
Variation (183727617)

Assembly

T8 is the eighth integrated Whole Genome Shotgun (WGS) assembly of the zebrafish genome at a coverage of 6.5-7x. The project coordination and genotne
sequencing and assembly is provided by the \Wellcome Trust Sanger Institute

The NBD size is the length such that 50% of the assembled genome lies in blocks of MSD size or longer. The NBD size of the 247,928 contigs is 20,629bp.
There are 105,987 supercontigs in the WGS assembly with an NED size of B87 451bp. (More about the ing process. and further statistics

Please note: This is still a preliminany assembly. The regions of the assembly coversd by WGS contigs are of lower quality. The assembly will still contain misjoins, misassembliss
and artificial duplications due 1o retention of hapiotypic sequences are likely to occur, During the generation of 248, particular attention has been paid to improving the order of the clone
path.

Annotation

The zebrafish 748 assembly was annotated using a modified Ensembl pipsline. Predictions from zebrafish proteins have besn given priority over predictions fram other non-marmmalian
vertebrate species. Aligned zebrafish cDNAS have been used o add UTR regions. Genes are named based on the alignment of their coding regions to known entries in public
databases; ZFIN genes have priority in this pracess

The final gene-set comprises 24,147 protein-coding genes, B0 genes that have been identified as Land6 gene The prediction of neRMA genes
will added for the ensembl 55 release

Vega*

Additional manual annotation of this genome can be found in Yega

c¢) En la base de datos se despliega una lista con los genes del pez Danio rerio.

Login | Register | BLAST/BLAT | BioMant | Tools | Downloads | Help | Documentation | Minars

Now Soarch

Results Summary

By Feature type By Species

Total 9 Total e
O Manags your data » Dormain z » Dania rerio 9

O - 2

vo (]
[ # Sookmark this page | ene

Danio terio (5)

Ensembl release 69 - Aug 201008 WIS EA] About Ensembl | Contact Us | Halp

Permanent link - Yiew In atehive st
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d) Como ejemplo, introducir 8-actinl.

Login |

New Search

Search Ensembl Result in Detail
" New Search

‘heta actin corporate/tree:"Top/Species/Danio rerio

Your guery matched 5 entries in the search database
Ensembl protein_coding Gene: ENSDARG00000008790 (ZFIN: zqc:158823) [Region in detail]

Degcription: related protein 3-beta [Source: RefSeq peptide; Acc:NP_OMM083025]

Source: 853,  Feature type: Gene; Danio rerio;  Species: Danio rerio; Gene;

Ensembl protein_coding Gene: ENSDARGO00000037746 (ZFIN: bactin) [Region in detail]

Description cytoplasmic 1 (Beta

[Contains

cytoplasmic 1, M-terminally processed] [Source: UniProtkKB/Swiss-Prot,Acc: Q7 Z2VIT]
Source: 853,  Feature type: Gene; Danio retio;  Species: Danio rerio; Gene;

Ensembl protein_coding Gene: FNSDARG00000037870 (ZFIN: bactin?) [Region in detail]

Description: cytoplasmic 2 (Beta ) [Contains |A

cytoplasmic 2, M-terminally processed] [Source: UniProtKE/Swiss-Prot, Acc: G7 2vFI]
Source: e53; Feature type: Gene; Danio rerio;  Species: Danio rerio; Gene;

Ensembl protein_coding Gene: ENSDARGO0000079111 (ZFIN: 7gc:86725) [Region in detail]

Description | beta-like 2 [Source: RefSeq peptide; Acc: NP_00100207 4]
Source: 853,  Feature type: Gene; Danio retio;  Species: Danio rerio; Gene;

Ensembl protein_coding Gene: ENSDARG00000046004 (HGNC Symbol: CAPZB) [Region in detail]

Description: capping protein { lament) muscle Z-line, beta [Source HBNE SymbolAce 1491)

Source: €59, Feature type Gene; Dania rerio;  Species Danio rerio; Gene,

e) Se despliegan las caracteristicas del gen y se selecciona su identificador.

Gene hased displays T XN ENSDARGO0000037746)

Lo}
- Gene summary ctin Meterminal .
[ Soice varamathy Actin, cytoplasmic 1 (Beta-actin-1) [Contains Actin, 1, s Pt a7zUAT
I Supperting evidence Location Chiomosame 1: 6 883.072-6.856.615 reverse strand
[ Sequence Transcripts B There is 1 transcript in this gene
F External references
I Requlation
Comparative Genamics Showrhide columns
Genomic alignments (12) - - =
& Gene Tree (image) Name Transcript ID Length (hp) Protein ID Length (aa) | Biotype
[ Gene Tree (iexy) bactin |ENSDARTOOOO00S4957 | 1698 |ENSDARPODOOODSASEE| 375 Protein_coding
Gene Tree (alignment) - 5
Orthalogues (57) 1@ Transcript and Gene level displays =
Paralogues In Ensembl a gene is made up of one or more transcripts. We provide displays at two levels:
Fratein families (1)
Genetic Variation ® Transcript views which provide infarmation specific to an individual transcript such s the cDNA and CDS sequences and protein domain annotation
Variation Table
L
et ot Gene views which provide displays for data associated at the gene level such as orthalogues paralogues, regulatory regions and splice variants
Emmal Data Thig view is a gene level view. To access the transcript level displays select a Transcript ID in the table above and then navigate to the information you want uging the menu
o F‘Hevaﬂna‘ annotation at the left hand sids of the page. To retum 1o viewing gene lavel information click on the Gene tab in the menu bar at the tap of the page.
istory
C
Gene history Gene summary help s »
Name bactin] {ZFIN)
Synonyms acting, B-ACTZF, bact, wu:fd 15105 [Ta view all Ensembl genes linked to the name glick here |
Gene type knewn pratein coding
Prediction Method  Transcripts were annotated by the Ensembl gensbuild
54 Kb -
6872000 6876000  £878000 6830000 6882000  GEG4000 6895000 6888000 6830000 6892000 6834000 689
Ensembl gene 1 b
N|
p
1
N
Contigs 1
- =11 = N
Ensembl gene 18 = bactinl
protein coding protein coding v
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f) En el menl de Ensembl se selecciona Biomart, dar click en la base de datos Genes

59 de Danio rerio genes (Zv8)

[ Eieentigrone trovsers. .l s document

€« C M © www.ensembl.org/biomart/martview fcc 168 2e23190b4b4c 75ddc FdeaB2ee 1jccs 10826 23190b4p4c 7ddc Tdeagzee 1

@ Esta pagina estd escrita en

g |

[ o [8 o [ W]

w A

Quieres Taducirla? Opciones ~

umnentation | Mirrars

Dataset

Danio rerio genes (Zv8)
Filters
[MNone selected]
Attributes
Ensembl Gene ID
Ensembl Transcript ID

Dataset
[None Selected]

Ensembl Genes 59 N
[Danio rerio genes (zvay -

g) Del lado izquierdo de esta pagina se encuentra el menu Filters, desplegamos

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

el identificador del gen con el que se esta trabajando.

! £\ Ensembl genome browser 5... y B untitled document

<« C A | © www.ensembl.org/biomart/martyien /cc5 16826 23190b4bAc 75dde Fd6aB26e 1ecc51b82e23150b4bdc FSdde Td6an26e 1

@ Esta pagina esta escrita en

[ o [8 o [ W]

RN

Quieres traducia? Opciones +

s | Help | Documentatio

Dataset

Danio refio genes (Zv8)
Filters
Ensembl Gene IDis) [e.g.
ENSGO00000139618]: [ID-list
specified]
Attributes
Ensembl Gene ID

Ensembl Transcript D

Dataset
[Mone Selected]

Please restrict your query using criteria below -
REGION:
BGENE
[ Limit to genes with Spaink Lab Leiden3 1D(s) v| ®Only
OExcluded
1D list limit [Ensembl Gene ID(s) [e.g. EN5G00000139618] ~/
ENSDARGOD000037746
4
No 56 ha...archivo 1
O Transcript count>= ]
[ Gene type MiRNA A
misc_RNA
hit_rRRA 3
IMt_tRINA
protein_coding ¥
-
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h) En el menu Attributes, seleccionar la opcion Sequences. Al desplegarse este mend,

elegir cDNA sequences.

! ] Ensembl genome browser 5., 2y 1 Untitied document +

€« C A @ www.ensembl.org/biomart/martvier/ccs 1682223190b4b4c75ddc 7deaB28e 1 /cch 1b82e23190b4bdc F5ddc 7dearzee 1

Login | Help | Do

Please select columns to be included in the output and hit 'Results’ when ready —
Dataset
Danio rerio genss (Zv8) © Features © Homologs
Filters © Structures O Variations
Ensembl Gens ID{s) [e.g © Transcript Event @ Sequences
ENSG00000139618]: [ID-list
e 5 SEQUENCES
Attributes Sequences (max 1)
Ensembl Gens ID b~ -
Ensembl Transcript ID R 1
cDMNA sequences
OUnspliced (Transcript) O5'UTR
O Unspliced (Gene) O3 UTR
Dataset O Flank (Transcript O Exon sequences
[None Selected] OFlank (Gene) ® cDNA sequences
O Flank-cading region (Transcript) © Coding sequence
O Flank-coding region (Gene) O Peptide
Upstream flank )
L —
Downstream flank L

i) Dar click en Count y el programa desplegara el nimero de genes de Danio rerio en la

parte Dataset.

| Help | Do

o 5w [3r o]

Please select columns to be included in the output and hit 'Results’ when ready

Login |

[ [ o [W o]

=

Dataset 1/28509 Genes
Danio rerio genes (Zv8)
Filters

Ensembl Gene IDis) [e.g.
ENSGO0000139618]: [ID-list

O Features © Homologs
O Structures O Variations
© Transcript Event ® Sequences

specified] 2 SEQUENCES!
Attributes Sequences (max 1)
Ensembl Gene ID [ 11 i I | | S|

Ensembl Transcript ID
cDNA sequences

! I = | S

Dataset
[None Selected]

O Unspliced (Transcript)
CUnspliced {Gene)

O Flank (Transcript)

OFlank (Gene)

O Flank-coding region (Transcript)
O Flank-coding region (Gene)

Upstream flank
T —

Downstream flank

Q5 UTR

O3'UTR

OExon sequences
@ cDNA sedquences
O Coding sequence
O Peptide

53
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j) Dar click en Results y se desplegara el codigo en formato FASTA la secuencia de

cDNA del gen seleccionado.

T | BioMart | Tools | D

[~ o [ oo [ o]

Dataset 1 / 28509 Genes Export all results to [File ~| [FAsTA ~| O Unique resuts only m
Danio rerio genes (7v8) Email netification to .
Filters
Ensembl Gene ID(s) [e.g View rows as O Unigue results only
ENSG00000139618]: [ID-list
eeeice] >ENSDARGDO000037746| ENSDARTO0000054987 )
- ATTGTGAGTTTTCAGTGCACGCT GAGAAGAT CTTCACTCCCCTTGTTCACAATAACCTAC
Attributes TAATACACAGCCATGEATGAGGAAAT CGCTGCCCTGRTCGTTGACAACGECTCCGETATG
Ensembl Gene ID TGCAAAGCCGETTTTGCT GEAGAT GATGCCCCTCGTGCTGTTTTCCCCTCCATTGTTGGA
Ensembl Transcript ID CGACCCAGACATCAGGGAGT GATGGT TGGCAT GEGACAGARAGACT CCTAT GTGGGAGAT

GAGGCCCAGAGCARGAGAGETAT CCTGACCOTCARATACCCCATTGAGCACGETATTGTG
ACTAACTGGGATGACAT GGAGAAGATCTGGCAT CACACCTTCTACAAT GAGCTCCGTGTT
GCCCCTGAGGAGCACCCTGTGCT GOT CACTGAGECTCCCCTGAAT CCCARAGCCARCAGA
GAGAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTATGTGECCATC
CAGGCTGTGCTCTCTCTGTACGCTTCTGGTCGTACTACTGGTATTGTGATGGACT CTGET
[Mone Selected] GATGGTGTGACCCACACCGTGCCCATCTATGAGGGTTACGCTCTTCCCCATGCCATCCTG
CETCTGEATCTGECTGETCETGACCT GACAGACTACCTGAT GAAGAT CCT GACCGAGCET
GGCOTACAGCTTCACCACCACGGCCGARAGAGARATTGTCCGTGACAT CAAGGAGAAGCTG

cDNA sequences

Dataset

TGCTACGTGECCCTGEACT I TGAGCAGGAGAT GEGAACCGCTGCCTCCTCTTCCTCCCTG
GAGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGT CAGGT CATCACCATTGGCAATGAGCGTTTCCGT
TGCCCCGAGGCTCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCTTGCGGTAT CCATGAG

ACCACCTTCAACTCCATCAT GAAGT GCGACGT GEACAT CCGTARGGACCTGTAT GCCAAC
ACAGTGCTGTCTGEAGETACCACCATGTACCCTGGCATTGCT GACCGTAT GCAGAAGGAG 9

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 disefio de los oligonucledtidos (primers) dentro de la secuencia homoéloga para cada
transcripto se realiz6 con el programa VECTOR NTI el cual es un software de
bioinformatica que permite el disefio de primers y sondas. Se empieza realizando los
siguientes pasos:

OPEN/ MOLECULE FILES

MOLECULE TYPE: DNA/RNA

FILES FORMAT: EASTA files

Buscar el archivo mart_export.txt /OK
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3 vertor Tt

ew  Analyses Cloning  GelAnalysis Lt Window Align  Assemble  Took  Help

AN NN

Fle  Edt

Ol el s ) BRI LN E

select one from the
database.
Access the database e
from the toolbar icon Database DIVAJFNAS \ Detabase Proteins / Rempia 5o
or from the File menu. Lookin | () Dowrleads - @ e
] forme final DR B mapa de los municipios
5] | rforme final DR (1) B MARCO TEORICO
]I nferme final DR (2) [2) mart_export
| INFORME _DE_JUNIO_PROYVECTO_DANIOLTNI] ¥ mesa_1_panencia2
B INTRODUCCION ) mesa_1_ponenciaz (1)
) invitacion &) richaslchapin
= invitacion ENCLIENTRO DE EXALUMNDS N CUMPLE 00209
legitcheck = NOM-001-ecol
‘ i »
Filepame: | C\Dacuments and Setlings'Ana Maria\Mis documentossDownioads\mart_espo
Moleculebype: DNA/RNA | =| Files format:  FASTA Files &
Display setup Loancel
Reary
¥ Veckor NTI - [DNARNA Molecule from document mart_export] =E
[#] Ble Edt Ven PrimerDesion Anobses Cloning GelAndlysis Ust Window Alon  Assemble Tools  Hep -8 x
B2 80 & Q% aE @0 5 2 EF R E F
FEPEERE I e
(1General Dest "
Neol HindIII (156:
0 15tandard Fields ool (72) m (2562)
Comments ApalI (16) Aval (8q5) Aval (1372)] Apall (1684)

[ JAnnotations
[ JFeature Map
(CIRestriction/Methylation Map

ENSDARGO0000037746 ENSDART00000054987

1695 bp

il v

Apall Ficol =
i ATTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGRAGL TCTTCACTCC CCTTGTTCAC AATALCCTAC TAATACACAG CCATGGATGA GGARATCGCT GCCCTGGTCG
TARCACTCAL ARGTCACGTG CGACTCTTCT AGRAGTGAGG GGLACAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGL CGGGACCAGC

101 TTGACAACGG CTCCGGTATG TGCRAAGECG GTTTTGETGG AGATGATGCC CCTCGTGETG TTTT CATTGTTGGE CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
AACTGTTGCC GRGGCCATAC ACGTTTCGGC TCTACTACGG GTARCABCCT GCTGGGTCTG TAGTCCCTCA
201  GATGGTTGGE ATGGGACAGE RAGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCAAGAGAGG TATCCTGRCC CTCABATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG
CTRCCALCCG TACSCTGTCT TTETGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGSGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GRGTTTATGG GGTAACTCGT GECATRACAC
301  ACTRACTGGG ATGACATGGR GRLGATCTGG CATCACACCT TCTACLATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGRAGG AGCACCCTGT GCTGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAL CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG

401 TGAATCCCAL AGCCALCAGR GAGALGATGA CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCALCACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGE TCTCTCTGTE
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CRAGCTCTGG RAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATECTG
GCGAAGACCL GCATGATGAC CATAACACTL CCTGRGACCA CTACCACACT GGSTGTGGCL CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACAL GACTACCTGE TGLAGATCCT T GGCTACAGCT T¢ GLALTTGTCC
GCRGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGR CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGT TTTCT CTTTRACAGG

Ready 178kp =
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n) Dar click derecho sobre la imagen del gen/display setup/quitar la seleccién en
restriction analysis 0 menu Analyses/Restriction analyses/Restriction sites/Remove all

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

S Vector NTI - [DNA/RNA Molecule from document mart_export]

[] Fle Edt Uew PrimerDesign Analyses Clonng GelAnshsis Lst Window Aign Assemble Took Help _ex
; e = o 2 = oo
BlERGRETERRRaERO E S FEERIFIY 628 Y
} i - i8] - 5 G| M,
FEE=ErEr ey E e |
¥4 ENSDARGO0000037746_ENS
General Dest .
& Neol (72) HindIII (1561)
1 ]Standard Fields
B comments ApeLl (16) Aval(8g5) Aval(1372) ApalLl (1684)
O annotations Restriction Map Setup T
[ [JFeature Map
Use Enzymes
(JRestriction/Methylation Map -
(5] Apal] < Add ok
(5] Aval
(5] Barl 5 Femove Cancel
&l oa
5] EcoRl »> Remove 41 | 54987
(] Hindlll Sot Sites i the Test Pane by
5] Neal
EPs =) Ereyme Name
(58] Smdl Mumber of Fiecogrition Sites
] 4l
. — R Ignore RENs having
el Permitted Teminus Types s ez Eles =
1 ATTGTGAGTT TICAGTGCAC GCTGAGRAGA TCTTCA 5 3 Blunt . more than sites GECCTGATCG
TAACACTCAA AAGTCACGTG CGACTCTTCT AGAAGT CGGGACCAGC
0L TTGACAACSS CTCCGRTATG TGCRARGCCG GTTTTEA | lonoe RENS culling ouiside region Ignore AENs culting inside region: TOLGGeAST
AACTGTTGCC GAGGCCATAC ACGTTTCGGC CAALACK From: To: From: Ta TAGTCCCTCA F
201 GATGGTTGGC ATGGGACAGA ARGACTCCTA TGTGGG, CGGTATTGTG
CTACCAACCG TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACC T T TCT TTCTCT T T TTTET T T T GCCATAACAC
301 ACTRACTGGS ATGACATGGA GRAGATCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GETGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAA CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG
401 TGARTCCChA AGCCAACAGA GRGAAGRTGA CACAGRTCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGECATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CAAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGET GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTG
GCGAAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC
€01 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT T GGCTACAGCT T GARATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CT T A CCGATGTCGA AGT TGGT TTTCT CTTTAACAGG L
Ready 176 bp =
¥ Veckor NTI - [DNARNA Molecule from document mart_export] =E
[ Ble Edt Wew PrimerDeson Anolyses Cloring  GelAndbsis Lst Window Aign Assembls Tooks Help -8 x
= = - 7 = 2
Al AR W= AL A R~ NP SRS RN RN R N |
it | o
[EE 2 Rlalol | R&E s m T 20 o
EE:) '746_ENSDAR'
(*1General Description
[ 1Standard Fields
2 Comments
I CJannatations
B ENSDARG00000037746 ENSDART00000054987
1698 bp
« m »
1 TTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGAAGL TCTTCACTCC CCTTGTTCAC AATAACCTAC TAATACACALG CCATGGATGA GGRALTCGCT GCCCTGGTCG -
AACACTCAL AAGTCACGTG CGACTCTTCT AGAAGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGA CGGGACCAGC
101 TTGACRACGG CTCCGGTATG TGCAAAGCCG GTTTTGCTGG AGATGATGEC CCTCGTGETG TTTTCCCCTC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
BACTGTTGCC GRGGCCATAC ACGTTTCGGE TCTACTACGG GTARCARCCT GCTGGGTCTG TAGTCCCTCA
201  GATGGTTGGC ATGGGACAGA AAGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCAAGAGAGG TATCCTGACC CTCRAATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG r
CTACCALCCG TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGGGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GCCATAACLC
301 ACTAACTGGG ATGACATGGA GAAGATCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GCTGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAA CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG
401  TGRATCCChA AGCCAACAGR GAGAALGATGA CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CRAGCTCTGSG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACS AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGST GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTG
GCGRAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCE CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATE CTCCCARTGC GAGRAGGGGET ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGE TGARGATCCT T GGCTACAGCT T GLALTTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CT T A CCGATGTCGA AGT TGGT TTTCT CTTTAACAGG
701  GTGACATCAL GGAGAAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGAGCT ATGAGCTGCC -

30




2011, Afio del Turismo en México.

0) Abrir la informacion y copiar la secuencia de los oligos del gen que se

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

esta trabajando

brafish embryos Weil 2009.pdf - Adobe Reader,

Arthivo Edicién Uer Documento Herramientas Ventana Ayuda

5 &- @« ¥ 3 iR =

1972 Environ. Toxicol. Chem. 28, 2009

renewed daily (pentachloroaniling) or twice daily (1,4-dichlo-
robenzene, pentachlorobenzene, and 4-nitroquinoline-1-ox-
ide). For all other substances, exposure was under static
conditions. After 8, 24, 32, and 48 h, lethal and sublethal
effects were evaluated as described earlier and dead embryos
were removed. Oxygen content, pH, and temperature were
measured in all test vessels at the beginning and end of the
exposure. The mean concentration of dissolved oxygen was
89.2% (range 81.2-95.5%); pH ranged from 7.5 to 7.8; and
temperature was from 25.8 to 26.3°C. At the end of exposure,
embryos were transferred to 1.5-ml reaction tubes, shock-
frozen in liquid nitrogen, and stored at —80°C for subsequent
RNA isolation.

RNA isolation. Total RNA was extracted from approxi-
mately 30 homogenized zebrafish embryos per replicate using
Trizol® reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. RNA integrity was verified via gel electrophore-
sis. DNA contamination was removed by treatment with
deoxyribonuclease: 40 U of deoxyribonuclease 1 (Roche) and
32 U of ribonuclease inhibitor (Fermentas) were added to 6 pg
of total RNA in a 20-ul reaction volume and incubated for
15 min at 37°C. The reaction was stopped by adding 2 ul of
ethylenediaminetetra-acetic acid (Roche) and increasing tem-
perature for 5 min to 70°C.

Reverse transcrip tase-polymerase chain reaction. Differential

expression of the following genes was investigated: the aryl
L N N R L L iy

p) En el programa VECTOR NTI seleccionar Menu 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.

3 Vactor NTT - [DNATRNA Molecule from docurmert mart_axpor]

(8 Bl v wew PrieDesn  nshses Chorg Gelandss Lst window Ao Assenble  Took sk

M. Weil et al.

(AF057713), ATC ACC ATT ACC AAC GAC CAG and
ATCTTCTCCTCC ACT GCC TTC T for Asp70 (BI709911),
TTT TGG AAC ACT CTC ACA GCA C and ATT GCC
AGA TAA AGC ACC CTA T for fzr] (AW173921), GGG
GAT CCA GGT GGA GAA GCT CGC CTC and GGCTCG
AGC ATT ATG ACC GTG CTT CTG for mafgl
(AB167540). GTT TGT CCC TAG ATG CAA GTC C and
TCT TCA GCT TGT CTT TGG TGA A for nfe2l2
(AB081314), GCT TCT GCT GTG CTC TCT ATA CG and
CTC TCA GTC TCT GTG CAT ATC G for hmox!
(NM_199678), and GCC AAC AGA GAG AAG ATG
ACA CAG and CAG GAA GGA AGG CTG GAA GAG
for B-actin (AF057040).

Electrophoresis. The PCR products and no-template con-
trols were loaded on 2.5% agarose gels stained with ethidium
bromide. A DNA size and mass standard (Bio-Rad) was
applied to a separate lane of each gel. After electrophoresis,
the bands were visualized under ultraviolet light. Densito-
metric analysis was performed using the software BioDoc-
Analyze version 2.26 (Biometra). Abundance of the PCR
products was estimated relative to the DNA standard.
Relative gene expression values were normalized to the
expression of B-actin.

Chemical analysis

In the Gene-DarTs, concentrations of the test substances

>

i 2] ENSDARGO00D0037746_ENSDARTOOD0D054967 ‘ |
51 ] Gonmral esrrintinn
LI9 Fird Sequence.

2 8 O ot
CIM  GCOMCAGAGAGAAGATGACACAS Eind Next
I optens P—
St  (® isa
Camplmeriiay
Mucksotdss: +) Exact match [bur U=T)
Msich degenetsie ruciectidelz]

Toawce Mowipto 0 %] wamiches

Seaich vl sart fom 1 8

ENSDARGO00000037746 ENSDART00000054987

1608 bp

T PTTGTGAGTT
AACACTCAA

TTCAGTGCAC GCTGAGAAGA TCTTCACT
AAGTCRCGTG CGACTCTTCT AGAKGTGAGH

CCTTGTTEAC AATARCCTAC TAATACACAG
GGARCAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC

CCATGGATOA GOARATCGCT GCCCTOGTCO
GGTACCTACT CCTTTAGCGA COGGACCAGE

101 TIGACAACGG
ARCTGTTOCE

CTCCOGTATG TGCARAGECG GTTTTOCTGH
GAGGCCATAC ACGTTTCGOC CAARACGACT

AGATGATGCE CCTCGTGOTG TTTTCCCETC
TCTACTACGS GGAGCACOAC ARAAGGGGAG

CATTGTTGOA COACCCAGAC ATCAGGZAGT
GTRACAACCT GCTGGOTCTG TAGTCCCTCA

201 GATGGTTGGC
CTACCAACCG

ATGGGRCAGE AAGACTCCTA TGTGGGAGAT
TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACCCTCTA

GAGGCCCAGA GCAAGAGAGS TATCCTGACC
CTCCGGETCT COTTCTCTCC ATAGGACTSG

CTCARATACC CCATTGAGCA CGSTATTGTG
GAGTTTATGG GGTAACTCGT GOTATAACAC

01 ACTAACTGGG
TEATTGACCC

ATGACATGGA GARGATCTGS CATCACACCT
TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGSA

TCTACAATGA GCTCCGTSTT
AGATGTTACT COAGGCACKA COGOSACTEC

TCACT GAGGCT
TCGTGGGACK COACGAGTCA CTCCGASGSS

401 TGAATCCCAR
ACTTAGGSTT

AGCCARCAGR GAGAAGATGA CACAGATCAT
TEGGTTGTCT CTCTTCTACT GTSTCTAGTA

GTTCGAGACE TTCARCACCC CTGCCATGTA
CAAGCTCTSS KAGTIGTSGE GACGETACAT

SD1  CGCTTCTOGT
GCGAAGACCA

CGTACTACTG GTATTGTGAT GOACTCTGGT
GEATGATGAC CATAACACTA CCTGABACCA

GATGGTOTGA CCCACACCGT GECCATCTAT
CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA

TETGOCCATE CAGGCTGTGE TCTCTCTGTA
ACACCGGTAG GTCCGACACS AGAGAGACAT

GAGGOTTACG CTCTTCCCCA TOCCATECTD
CTCCCARTOC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAL

601 COTCTGGATC
GCAGACCTAG

THGCTGETCG TGACCTGACA GACTACCTGA
ACCOACCAGE ACTGOACTOT CTGATGGACT

TGAAGATCCT GACCGAGOGT GGCTACAGET

TCACCACCAC GOCCGAAMGA GAARTTGTCE

ACTTCTAGGA ATGT

AGTGGTGOTS CCGACTTTCT CTTTAACAGS

701 GTGACATCAA

GEAGARGCTG TGCTACGTGS CCCTGGACTT

TGAGCAGEAG ATGEGAACCS CTGCCTCCTE

31

TTCCTECCTGE GAGAAGAGCT ATGAGETGIC
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gq) Se despliega la secuencia que se esta buscando, de forma resaltada. Se cambiar el

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

FE Vector NTI - [DNARNA Malecule from document mart_export]

[#] Ele Edt Ven PrimerDesion Anobses Cloning GelAndlysis Ust Window Alon  Assemble  Tools  Hep x
B = - =
ZaEoskRae R @RanL@0 s e oHE @ HE
oy ) % =0 )R o T S B ] U [courerew SIS A A
_ENSDAR ‘
Find what
Find Next
Options Cancel
i ENSDARG00000037746 ENSDART00000054987
Complementay 1698 bp
Mucleotides: (<) Exact match [but U=T)
Match degenerate nucleotides]
Tolerance:  Allwupto 0 |2 mismatches
Mo matehes. Passed 1698 bp from 413 bp
T T C BATAACCTAC TAATACACLG CCATGGATGA GGRAATCGCT GCCCTGGTCG -
TAACACTCAL LAGTCACGTG CGACTCTTCT AGAAGTGAGG GGARCAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGA COGGACCAGC
101 TTGACRACGG CTCCGGTATG TGCAAAGCCG GTTTTGCTGG AGATGATGCC CCTCGTGETG TTTTCCCCTC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
HACTGTTGCC GAGGCCATAC RCGTTTCGGC TCTACTACGG GTAACAACCT GCTGGGTCTS TAGTCCCTCR
201  GATGGTTGGC ATGGGACAGA AAGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCAAGAGAGG TATCCTGACC CTCARATACC CCATTGAGCAL CGGTATTGTG =
CTACCAACCG TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGGGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GCCATAACAC
301 ACTALCTGGS ATGACATGGA GRAGATCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GCTGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGE AGATGTTACT CGAGGCACAL CGOGGACTCC TCHTGGGACK CGACGAGTGA CTCCGAGGSG
401  TGRATCCCAL GAGAAGATGL TCAT GTTCGAGACC TTC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGE TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT T TTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTEGTA CAAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGRAGAGACAT
501  CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT ‘TGA CCCACACCGT GUCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TSCCATCCTG
GCGALGACCL GCATGATGAC CATALCACTL CCTGAGACCA CTACCACLCT GGGTGTGGCL CGGGTAGATA CTCCCAATGC GLGAAGGGGT ACGGTAGGLC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT T GGCTACAGCT T GLRATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGT TTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAL GGAGAAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGAGCT ATGAGCTGEC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG ARGGAGGGAC CTCTTCTCGAL TACTCGACGG |
436bp &=

Ready

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.

B ector NTI - [DNARNA Maleculs from document mart_export ]

[# Ele Edt ven PrmerDesgn Anayses Cloning GelAnalysis st Window Alon  Assemble  Tools  Heb

ZlBEASRESTERIREERO

ANENREN

6enl

il

El R RS
746_ENSDAR
(*1General Description
O (1standard Fields ey s x
# comments
[ JAnnotations Feature Type: Feature Nome:
(JFeature Map [ Losi ~  |Foward
[#ILTR
2] Mature Peptide
(33 Misc. Binding Site
[ Misc. Difference =/ Simple format
E Mise. Featue From: 412 Known Endpoint 54987
Misc. Marker
% Misc. Recombinalion To 435 A EREET)
Misc. Signal
[ Misc. Strueture 0] Complementary
BenBarl ormal
[ Modified Base B AL (o
‘ i , B Mutaion Loation St
[ N-Region - g
1 ATTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGAAGA TCTT [ Old Sequerce CCTGGTCG ~
TAACACTCAA AAGTCACGTG CGACTCTTCT AGAA [ ol Signal Qiiginal Loostion sting GGACCAGC
101 TTGACAACGG CTCCGGTATG TGCAAAGCCG GTTT [®4 Folpa Site (CAGGGAGT
AACTGTTGCC GAGGCCATAC ACGTTTCGGC CALAL [ 2 GTCCCTCA
= ca..
201 GATGGTTGGC LTGGGACAGA RAGACTCCTA TGTG( ot GTATTGTG =
CTACCRACCG TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACAC{ lcaTachC
301  ACTAACTGGG ATGACATGGA GRAGATCTGG CATC. GGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAG] [ oK J Cancel (CCGAGGGG
TGAATCCChR 'GTE
ACTTAGGGTT AGTA CAAGCTCTGG RAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GRGGGTTACG CTCTTCCCCA TGOCATCCTG
GCGAAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGRAGGGGT ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGARGATCCT T GGCTACAGCT T GALAATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CT T A CCGATGTCGA AGTGGTGGT TTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAL GGAGRAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGRACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGLGCT ATGALGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAE ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG AMGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG L

Ready
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412 bp - 435 bp (24 bp)
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s) Enseguida, se despliega el Foward y el Reverse que se buscaron en la opcion de Find

sequence.

T vector TI - [DNARNA Molecule from dacument: mart_export *] -
[d] Ele Edt Wew PrimerDesign Analyses Cloning Gelanalysis List Window Align  Assemble Took  Hep -8 x
BESDGRASSELREQERO SIS SER R H
HEE a8 E . | B I U cowertew =
i) _ENSDAR'
(IGeneral Description
[ Standard Fields
# Comments
[ JAnnotations

(CIFeature Map

Foward Reverse

ENSDARG00000037746 ENSDART00000054987

1608 bp
o ] |
1 ATTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGRAGA TCTTCACTCC CCTTGTTCAC AATARCCTAC TARTACACAG CCATGGATGE GGARATCGCT GCCCTGGTCG B
TAACACTCAL LAGTCACGTG CGACTCTTCT AGRAGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGA CGGGACCAGC i
101 TTGACAACGG CTCCGGTATG TGCALAGCCG GTTTTGETGG AGATGATGEC CCTCGTGETG TTTT TC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
AACTGTTGCC GAGGCCATAC ACGTTICGGC TCTACTACGG GTAACARCCT GCTGGGTCTG TAGTCCCTCA

201  GATGGTTGGC ATGGGACAGA RAGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCAAGAGAGG TATCCTGACC CTCARATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG
CTACCAACCG TACCCTGTCT TTETGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGGGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GECATAACAC

301 ACTBACTGGG ATGACATGGR GRAGATCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTSTT GSCCCTGRGG AGCACCCTGT GCTGCTCACT GAGGCTECEC
TGRTTGACCE TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAL CSGGGACTCC TCGTGGGACA CGACHAGTGL CTCCGRGGGG

401 TGAATCCCAL AGCCALCAGR GAGALGATGA CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCALCACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGE TCTCTCTGTE -
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CRAGCTCTGG RAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT

501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GECCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCL TGCCATCCTG
GCGAAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC
601  CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT T GGCTACAGCT T GABATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGT TTTCT CTTTRACAGG
701  GTGACATCAL GGAGAAGCTG TGSTACGTGG CSCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGAGCT ATGAGCTGEC
CACTSGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG LAGGAGGGAC CTCTTCTCGL TACTCGACGG

Ready 1 1tp

t) Para marcar los exones, ir a Biomart de Ensembl.

¥ B vsenil senoe browser 5., T Bl unttid document ® e
€« C A O www.ensembl.org/biomart/martview ccS 166 2e 23190b4b4e 75adc 7d6aB26e 1 fecS 1bB 22 23190b4b4c 750dc Td6aE262 1 | A

B CIE LT

. . o § -~
Dataset 1 / 28509 Genes Please select columns to be included in the output and hit 'Results’ when ready
Danio rerio genes (Zv8) O Features O Homologs
Filters O Structures O Variations
Ensembl Gene IDi=) [e.g O Transcript Event @ Sequences
ENSGO0000139618]: [ID-list
RG] 5 SEQUENCES
Attributes Sequences (max 1)
Ensembl Gene ID
Ensembl Transcript ID Thr
Exon sequences
CUnspliced (Transcript) O5'UTR
CUnspliced (Gene) Q3 UTR
Dataset
atase O Flank (Transcript) @ Exon sequences

[None Selected] O Flank (Gene) O cDNA sequences

O Flank-coding region (Transcript) O Coding sequence

QFlank-coding region (Gene) OPeptide

Upstream flank 1

T —

Downstream flank |
Ensembl release 59 - Jul 2010 @WTE1/ EBI Aot Ensernbl | Contact Us | Helg
Permanent link - View in archive site
[ mort_export.bxt M [ Mostror todss los descargas.. %
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2011, Afio del Turismo en México.

u) En la opcion Attributes seleccionar Exon sequences/Resultados.

[ EtiErsenviserone bowser s ] v

«

B CIE LT

d documert

C | © wwnw.ensembl.org/biom art/martview/cc51b5 26 23 150bdbdc 75dde 7d6anzee 1 /ec5 1b6 76 23 190b4bdc 75ddc Tdeagz62 1

Ta]

w A

Dataset 1 /28509 Genes
Danio rerio genes (Zv8)
Filters

Export all results to

Email notification to

~] [FasTa ™| O

Unique results only m

Ensembl Gene ID(s) [e.q.
ENSG00000139618]: [ID-list
specified]

Attributes

Ensembl Gene ID

Ensembl Transcript ID

Exon sequences

Dataset
[None Selected]

Wiew

ows as [FasTA v| O Unigue results anly

>ENSDARGO0000037746| ENSDARTO0000054987
CCATGGATGAGGAAATCGCTGCCCTGGTCGTTGACAACGGCT CCGGTATGTGCARAGCCG
GTTTTGCTGGAGATGATGCCCCTCGTGCTGTTTTCCCCTCCATTGT T GGACGACCCAGAL
ATCAG

>ENSDARGO0000037746| ENSDARTO0000054987
ATCATGITCGAGACCTTCAACACCCCTGCCATGTATGTGGCCATCCAGGCTGTGCTCTCT
CTGTACGCTTCTGETCETACTACT GGTATTGT GAT GEACT CTGGT GAT GGT GT GACCCAC
ACCETGCCCATCTATGAGEGET TACGCT CTTCCCCATGCCAT CCTGCGTCTGGATCTGGCT
GETCETGACCTGACAGACTACCT GAT GAAGAT CCTGACCGAGCGT GGCTACAGCTTCACT
ACCACGGCCGARAGAGARATTGTCCGT GACAT CARGGAGAAGCTGTGCTACGTGGCCCTG
GACTTTGAGCAGGAGAT GEGAACCGCTGOCTCCTCTTCCTCCCT GGAGARGAGCTAT GAG
CTGCCTGACGET CAGGT CATCACCATTGGCAAT GAGCGTTTCCGTTGCCCCGAGGCTCTC
TTCCAGCCTTCCTTCCTGE

>ENSDARGO0O000037746| ENSDARTO0000054987
ATTGTGAGTTTTCAGTGCACGCT GAGAAGATCTTCACTCCCCTTGTTCACAATARCCTAC
TAATACACAG

>ENSDARGO0000037746|ENSDARTO0000054987
ATCATTGCTCCCCCTGAGCGTARATACTCCGTCTGGAT CGGTGGCTCCATCTTGGCCTCC

-

Ensembl release 59 - Jul 2010 @WTSI/ EBI
Permanentlink - Yiew in archive site

mart_export.bxt v

About Ensernbl | Gontact Us | Help

[ ttostrar todss |ss descargas. x

v) Exportar el archivo de exones,

abrirlo. Seleccionar las

secuencia y buscar en Vector. Marcar con color deseado.

primeras 10-20 letras

de la

SEMARNAT

3 actor NTI - [DNARNA Moleculs from document mart_export *]

[¥] Elo Edt Ven PrimerDeson Anoyses Cloning GelAndlysis Ust Window Alon  Assembls Tools  Help -8 x
= - ) = .
ElBlE o8 RS TR %REEROE RS FERBIFEIY G2 Y
E 3 | n g
IElEE il s e e %le = @) BT o e v FALA-D
746_ENSDAR ‘
' y
~ - ward Reverse
0 1t Find Sequence
B¢ Frgunat \
COICIA{  ATCATGTTCRAGACCTTCSS FindMewt |
e
ptions Cancel
Stiand: () Direct
| Complementaty
Huclentides: () Exact match [but U=T) |
) Match degenerate rucleotdsts) ENSDARG00000037746 ENSDART00000054987
Tolerance:  Allowupto 0 mismatches 1698 bp
al Evact malch
T T C RATAACCTAC TAATACACAG CCATGGATGE GGAALTCGCT GCCCTGTCG 5
TLACACTCAL LAGTCACGTG CGACTCTTCT AGRAGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGA CGGGACCAGC i
101 TTGACAACGG CTCCGGTATG TGCALAGCCG GTTTTGETGG AGATGATGCC CCTCGTGETG TTTT TC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
LACTGTTGCC GAGGCCATAC ACGTTTCGGC TCTACTACGG GTLACAACCT GCTGGGTCTG TAGTCCCTCA
201 GATGGTTGGE ATGGGACAGA ARGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCARGAGAGG TATCCTGACC CTCARATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG
CTACCAACCG TACCCTGTET TTCTGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGEGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GECATAACAC
301 ACTAACTGGG ATGACATGGA GRAGATCTGG CATCACACCT TCTACARTGA GCTCCGTGTT GECCCTGAGG AGCACCCTGT GCTGETCACT GLGGCTECCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAL CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGL CTCCGAGGGG
401  TGAATCCCAL AGCCALCAGA GAGRAGATGA CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGETGTGE TCTCTCTGTA -
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GECCATETAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATECTG
GEGRAGACCL GCATGATGAC CATALCACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCL CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGRAGGGGT ACGGTAGGLC
601 CGTCTGGATC TGGETGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT T GGCTACAGET T GLALTTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGT TTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAL GGAGAAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGARCCG CTGECTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGAGCT ATGAGCTGEC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAAR ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG ARGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG L

436 b - 455 bp (20 bp)

34
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w) Seleccionar las dltimas 10-20 letras de la secuencia del exén. Buscar y posteriormente

2011, Aio del Turismo en México.

marcar el exdn completo, seleccionandolo con un color.

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

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

S Vector NTI - [Cyplal

|#) File Edt view PrimerDesign Anslyses Cloning Gl Analysis List Window Algn  Assemble Took  Help x
- ~ ars E = E
BEA&S RS SHRDREEaEO EEAZBREIEIY G281
w1 | 6 i | m e
'-\." A‘H‘-— —‘C%Qcil%lm ulxj\,a
#ICypla
[ 1General Descript Foward Reverse
0 Cstandard Fields EX1EX2  EX3 EX4 EX5 EX6
# comments
[J (] Annotations
[JFeature Map > >
Cypla
1698 bp
4 il »
1 WTTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGARGE TCTTCACTCC CCTTGTTCAC AATAACCTAC TAATACACAG CCATGGATGA GGRAATCGCT GCCCTGGTCG -
RACACTCAR RAGTCACGTG CGACTCTTCT AGRAGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG ATTATGTGTC GGTACCTACT CCTTTAGCGA CGGGACCAGC
101 TTGACRACGG CTCCGGTATG TGCRARGCCG GTTTTGCTGG AGATGATGCC CCTCGTGCTG TTTTCCCCTC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT
RACTGTTGCC GRGGCCATAC ACGTTTCGGC CRARACGACC TCTACTACGG GGAGCACGAC AARAGGGGAG GTAACRACCT GUTGGGTCTG TAGTCCCTCA
z01 GATGGTTGGC ATGGGACAGA ARGACTCCTR TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCALGLGLGG TATCCTGACC CTCAALTACC CCATTGLGCA CGGTATTGTG L
CTRCCARCCG TRCCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGGGTCT CGTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GCCATAACAC i
301 ACTRACTGGG ATGACATGGA GRAGATCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GCTGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAL CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG
401 TGAATCCCAR AGCCRACAGA GRGRAGATGR CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGE TCTCTCTGTL
ACTTRGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CALAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTG
GCGRAGRCCE GCATGATGAC CATARCACTE CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGARAGA GRAATTGTCC
GCAGRCCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAR GGAGRAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGLG ATGGGLACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGALGLGCT ATGLGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGLA ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG LAGGAGGGAC CTCTTCTCGL TACTCGACGG
801 TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCRATGE GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG AATCTTGCGG TATCCATGAG b
Ready 1hp =

X) Para disefiar la sonda que pegue en la frontera exén-exon, ir a la pagina de idt,

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

para la sonda. En ella se verifica el tamafio de la sonda, la Tm y el %GC

35
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y) Posteriormente a esta verificacion, ir a Vector NTI y cargar la secuencia con los exones

identificados.

Considerando los datos de idt, ubicarse en un exén y tomar las Ultimas trece letras de

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

esta disefiando.

2011, Afio del Turismo en México.

‘xalculadora dentifica casio, 107 Integrated DNA Technologies &

€«

] Google %" Hotmai, Videos, Notic.

C i | © www.idtdna.com

is/Applic

ns/Primerguest ced.aspx

[) Catalogo Baker ) Traductor de Google I Sigma-Aldrich Home P... [ ) TOXICOLOGIA AMBIE.

@ Esta pagina esta en | inglés ~ | éQuieres tradudila? | Traducir | | No | | Nunca tradudir inglés

Primer Penalty Weight: [1.0

Probe Conditions

Min Optimum Max
EEN -, SN NN,

ProbeT,: [o ec s e [0 e
- T R

Probe Self Comp: | e Probe Self Comp End: [z
T o e E—
Probe Max Mishybrid: iz Probe Min Sequence Quality: [8
Probe Na® Concentration: |50 mM Probe DNA Concentration: [0.20  mM
Probe Mg** ions [0 mM prob ion: [0 mm
Objective Function Penalty Weights for Probes

Probe Ty,: LT: [fo | ProbeTy:GT: o |

Proba Size LT: [t ProbesizeGT: o |

Probe GC% LT: J[to  Probe Gcon GT: o |

Probe Self Comp: [02  Probe 3 Comp: o |

Probe y:[00 | Probe End Quality:[o0 |

Probe # of N's: | oo
Probe Terminal Position Specifications

Bases  5'End 3'End

A [Incude o] [indude =]
T [incuge =] [include =]
L Clear Al | | Resetosmuss |

B Yector NTI - [Cyplal

[# Fle Edt View PrimerDesion Anslyses Cloning  Gel

[® AquaTIC - Dialnet:

al

RS

‘Opciones

(] Otros marcadores

Andysis Ust Widon  Aign  Assemble Tools  Help -8 x
28BS SRS RS Q% aE Q0 e R xR REIHEY 628
EEE Bl | % By RS T | B I U [conernen "= JAa-ACH
itypta
(ZJGeneral Descript Foward, Reverse
0 [(1Standard Fields EX3 EX4 EX5 EX6
2} Comments
1] Annotations 3

4

(CIFeature Map

Cypla

1698 bp

1 ATTGTGAGTT TTCAGTGCAC GCTGAGAAGL
TRACACTCAR BAGTCACGTG CGACTCTTCT

TCTTCACTCC CCTTGTTCAC AATAACCTAC
AGAAGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG

CGCT
TR

GCCCTGGTCG
CGGEGACCAGC

101 TTGACAACGG CTCCGGTATG TGCAAAGCCG GTTTTGCTSG AGATGATGCC CCTCGTGCTG TTTTCCCOTC CATTGTTGGA CGACCCAGA
ABCTGTTGEC GAGGCCATAC ACGTTTCGGC CRLARCGACC TCTACTACGG GGAGCACGAC IARRGGGGAG GTARCARCCT GETGGGTCT
201  GATGGTTGGC ATGGGACAGA RAGACTCCTA TGTGGGAGAT GAGGCCCAGA GCRAGAGAGG TATCCTGACC CTCARATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG
CTACCAACCG TACCCTGTCT TTCTGAGGAT ACACCCTCTA CTCCGGGTCT CSTTCTCTCC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GGTAACTCGT GCCATARCAC
301 ACTRACTGGG ATGACATGGA GAAGATCTGG CATCACACCT TCTACARTGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GUTGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTASCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAR CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGSG
401 TGAATCCCAR AGCCAACAGA GAGLAGATGA CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CAAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGRCAT
501 CGCTTCTGST CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGST GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTG
GCGAAGACCA GCATGATGAC CATARCACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGARGGGGT ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGARGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGAAAGA GAAATTGTEC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC RCTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAA GGAGLAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGRACCG CTGCCTCCTC TTECTCCETG GAGRAGAGET ATGAGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG AAGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG
801 TGACGSTCAG GTCATCACCA TTGGCAATGA GCGTTTCCGT TGECCCGAGE CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG AATCTTGCGG TATCCATGAG
Ready 61 bp - 85 bp (25 bp) 86 bp (3

36
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zZ) Se selecciona la secuencia y se va al menu Edit/ Copy sequence y se copia la

2011, Afio del Turismo en México.

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

3 vector NTI- [Cypla]

View PrimerDesign fnalyses Cloning  GelAnalysis  List  Window  Algn  Assemble  Took  Help =
. =] =
@EOLE@O ISR XERBEIFILS 2R
MM | B[ | Courerten B el
CufSequence 61bp-85bp  Clrkk
Copy Sequence 61bp-85bp  CtiHC Roverse
EX4 EX5 EX6

Delete Sequence 61 bp-85bp Del

Cypla Properties .. >

Holecule Operations 3

e > -~

= Cypla

1698bp
Capy To »
«

select Al Cul+a

S Cupsg  [FERGA TCTTCAGTCC GETTGTTGAC AATAACCTAC GCCCTGGTCG

et seection Range.- " CTTCT AGARGTGAGG GGAACAAGTG TTATTGGATG COGGATTAGE
1 St Caret Fosition. AGCTG GTTTTGCTGG AGATGATGCC CCTCGTGCTS TTTTCCCCTC CATTGTTGGA CGACCCAGAC ATCAGGGAGT

B End sequence... TCGGS CARRACGACC TCTACTACGG GGAGCACGAC AAARGGGGAG GTAACAACCT GETGGGTCTS TAGTCCCTCA
2 TCCTL TGTGGGAGAT GAGGCCCAGE GCRAGAGAGG TATCCTGACC CTCALATACC CCATTGAGCA CGGTATTGTG
&) Caner. MGGLT ACACCCTCTA CTEEGGGTCT COTTCTCTEC ATAGGACTGG GAGTTTATGG GETAACTCGT GCCATAACAC

3 TCTGG CATCACACCT TCTACAATGA GCTCCGTGTT GCCCCTGAGG AGCACCCTGT GETGCTCACT GAGGCTECCC

TeRTT THCTETRCC T CTTETAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAL CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGS
401 TGRATCCCAA AGCCAACAGA GAGAAGATGA CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA

ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CAAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCAL TGCCATECTG

GCGAAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGRAGGGGT ACGGTAGGAC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGR TGAAGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGAAAGL GRAKTTGTCC

GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGTG COGGCTTTCT CTTTAACAGG
701  GTGACATCAR GGAGAAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCETCCCTG GAGRAGAGCT ATGAGETGCC

CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG RAGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG
801 TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCAATGA GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCL GCCTTCCTTC CTGGGTATGGE LATCTTGCGG TATCCATGAG

Copy the selection to the Cliphoard 61 bp - 85 bp (25 bp) 86 bp (3)

aa) Posteriormente, en el menu List, seleccionar la opcién Oligo list y seleccionar el icono

Add para agregar la secuencia anterior.

I Vector NTI - [Cypla]

[4 Fle Edt  view

Primer Design

2B ) G B & 6T B R @

analyses  Cloning Gl Analysis assemble Tooks

RAERO C 8

Ust  Window  Align Help

o ZEEBE

£

Zicypla

[ standard Fields
2 comments
0[] Annotations

[ IFeature Map

BRl- el dh | % Bay oS 9| B T U couernew =13
[ General Descript Foward Reverse
X1 EX2 EX3 EX4 EX5 EX6

i

s

3 Add 62 Load [ save | & Edit 3

Remove | [Z4 Anabze 4 Duplexes | § order

Fragments Dligos

Gel Samples | Muliples PCR | Alignment PCF: |

TGATTGACCC

TACTGTACCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGA AGATGTTACT CGAGGCACAA CGGGGACTCC TCGTGGGACA

CGCT GOCCTGGTCG

GCGL CGGGACCAGT
ACCCAGAC ATCAGGGAGT
TGGGTCTG TAGTCCCTCA
ATTGAGCL
TLACTCGT
TGCTCACT
CGACGAGTGA

CGGTATIGTG
GCCATLACAC
GAGGCTCCCC
CTCCGAGGGE

TGLATCCCAL
ACTTAGGGTT

AGCCRACAGL
TCGGTTGTCT

GLGLAGATGL
CTCTTCTACT

CACAGATCAT
GTGTCTAGTL

GTTCGAGACC
CLAGCTCTGG

TTCLACACCC
AAGTTETGGG

CTGCCATGTA
GACGGTACAT

TGTGGCCATC
ACACCGGTAG

CAGGCTGTGC
GTCCGACACG

TCTCTCTGTAL
AGAGAGACAT

CGCTTCTGET
GCGLAGACCL

CGTACTACTG
GCATGLTGAC

GTATTGTGAT
CATLACACTAL

GGACTCTGGT
CCTGAGACCLH

GATGGTGTGA
CTACCACACT

CCCACACCGT
GGGTGTGGCL

GCCCATCTAT
CGGGTAGATA

GAGGGTTACG
CTCCCLATGC

CTCTTCCCCA
GAGLAGGGGT

TGCCATCCTG
ACGGTLGGAC

COTCTGRATC
GCAGACCTAG

TGECTGETCE
ACCGACCAGE

TGACCTGACH
ACTGGACTGT

GACTACCTGA
CTGATGGACT

TGAAGATCCT
ACTTCTAGGA

GACCGAGCGT
CTGGCTCGCA

GGCTACAGCT
CCGATGTCGA

TCACCACCAC
AGTGGTGGTG

GOCCGARAGE
CCGGCTTTCT

GARATTGTCC
CTTTAACAGG

GTGACATCAL
CACTGTAGTT

GGAGALGCTG
CCTCTTCGAC

TGCTACGTGG
ACGATGCACE

CCCTGGACTT
GGOACCTGLL

TGAGCAGGLG
ACTEGTCETC

ATGGGLLCCG
TACCCTTGGC GACGGAGGAG

CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG

LAGGLGGGAC

GAGLAGAGCT
CTCTTCTCGA

ATGLGCTGCC
TACTCGACGE

TGACGGTCAG
Rready

GTCATCACCA TTGGCAATGA GOGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC

61 bp - 85 bp (25 bp)

CTGGGTATGG

AATCTTGCGG

TATCCATGAG
86 bp (3}
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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

3 Vector NTL- [Cypla]

(¥ Fle Edt Wew PrimerDesign Analyses

Cloning

GelAnalysis  List  Window  Align  Assemble  Tools

Help

ZREgnsbe fRaesanh@0 e BREIRT 6288

. m g
HEREN A al % B oW T B T U corerten o= SAFA-D
icypra
[ General Descript Foward Reverse
][] Standard Fields EX3 | e clign -
# comments
0] Annotations Genersl | Diigo | User Fields | Conments | Keywords
(C1Feature Map
== PROBE1_Cyp -
§ 73 add| g2 Load [ Save | 2] Edic
Tope: Diigo
Record 0
Status. Local {created of madiied by current user]
4 i
Driginaly Created by:  Diemo Liser e
CGCT GCCETEGTCS
Creation date: 01/10/2010 101352 am GCGA CGGRACCAGE
101 SACCCAGAC ATCAGGGAGT
"TGGGTCTG TAGTCCCTCA
20 oL oo Lser Abou.. ATTGAGCA CGGTATTGTG L
F I Gel Samples | Muli TLACTCGT GCCATAACAC r
eaments, Olges | Bel Samples | MRy o et Linknown
a0k TERCT ToTwCTGCTCACT GAGGCTCCCT
TGATTGACCC TRCTGTACCT CT GACA CGRCGAGTGL CTCCGAGGGS
401 TGAATCCCAA AGCCAACAGA Gh | Acentar | | Canceler — To—— CATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
LCTTAGGGTT TCGGTTGTCT CT GTRG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTS
GCGAAGACCA GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC
601  CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGAR TGRAGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCLC GGCCGRAAGL GRAATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTST CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATSTCGAE AGTGGTSGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGS
701 GTGRCATCAA GGAGRAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGRGCT ATGRGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGRC ACGATSCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGSC GACGGAGGAS AAGGAGGGAC CTCTTCTCSA TACTCGACSS
801 TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCARTSA GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCR GOCTTCCTTC CTGGGTATGG ARTCTTGCGG TATCCATGAS >

Ready

61 bp - 85 bp (25 bp)

86 bp (3)

dar click en aceptar.

3 vector NTI - [Cyplal

[# Fle Edt view PrimerDesign Analyses

Cloning

ZBERSRS TRERE0E 00 58

Geldnalysis  Ust  Window  align  Assemble  Taols

HAINSRE N

Help

M, oam

= . =
HEIRE SRl s S e R @ BT U Cowirew o 13
icypla
(1General Descript Foward Reverse
0 1Standard Fields | EX2 EX3 | e olian -
| comments B
[ (1 Annotations i General | Dligo [ User Fields | Comments | Keywords
CIFeature Map =y
1 Nucleotide Sequence:
Lisis, TaATACACAGCCAT GEAT GAGGALL 3
i i add g2 Load | save Edit
] AN B © DA
Oreler
A&
[] Reverse Complementary
‘4 [l
CGCT GCCCTGGTCG
GCGA CGGGACCAGS
10 Beca:i ACCCAGAC ATCRGGGAGT
TGGGTCTG TAGTCCCTCA
20 ATTGAGCA CGGTATTGTG
Fragments Qligos | Gel Samples | Mult TAACTCGT GCCATAACAC
30 TGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CT GACA COACGAGTGA CTCCGAGGGG
401 TGARTCCCRR AGCCRACAGH G Aceptar T Apiicar Ayuda CATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTL
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CT: ——  GGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT
501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGRCTCTGGT GATGGTGTGAR CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCA TGCCATCCTG
GCATGATGAC T. 'Th CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCL CGGGTAGATE CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGLC
601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGR TGARGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGLRAGA GRRATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCL CCGATGTCGE AGTGGTGGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGG
701 GTGACATCAL GGAGRAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGLG ATGGGALCCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGRAGRGCT ATGAGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAA ACTCGTCCTC TACCCTTGSC GACGGAGGAG AAGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG
801 TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCRATGR GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG RATCTTGCGG TATCCATGRG

Ready

61 bp - 85 bp (25 bp)

86 bp(3)
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ad) Se despliega la lista de oligos.

3 Vector NTI - [Cyplal

[#] Fle Edt vew PrimerDesign Analyses Cloning Gel Analysis Lst Window Allgn Assemble Tools Help

ZaEosRa ffa@kah®Q s o8 xRS R M AL
EE Rl sl % B R R T B I U coertes o )
Zicyp1a
(Z1General Descript Foward Reverse
01 Standard Fields EX3 EX4 EX5 EX6
2 comments
1) Annotations
(CIFeature Map > >
Lists x

{J Add ¢ Load

oce B

Oigos

CGCT GCCCTGGTCE
GCGL CGGGLCCAGE

10| ACCCAGAC ATCAGGGAGT
TGGGTCTG TAGTCCCTCA
20| ATTGAGCA CGGTATTGTG
Fragments (Qligos | Gel Samples | Muliples PCA | Alignment PCA TARCTCGT GCCATAACAC

30 TGCTCACT GA T

TGATTGACCC TACTGTAGCT CTTCTAGACC GTAGTGTGGE AGATGTTACT CGRGGCACAL CGGGGACTCC TCGTGGGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG

401  TGAATCCCAL RGCCAACAGA GAGMAGRTGL CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCALACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTL
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTRE CAAGCTETGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT

501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGA CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTC

CCCA TGCCATCCTG

GCGULGACCL GCATGATGAC CATALCACTL CCTGAGACCE CTACCACACT GGGTGTGGCL CGGGTAGATA CTCCCALTGS GAGLAGGGGT ACGGTAGGAS

601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACA GACTACCTGA TGAAGATCCT GACCGAGCST GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGAAAGE GAAATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGAE CTGGCTCGCAL CCGATGTCGA AGTGSTGGTS CCGGCTTTCT CTTTAACAGS

CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAR ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG AAGGAGGGAC CTCTTC

701  GTGACATCAL GGAGAAGETG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTECTC TTCCTCCCTS GAGRAGLGCT ATGAGETGCS

TCGA TACTCGRCGGE

Ready 61 bp - 85 bp (25 bp)

801 TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCARTGL GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG AATCTTGCGG TATCCATGAG

86 bp (3)

ae) Seleccionar Oligo Analysis/Analyze y proceder a analizar la secuencia.

3 vector MTI - [Cypia]

[#] Ble Ede iew PrimerDesign Analyses Cloning Gelanalysis List Window sign  Assemble Tools  Help

BlEASIBRSTERIQRamR R0 58

A ENENEN SIS

x

¥ ATC M AT -
EEEE-A- a6 e 88T 2 B ] U e BlIE A A -
Zicypla
(] General Descript Foward Reverse
0 (] Standard Fields { EX3 \ EX4 ] EX5 EX6
# Comments L} | !
1] Annotations Oligo Analysis I
(reature Map Oligonucleotide: ~ PROBE1_Cyp Length: 25
Lists. . x
DNAC) BMA [ Complementary Analyze Sawe Results Close
i Add ¢ Load |9 save | G Edit Parameters Results
Paiindromes.
Oligos dG Temperature () 25.0 Mal Wit
PROBE1_Cyp(DNA): TAATACACAGCCATG|
-CypiDNA) Probe Conc.(pMol] | 250.0 LA
Salt Conc.(mholl 0.0 Them. T
e
% Foimanide 0o #GC Tm
CGCT GCCCTGETCG
FEndLengh (bp) 7 & G GCGA COGGACCAGE
o) Palindiomes (bp) 6 FEndds ACCCAGAC ATCAGGGAGT
Nucl Repsats [bp) 4 H TGGGTCTG TAGTCCCTCA
20| 3 ATTGAGCA CGGTATTGTG
Fragments Diigos | Gel Samples | Mulip| | Stem Length (bp) 3 TAACTCGT GCCATAMCAC
30 Di & Hai " TGCTCACT GAGGCTCCCC
TGATTGACCC TACTGTACCT CT Mt GGACA CGACGAGTGA CTCCGAGGGG

201 TGLATCCCAL AGCCRACAGL GAGAAGATGH CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCAACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT TCGETTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTE CAAGCTCTSG RAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT

501  CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGL CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCCCH TGCCATCCTG
GCATGATGAC CAT. Th CCTGAGACCA CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGETAGATA CTCCCAATGC GAGAAGGGGT ACGGTAGGAC

601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACE GACTACCTGE TGAAGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGLAAGE GARATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGA CTGGCTCGCA CCGATGTCGA AGTGGTGGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGG

701  GTGACATCAL GGAGRAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGRAGAGCT ATGAGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAL ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG AAGGAGGGAC CTCTTCTCGAE TACTCGACGG

Ready

801 TGACGGTCAG GTCATCACCL TTGGCAATGA GCGTTTCCGT TGCCCCGAGG CTCTCTTECA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG AATCTTGEGG TATCCATGAG

61 bip - 35 bp (25 bp)

86 bp (3)
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af) Se despliega el % GCyla Tm.

3 vector NTI - [Cypla]

[ Bl Ede vew PrmerDesn Graysss Comng  GelAndhss L Window Algn  Assemble Took Help -8 x
2BERE8 RS TESQEEERY SR EEE M

HEEE-E s A8 e Rs T B T U coere I

ZiCypla
(] General Descript Foward Reverse
1 ) standard Fields EX3 \ Exd ] EX5 EX6
[# comments | |
[ ] Annotations 0Oligo Analysic 4
DFeature Map Oligorucleotide:  PROBE1_Cyp Length: 25
Lists X
©) DMA( ) BN&  [] Complementary Lralyze Bave Results Close
i 0 Add ¢ Load IS Save | G Edt | Paameters Results
Palindiomes: 1 total
Oligos dG Temperstue () 25.0 MolWt 77841 | (oo
PROBE!_Cyp(DNA): TAATACACAGCCATG, CLATGE at 11
Probe Conc.lpol]  250.0 %BC 40.0
Sall Conc(mhal] 0.0 Them. Tm [§56.5
‘ i
% Famamide 00 ZG6CTm 43
CGCT GCCCTGRTCG
FErdLenathbel 7 o g | Fepeds Dt E;;CGA CGOGACTAGT
10 Palindiomes (bp) & FEnddG 137 ACCCAGAC ATCAGGGAGT
TGGGTCTE TAGTCCCTCA
Mudl. Repeats (bp] 4 dH 1836
20 ATTGAGCA CGGTATTGTG L
Fragmerts Digos | B Sanpkes| Muigl | StemLengthbp) 3 ds 4760 TAACTCGT GCCATAACAC 3
30 e TGCTCACT GAGGCT
TGATTGACCC TACTGTACCT CT| UEteyan P el GGACA CGACGAGTGE CTCCGAGGGG

401 TGAATCCCAR AGCCAACAGA GAGAAGATGR CACAGATCAT GTTCGAGACC TTCRACACCC CTGCCATGTA TGTGGCCATC CAGGCTGTGC TCTCTCTGTA
ACTTAGGGTT TCGGTTGTCT CTCTTCTACT GTGTCTAGTA CAAGCTCTGG AAGTTGTGGG GACGGTACAT ACACCGGTAG GTCCGACACG AGAGAGACAT

501 CGCTTCTGGT CGTACTACTG GTATTGTGAT GGACTCTGGT GATGGTGTGL CCCACACCGT GCCCATCTAT GAGGGTTACG CTCTTCCECA TGCCATECTG
GCGRAGACCAE GCATGATGAC CATAACACTA CCTGAGACCAL CTACCACACT GGGTGTGGCA CGGGTAGATL CTCCCAATGC GAGLAGGGGT ACGGTAGGLC

601 CGTCTGGATC TGGCTGGTCG TGACCTGACL GACTACCTGA TGAAGATCCT GACCGAGCGT GGCTACAGCT TCACCACCAC GGCCGRLAGE GRLATTGTCC
GCAGACCTAG ACCGACCAGC ACTGGACTGT CTGATGGACT ACTTCTAGGE CTGGCTCGCA CCEATGTCGR AGTGGTGGTG CCGGCTTTCT CTTTAACAGG

01 GTGACATCAR GGAGAAGCTG TGCTACGTGG CCCTGGACTT TGAGCAGGAG ATGGGAACCG CTGCCTCCTC TTCCTCCCTG GAGAAGAGCT ATGAGCTGCC
CACTGTAGTT CCTCTTCGAC ACGATGCACC GGGACCTGAL ACTCGTCCTC TACCCTTGGC GACGGAGGAG AAGGAGGGAC CTCTTCTCGA TACTCGACGG

901  TGACGGTCAG GTCATCACCA TTGGCAATGAL GCGTTTCCGT TGCCCCGAGGE CTCTCTTCCA GCCTTCCTTC CTGGGTATGG AATCTTGCGG TATCCATGAG )
Resdy 1 b - 55 bp (25 bp) ] 55b (3)

ag) Sila Tmy el %GC corresponden a las condiciones éptimas en idt, continuar con el
analisis. Regresar a idt y pegar la secuencia de la sonda en la ventana de Probe, y
calcular.

1
Basic | Standard | Advanced Display All Values | About | Quick Start Guide

Show All | Sequence Details | Primer Conditions | Primer Product Details | Probe Details

Caleulate
Advanced Sequence Design
Number of Primer Sets to Retur: 5 (Limit 50 Primer Sets)

Use Mispriming Library: none -

Forward Primer Sequence Input: I

Probe Sequence Input: |TAATACACAGCCATGGEATGAGEAAA

Reverse Primer Sequence Input:

[

Targets: (start,length) I
Excluded Regions: (startlength) |
[

I

Included Regions: (startlength)

Start Codon Position:

Mixed Bases | Force Primer Pick | Show Detailed Info ¥
Sequence Quality: (PHRED Scores)

i

Min Sequence Quality: o Min End Sequence Quality: [0

;[0 Sequence Quality Range Max: [100

Sequence Quality Range Mi

Primer Conditions

Min Optimum Max
Primer Size: 1e at 2= at 30 nt
Primer Ty 55 oc [ec ¢ [es e

Primer GCO: 35 % S50 % 65 %

Max Ty,: Differenca: |5 °C  Max #of N's:
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Nota: En la pestafia Basic, poner el nombre del gen que se esta analizando y la
secuencia completa del gen en el recuadro

Sign In | My Account 0 Items $0.00 . I—|
S United States :

INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES B

Chat Now >

Home -| Products  ~| Order - Support  ~ Services ~ ScTlools  ~| |3sarch m

B0 16
IDT 1 SciTools
-PrimerQuest™
Basic | Standard | Advanced Display All Values | About | Quick Start Guide

Caleulate

Sequence Information
Name: Cypiz
NCBI ID# Get Sequence

Genbank or Accession
(RefSeq) ID

\TGCTAACATGGTCTCCAATGGCAG GTTGTTGCATAGCATA ATGATGTTGGCA
Sequence length must be greater than the current minimum product size of 80 bases.

PrimerQuest accepts only nucleic acid bases.

Design For: Use Parameter Sat:
' PR Primers with Probe  Real-Time PCR
" PCR Primers " PCR Primers

" Forward Sequencing Primer
=

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

\-/ m = United States m
NTEGRATED DNA TECHNOLOGIES ‘ .

———

IDT 1 sci ools
A I(Primer uest™

| Standard | Advanced Display All Values | About | Quick Start Guide

Please wait

N ] vp 1l
ame Cypla The task is being executed. Please
wait until it is completed.

NCBI ID#

G
Sequence length must be greater than the current minimum product size of 80 bases.

PrimerQuest accepts only nucleic acid bases.

Design For: Use Parameter Set:
 PCR Primers with Probe  Real-Time PCR
" PCR Primers " PCR Primers

£
Eerando mewicom. =

41
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ah) El no encontrarlo posiblemente se deba que el oligo especificado no esté dentro de

la secuencia.

IEI @18 4
IDT T SciTools
,&Primer@uestﬂm

Basic | Standard | Advanced | Invalid Entry Display All values | About | Quick Start Guide
Calculate

PrimerQuest Retumned the Following Messages:
Primer Condition: Specified internal oligo not in sequence

Sequence Name: Cypla

Variable Dascription: Default Value: Your Current Values:

Forward Primer Sequence Input
Probe Sequence Input TAATACACAGCCATGGA

Reverse Primer Sequence Input

Optimum Primer Size 24 24
Optimum Primer Tm 60 60
Optimum Primer GC%. 50 50
Product Size Ranges 80-200 80-200
Optimum Probe Size 25 25
Optimum Probe Tm 65 65
Optimum Probe GC% 50 50
Primer min size 18 18
Primer max size 30 30
Frimer min Tm 55 55
Primer max Tm 65 65
Primer min GC% 35 35
Primer max GC% 65 65
Primer max Tm Difference 5 5
Primer max # of N's 0 0
Primer Max Self Comp 8 8
Primer Max 3 Self Comp 5 T =

ai) Secuencias de los oligos para el analisis de la expresion genética.

Las secuencias de los oligos que se seleccionaron son las siguientes
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>B_actina_F
ATTGGCAATGAGCGTTTCCGTTGC
>B_actina_R
TCCAGACAGCACTGTGTTGGCATA
>B_actina_Sonda
CCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCTTGC

>cypla F
TGCAAGTGTCCGATGAGAAGATCG
>cypla R
TCCAATTCTCTTTGCAGTCGCTCC
>cypla_sonda
ACCTATTCGGAGCCGGTTTCGACACTATCA

>fzrl F
TACTGCGGCAGATCAACGTCCAAA
>fzrl R
TTGCTTGGCGATGACAATGGTGAC
>fzrl _sonda
TGACAACACCAGCCCTATGAAAGCA

>hsp70_F
AGAGTGTTGGGACAGTGATTGGGA
>hsp70_R
AGTGATGCGGTTTCCCTGGTCATT
>hsp70_sonda
ACCTTGGGACCACATACTCCTGTGTT

>ahr2_F
ATGGACAAACAGCTTCCAGTCTGGA
>ahr2_Sonda
CTGTTGTTGCAGGCACTCAATGGCT

2011, Aio del Turismo en México.
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>ahr2_R

ATACGTAACCTTCAGCCGTGACCA
>mafgl_F
GGAGAGCAGCATTCGTGGTATGACTA
>mafgl R
ACAGACATGGACACCAGCTCATCATCT
>mafgl_Sonda
AAAGCACTGAAGGTGAAGCGAGAGC

>nfe2l2_F
GGCGTTTACCCAGAATCCTTTGCT
>nfe2l2_Sonda
CCAGAGTTGCAGCAGTGCCTCAACA
>nfe2l2_R
GGTTGGTGCTTCTGTGGAAGGTTT

>hmox1_F
CAGAGCATTCGAGTTCAACATTGATGTGTT
>hmox1_Sonda
AGCTTCCTCTGTGATGCTCAGCATTT
>hmox1l R
TGCTGCTTCATTTCCTTTATCACTTG

>vtgl-F
ATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCTTG
>vtgl-R
TGTCGTGGCACTGATGAGAACCTT
>vtgl-sonda
GTAGCCCTCGTGGCATGTCAACAATTC

>gapdh_F
AGTCCGTCTTGAGAAACCTGCCAA
>gapdh_R



soee

$iE5

M7A

GCGTCAAAGATGGATGAACGGCAA
>gapdh_sonda
GATGAGATCAAGAAAGTCGTCAAGGCTGC
>mt2_F
CAAGCTCTTTGTGGATACTCTCTGG
>mt2_Sonda
AGTCTTGGCACATTCGCAGGGGTCCA
>mt2_R
AACCAGATGGGCAGCAAGAACAAC

>efla F
TCTACAAATGCGGTGGAATCGAC
>efla R
TTTGTCCAACACCCAGGCGTACTT
>efla_sonda
AGGAAGCCGCTGAGATGGGCA

2011, Aio del Turismo en México.
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VI.3 Analisis 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 bioinformaticos de Vector NTI/IDT (Tabla 2).

B_actin | B _actina | B_actina_S | cypla | cypla | cypla so | fzrl | fzrl_| fzrl_so
aF R onda _F R nda _F R nda

B_actina_F

B _actina R 0/0

B_actina_S 0/0 0/0

onda

cypla F 0/0 0/0 0/0

cypla_R 0/0 0/0 0/0 0/0

cypla_sond 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

a

fzrl_F 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

fzrl R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

fzrl_sonda 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
ahr2 | ahr2_So | ahr2_ | hmox1l | hmoxl _So | hmoxl | hsp70 | hsp70_So | hsp70
_F nda R _F nda R _F nda R

ahr2 F | --—---

ahr2_Sond | 0/0 |  -----

a

ahr2_R 0/0 0/0 | -—-

hmoxI F | 0/0 0/0 0/0 | -

hmox1_So | 0/0 0/0 0/0 | 0/0 | -

nda

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 | 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 o/0 | -

da

hsp70_R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 | -
mafgl | mafgl | mafgl _So | nfe212 | nfe212 | nfe212_So | gapdh | gapdh | gapdh_So
_F R nda _F R nda _F R nda

mafgl_F

mafgl R 0/0

mafgl_So 0/0 0/0

nda

nfe212 F 0/0 0/0 0/0

nfe212 R 0/0 0/0 0/0 0/0

nfe212_So 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

nda

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 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

nda
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mt2_ | mt2_ | mt2_Sond |vtgl |vtgl | vtgl Sond | efla_ | efla_ | efla_Sond
F R a F R a F R a
mt2_F
mt2_R 0/0
mt2_Sond 0/0 0/0
a
vigl F 0/0 0/0 0/0
vigl R 0/0 0/0 0/0 0/0
vtgl Sond 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
a
efla_F 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
efla R 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
efla_Sond 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
a
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Interacciones compatibles

PRIMER TRIO:
B-actina (control) (ENSDARTO00000054987) (FAM)
cypla (ENSDART00000038200)
NEDTM/TAMRATM/Cy3
fzrl (ENSDART00000015891) CY5
SEGUNDO TRIO:
ahr2 (ENSDART00000105762) (FAM)
hmox1 (ENSDART00000030890)
NEDTM/TAMRATM/Cy3
hsp70 (ENSDART00000010079) CY5
TERCER TRIO:
mafgl (ENSDART00000022410) (FAM)
nfe2l2 (ENSDART00000062854)
NEDTM/TAMRATM/Cy3
gapdh (control) (ENSDART00000063800) CY5
CUARTO TRIO
vtgl (ENSDART00000078276) (FAM)
mt2 (ENSDART00000061007)
NEDTM/TAMRATM/Cy3
efla (control) (ENSDART00000023156) CY5

Los parametros para este disefio fueron los siguientes:
Longitud equivalente a 30 nt

Cantidad de GC > 50%

Temperatura de alineamiento > 60 °C

Alta compatibilidad

NOTA: El disefio de los oligos se realizé Unicamente en regiones exén-exon, evitando aquellas
secuencias entre las uniones exon-intrén, con la finalidad de evitar una probable amplificacion
inespecifica de ADN genoémico.

En la Tabla 3 se muestra la longitud, la Tm y el % de GC disefiaron primers y sondas
especificos marcados con FAM, TAMRA y Quasar para cada gen.
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Tabla 3. Analisis de Tmy % de GC de sondas y oligos

Gen Primer Secuencia Longitud Tm % GC
V/IDT V/IDT
. F ATTGGCAATGAGCGTTTCCGTTGC 24 64. | 61. 1 50 | 50
B-actina 6 1
(gen | R TCCAGACAGCACTGTGTTGGCATA 24 59. | 60. ] 50 1 50
endogeno 2 5
) S CCTTCCTTCCTGGGTATGGAATCTTGE | 27 | 03| 69 | 5L | 5%
F TGCAAGTGTCCGATGAGAAGATCG 24 Gf' 598' 50 | 50
cypla | R TCCAATTCTCTTTGCAGTCGCTCC 24 Gg' 53' 50 | 50
S ACCTATTCGGAGCCGGTTTCGACACTA | 30 67. | 63. | 50 | 50
TCA 4 | 6
F TACTGCGGCAGATCAACGTCCAAA 24 63?' 63' 50 | 50
fzn | R TTGCTTGGCGATGACAATGGTGAC 24 65' 63?' 50 | 50
S TGACAACACCAGCCCTATGAAAGCA 25 Gj 62' 48 | 48
F ATGGACAAACAGCTTCCAGTCTGGA 24 5;" 63' 48 | 48
ahrz | R ATACGTAACCTTCAGCCGTGACCA 24 568' 60 | 50 | 50
S CTGTTGTTGCAGGCACTCAATGGCT 25 Gf' 622' 52 | 52
F CAGAGCATTCGAGTTCAACATTGATGT 30 63. | 59. | 40 | 40
GTT 2 | 4
hmox1 | R TGCTGCTTCATTTCCTTTATCACTTG 26 56 5; : 358' 33
S AGCTTCCTCTGTGATGCTCAGCATTT 26 eg. Gg' 45' 45'
F AGAGTGTTGGGACAGTGATTGGGA 24 5;3' 60 | 50 | 50
hsp70 | R AGTGATGCGGTTTCCCTGGTCATT 24 Gé' 68' 50 | 50
S ACCTTGGGACCACATACTCCTGTGTT 26 53' 65' 50 | 50
F GGAGAGCAGCATTCGTGGTATGACTA 26 60 53' 50 | 50
mafgl | R ACAGACATGGACACCAGCTCATCATCT | 27 68' 6§' 4f' 4?'
S AAAGCACTGAAGGTGAAGCGAGAGC 25 611' 6:' 52 | 52
F GGCGTTTACCCAGAATCCTTTGCT 24 60. 1 59. 1 50 | 50
nfe2l2 5 8
R GGTTGGTGCTTCTGTGGAAGGTTT 24 59. | 59. | 50 | 50
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CCAGAGTTGCAGCAGTGCCTCAACA 25 | 64 | 63 | 56 | 56
AGTCCGTCTTGAGAAACCTGCCAA SR I ol B e
g?g%ih GCGTCAAAGATGGATGAACGGCAA 24031080 50 ) %0
Fracgend) CACGGAGCACCAGGTTGTGTCCACT S I A B B
ATGAGAGCTGTTGTGCTTGCCTTG S S R B
vigl TGTCGTGGCACTGATGAGAACCTT S ol I
GTAGCCCTCGTGGCATGTCAACAATTC | 27 | O | O | 5L ) 50
CAAGCTCTTTGTGGATACTCTCTGG A O A B B
mt2 AACCAGATGGGCAGCAAGAACAAC G S o I
AGTCTTGGCACATTCGCAGGGGTCC 25| 08| O] 00 ) 60
TCTACAAATGCGGTGGAATCGAC G I IO IO e
((agf,iﬁ TTTGTCCAACACCCAGGCGTACTT A S
Fnacgend) AGGAAGCCGCTGAGATGGGCA S I B B e
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V1.4 ESQUEMAS DE LOS GENES CONTROL Y DE ESTUDIO.
Beta actina Sonda
Beta actina F Beta actina R

\> 4 \> /> / 4
.

B actinl ENSDART00000054987

1700 bp

Esquema 1. Gen enddgeno B-actinal.

F1 E2 s coplap oyplaSonda gy E5 E6 -
s« cyplaR
cypla ENSDARG00000026039 ENSDART00000038200
2607 bp

Esquema 2. Gen blanco cypla.

fzrl Sonda
fzZrl F

fzrl ENSDART00000015891
2070 bp

Esquema 3. Gen blanco fzrl.
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Forward Sonda
Reverse Ex6 pgx7
Ex 1 EX8  Ex9 Ex 10 Ex 11
= Ex5
Ex2 Ex3 Ex4
ahr2 ENSDARG00000021833 ENSDART00000105762
7057 bp
Esquema 4. Gen blanco ahr2.
hmox1 F
6
hmox1 sonda
1 2 3\ 4 5 hmox1 R /7
hmox1 ENSDART00000030890
1229 bp
Esquema 5. Gen blanco hmox1.
E3
hsp70 R
hsp70 sonda
hsp70 F
E1 E2 E6 E7 E8 E9

N

P m)

ENSDARTO0000010079
2342 bp
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Esquema 6. Gen blanco hsp70.
mafgl Sonda

1
mafgl F afgl R 2

4

<

MAFG1 ENSDART00000022410
543 bp

Esquema 7. Gen blanco mafgl.

nef2l2 R
nfe2ll sonda
nef212 F
Ex1l Ex2 Ex3Ex4 Ex 5

nfe2l2
2197 bp
Esquema 8. Gen blanco nfe2l2.
E9
Forward
E10
Sonda

Reverse
E1E2 E3 E E6 E7 E8 E11

Ex12

gg>>> />

>

<

GAPDH ENSDARGO00000043457-ENSDART00000063800

1302 bp

Esquema 9. Gen enddgeno gapdh.
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e2
sonda
el Reverse
forwa e3 e4d e5 eb6 e7 e8 e9 E10

\ NN

B> p ) mmm) 4

vtgl ENSDART00000078276
1199 bp

Esquema 10. Gen blanco vtg1l.

mt2 sonda
mt2 F
El E2 mt2R E3

| \L> >J_ )

mt2>ENSDARG00000041623-ENSDART00000061007@5
551 bp

Esquema 11. Gen blanco mt2.

E7
efla F
efla sonda

efla R
E4 ES5 E6 ES8

g>> >>I> >l/>

efla-ENSDARGO00000020850 ENSDART00000023156@4
1734 bp

Esquema 12. Gen enddgeno efla.
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VI.5 La homologia.

Dentro de la homologia de secuencia se distinguen dos tipos de homologia: la ortologia y la
paralogia. Se denomina genes ortlogos a los que son semejantes por pertenecer a dos
especies que tienen un antepasado comun. Ademas existen genes paralogos, que son aquellos
gque se encuentran en el mismo organismo, y cuya semejanza revela que uno procede de la
duplicacion del otro. La ortologia requiere que se haya producido especiacion, mientras que
ésta no es necesaria en el caso de la paralogia, que puede producirse sélo en los individuos de

una misma especie.
VI.5.1 Analisis para evaluar las interacciones de ortlogos y paralogos.
a) Abrir la pagina electrénica http://www.ensembl.org

En el menu desplegable en el area de busqueda seleccionar Zebrafish, escribir el gen de

interés en el campo siguiente de busqueda y dar click en el boton Go.

€ 2 C A © wwwensembl.org/indexhim Ak 8

New to Ensembl?
Did you know you can:

€2 Learn how to use Ensembl
with our video tutorials and walk-throughs

Browse a Genome
2 Add custom tracks
The Ensembl project produces genome databases for vertebrates and other eukaryotic species. using our new Control Panel
and makes this information freely available anline
2, Upload and analyse your data

and save it to your Ensembl account

I,

Click on a link below to go to the species’ home page

Popular (Log in to customize this list)

=@ Human
| M q GRCh37
) 2 Eetch only the data you want
Mouse from our public database, using the Perl API
NCBINaT

2 Search for a DNA or protein sequence
using BLAST or BLAT

£? Download our databases via FTP
in FASTA, MySQL and other formats

%9 Zebrafish
7 ) #2 Mine Ensembl with BioMart

and export sequences or tables in text, html, or Excel frmat

All genomes

- Select a species - E|

View full list of all Ensembl species

Other species are available in Ensembl Pre/ and EnsemblGenomas

Ensembl is a joint project between EMBL - EBI and the
Wellcome Trust Sanger Institute to develop a software
system which produces and maintains automatic

EMBL-EBI

Still got questions? Try our EAQs or glossary

What's New in Release 60 (8 November 2010)

@ New species - Giant Panda (Giant panda)
#® New zebrafish assembly (Zebrafish)

@ New rabbit assembly (Rabbit)

@ New Gene Ontology displays (all species)

® New navigation options on Region in Detail (all species)
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b) En el area de resumen de resultados seleccionar el gen deseado.

« cCf 0 www.ensembl.org/Danio_rerio/Lucene/Results?species=Danio_rerio;id:

er | BLAST/BLAT | BioMart | T | Help | Documentation | Mi

Zebrafish (Zv3) ¥
Search Ensembl
 New Search

* Confi page
o 1 o
1

Results Summary

By Feature type By Species
1

P Dania rerio

& Manage your data » Gene 1
Ensembl release 60 - Nov 2010 @ WTSI / EBI
+ Bookmark this page
Permanent link - View in archive site

About Ensembl | Contact Us | Help

c) Seleccionar el gen de interés.

L C N © www.ensembl.org/Danio_rerio/Lucene/Details?species=Danio_rerio;idx=Gene;end=1g=vigl

oads | Help | Documentation | Mi

er | BLAST/BLAT | BioMart | T

Zebrafish (Zv) ¥
Search Ensembl
 New Search

s
1 Gene matches your query
Ll e vtg1 [ Ensembl gene: ENSDARGON000078428 |
ion hypothetical pratein LOCB78536 [Saurce RefSeq peptide:AccNP_001038759] [Type- protein coding Ensembl gene];

Location  22:25203632-25330515:-1
# Bookmark this page Source: 60 Feature type: Gena: Species: Danio rerio;

Result in Detail

Ensembl release 60 - Nov 2010 @ WTSI/EBI About Ensembl | Contact Us | Help

Parmanent link - View in archive site

d) En el menu de la izquierda seleccionar Paralogues.

Ad
*§ corsa problemas luz defr.. */ B]) Ensembl genome browse... X B} www.ensembl.org/biom... \GE

"1 Grmail - Recibidos (4] - fa.. = | [E] Facebaok
€« C @ www.ensembl.org/Danio_rerio/Gene/Summary?g=ENSDARGO0000078429;r=22:25203632-25330515

| Help | Documentation | Mirrors

er | BLAST/BLAT | BioMart |

Login | R

Zebrafish (Zv9) v  Location: 22:25.203,632-25,330,515 e ERNG]
Gene-based displays Gene: vtg1 (ENSDARG00000078429)
[ Gene summary

| Splce varonts t10) hypothetical protein LOCG78536 [Source:RefSeq peptide;Acc-NP_001038759]

[~ Supporting evidence Chromosome 22- 25 203 632-25 330,515 reverse strand.
[~ Sequence Transcripts 2 There are 10 transcripts in this gene

[~ External references
[~ Regulation
- Genomic (12}

Location

n

& Gene Tree (image) Transeript ID
Gene Tree (text) ENSDART00000050238
_ Gene Tree (alignment) ENSDARTO0000061223
P ralogues (] ENSDART00000078276
: _tf] ENSDART0D000113662
" Genetic Variation ENSDART00000105237
Variation Table
Variation Image ENSDART00000109411
Extemal Data ENSDART00000078225
" Personal annotation ENSDART00000129486 |
D History —————
= Gene Nistory ENSDART00000114647
ENSDART00000078216

i Transcript and Gene level displays E
I Manage your data

In Ensembl a gene is made up of one or more transcripts. We provide displays at two levels:
@ Transcript views which provide information specific to an individual transcript such as the cDNA and CDS sequences and protein domain annotation.

# Gene views which provide displays for data assaciated at the gene level such as ortholagues, paralogues, regulatary regions and splice variants.

This view is a gene level view. To access the transcript level displays select a Transcript |D in the table above and then navigate to the information you want using the menu

at the left hand side of the page. To retur to viewing gene level information click on the Gene tab in the menu bar at the top of the page.
Splice variants »

Gene summary help

Name gt (ZFIN)

Synonyms siidkey-4c23 1, vg7, wu 6205 [To view sil Ensemsl genes linkes to the name ook nese |
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e) En la parte inferior se despliega un cuadro con los diferentes paralogos que existen, copiar

los identificadores en bloc de notas, quedandose con sélo el identificador.

€« C A | © wwwensembl.org/Danio_rerio/Gene/Compara_Paralog?g=ENSDARGO0000078429;r=22:25203632-25330515 A
o vy Croonm A
Gene Tree (alignment) ENSDARTO0000061223
Orthologues (29)
) ENSDART00000076276
Protein families (1} ENSDART00000113682
7 Genetic Vaniation ENSDARTO0000105237
Variation Table
Variation Image ENSDART00000109411
= Exteral Data ENSDART00000078225
| = Personal annotation ENSDART00000129486
&5 1D History
* Gene history ENSDART00000114647
ENSDART00000078216 ||
C pa
(@ Transcript and Gene level displays x|

B Man: ur data In Ensembl a gene is made up of one or more transcripts. We provide displays at two levels:
® Transcript views which provide information specific to an individual transcript such as the cDNA and CDS sequences and protein domain anntation.

® Gene views which provide displays for data associated at the gene level such as orthalogues, paralogues, raqulatory regions and splics variants

# Bookmark this pag
This view is a gene level view. To access the transcript level displays select a Transcript ID i the table above and then navigate to the information you want using the menu
cs

at the left hand side of the page. To retum to viewing gene level information click on the Gene tabin the menu bar at the top of the page

« Orthologues Paralogues help Protein families »

The following gene(s} have been identified s putative paralogues (uithin species)

Show/hide columns

Taxonomy S N Location Target Query  External ref.
Level id %id

m

Danio rerio Paralogue (within ENSDARG( 22:25342161-25353294-1 66 79 g2
species) Multilocation vi No desaription

Paralogue (within 22:25283871-25290536:-1 90 23 vtgb
species) Multi-locstion view No desaription

B
Paralogue (within 11:7505778-7526742--1 g3
species) No desaiption

Ensembl release 60 - About Ensembl | Contact Us | Help 7]

f) Ademas de los paralogos, es necesario copiar al bloc de notas el identificador del gen de
interés, el cual se encuentra en la parte superior de la pagina de Ensembl.

€« C | @ www.ensembl.org/Danio_rerio/Gene/Compara_Paralog?g=ENSDARGO00000Z2428 22003632-25330515 o9 X

Login | Register | BLAST/BLAT | BioMart | T | Downloads | =lp | Documentation | Mirrors

Zebrafish (2v9) v

Gene-based displays Gene: vtg1 (ENSDARG00000078429)
e - )

L S;Tfjv“a’[”‘a":jgf(m) Description hypothetical protein LOCG78536 [Source:RefSeq peptide:Acc:NP_001038759]

- Supporting evidence Location c 2: 76 203 63276 330,616 reverse strand.

[ Sequence Transcripts ©  There are 10 transcripts in this gene

[~ External references

- Regulation
|- Genomic (12)

E- Gene Tree (image) Transcript ID
Gene Tree (text) ENSDART00000050238 E
Gene Tree (alignment)
Orthalogues (39} ENSDART00000061223
Paralogues (3) ENSDART00000076276
Protein families (1) ENSDART00000113682
& GEG::“;“E’I:”TZ‘QS ENSDART00000105237
Variation Image ENSDART00000109411
B External Data ENSDART00000078225
L Personal annotation ENSDART00000129486
- ID History ————————
= Gene history ENSDART(0000114647
ENSDART00000076216
(@ Transcript and Gene level displays (=

In Ensembl a gene is made up of ane or mare transcripts. We provide displays at two levels- e

@ Transcript views which provide information specific to an individual transcript such as the cDMA and CDS sequences and protein domain annotation.
® Gene views which provide displays for data associated at the gene level such as orthologues, paralogues, regulatory regions and splice variants.

This view is a gene level view. To access the transcript level displays select a Transcript ID in the table above and then navigate to the information you want using the menu
at the left hand side of the page. To retum to viewing gene level information click on the Gene tab in the menu bar at the top of the page

« Ortnologues Paralogues help ein families »

The follawing gene(s) have been identified as putative paralogues (within species)-

Show/hide columns ° =
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g) Teniendo la lista con el identificador de los genes paralogos, proceder a abrir BioMart. El link
para abrir BioMart se encuentra ubicado en la parte superior de la pagina electronica de

Ensembl.

Archive Edicion Formato Ver Ayuda

ENSDARGO0000055809
ENSDARGO0000016825
ENSDARGO0000016448
ENSDARGO0000078429|

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

genes (Z2v9).

€« cf @ www.ensembl.org/biomart/martview/2d767602c4a0ale2d 787ee55a2c8606b/2d767602c4alale2d787ee55a2c8606b ﬁ X[

Login | Register | BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help | Documentation | Mirrors

Dataset

Danio rerio genes (Zv3)
Filters
[None selected]
Aftributes

Ensembl Gene ID
Ensembl Transcript ID

—

gl | Danio rerio genes (Zv9)

Dataset
[None Selected]

© 2011 WTSI/EBI Ensembl genome browser release 60 - Nov 2010
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i) Proceder a seleccionar Filters en el menu 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.

€ C' & | @ www.ensembl.org/biomart/martview/2d767602c4a020e2d787ee55a2c8606b/2d767602c4a0ale2d787ee55a2c86060

er | BLAST/BLAT | BioMart | Tools | Downloads | Help | Documentation | Mirrors

[ [8 o [e o]

Please restrict your query using criteria below -

Dataset
Danio rerio genes (Zv9) REGION:
Filters
= GENE:

Ensembl Gene ID(s) [e.g.

ENSG00000139618]: [ID-list [0 Limit to genes ... with WikiGene ID(s) [+] ® Only
specified] © Excluded =
Attributes

@ gago13eets]  [+]

Ensembl Gene ID

N ENSDARG00000055808
Ensembl Transcript ID

ENSDARG00000016825
ENSDARGO0000016448
NSDARG0000007842

Dataset
[Mone Selected]
[T] Transcript count »>=

[[] Gene type miRNA o
misc_RNA
Mt_rRMA
Mt_tRHA
protein_coding ~

©2011 WTSI/ EBI Ensembl genome browser release 60 - Nov 2010

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

parte inferior cONA sequences.

€ C i © www.ensembl.org/biomart/martview/

[T [8 o [ ]

Dataset 4 /28491 Genes

Please select columns to be included in the output and hit 'Results’ when ready -

SEMARNAT

Danio rerio genes (2v8) O Features © Homologs
Filters ) Structures
Ensembl Gene ID(s) [e.g ) Transcript Even
ENSG00000139618]: [ID-list
e 8 SEQUENCES:
Sequences (max 1)
Ensembl Gene ID [ 1 2 W | |

Ensembl Transcript ID
cDNA sequences

Dataset
[None Selected]

oo AT T

2 Unspliced (Transcripf)

© Unspliced (Gene)

© Flank (Transcript)

O Flank (Gene)

© Flank-coding region (Transcript)
© Flank-coding region (Gene)

25 UTR
OIUTR

© Peptide
Upstream flank
[Upstream flank

Downstream flank

©2011 WTSI/EBI
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V1.6 Mantenimiento y reproduccion 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 estatico. Fueron alimentados dos veces al dia 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 llevé a cabo el apareamiento y al dia 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 NacCl, 0.17 mM KCI, 0.33 mM
CacCl,, 0.33 mM MgSO,,) (Muncke et al., 2006a). Las exposiciones fueron iniciadas en los 15
min después de la fertilizacion, siendo éste el tiempo minimo 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 exposicion y hasta 0.01 % del solvente dimetilsulfoxido
(DMSO) o etanol (EtOH) y el compuesto a analizar, usando pipetas seroldgicas de borosilicato
(Fig. 5). Las placas fueron colocadas en una incubadora a 26° C. El ciclo de luz durante la
exposicion fue establecido en 14 h luz/ 10 h oscuridad y la temperatura fue constante a 28 °C.
Independientemente del tiempo de exposicién, cada placa fue sacada de la incubadora cada 24
h para separar los embriones muertos e inmediatamente la placa fue rellenada con la solucion
de prueba apropiada. Las placas fueron cubiertas con su tapa de borosilicato y recolocadas en
la incubadora.

Fig. 5. Exposicion de huevos.
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V1.8 Sustancias quimicas.

En el presente estudio fueron investigados los efectos de la atrazina (Chem Service), estradiol
(E2) y 17a-etinilestradiol (EE2) (Sigma-Aldrich) con respecto al blanco y al DMSO (Aldrich) y
etanol (Merck) en embrion de pez cebra y sobre la expresion de los genes seleccionados. La
expresion de cada gen blanco fue comparada con respecto a cada gen enddbgeno 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 2x10° pg L™ con un
factor de separacion de 10, se incluyé un blanco y DMSO como solvente de dilucion. Las
exposiciones con estradiol (E2) se realizaron a 27.24, 272.4, 2723.8, 27 238, 272 380 ng L™.
Mientras que para las exposiciones con 17a-etinilestradiol (EE2) fueron de 1.6, 8, 40, 200 y
1000 ng L™. Se empled un factor de separacion de cinco en las concentraciones de E2 y EE2,
incluyéndose un blanco y etanol como solvente de dilucion. 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 fertilizacion (hpf).

Transcurrido el tiempo de exposicion se tomaron 60 embriones y fueron colocados en tubos
estériles de 1.5 mL. Ahi se lavaron con agua DEPC (dietil-pirocarbonato) por decantacion,
manteniéndose en 1 mL de agua DEPC, congelandose a -70 °C en ultracongelador hasta la
realizacion del ensayo posterior, el cual se realiz6 en el menor tiempo posible para evitar
degradacion de ARN (Fig. 6).

Fig. 6. Seleccion y lavado de embriones.
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V1.9 Extraccion de ARN.

Se rompio el corion de los embriones y el tejido de los alevines con un disruptor de tejidos
(Eppendorf, Hamburg, Germany). La extraccion del ARN total se realiz6 por el método de
extraccion fendlica con Tri Reagent (Sigma-Aldrich). Este método se basa en el uso de una
solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina para la lisis celular (Fig. 7 ) y la
separacion de la muestra en dos fases (acuosa y organica) (Fig. 8), seguidas por la extraccion y
precipitacién del ARN total con cloroformo e isopropanol, respectivamente, a partir de la fase
acuosa (Fig. 9). El pelet de ARN se disolvié en 30 — 50 pyL de agua DEPC, almacenandose a -
20 °C. Se tomé una alicuota para determinar la concentracién de ARN total calculada de la
absorbencia a 260 nm (A260nm; Thermo Scientific) (Fig. 10) y la calidad del ARN fue verificada
por la relacion A260nm/A280nm >1.8.

Fig. 8. Separacion de fases (acuosa y orgénica)
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Fig. 10. Cuantificacion de ARN total a 260 nm.

VI.10 Sintesis de ADNCc.

Por cada muestra, 500 ng pL™* 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 hexameros 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. Sintesis de ADNc con 500 ng pL™ de ARN total.

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

La PCR en tiempo real se realiz6 usando TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems) (Fig. 12) con 500 ng cDNA por reaccién, en un equipo 7500 (Applied Biosystems).
Todas las muestras se realizaron por triplicado en placas de 96-pozos, con un volumen final de
reaccion de 25 pL (Fig. 13). Los controles incluyeron 12.5 pL de Master mix 2x, 500 ng de cDNA
y 12.5 yL de agua libre de nucleasas. Las condiciones usadas para el ciclo de amplificacion
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 QUASARG60 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 concentracion de reaccion final de las sondas marcadas FAM, TAMRA,
QUASAR fue 100 nM. Los primers fueron disefiados 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, asi como los sitios de unién al exon, se

muestran en los esquemas 1 al 12.
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La evaluacion 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 reaccion de amplificacibn de PCR especificamente para cada gen,
relaciondndolo con el gen de referencia. Las expresiones de [B-actin, efla y gapdh fueron
usados como control interno para normalizacion. Como parte de la muestra analizada, es
compensado por la variable de procesamiento de la eficiencia de la normalizacion.

Fig. 13. Placas de 96 pozos. Fig. 12. PCR en tiempo real.
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Fig. 14. Graficas de medicion de cDNA.
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VIl. RESULTADOS

VII.1 Niveles de expresidon general de genes endégenos (houesekeeping).

Se calcularon (basados en valores promedio de ciclo umbral [Ct] de PCR tiempo real en los
embriones control) los niveles de expresion general de los genes seleccionados como
endégenos (housekeeping). Filby et. al., en 2007 reporta que niveles de expresion
extremadamente altos o bajos pueden impedir la utiidad de estos genes como controles
internos (Tabla 1).

La evaluacion de los datos de real-time PCR se realizo utilizando el método Qgene (Muller et
al., 2002). Este método calcula la abundancia de mRNA basado en la eficiencia de la reaccion
de amplificacibn de PCR especificamente para cada gen, relacionandolo con el gen de
referencia. Las expresiones de B-actin, efla y gapdh fueron usados como control interno para
normalizacion. Como parte de la muestra analizada, es compensado por la variable de

procesamiento de la eficiencia de la normalizacién.

VII.2 Atrazina.
En el experimento realizado a una concentraciéon de 500 ng pL™ de cDNA y con exposicién a
120 h, los genes blanco despegaron niveles de expresién o se reprimieron con respecto a los

genes enddgenos B-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.2.1 Niveles de expresidon de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina.

El gen ahr2 se expreso hasta en 1.3 veces con el DMSO, y a las concentraciones de 640, 3200,
1.6E+04 y 8E+04 ng L™ de atrazina, mientras que, a concentraciones de 4E+05 y 2E+06 ng L™
se reprimi6é hasta en -1.7 veces. El gen efla se expresé 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™, caso contrario, a la
concentracion de 2E+06 ng L™ se reprimié hasta en -1 vez. El gen gapdh se reprimié tanto para
el DMSO como para todas las concentraciones analizadas hasta en -3.9 veces. El gen hmox se
expres6 hasta en 0.99 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 1.6E+04, y 2E+06
ng L™, mientras que, a 3200, 8E+04 y 4E+05 ng L™ de atrazina, se reprimi6 hasta en -1 vez. El
gen hsp70 se expreso hasta en 0.7 veces con el DMSO, y a 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04 y
2E+06 ng L™ de atrazina y se reprimié hasta en -1 vez a 4E+05 ng L™ (Figura 15).
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VII.2.2 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen endoégeno efla.

El gen ahr2 se expres6 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™ de atrazina; mientras que, a la concentracion de 4E+05
ng L™ se reprimi6 hasta en -1.8 veces. El gen B-actina se reprimié hasta en -0.7 veces con el
DMSO a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L™, y se expreso hasta
en 1 vez a la concentracion de 2E+06 ng L™. El gen gapdh se reprimié hasta en -4 veces para
el DMSO y para todas las concentraciones estudiadas. El gen hmox se expreso 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™ se reprimi6 hasta en -1.5 veces. El gen hsp70 se expres6
hasta en 0.89 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04 vy
2E+06 ng L™, y por el contrario, se reprimi6 hasta en -1.2 veces a 4E+05 ng L™ de atrazina
(Figura 16).
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Fig.15. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina debido a atrazina a 120 h de exposicién.
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En el experimento realizado a 120 horas de exposicién a una concentracién de 1000 ng pL™ de
cDNA y con exposicién a 120 h, los genes blanco exhibieron niveles de expresion o se reprimieron

con respecto a los genes endbgenos S-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.2.3 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddégeno B-actina.

El gen ahr2 se expres6 hasta en 1.7 veces con el DMSO y ademas con las concentraciones de 640,
3200, 1.6E+04 y 8E+04 ng L' de atrazina, sin embargo, se reprimié hasta en -5.4 veces a las
concentraciones 4E+05 y 2E+06. El gen efla se expreso hasta en 1.3 veces con el DMSO y con la
atrazina a 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L™, por el contrario, se reprimi6 hasta en -0.4 veces a
640 y 2E+06 ng L™. El gen fzrl se expresé hasta en 0.44 veces a 1.6E+04 ng L, sin embargo, se
reprimié hasta en -0.77 veces con DMSO, y a las concentraciones de 3200, 8E+04 ng L™. Por otra
lado, no se expreso a las concentraciones de 640, 4E+05 y 2E+06 ng L™ de atrazina. El gen
gapdh se reprimi6é hasta en -3.3 veces tanto para el DMSO como para todas las concentraciones
analizadas. El gen hmox se expreso6 hasta en 1 vez con el DMSO y a las concentraciones de 640 y
1.6E+04 ng L™ de atrazina, aunque, se reprimié hasta en -3 veces a las concentraciones de 3200,
8E+04, 4E+05 y 2E+06 ng L™. El gen hsp70 se expresé hasta en 6.6 veces con el DMSO y a las
concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04 ng L™, aunque, a la concentracién de 4E+05
2E+06 ng L1 se reprimié hasta en -4.2 veces (Fig. 17).

VII.2.4 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al endégeno efla

El gen ahr2 se expres6 hasta en 1.8 veces con el DMSO y a las concentraciones de 640, 3200,
1.6E+04 y 8E+04 ng L™ de atrazina, en cambio, a la concentracién de 4E+05 y 2E+06 se reprimié
hasta en -5 veces. El gen R-actina se reprimié hasta en — 1.3 veces con el DMSO y a las
concentraciones de 3200, 1.6E+04 y 8E+04, 4E+05 ng L™, no obstante, a la concentracién de 640 y
2E+06, se expreso hasta en 0.43 veces. El gen fzrl se expreso hasta en 1 vez con el DMSO, y a las
concentraciones de 640, 3200 y 8E+04 ng Lt por el contrario, a la concentracion de 1.6E+04, se
reprimi6 hasta 0.17 veces, en cambio, a las concentraciones de 4E+05 y 2E+06 no registrd
expresion. El gen gapdh se expresd hasta en 1.38 veces para el DMSO, y a la concentracion de
2E+06 ng L™, aunque a, 640, 3200, 1.6E+04, 8E+04 y 4E+05 ng L™ se reprimi6 hasta en -4.7
veces. El gen hmox se expres6 hasta en 1.6 veces a 640 ng L™, por otro lado, se reprimié hasta
en 3 veces con el DMSO y a las concentraciones de 3200, 1.6E+04, 8E+04, 4E+05y 2E+06 ng L™.
El gen hsp70 se expreso hasta en 5 veces a las concentraciones de 640, 3200, 1.6E+04 y 8E+04
ng L™, sin embargo, se reprimi6 hasta en -3.8 veces con el DMSO y a las concentraciones de 4E+05
y 2E+06 ng L™ (Fig. 18).
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Fig. 18. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddgeno efla debido a atrazina a 120 h de exposicion.
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VII.3 Estradiol.
En el experimento realizado a 6 horas de exposicion se utilizé una concentracion 1000 ng pL™
de cDNA, los genes blanco revelaron niveles de expresion o se reprimieron con respecto a los

genes enddgenos B-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.3.1 Niveles de expresidon de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina.

El gen ahr2 se expresd 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 reprimid0 hasta en -2.1 veces la
concentracion de 2.72E+05 ng L™ de estradiol. El gen efla se expres6 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™, en cambio, se
reprimié hasta en -0.002 veces a 2.72E+04 ng L. El gen fzr1 se expresoé hasta en 0.14 veces a
las concentraciones de 2.72E+02, 2.72E+03, 2.72E+04 y 2.72E+05 ng L, por el contrario, se
reprimié hasta en 0.01 veces con etanol y a la concentracion de 27.2 ng L™. Los genes gapdh y
hmox no mostraron expresion debida a estradiol. El gen hsp70 se expresé 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™
de estradiol (Fig. 19).

VII.3.2 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al endégeno efla

El gen ahr2 se expresé 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™ de estradiol, por otro lado, se reprimi6 hasta en -2.1
veces a la concentracion de 2.72E+05 ng L™. El gen R-actina se expres6 hasta en 1.89 veces
con etanol y a 27.2, 2.72E+02, 2.72E+03 y 2.72E+05 ng L™, sin embargo, se reprimi6 hasta en
-2.1 veces a la concentracion de 2.72E+04 ng L™. El gen fzrl se expresd 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
reprimié hasta -2.1 veces a 2.72E+04 ng L. Los genes gapdh y hmox no manifestaron
expresion al estradiol. El gen hsp70 se expres6 hasta en 0.54 veces a 2.72E+02, 2.72E+03 y
2.72E+04 2.72E+05 ng L, aunque, se reprimi6 hasta en -0.019 veces en 27.24 ng L™ (Fig. 20).
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Fig. 19. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddégeno B-actina debido a estradiol a 6 h de exposicion
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Fig. 20. Niveles de expresidn de genes blanco con respecto al gen endégeno efla debido a estradiol a 6 h de exposicion
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VIl.4 17a-etinilestradiol.

En el experimento realizado a 48 horas de exposicion se utiliz6 una concentracién de 1000 ng
UL de cDNA, los genes blanco expusieron niveles de expresion 6 se reprimieron con respecto
a los genes endégenos B-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.4.1 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina.

El gen ahr2 se expreso6 hasta 0.71 veces a las concentraciones de 1.6, 40 y 200 ng L™, sin
embargo, se reprimié hasta en -1.1 veces con el etanol, y a 8 y 1000 ng L* de 17a-
etinilestradiol. El gen efla se expresd hasta en 0.37 veces tanto con etanol, y a 1.6, 8, 40, 200 y
1000 ng L™. El gen fzrl se expres6 hasta 0.76 veces a todas las concentraciones analizadas,
sin embargo, se reprimié hasta en 1.9 veces con el etanol. El gen gapdh se expresé hasta 0.28
veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 40, 200 y 1000 ng L™, por el contrario, se
reprimid6 en 0.05 veces a 8 ng L™ El gen hmox se expres6 hasta 1.1 veces y a las
concentraciones de 1.6, 40, y 200 ng L™, por el contrario, se reprimié hasta en -1.1 veces con el
etanol y a 8 y 1000 ng L™. El gen hsp70 se expres6 hasta 1.8 veces con el etanol, y a 1.6, 40,
200y 1000 ng L™, aunque, se reprimié en -0.25 veces a la concentracion de 8 ng L™ (Fig. 21).

VII.4.2 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al endbégeno efla

El gen ahr2 se expres6 hasta en 0.33 veces con la concentracion de 40 ng L™ con 17a-
etinilestradiol, en cambio, se reprimi6 hasta en -0.97veces con el etanol, y a las
concentraciones de 1.6, 8, 200 y 1000 ng L™. El gen B-actina se reprimié con el etanol y a las
concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L™ hasta en 0.37 veces. El gen fzrl se expres6 a
las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L™ hasta en 0.38 veces, aun cuando, se
reprimid con el etanol -1.9 veces. El gen gapdh se expresé con el etanol en -1.9 veces, en
cambio, se reprimi6 hasta en 0.29 veces a las concentraciones 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng Lt de
17a-etinilestradiol. El gen hmox se expreso hasta en 0.76 veces a las concentraciones de 40 y
200 ng L, adn cuando, se reprimio -1.16 veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 8
y 1000 ng L. El gen hsp70 se expres6 hasta en 1.5 veces con el etanol, y a las
concentraciones de 40,200 y 1000 ng L%, aunque, se reprimi6 -0.45 veces a las

concentraciones de 1.6 y 8 ng L™ de 17a-etinilestradiol (Fig. 22).
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Fig. 21. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddgeno B-actina debido a 17a-estradiol a 48 h de exposicién
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Fig. 22. Niveles de expresidn de genes blanco con respecto al gen enddgeno efla debido a 17a-estradiol a 48 h de exposicién
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En el experimento realizado a 120 horas de exposicion a 17a-estradiol se utilizd una
concentracion de 1000 ng puL™ cDNA, los genes blanco expusieron niveles de sobre-expresion 6

se reprimieron con respecto a los genes enddgenos B-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.4.3 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina.

El gen ahr2 se expresé 0.27 veces con el etanol y a las concentraciones de 1.6, 8, 40 y 200
ng L, aunque, se reprimié -0.06 veces a 1000 ng L™ de 17a-etinilestradiol. El gen efla se
expres6 hasta en 0.51 veces con el etanol como con todas las concentraciones (1.6, 8, 40, 200
y 1000 ng L™) analizadas. El gen fzrl se expres6 hasta 0.34 veces con el etanol, y a todas las
concentraciones analizadas de 17a-etinilestradiol. EI gen gapdh se expresé hasta en 0.46
veces a 1.6, 8, 200 y 1000 ng L, por otra parte, se reprimi6 hasta en -0.46 veces con el etanol
y a la concentracion de 40 ng L™. El gen hmox se expresé hasta en 0.22 veces con el etanol y
a las concentraciones de 1.6, 8 y 1000 ng L™, pero, se reprimié hasta en -0.28 veces a las
concentraciones de 40 y 200 ng L™. El gen hsp70 se expresé hasta en 0.57 veces con el etanol
y a las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L™. El gen mafg1 se expres6 hasta en 0.34
veces con el etanol y 1.6, 8 y 40 ng L™, en cambio, se reprimi6 hasta en -0.23 a las
concentraciones de 200 y 1000 ng L™. El gen efla se expresé hasta en 0.36 veces con el
etanol, y a las concentraciones de 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L™ de 17a-etinilestradiol (Fig.23).

VIl.4.4 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al enddgeno efla.

El gen ahr2 se expres6 hasta en 0.12 veces a 8 y 40 ng L™ de 17a-etinilestradiol, en cambio, se
reprimié hasta en -0.37veces con el etanol, y con las concentraciones de 1.6, 200 y 1000 ng L™.
El gen R-actina se reprimi6 hasta en 0.51 veces tanto con el etanol y a las concentraciones
analizadas. El gen fzrl se expres6 0.17 veces a 8 y 100 ng L™ de 17a-etinilestradiol, mientras
que, se reprimié hasta en -0.17 veces con el etanol y las concentraciones 1.6, 40 y 200 ng L™,
El gen gapdh se expres6 hasta en 0.12 veces a 1.6, 8 y 1000 ng L™, por otro lado, se reprimi6
hasta en -0.57 veces con el etanol y las concentraciones 40 y 200 ng L™. El gen hmox se
expresé hasta 0.05 veces a 8 ng L™ de 17a-etinilestradiol, por otra parte, se reprimié -0.36
veces con el etanol, y a las concentraciones de 1.6, 40, 200 y 1000 ng L™. El gen hsp70 se
expresé hasta en 0.48 veces con las concentraciones de 8, 40,200 y 1000 ng L%, no obstante,

se reprimi6 hasta en -0.22 veces con el etanol y la concentracion de 1.6 ng L™. El gen mafg1 se
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expreso 0.16 veces a 40 ng L™ de 17a-etinilestradiol, en contraste, se reprimié hasta en -0.31

veces con el etanol y a 1.6, 8, 200 y 1000 ng L™ (Fig.24).
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Fig. 23. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddégeno B-actina debido a 17a-estradiol a 120 h de
exposicion.
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Fig. 24. Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen enddgeno efla debido a 17a-estradiol a 120 h de exposicion.
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En el experimento realizado a 144 horas de exposicion a 17a-estradiol se utilizd una
concentracion de 1000 ng pL™ cDNA, los genes blanco expusieron niveles de expresion 6 se

reprimieron con respecto a los genes enddgenos B-actina 6 efla de la siguiente manera:

VII.4.5 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al gen endégeno B-actina.

El gen ahr2 y el gen efla se reprimieron - 0.89 veces y — 1.2 veces, respectivamente, tanto con
el etanol y a todas las concentraciones analizadas. El gen fzrl se expresé hasta en 0.68 veces
con el etanol, y a las concentraciones de 1.6 y 40 ng L™ de 17a-etinilestradiol, por otro lado, se
reprimi6 hasta en -0.09 veces a 1000 ng L™, mientras que, a 8 y 200 ng L™ no mostré expresion.
El gen gapdh se reprimié con el etanol, y con todas las concentraciones (1.6, 8, 40, 200 y 1000
ng L) hasta en -1.7 veces. El gen hmox se expreso con las concentraciones de 40, 200 y 1000
ng L™ hasta en 0.6 veces se reprimid con el etanol, y con las concentraciones de 1.6 y 8 ng L™
hasta en -0.84 veces. El gen hsp70 se expres6 con las concentraciones de 40 y 200 ng L™
hasta en 0.32 veces se reprimi6 con el etanol, y con las concentraciones de 1.6, 8 y 1000 ng L™
hasta en -0.41 veces (Fig. 25).

VII.4.6 Niveles de expresion de genes blanco con respecto al enddégeno efla.

El gen ahr2 se expresé hasta en 0.12 veces a las concentraciones de 1.6, 1000 ng L™, por el
contrario, se reprimié -0.8 veces con el etanol, y a 8, 40 y 200 ng L™ 17a-etinilestradiol. El gen
3-actina se expres6 1.2 veces con el etanol, y a las concentraciones 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng
L™. El gen fzrl se expresé hasta en 1.1 veces con el etanol, y a las concentraciones de 1.6, 40
y 1000 ng L™, en cambio, no se expresé a 8 y 200 ng L™. El gen gapdh se expresé 2.7 veces
con el etanol, y a 1.6, 8, 40, 200 y 1000 ng L™. El gen hmox se expres6 hasta en 1.4 veces a
1.6, 40, 200 y 1000 ng L%, no obstante, se reprimioé hasta en -0.75 veces con el etanol, y a 8
ng L. El gen hsp70 se expresé hasta en 0.81 veces con las concentraciones de 1.6, 40,200 y
1000 ng L™, por otra parte, se reprimié -0.3 veces con el etanol y la concentracion de 8 ng L™
17a-etinilestradiol (Fig.26).
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VIII. DISCUSION
VIIl.1 Atrazina.

La exposicién a 120 h con atrazina, y considerando 500 ng puL™ de molde de cDNA y R-actina
como gen normalizador, el gen efla se expreso ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh
no mostré expresion. Asimismo, considerando a [3-actina como gen normalizador respecto a los
genes blanco ahr2, hmox y hsp70 mostraron expresion con el DMSO e incluso a la
concentracion de 640 ng L™ de atrazina, en contraste, los mismos genes se reprimieron con
una concentracion de atrazina de 4E+05 ng L™. De modo similar y considerando a efla como
gen normalizador, el gen R-actina se reprimié ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh
no mostré expresion. Por otro lado, considerando al gen efla como gen normalizador con
respecto a los genes blanco ahr2, hmox y hsp70 se expresaron con el DMSO e incluso a las
concentraciones de minimas y maximas de atrazina (640 y 4E+05 ng L™). Esto muestra que una
misma sustancia, a diferentes concentraciones, pueden tener distintos efectos en la expresion
genética. En el caso de la atrazina, existen reportes que muestran gue a bajas concentraciones
actlia como disruptor endocrino, pero no a elevadas concentraciones. Este resultado pone de
manifiesto por un lado, la complejidad de los mecanismos que regulan la expresién genética, y

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

En otro experimento independiente de 120 h de exposicidon a atrazina y considerando 1000
ng uL™* de molde de cDNA y R-actina como gen normalizador, se encontrd que efla se expresd
ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh se reprimié. Ademas, considerando a [3-actina
como gen normalizador respecto a los genes blanco ahr2, hmox y hsp70 se expresaron con el
DMSO inclusive a 640 ng L™ de atrazina, y se reprimieron a la maxima concentracion de 4E+05
ng L. Cabe destacar que a 1.6E+04 ng L™el gen hsp70 mostro su maxima expresién 6.64
veces. Analogamente a las condiciones mencionadas y considerando a efla como gen
normalizador, el gen R-actina se reprimié ligeramente con el DMSO, mientras que gapdh no
mostré expresion. Por otro lado, considerando al gen efla 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™; en contraste, los tres genes se reprimieron a

2E+06 ng L. Cabe destacar que a 1.6E+04 ng L™el gen hsp70 mostro su maxima expresion
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5.28 veces; mientras que, el gen blanco fzrl se expreso a 640 y 3200 ng L™. Existe una
discusién permanente sobre el mejor gen enddgeno para los diversos estudios que usan el pez
cebra como modelo. Reportes recientes, aunque no definitivos, sugieren que entre los mejores
genes enddgenos se encuentra efla, sin embargo, bajo nuestro contexto, S-actina mostré ser el
mejor gen normalizador con respecto a los genes blanco. Mientras que los genes blanco fzrl,
mafgl y nef212 no se expresaron en ninguna circunstancia. En reportes previos, se muestra
gque estos genes se inducen frente a distintos agentes contaminantes, sin embargo, en nuestro
estudio no se observo tal efecto. El proceso de expresién genética tisular, puede visualizarse
como un proceso gradual, puesto que en un huevo recién fecundado los genes expresados
representan una minoria comparados con los genes expresados en el mismo organismo

completamente desarrollado.
VIII.2 Estradiol y 17a-etinilestradiol.

La exposicion a 6 h con estradiol, y considerando 1000 ng pL™* de molde de cDNA y R-actina
como gen normalizador, el gen efla se expresé ligeramente con etanol, mientras que gapdh se
reprimid. Asimismo, considerando a [-actina como gen normalizador respecto al gen blanco
ahr2 mostro expresion con etanol, mientras que el gen fzrl se reprimié y el gen hsp70 no se
expresO. A 27.24 ng L™* del estrégeno se expresaron hsp70 y ahr2, mientras que fzrl no se
expreso, en contraste, l0s tres genes se expresaron a 2.72E+04 ng L™ de estradiol. De modo
similar y considerando a efla como gen normalizador, el gen 3-actina se expres6 con el etanol,
mientras que gapdh no se expresd. Considerando al gen efla como gen normalizador con
respecto al gen blanco ahr2 este se expresé con etanol, mientras que los genes blanco fzrl y
hsp70 no se expresaron con este solvente. A 27.24 ng L™ de estradiol se expres6 ahr2 y se
reprimié fzrl y hsp70 no se expresd. A 2.72E+04 ng L™ de estradiol se expresaron los tres

genes blanco..

La exposicién con 17a-etinilestradiol a 48 h y con 1000 ng pL™ de molde de cDNA y como gen
normalizador B-actina, se encontr6 que efla y gapdh se expresaron escasamente. Asimismo,
considerando a 3-actina como gen normalizador respecto a los genes blanco ahr2, fzrl, hmox
estos se reprimieron con etanol, en contraste, hsp70 mostro expresion con etanol. A las

concentraciones de 1.6 y 1000 ng L * se expresaron los genes ahr2, fzrl, hmox y hsp70. Bajo
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las mismas condiciones de exposicion y efla como gen normalizador, B-actina se reprimio
ligeramente con etanol, mientras que gapdh se expresé. En cuanto a las diferentes
concentraciones del estrégeno y como gen normalizador efla, se reprimieron ahr2, fzrl y hmox
con etanol, en contraste, hsp70 se expreso. A las concentraciones de 1.6 ng L™ se expreso fzri,
mientras que ahr2, hmox y hsp70 se reprimierén. A 1000 ng L * del estrégeno se expreso fzrl y
hsp70 y se reprimieron ahr2 y hmox.

La exposicion con 17a-etinilestradiol a 120 h y con 1000 ng/puL de molde de cDNA y como gen
normalizador B-actina, se encontr6 que efla se expres6 minimamente con etanol y gapdh se
reprimié. Bajo las mismas condiciones y efla como gen normalizador, 3-actina y gapdh se
reprimieron ligeramente con etanol. En cuanto a las diferentes concentraciones del estrogeno y
como gen normalizador R-actina, efla y gapdh se expresaron; considerando efla como gen
normalizador se reprimieron tanto 3-actina y gapdh. Por lo que el gen R-actina mostré ser el

mejor gen normalizador con respecto al 17a-etinilestradiol.

La exposicion con 17a-etinilestradiol a 144 h y con 1000 ng/uL de molde de cDNA y como gen
normalizador R-actina, se encontré que efla se reprimidé con etanol y gapdh se expresé. Bajo
las mismas condiciones y efla como gen normalizador, R-actina y gapdh se expresaron
ligeramente con etanol. En cuanto a las diferentes concentraciones del estrégeno y como gen
normalizador [-actina, efla se reprimid y gapdh se expres6é; considerando efla como gen
normalizador se expresaron tanto R-actina y gapdh. Por lo que el gen efla mostrd ser el mejor

gen normalizador con respecto al 17a-etinilestradiol.

Finalmente, se observa que tanto ambos estrégenos y la atrazina no mostraron un patréon de
expresion definido de los genes blanco. Nuestra hipotesis es que el modelo utilizado (embridn
del pez cebra), al ser un organismo no diferenciado, resulta inadecuado por este tipo de

andlisis. Las razones que creemos apoyan nuestra hipétesis son:

1. El gen efla es un factor de elongacion que actia durante la sintesis de proteinas. Varios
trabajos utilizan este gen como control endégeno dado que se considera que la sintesis

de proteinas es un proceso que se mantiene a niveles basales en un organismo, sin
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embargo esto no necesariamente estd ocurriendo en el embrién, el cual esta
experimentando diferenciacién celular y tisular, proceso acompafiado de importantes
variaciones en la actividad traduccional y en la expresion de los genes involucrados en

el proceso, tales como efla.

2. El gen de la B-actina juega un papel central en la estructuracion del citoesqueleto
celular. ElI embridon obviamente esta sujeto a una elevada tasa de proliferacion celular,
por lo tanto, el gen de la B-actina muy probablemente no se esta expresando a un
mismo nivel en diferentes momentos del desarrollo del embrién, de ahi que los perfiles
de expresion de los genes blanco sean tan variables.

3. El gen gapdh codifica para la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, es decir,
su actividad enzimatica permite que el embrién tenga energia para continuar con sus
etapas de maduracion, por lo que su papel es de suma importancia en la evolucion del

embrion.

Los resultados muestran que el perfil de expresion genética en el embrién del pez cebra se
modifica conforme se incrementa la edad del organismo, con mas genes blanco expresados
conforme la edad del embrién se incrementa. De forma similar, los perfiles de expresion
obtenidos usando los dos genes enddgenos seleccionados que se expresaron, son muy
diferentes, cuando deberian concordar si ambos genes se comportaran realmente como genes
control. Con el objetivo de obtener resultados méas informativos, se propone analizar las
expresion de los genes blanco en el pez adulto, en donde los procesos de diferenciacion celular
y recambio celular ya se encuentran estabilizados y en donde los genes enddgenos se espera

que se comporten como tales.
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IX. CONCLUSIONES

Se implement6 la metodologia de PCR en tiempo real y de procesamiento de muestras para
evaluar cambios en la expresion genética en el pez Danio rerio. A partir de reportes en los que
se evaluaba a nivel gendémico la expresidon de méas de 20,000 genes del pez cebra, se
seleccionaron nueve genes (cypla, fzrl, ahr2, hmox, hsp70, mafgl, nfe212, vtgl y mt2) cuya

expresion se inducia frente a diferentes contaminantes ambientales,.

Se realiz6 la validacion de la metodologia para evaluar la expresion relativa de genes utilizando
los embriones del pez cebra empleando tres contaminantes considerados como emergentes, el

herbicida atrazina y las hormonas estradiol y 17 a-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 diferenciacion tisular del mismo, lo que puede explicar la
falta de expresion de algunos de los genes evaluados cuando se analizan muestras con cortos
periodos de exposicion, lo cual no ocurre cuando el modelo se expone durante un tiempo
suficiente como para que alcancen la etapa de alevin, fase de desarrollo que muestra una
mayor diferenciacion tisular, fendmeno asociado con la mayor actividad transcripcional del

genoma del pez.

De los genes endbégenos seleccionados (B-actina, efla y gapdh), este Ultimo no mostré un
patron de expresion consistente que permita utilizarlo como tal, mientras que B-actina y efla
muestran variaciones importantes cuando se comparan entre si, lo que sugiere que alguno de
ellos varia en su expresion frente a las diferentes condiciones evaluadas y por lo tanto no puede
usarse como endogeno. La investigacion se continda con los analisis para determinar cual de
los dos genes pudiera ser el 6ptimo para ser utilizado como gen endégeno de control de la

expresion.

Los resultados obtenidos hasta el momento, sugieren que se deben evaluar diferentes
concentraciones de RNA para identificar el intervalo de concentracion de RNA que permita
optimizar la eficiencia de la amplificacion para cada gen. Adicionalmente a los perfiles
observados en el comportamiento transcripcional de los genes evaluados en las etapas embrién
y alevin, en la siguiente etapa de esta investigacion se propone trabajar con el pez Danio rerio
en etapa adulta debido a que aportaria mas informacion en la expresion relativa dado que los

procesos de diferenciacion celular y recambio celular ya se encuentran estabilizados y en
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donde los genes enddgenos se espera que se comporten como tales. Ademas de que se
propone la inclusién de nuevos genes con la finalidad de ampliar la posibilidad de deteccién 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 publicé un articulo de divulgacion denominado “Aplicacion de la reaccion 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.,
Gonzalez-Sanchez A. y Hernandez-Romano J. en la pagina web ATL el Portal del Agua desde

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