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Evaluar y aminorar el deterioro ambiental hoy en dia es mas complejo que hace 25
afos atras. Esto se debe principalmente a las consecuencias no predecibles del uso
de casi 100.000 productos quimicos que la sociedad moderna estd produciendo en
una escala tal, que estin amenazando el ambiente'. Las actividades humanas se
ejercen en todas las direcciones, contribuyendo cada vez mas al desequilibrio de los
sistemas naturales, producto del desarrollo industrial, el incremento de la poblacion
y la introduccion de una amplia gama de sustancias quimicas que no estan
presentes en forma natural’.

1Jesrgensen, 1998.; 2Branco, 1984
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ABSTRACT

In the Yucatan Peninsula, ground water is the main water supply for human, agricultural
and industrial activities. However, several studies point to the presence of
organochlorine pesticides, toxic metals, and household waste from soil fertilizers, pest
control and animal or human manure; the infiltration of these pollutants in urban and
rural areas represent a serious risk because the Ring of Sinkholes has been shown to
be a zone of high permeability, and many reports have emphasized the vulnerability of
karstic aquifers to antropogenic contamination. The use of sentinel species and
biomarkers to monitor water quality has been implemented in many programs
worldwide, but unfortunately studies related with the measurement and effects of those
pollutants in native organisms are scarce. Thus, it is necessary to obtain scientific
information about the effects of xenobiotics in local species to improve risk assessment
studies and prevent irreversible effects in wild populations. In the present study, a local
species, the mosquitofish Gambusia yucatana, was selected because of its wide
distribution, high sensitivity and availability, to asses the relative expresion of three
biomarker genes (CYP1A, MT and VTG) in seven water bodies during rainy and dry

seasons.
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1. INTRODUCCION

El Estado de Yucatan carece de aguas superficiales como los rios; debido a la naturaleza karstica
de las rocas de la entidad el agua es susceptible a la contaminacion proveniente de la escorrentia
agricola en época de lluvias que trae consigo desechos de origen animal y humano, plaguicidas,
metales y nutrientes que pueden amenazar la calidad el agua del acuifero.

El uso de biomarcadores moleculares en organismos nativos es una manera efectiva de evaluar la
presencia de compuestos xenobidticos que representan un riesgo ecoldgico potencial para las
poblaciones humanas en las fuentes de abastecimiento de agua (Chambers et al., 2002) como lo
son los cenotes del estado. Este método es particularmente importante en regiones como la
Peninsula de Yucatan donde las fuentes de abastecimiento de agua para consumo humano estan
en constante exposicion a descargas de aguas negras residenciales y/o lixiviados de productos
agricolas o industriales (Kiel-Martinez, 2012). Para poder proponer un programa de biomonitoreo
efectivo es fundamental identificar tanto la estrategia como los biomarcadores adecuados, es
importante la seleccion de un método de evaluacidon que proporcione una interpretacion mas
confiable. En este proyecto se eligid6 al pez Gambusia yucatana como bioindicador de
contaminacion antropogénica para el estudio de la expresion relativa de los genes biomarcadores
Citocromo P450 1A (CYP4501A también nombrado como CYP1A), Metalotioneina (MT) y
vitelogenina (VTG), estos tres biomarcadores han sido ampliamente utilizados por los cambios
en sus patrones de expresion ya que se encuentran involucrados en la biotransformacion de
compuestos xenobiodticos, transporte intracelular de metales y efectos estrogénicos
respectivamente (Van der Oost et al., 2003; Huang et al., 2014). La zona de muestreo abarca siete
cuerpos de agua distribuidos a lo largo del anillo de cenotes en temporada lluvias de 2015 y

temporada de secas 2016.

13



2. ANTECEDENTES

2.1 LA IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS BIOMARCADORES EN
ECOTOXICOLOGIA

Los biomarcadores han sido ampliamente estudiados en campo desde finales de los afios 80
(Bayne., et al. 1985; Huggett., et al. 1992; Paekall y Shugart.,1993; Stagg., 1998), posteriormente
fueron evaluados para su aplicacion en la evaluacion del riesgo para la salud ambiental (Vainio,
2001), los biomarcadores son herramientas que permiten evaluar in vivo e in vitro el seguimiento
de efectos bioldgicos por contaminacion y estrés ambiental (Rendon-von Ostén et al., 2005)
basado en la medicion de respuestas bioquimicas, celulares, fisiolégicas o conductuales que
pueden estar relacionados a la exposicion de sustancias quimicas en el medio (Martin-Diaz et al.,
2004); asimismo los biomarcadores tienen el potencial de medir los cambios en las respuestas de
un organismo, a nivel poblacién, comunidad o ecosistema, cada una de estas respuestas
representa una seflal integrada de nivel de contaminacion de una determinada zona y, por
consiguiente, constituye un indicador de nivel de riesgo toxicoldgico al que puede ser sometida
una determinada poblacion natural (Chambers et al., 2002). Por tanto, los biomarcadores pueden
proporcionar informacion tanto sobre la amplitud de la respuesta del organismo en funcion de la
entidad del ataque quimico, como la conexion entre los efectos de una sustancia contaminante y
los diversos niveles de organizacion estructural, ademas pueden evidenciar efectos nocivos a muy
bajas concentraciones y durante periodos cortos de exposicion (Bayne et al.,1985; Palacio,2007),
esto permite que los biomarcadores puedan utilizarse para establecer criterios de calidad
ambiental en el control de las descargas de aguas residuales municipales e industriales en la
implementacion de estrategias de biorremediacion ante dafios irreversibles en el medio ambiente
y en la defensa en actividades relacionadas con los contaminantes en caso de litigio ambiental
(Toro-Restrepo, 2011; Martin-Diaz et al., 2004).

La experiencia adquirida en el uso de los biomarcadores a través de los afnos ha llevado al
desarrollo y validacion de métodos analiticos para peces, las especies objetivo mds comunes, sin
embargo la validacion de los métodos, aunque bdsica y necesaria para el proceso de
interpretacion de datos no es suficiente; el potencial total de usar un enfoque basado en
biomarcadores como herramienta para la evaluacion ambiental es a menudo criticado por la falta

de analisis estadisticos integrados, es necesario mejorar la interpretacion de las variaciones entre
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varios biomarcadores utilizados para el diagnéstico ambiental, lo que significa que requiere una
metodologia capaz de evaluar variaciones globales de un conjunto de biomarcadores (Beliaeff y
Burgeot, 2002), es decir, un mayor grupo de biomarcadores proporcionaria una base mas sélida
para la interpretacion de estudios ecotoxicologicos (Narbone et al.1999; Marshall et al. 1999)
permitiendo que la informacion pueda resumirse en un conjunto de datos multivariantes.

La evaluacion de biomarcadores en una muestra de organismos bioindicadores de una o mas
zonas sospechosas de contaminacién y confrontados con organismos control o procedentes de
una zona control permiten establecer el peligro potencial al que estdn sometidas la o las
comunidades objeto de estudio (EULA,1999). Ademas, pueden indicar el efecto de un
contaminante a largo plazo en funcion de la exposicion a un nivel de contaminacion que
sobrepasa los niveles de homeostasis o compensacion (Underwood y Peterson, 1998;
Focardi, 1999).

Los biomarcadores se encuentran diferenciados en tres tipos:

e Biomarcador de exposicion o de dosis interna: Evaliia en el organismo la presencia de una
sustancia exodgena, un metabolito o el producto de interaccion entre el agente xenobidtico
y una molécula o célula diana (Arango, 2011). Es una medida de la concentracion del
agente en algin compartimento del cuerpo del individuo (Nordberg, 2010).

e Biomarcador de Efecto: Es el biomarcador mas potente por que el organismo sentinela
responde de manera mesurable a la accion de un contaminante al evaluar la alteracion
bioquimica, fisiolégica o de comportamiento producida (Nadeau et al 2001; Arango,
2011). Es el pardmetro bioldgico que refleja la interaccion del quimico con los receptores
biologicos, como estas alteraciones anteceden al dafio estructural, su deteccion permite la
identificacion precoz de exposiciones excesivas o peligrosas y tomar medidas preventivas
(Ramirez, 20006).

e Biomarcador de suceptibilidad: Es un indicador de la capacidad heredada o adquirida de
un organismo para responder a la exposicion de una sustancia xenobidtica, sefialan
individuos con una sensibilidad aumentada de las moléculas diana o un metabolismo que

causa una respuesta aumentada frente una dosis conocida (Nordberg, 2010).

Algunos biomarcadores pueden pertenecer a dos categorias, tal es el caso del gen Hsp70
considerado como un biomarcador de exposicion, pero también un biomarcador de efecto ya que
los toxicos conocidos alteran la expresion génica en los tejidos de estos animales en contraste con

una simple acumulacion de Hsp (Nadeau et al 2001).
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Asimismo los biomarcadores responden a distintos niveles de organizacion que pueden ir desde

biomoléculas hasta poblaciones y comunidades, este estudio se enfoca en los biomarcadores

moleculares, sin embargo, en la tabla 1 se puede encontrar una descripcion breve de la

clasificacion y uso de los biomarcadores en la medicion de contaminacion ambiental.

Tabla 1. Clasificacion y descripcion general de los biomarcadores.

BIOMARCADORES

DESCRIPCION

BIOQUIMICOS-
MOLECULARES

Algunas respuestas
moleculares y bioquimicas
son:
1.-La induccioén del
citocromo
P450
2.- La inhibicion de la
colinesterasa
3.- La induccién de
metalotioneinas
4.- La induccién de
vitelogenina
5.- La induccion de
porfirinas
6.-Activacion de
proteinas de choque
térmico
7.- Activacion de
receptores del acido

retinoico

Los biomarcadores bioquimicos y moleculares de la contaminacién
ambiental pueden ser definidos como macromoléculas (acidos
nucleicos, proteinas, lipidos o carbohidratos), para los cuales una
alteracion en su estructura o funcion puede ser usada como una
indicacién de la exposicion a xenobiodticos. La expresiéon génica
generalmente se basa en modelos de interacciones quimicas a
nivel molecular y celular, son frecuentemente muy especificas
debidas a la especificidad de los receptores de proteina por la
estructura quimica. Sin embargo, la debilidad radica en que sus
efectos no son especificos para una sola causa y la baja relevancia
de los efectos ecoldgicos. Las respuestas de una especie centinela
pueden ser muy inconstantes debido a factores bioldgicos
inherentes (edad, sexo, estado reproductivo), a la variabilidad
genética (en términos de tasa toxicocinética, metabolismo y
susceptibilidad a los xenobioticos), y a la exposicion de mezclas
complejas de xenobidticos y compuestos quimicos naturales. Se
ha trabajado mucho en peces, pero se sabe poco en

invertebrados, lo cual, limita la seleccion de organismos
indicadores. Por lo tanto, muchos de estos métodos estan en etapa
de investigacion pues, aunque algunos biomarcadores como los
enzimaticos pueden ser muy sensibles, la deteccion de la
respuesta no necesariamente tiene implicaciones para la salud del
organismo, y el comportamiento normal del biomarcador no
necesariamente implica una buena calidad ambiental su ausencia
de efectos nocivos (Southward, 1982; Hodson, 2002; Theodorakis
y Virgin, 2002; Virgin y Theodorakis, 2002; Palacio, 2007; Rhee et

al., 2007).
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FISIOLOGICOS E
INDICES DE
CONDICION

Entre ellos se encuentran:
1.- Los hematolégicos
2.- Neurotransmisores
+ Catecolaminas
3.- Hormonas de estrés
+ Cortisol
+ Corticoesteroides
4.- indices
organosomaticos.

+ Indice hepatosomatico
+ Indice gonadosomatico
5.- indice morfométrico
+ Largo relativo del
gonopodio

6.- indice de fecundidad
especifica

7.- Factor de condicion
de Fultén (k)

DE FISIOLOGIA
ENERGETICA
1.-Crecimiento
(CP)

potencial

Son biomarcadores de la salud del organismo relacionados con el
estrés. Una de sus ventajas es la facilidad para colectar los datos,
ademas, son de gran relevancia ecoldgica, dado que proveen de
un vinculo entre el estrés fisioldgico y los impactos al nivel de
poblacion. Sin embargo, debido a que pueden responder a muchas
causas hay mucha incertidumbre acerca de la interpretacion, y del
gran numero de factores ambientales y bioldgicos que pueden
influir en la respuesta que ha generado inconsistencia entre los
estudios. Por lo tanto, la capacidad de diagnéstico de las
mediciones fisioldgicas puede ser fortalecida por la medicién de
covariables (edad, sexo, tamafio, estacion, habitat, etc.) y la
distribucién espacial y temporal de las respuestas y los tensores
(Bayne et al., 1976; Bayne et al., 1985; Widdows, 1985; Widdows y
Donkin, 1991; Barton, Morgan y Vijayan, 2002; Hodson, 2002,
Rodriguez-de Vera, 2017). La evaluacién de la polucién ambiental,
usando mediciones fisiolégicas energéticas en conjunto con los
analisis quimicos de los contaminantes en sus tejidos, ha sido
llevada a cabo con éxito en muchas situaciones de campo, al
detectar y cuantificar los efectos de la polucion. Estas mediciones
no solo proveen de informacion sobre los procesos clave de
adquisicion, gasto y energia disponible para crecer y reproducirse,
sino que también reflejan algunos de los principales mecanismos
de toxicidad. Se ha observado que la tasa de crecimiento es una
del

organismo, y provee de una de las mediciones de estrés mas

respuesta fisioléogica fundamental funcionamiento de un
sensibles. En la evaluacion del presupuesto energético se realizan
mediciones que integran varios procesos fisioldgicos, tales como el
crecimiento potencial (CP), la relacién oxigeno-nitrégeno y los
indices de condicidon. De todas las mediciones antes mencionadas,
la mas utilizada es el CP, dado que integra las respuestas
fisioldgicas basicas (alimentacién, digestion respiracion vy
excrecion), y cualquier alteracion en uno o varios de estos
procesos puede afectar la energia total disponible para crecer y
reproducirse. La mayor ventaja de los modelos energéticos es la

integracién de los efectos a través de los distintos niveles de
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organizacion y entre los tensores naturales y antropogénicos
(Widdows, 1982, 1985; Widdows y Donkin, 1991; Widdows vy
Salked, 1992; Smaal y Widdows, 1994; Beyers y Rice, 2002;
2005).

energético que fue desarrollado en 1997 es el CEA (Cellular

Shuhong, Huasheng y Xinhong, Otro biomarcador
Energy Allocation), el cual mide el balance energético en los
organismos mediante la evaluacion de cambios bioquimicos de la
y el
(transporte de electrones y aspectos

energia disponible (carbohidratos, proteinas vy lipidos)
consumo de energia
respiratorios) en la célula. Este biomarcador se ha utilizado para
evaluar PAHs en anfipodos (Gammarus setosus, Onisimus litoralis)
y bivalvos (Lyocima fluctuosa) (Verslycke et al.,, 2004; Coen,

Robbens y Janssen, 2006; Olsen et al., 2007).

FENOTIPICOS
1.- Malformacion del

esqueleto

2.-Defectos embriénicos
3.-Anormalidades en el
opérculo
4.- Sexos invertidos

fenotipicamente.

Los fenotipos aberrantes responden a un conjunto de anomalias y
son indicadores de que hubo un problema durante el desarrollo,
donde la causa puede ser o no ambiental. Algunos ejemplos son:

la malformacion del esqueleto es asociada generalmente a
hidrocarburos clorados, anormalidades en el opérculo por efluentes
de papeleras, defectos embridnicos por la presencia de
contaminantes organicos (Au,2004; Pawert et al., 1998), inversion
de sexos fenotipicamente por exposicion de estrogenos o
androgenos en etapas selectas puede conducir a poblaciones
fenotipicamente masculinas o femeninas donde los machos
genéticos tendran gdénadas femeninas y caracteristicas sexuales
secundarias y las hembras genéticas se pareceran y actuaran

como peces macho (Arcand y Benson, 2009).

HISTOPATOLOGICOS
1.- Erosion de la aleta
2.-Hiperplasia epidérmica

3.- Lesiones en organos
higado, branquias, rifion
etc.

4.-Alteracion en la forma

y funcién de las génadas

Las alteraciones histopatoldgicas en los tejidos de los peces son
biomarcadores de efecto de la exposicion a factores estresantes
ambientales, esta categoria de biomarcadores tiene la ventaja de
permitir examinar 6rganos y células diana especificos, ya que se
ven afectados en condiciones in vivo (Hugget et al., 1992) y las
lesiones detectadas representan una integraciéon de los efectos
acumulativos de los tensores fisioldgicos y bioquimicos. Por lo

subsecuente

tanto, pueden ser vinculados a la exposicién,
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5.-Contenido
lipopigmentoso
6.-Proliferacion

peroxisoma

del

metabolismo de contaminantes quimicos, a las respuestas
bioquimicas vy fisiolégicas tempranas y potencialmente a los niveles
de organizacién superior.

Son una herramienta util ya que pueden evaluar los efectos de
exposicion presentes o a priori de tensores al nivel individual,
representando el nivel intermedio de organizacion biologica

Por ejemplo: La erosién de la aleta suele ser indicativo de estrés
indirecto y sustancias toxicas en el agua, hiperplasia epidérmica
asociada por toxicos y estrés ambiental, el contenido
lipopigmentoso y proliferacion del peroxisoma por estrés oxidativo
causado por PAH y petréleo (Au,2004; Pawert et al.,, 1998),
lesiones en 6rganos por presencia de contaminantes emergentes
(Pawert et al., 1998; Au,2004;) alteracién de las goénadas
(testiculos y ovarios) por compuestos hormonales y surfactantes
(Velasco-Santa Maria et al., 2010; Sridevi et al., 2013; Depiereux
et al., 2014; Liu et al., 2014; Oropesa et al., 2014; Abdel-Moneim et
al., 2015; Shen et al., 2015); estas alteraciones pueden ocasionar
a largo plazo cambios con efecto negativo en la dinamica
poblacional de las especies expuestas.

Estos cambios pueden ser detectados in situ en animales
silvestres, eliminando el uso de organismos en laboratorio, lo cual
tiene menos relevancia ecoldgica, y extrapolar los resultados a
diferentes especies en su ambiente natural. Pese a que muchos
factores naturales o metodolégicos pueden afectar la apariencia
del tejido y la diagnosis de la patologia, este biomarcador puede
ser util en los monitoreos y evaluaciones ambientales si se
combina con otros biomarcadores o bioindicadores, e involucra
otras disciplinas como la quimica analitica, la inmunologia, la
biologia reproductiva, etc. (Moore, 1985, 1988a, 1988b; Moore y
Lowe, 1985; Myers y Fournie, 2002).

BIOMARCADORES
POBLACIONALES

1.- Pérdida del Fitness

2.- Pérdida de capacidad

reproductiva

La capacidad de una poblacibn para crecer y reproducirse,
representa un prerrequisito primario de sobrevivencia, siendo este
ultimo un criterio importante en la evaluacion de la calidad
ambiental (Toro-Restrepo, 2011). En algunos casos, los cambios en

el comportamiento sexual, la pérdida de la capacidad reproductiva
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(FAO, 1997; Hauser, 2002) y la variacién en el ratio sexual

3.-Disminucion de la (Oropesa et al., 2017) suelen ser indicadores de presencia de

poblacion disruptores enddcrinos en el medio acuatico; asimismo la

4.- i | rati L . . . .
Cambios en el ratio disminucion de la poblaciéon puede ser indicador de una mortalidad

sexual . . . ., . S
inducida por la pesca, contaminacion o cambio climatico (Krug,

1998).

Los biomarcadores han sido sugeridos como una herramienta practica para el manejo ambiental,
pero su inclusion no ha sido universalmente aceptada debido al nimero de preguntas sin resolver
sobre su sensibilidad, utilidad y reproducibilidad. Sin embargo, en los ultimos afios estan siendo
incorporados en la evaluacion del riesgo ambiental (Environmental Risk Assessment, ERA) por
la legislacién europea, con el fin de asegurar que los cuerpos de agua sean mantenidos o
restaurados, asi como garantizar la proteccion de los ecosistemas acuaticos de gran valor, e
incluso se ha propuesto el indice de respuesta de biomarcadores (Biomarker Response Index, BRI
6 IBR) el cual se basa en un conjunto de biomarcadores a diferentes niveles de respuesta
bioldgica, que puedan proveer de una medida integrada de la salud general de los invertebrados
(Hagger et al., 2006; Hagger et al., 2008). En la evaluacion del riesgo ambiental se estin
utilizando biomarcadores en peces tales como las enzimas Tipo I (EROD y CYP1A), productos
de biotransformacion (PAH en bilis y metabolitos de PAH en tejido), pardmetros reproductivos
(VTG), parametros genotdxicos (aductos del DNA hepatico) y la herramienta mas moderna y
poderosa, la protedmica ambiental, la cual puede indicar el modo de accidon sobre las células que
puede ser especifico al contaminante y asi proveer evidencias més directas del mecanismo
quimico de toxicidad (Van der Oost et al., 2003; Tairova et al., 2009; Ricciardi et al.,2010;
Tomanek, 2011).
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2.2 GENES BIOMARCADORES EVALUADOS EN ESTE ESTUDIO

CITOCROMO 4501A (CYP1A)

Se trata de un complejo multienzimatico que consta de un grupo de hemoproteinas asociadas con

el reticulo endoplasmatico liso. El papel del citocromo P450 es convertir sustancias organicas

lipofilicas, endogenas y xenobidticas en compuestos solubles en agua (biotransformacion) para

facilitar su eliminacion del cuerpo, este proceso se lleva a cabo en dos fases llamadas:

1. Reacciones de fase 1

Oxidacion - Las reacciones de oxidacion catalizadas por el sistema CYP son la
hidroxilacion de alifaticos, alquenos e hidrocarburos aromaticos, la epoxidacion, la O-
desalquilacion, la N- desalquilacion, la deshalogenacion y la formacion de N-o0xidos. Es la
reaccion mas comun para la degradacion de los xenobidticos, donde muchos compuestos
lipofilicos se hacen mas solubles en agua, facilitando su excrecion del organismo
(Dhainaut y Scaps, 2001). Dentro de los compuestos endogenos que pueden ser
transformados por el CYP, se encuentran los dcidos grasos, los esteroides, las
prostaglandinas, asi como las cetonas, mientras que dentro de los compuestos exdgenos
podemos mencionar a una gran variedad de farmacos, hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs), bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarburos aromaticos
halogenados (HAHs) y dioxinas.

Hidrdlisis - Las reacciones de hidrolisis son generalmente llevadas a cabo en el higado de
peces, donde las enzimas involucradas en la reaccién son diversas; sin embargo, en
general los ésteres, amidas y epoxidos son los tipos de compuestos que sufren este tipo de
transformacion.

Reduccion - Los compuestos organoclorados y un gran ntimero de xenobidticos que
contienen grupos funcionales como aldehidos, cetonas y alcoholes son susceptibles a la
reduccion.
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Figura 1. Mecanismo de accion del citocromo P450. Este esquema es una simplificacion del
mecanismo de accion del citocromo P450 (CYP). En él, el Fe3+ representa al hierro del grupo heme del
CYP oxidado, RH y ROH a los sustratos y productos respectivamente. En este ciclo de dxido-reduccion
se liberan anion superoxido (O,¢) y peroxido de hidrogeno (H,O,). Imagen basada a partir de la
propuesta de Coon (1992).

La reaccion principal que catalizan los CYP450 es la mono- oxidacion, se describe a

continuacion en cinco pasos y se apoya en la figura 1.

Paso 1. Comienza con la incorporacion del xenobiodtico (RH) al centro catalitico de la
enzima que en ese momento tiene al &tomo de Fe del grupo prostético hemo, en estado
oxidado Fe’*. Esta reaccion es dependiente del NADPH que suministra el electron

. .7 2+
necesario para para la reduccion a Fe™".

Paso 2. El oxigeno molecular entra en el centro catalitico de la enzima y se une al grupo

hemo donde el electron de Fe*" es transferido a la molécula de oxigeno.

Paso 3. Un segundo electron es donado por el citocromo bs y reduce a la molécula de
oxigeno unida. En este paso existe la posibilidad de formacién del radical anidon
superoxido uno de los causantes del estrés oxidativo. La descomposicion del CYP
oxigenado es descrita como una de las mayores fuerzas radicales superdxido de los

sistemas bioldgicos y su produccion depende de la isoforma del CYP, la naturaleza del
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sustrato unido (si lo hay) y de la eficiencia de la entrada del segundo electron

(Guengerich, 1995).

+ . ; . ‘
Paso 4. Con un 2H" se libera uno de sus atomos como H,O; sin embargo, la reaccion
puede tomar una ruta alternativa para permitir la formacion de peroxido de hidrogeno

H,0,.

Paso 5. El oxigeno se une al hierro generando un radical libre sustrato (R:) que
posteriormente se une a un hidroxilo se generando finalmente el grupo hidroxilado (ROH)
que se libera del ciclo para ser excretado por la orina y dejando disponible el hierro

. 3+ e
oxidado Fe™" para iniciar nuevamente el proceso.

2. Reacciones de fase 11
Una vez que los xenobidticos han sido transformados por las reacciones de Fase I, éstos
son inmediatamente conjugados con sustratos enddgenos como carbohidratos,
aminodcidos, péptidos, grupos metilo, acetilo o sulfato inorgénico, en las que el complejo

formado incrementa su polaridad y facilita asi su excrecion del organismo.

De particular interés para la vigilancia de la contaminacion es que en los vertebrados la expresion
del gen CYPIA y la actividad enzimatica pueden ser fuertemente inducidos por una serie de
compuestos quimicos que pertenecen a clases comunes de contaminantes ambientales que suelen
ser sustancias altamente hidrofobicas y con estructuras moleculares parcialmente planares

(UNEP/RAMOGE,1999) como, por ejemplo:

e Dioxinas

e Productos a base de Policlorobifenilos o bifenilos policlorados PCBs (Arechlor®,
Kanechlor®)

e Hidrocarburos aromaticos policiclicos PAHs (ejemplo: benzo(a)pireno).

e Compuestos organicos halogenados HAHs (ejemplo: herbicidas y plaguicidas).

e Medicamentos planos (nicotina, cafeina, teofilina, haloperidol, triptilina, amitriptilna
y latacrine, clomopramina, mirtazapina, olanzapina, clozapina, paracetamol,
propanolol, 7-etoxiresorufina, fenacetina, fenobarbital, omeprazol, primidona,

rifampicina, etc.)
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e Bloqueadores solares
e Otras sustancias con aros de benceno (gasolina, disolventes de grasas, pinturas,

pegamento, adhesivos, productos de limpieza)

La induccion de las isoenzimas CYPIA ha atraido el interés de los ecotoxicélogos por su
aplicaciéon en bioensayos subletales de campo. Su interés también se ha centrado en la
biotransformacién de estos xenobidticos que, a diferencia de los compuestos endogenos
normales, tienden a ser deletéreos ya que su transformacion podria conducir a una especie mas
reactiva quimicamente (Heidelberger, 1973). Los estudios muestran que estos metabolitos
intermedios son capaces de unirse al DNA y promover la mutagénesis. En el caso particular de
los peces, diferentes subfamilias del CYP han sido aisladas e identificadas en diferentes 6érganos
como higado, rifién, intestino y ovario. La actividad del citocromo P450 en vertebrados marinos,
y en cierta medida también en invertebrados, ha demostrado ser uno de los indicadores mas
sensibles de contaminacion ambiental (Payne, 1977) ya que esta evaluacion se basa en un
conocimiento solido de las propiedades y la regulacion de este complejo enzimatico (Stegeman,
1989). Los estudios de toxicidad demuestran que este biomarcador es un indicador del estrés por
contaminacion mds sensible que otras variables fisiolégicas como la osmorregulacion y el
metabolismo energético (Nikunen, 1985). Este sistema responde con relativa rapidez a una
variedad de contaminantes ambientales organicos, asi como a mezclas complejas incluyendo
efluentes municipales e industriales. La induccion se puede detectar con rapidez y las actividades
elevadas de P450 pueden persistir durante semanas después de que la exposicion a contaminantes
haya cesado (Kloepper-Sams y Stegeman, 1989). Desde hace un par de décadas, varias de estas

enzimas también han sido incluidas en los programas de Monitoreo Ambiental (George, 1994).

Los compuestos exégenos como PAH y PO pueden inducir la actividad de CYP1A.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos PAHs pueden inducir las enzimas de CYPIA en el
higado (Wittayalertpanya, 2003; Coutifio et al. 2010; Muntané, 2009), de la misma forma los
plaguicidas organoclorados PO y las dioxinas también pueden inducir CYP1A debido a que
ambos estimulan el receptor de hidrocarburos de arilo AhR (también llamado receptor de

dioxinas o receptor citosolico Ah) que es un factor de transcripcion que junto a la proteina ARNT
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(translocadora nuclear del receptor Ah) forma un complejo con el receptor activado que reconoce
una secuencia nucleica especifica localizada en el sitio promotor del gen CYP1A1 (Figura 2).

En ausencia de sustrato, la forma latente de AhR se encuentra asociada a dos moléculas del
chaperon HSP90 (Heat Shock Protein 90) (Perdew 1988; Wilhelmsson et al.,1990), a una
molécula de la chaperonina p23 (Kazlauskas et al.,1999) y a una de la proteina XAP2 (Hepatitis
B virus X-Associated Protein 2) (Meyer et al., 1998), también conocida como ARA9 (AhR-
Associated protein 9) (Carver & Bradfield, 1997) o AIP (AhR-Interacting Protein) (Ma &
Whitlock, 1997). La uniéon a HSP90 mantiene al AhR en la conformacion necesaria para la union
del sustrato y limita la entrada del AhR en el nucleo por bloqueo de la sefal de localizacion
nuclear NLS (Nuclear Localizacion Signal) (Ikuta et al. 1998). Tras la union al sustrato, la NLS
es reconocida por las importinas o y B, transportadores solubles que median la entrada a través
del poro celular (Adam, 1999) y transportan el AhR al nticleo celular una vez dentro AhR se
acumula rdpidamente donde forma un heterodimero transcripcionalmente activo con ARNT
(AhR Nuclear Translocator) (Gu et al., 2000).

Esta heterodimerizacion disocia el complejo HSP90-XAP2-p23 del AhR (Kazlauskas et al.1999,
Lees y Whitelaw, 1999).

4 /'\ 00\ 8‘“‘“
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g QO CRM1, Chromosome Region
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+ Maintenance 1
NLS, nuclear localization
?»oe -, o
O < - 1 NES, nuclear export
K j < signal
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Figura 2.Modelo de transduccion de sefial mediado por el heterodimero AhR/ARNT
mostrando los cambios en la distribucién celular de los componentes tras la activacion
por union de ligando. Modificado de lkuta et al. (2000).

El heterodimero activo AhR/ARNT se une a elementos reguladores de respuesta a elementos

xenobidticos y dioxinas XREs o DREs (Xenobiotics o Dioxin Response Elements) situados en
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regiones potenciadoras/promotoras de genes diana incrementando asi la transcripcion de los
mismos (Rowlands y Gustafsson, 1997).

Mientras AhR esta heterodimerizando con ARNT y se encuentra unido a las secuencias XRE del
DNA, el AhR permanece en el nucleo ya que la secuencia de exportacion nuclear NES (Nuclear
Export Signal), localizada en el dominio bHLH, se encuentra protegida por la interaccion
proteina-proteina y no es accesible. Tras la activacion del gen diana CYP1Al (que también
conocida como Aril-hidrocarburo-hidroxilasa o por las siglas AHH ya que cataliza la reacciones
en las que se hallan implicados aril-hidrocarburo) el AhR se disocia de ARNT, con lo que la
region NES, ahora accesible, es reconocida por CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1)y el
receptor es exportado al citosol (Ikuta et al., 1998) donde es ubiquitinado y degradado por el
proteosoma (Ma y Baldwin, 2000; Roberts y Whitelaw, 1999). Los genes diana para el AhR
identificados hasta la fecha codifican para enzimas implicadas en la detoxificacion metabdlica,
tanto de la Fase 1 (CyplAl, CyplA2 y CyplIBI) como de la Fase II (NADPH: quinona
oxidoreductasa, Ngol;, aldehido deshidrogenasa 4, Aldh4; UDP-glucuronosiltransferasa 1A6,
Ugtla6; glutation-S- transferasa Ya, Gstal) (Hankinson, 1995; Rowlands y Gustafsson, 1997,
Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005).

La induccion de CYPIAl (una enzima del citocromo P450, cuya actividad enzimatica
representativa es el ERO) en peces expuestos a PAHs es un hecho comprobado, esta proteina no
es inducida en peces control, mantenidos en agua limpia. La induccién del CYP1A1 implica una
activacion transcripcional del gen CYP1A1l que resulta en un incremento de los niveles del
mRNA vy de la sintesis de las monooxigenasas del Citocromo P450 correspondientes.

Asimismo, el aumento de la actividad de CYP1A puede generar un aumento en la produccion de
las Especies Reactivas del Oxigeno ERO y la exposicion a una produccion continua de ERO
puede conducir a un desajuste en el balance entre la produccion de radicales libres y habilidad de
la célula a defenderse de ellos, conocido como estrés oxidante, un ejemplo del dafio producido
por este estrés es la lipoperoxidacion (LPO). Existen evidencias de que en el proceso del ciclo de
oxido-reduccion del CYP y su sustrato se generarian especies reactivas de oxigeno como el aniéon
superoxido (Oze-) y peroxido de hidrogeno (H»0;), ademads del radical libre sustrato (Re) que, al
unirse a un radical hidroxilo, generaria finalmente el producto hidroxilado (ROH) (Coon, Ding y

Pernecky, 1992; Orellana y Guajardo 2004; Guengerich 2012; Krest et al., 2013).
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LOS METALES PUEDEN MODIFICAR LA ACTIVIDAD DE CYP1A

La evidencia sugiere que la exposiciéon a metales pesados altera la actividad de la enzima
CYPIA1 pudiendo afectar su via de sefializacion del Ahr (Anwar-Mohamed et al.2009),
induciendo y suprimiendo la expresion CYP1A (Costa et al. 2009) aun en presencia de inductores

fuertes conocidos del CYP1A (Briischweiler et al. 1996; Vakharia et al. 2001; Spink et al. 2002).

Cadmio. Elbekai y El-Kadi (2005) sefialan que el Cd™* es capaz inducir la transcripciéon de
CYPIA en el higado, asimismo demostraron que el estrés oxidante inducido por metales pesados
desempefia un papel en la induccion transcripcional del gen CYPIA y la inhibicion
postraduccional de la actividad CYP1A, en las células hepaticas 1clc7 el estrés oxidante es
mediado por Cd™ (y otros metales como As™ y Cr'®) donde interviene en la activacién de la
transcripcion CYP1A1 y paraddjicamente, también intervienen en la regulacion negativa de la
actividad CYP1A1, indicando que estos metales especificos son modificadores de la actividad de
CYP1ALI. Elbekai y El-Kadi (2007) también examinaron la capacidad de Cd™* para activar
directamente la AhR in vitro y encontraron que el Cd"* puede activar la AhR indirectamente al
producir un complejo inducible proteina-DNA que representa el AhR transformado unido al
XRE, AhR tiene un papel en la induccion de mRNA CYP1A1 mediada por metales, sin embargo
también se encontr6 que esta induccion es dependiente del tiempo, en su experimento, el mRNA
inducido por Cd"? alcanzé un méximo de 3h seguido de una disminucion a las 6 h encontrandose
con una caida significativa de mRNA de CYPIA a las 12h después del tratamiento, esta
evidencia indica que Cd"™ actiia como inductor por multiples mecanismos, aunque el efecto no
persistente de los metales es probablemente debido a su depuracion celular por mecanismos
metabolicos y / u oxidativos (Aposhian et al., 2004). Es aparente que Cd™* induce la expresion de
mRNA aumentando la velocidad de transcripcion del gen CYP1A y disminuyendo la degradacion
de los transcriptos de mRNA debido a que Cd"* es un estabilizador de la proteina CYPIA lo que
aumenta su vida media, por otra parte, el por qué es mas frecuente que asocien el incremento de
los metales pesados en la inhibicion de CYP1A es porque se ha verificado el papel de ROS en la
inhibicion de la actividad CYP1A1 por Cd** (Elbekai y El-Kadi, 2005); las ROS inducidas por
metal pueden oxidar los grupos tiol en los residuos de cisteina, directa o indirectamente a través
de la formacion de especies de nitrégeno reactivo de la proteina CYPIA que causa pérdida de

funcién proteica (Bogdan, 2001; Nzengue et al., 2008), causa lipoperoxidacion y los
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lipoperdxidos producidos pueden reaccionar con el DNA vy las proteinas alterando las funciones
celulares, ademas las ROS también pueden interactuar con el hemo Fe'> que conduce a la
destruccion del hemo ya la inactivacion enzimatica (Lowe et al., 1998). Por otra parte, se ha
demostrado que el Cd** induce la expresion de la NADPH oxidasa (NOXs) en rifion (Thijssen et
al. 2007), y la actividad en hepatocitos (Souza et al., 2009) (Las NOXs son una familia de
enzimas transmembranales que generan ERO), puede reemplazar al Fe y Cu en varias proteinas
de membrana y citosolicas como la ferritina, generando un incremento en el radical OHe-
reaccion via reacciones de Fenton, que puede generar una alteracion en la homeostasis del Cu, Zn
y la inhibicién de enzimas antioxidantes (como la catalasa CAT, la glutation reductasa GR, la
glutation peroxidasa GPX, el ascorbato peroxidasa y el superdxido dismutasa SOD) involucradas
en el estrés inducido por Cd (Nzengue et al., 2012) dando como resultado la acumulacion del
ERO.

Plomo. CYP1A presenta una correlacion positiva ante la presencia de Pb*", Pb*" es capaz de
incrementar los niveles de RNAm de CYP1A sin afectar la vida media de RNAm y los niveles de
proteina, indicando un rol predominante en la modulacion transcripcional por este metal, es
importante mencionar que también el Pb”" puede disminuir la actividad de CYP1A, en ausencia o

presencia de PAHs (Anwar-Mohamed et al.2009).

Niquel. EI Ni*" actda como un imitador de la hipoxia al activar el factor de transcripcién alfa
HIF-la y las respuestas transcriptomicas similares a la hipoxia (Luczak y Zhitkovich, 2017,
Maxwell y Salnikov, 2004; Salnikow et al. 2000). Se ha demostrado que la activacion sostenida
de la via HIF-1a esta correlacionada con la administracion intracelular de iones Ni2+, ante esta
afirmacion Davidson et al. (2005) informaron que el niquel soluble penetra en las células por el
transportador de iones metalicos divalentes y compite con sitios de hierro en prolil-hidroxilasas
(dioxigenasas dependientes de Fe), una vez en ellas las desactiva (Costa et al. 2005). La
inhibicion de HIF-prolil-hidroxilasa (PHD) disminuye la union de la proteina Von Hippel-Lindau
(responsable de la destruccion del factor de transcripcion inducible por la hipoxia) y estabiliza la
proteina HIF-1a, dando como resultado una activacion sostenida y masiva de la via HIF-1a
(Davidson et al., 2005, 2006; Salnikow K, Zhitkovich A., 2008; Salnikow et al. 2000, 2003). El
factor-1a inducible por hipoxia (HIF-1a) se transloca al niicleo donde se dimeriza con HIF-1 o
ARNT (es el mismo compuesto con distintos nombres dependiendo su funcion en el momento)
para formar HIF-1 (Figura 3). Dado que ARNT es también un socio de heterodimerizacion de
AhR, la hipoxia reducird la disponibilidad de ARNT y por lo tanto inhibir la regulacion de

CYPIA (CYPIA1 y CYP1A2) (Chan et al, 1999; Park H.,1999).
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Ligando

Figura 3. Representacién esquematica de las rutas activadas por la hipoxia liderada por la sobre
regulacién de los genes implicados en la supervivencia de la célula y la baja regulacién de
CYP1A1 y CYP1A2 debido a la disminucién de la disponibilidad de ARNT. El O, | representa
hipoxemia, AhR el receptor aril hidrocarburos, ARNT el translocador nuclear del receptor aril
hidrocarburos, NF1 es el factor nuclear 1, EPO eritropoyetina, HIF1 factor inducible por hipoxia,
IGF-2 factor de crecimiento insulinico tipo 2, VGEF factor de crecimiento endotelial vascular.

Imagen basada y modificada de C. Fradette y P. du Souich, 2004.
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METALOTIONEINAS (MT)

Las Metalotioneinas (MTs) son proteinas citosolicas no enzimadticas, de cadena Unica, bajo peso
molecular, que carecen de aminodcidos aromaticos y en el caso de presentarlos su nimero es
bajo, son termoestables y solubles en agua, con un alto contenido en metal y azufre, ricas en
cisteinas capaces de unirse a Cd, Cu, Hg, Zn, Co, Bi, Ni y Ag, especificamente a los cationes
Cu™, Cd™ y Zn** Son responsables del transporte de metales, ya sean esenciales o no, su
funcion principal es regular el “pool” intracelular de zinc y cobre (George y Olsson, 1994). Son
proteinas inducibles ya que cuando el organismo esta expuesto a ciertos metales la célula produce
mas metalotioneinas (Dhainaut y Scaps, 2001). Se presentan, principalmente, en el citoplasma
celular, pero también se han detectado en el nucleo y en los lisosomas (Riordan y Richards,
1980). Aunque estan presentes en un gran numero de tejidos diferentes, se encuentran
predominantemente en el higado y rifion de vertebrados, y en la glandula digestiva e intestino de
invertebrados (Roesijadi, 1992). Fueron descritas por primera vez en el ano 1957, al identificar
una proteina que unia cadmio en rindén de caballo (Kégi y Vallee, 1960). Posteriormente fue
aislada en los principales grupos de invertebrados, incluyendo nematodos, anélidos, artropodos,
equinodermos y moluscos (Roesijadi y Fowler, 1991; Dallinger et al., 1993; Berger et al., 1995).
Son proteinas que estan ampliamente distribuidas, presentes en procariotas, protistas, hongos,
plantas y animales (Kégi y Kojima, 1987). La sintesis de MT puede ser inducida por una gran
variedad de estimulos, entre los que se incluyen ciertos metales, hormonas, toxinas y el estrés
(Klaassen et al., 1999). Algunos de factores que inducen la sintesis de metalotioneinas son

(Klaassen et al.,1999; Winge y Miklossy, 1982; Albergoni y Piccinni.1998):

e Jones metalicos (Cd, Zn, Mg, Cu, Hg, Pb, Cr, Bi, Ni, Ag, Co)

e Factores de estrés (temperaturas elevadas; exposicion a radiacion X y UV; elevada
presion parcial de O2; falta de alimento; infeccion; estrés fisico;
hipotermia; alteracion de la salinidad)

e Hormonas y mensajeros secundarios (glucocorticoides; progesterona; estrogeno;
insulina; glucagdn; adenosina; AMPc; diacilglicerol)

e Agentes inflamatorios (liposacaridos, dextrano, endotoxina)

e Agentes citotoxicos (Etanol; butirato; agentes alquilantes; acidos grasos; cloroformo;
di(2-etilexil) ftalato; tetracloruro de carbono; formaldehido;
etionina; uretano; D-penicilamina; estradiol)

Fuente: Klaassen et al.,1999.
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El aspecto mas importante que distingue a los metales de otros contaminantes toxicos es el hecho
de no ser biodegradables, una vez en el ambiente pueden permanecer durante cientos de afos, su

toxicidad radica en la unién poco especifica de los metales a macromoléculas biologicamente
importantes como son los grupos prostéticos de enzimas o metaloproteinas, de forma que pueden
alterar su conformacion y actividad bioldgica. Este tipo de unidon no especifica, constituye la
forma principal de toxicidad de los metales (Mas y Arola, 1993), excesivas concentraciones de
metales pesados en agua afectan a los organismos acudticos de diferentes maneras, desde la
disminuciéon de su metabolismo y crecimiento, hasta la muerte, ya que las elevadas
concentraciones pueden causar la asfixia debido a la coagulacion de las mucosidades sobre las
branquias. (Robles et al., 2012). Los metales llegan a los tejidos de los animales acuaticos a
través de las superficies expuestas al medio y del alimento, las branquias y el tracto digestivo son
las principales superficies que permiten el paso de los metales. El transporte desde la superficie
permeable hasta los distintos 6rganos tiene lugar por medio del liquido circulante (sangre o
hemolinfa). Los metales se unen de forma mas o menos inespecifica a las proteinas presentes en
este liquido y son transportados a todos los tejidos, los 6rganos en los que se suele producir una
mayor acumulaciéon son el rifion y el higado (o la glandula digestiva en los animales
invertebrados), siendo el rifion la via principal de excrecion (Diaz-Mayans et al., 1993). Los
principales factores que afectan la entrada de metal son su forma quimica, la presencia de otros

metales, el pH, la salinidad, la especie animal y la fase del ciclo de vida.

La induccion de la sintesis de MT requiere la participacion de secuencias especificas de DNA,
denominadas MRE (elementos de respuesta al metal), y se cree que son los sitios de unidon de
unos factores de transcripcion encargados de la regulacion de los metales. Los MREs estan
presentes en multiples copias, en la regién promotora de los genes (Hammer, 1986). La sintesis
se inicia con la unién de los metales a inhibidores de los factores de transcripcion, de forma que,
tras la unién, dichos factores de transcripcion quedan libres para unirse al promotor del gen y
producir la sintesis de MT que se uniran al exceso de metal (Palmiter, 1994). La expresion de las
MTs puede verse alterada por cambios en la estructura del gen, como amplificacion y metilacion,
asi como por la diferenciaciéon y desarrollo celular. En contraste con las bien conocidas
propiedades estructurales de esta proteina, su funcidon es todavia materia de discusion, sin
embargo, diversos estudios extensivos que utilizan muchos organismos diferentes. Hamer (1986)

indican que estas proteinas tienen tres funciones fisioldgicas principales:
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1. Desintoxicacion de metales pesados que penetran en las células a concentraciones toxicas
(Goering y Klaassen, 1984), que esta fuertemente respaldada por la inducibilidad de
genes MT por metales pesados acumulados dentro de la célula (Hamer et al., 1985);

2. Homeostasis interna de Cu y Zn (a) manteniendo las concentraciones intracelulares de
cationes libres de Zn y Cu a un nivel bajo uniendo exceso de metales en una forma no
toxica, asi como (b) actuando como almacenamiento de Cu y Zn Para uso posterior y
reactivacion de apoproteinas que requieren estos metales para su actividad (Brouwer et
al., 1986).

3. Participacién en funciones metabolicas, incluyendo la eliminacion de radicales libres
(Thornalley y Vasak, 1985; Brouwer y Brouwer, 1998) y proteccidon contra los dafios
debidos a las radiaciones ionizantes (Karin, 1985) y, como se ha propuesto

recientemente, la regulacion de la expresion génica (Roesijadi et al., 1998).

Las metalotioneinas han sido utilizadas como biomarcadores de contaminacion por metales
naturales o antropogénicos en medios acudticos en diversos estudios, la erosion y la lixiviacion
quimica de suelos y rocas constituyen la aportacidon mas importante por procesos de origen
natural, sin embargo, actualmente la cantidad de metales procedentes de la actividad industrial y
minera, iguala o excede a la liberada al medio acudtico por procesos naturales. El uso de este
biomarcador para la biomonitorizacién del impacto ambiental del metal ha sido validado y se han
llevado a cabo varios ejercicios de biomonitoreo utilizando este indice en diversas areas del
Mediterraneo (Viarengo et al., 1988a; Pavicic et al., 1991; Galdies 1995; PNUMA, 1997a,
1997b; Tambutté et al., 1998). Son muy numerosos los estudios realizados sobre distintos
aspectos de las Metalotioneinas de peces. En muchos de los experimentos realizados, tras
inyectar intraperitonealmente metales a los peces, se encontraron elevadas concentraciones de
MT en distintos 6rganos (Ariyoshi et al., 1990; George et al., 1996; Castafio et al., 1998). Se ha
demostrado que los niveles de MT se incrementan en funciéon de la dosis de metal recibida
(George y Young, 1986; George, 1989; Hogstrand y Haux, 1991; George et al., 1992; Castafio et
al., 1998) o en funciéon del tiempo transcurrido tras la administracion (Beyer et al.,, 1997).
Experimentos consistentes en la exposicion de peces a metales en el agua también encontraron
induccion de MT (Roch y McCarter, 1984; Hogstrand y Haux, 1991; Cosson, 1994). Todos estos
hallazgos llevaron a considerar la MT como un biomarcador de exposicion a metales (Roesijadi,

1992; Livingstone, 1993).

32



Las metaloproteinas pueden actuar como agentes prooxidantes

El H,O, puede reaccionar con metales divalentes (libres o unidos a proteinas) para producir el
radical hidroxilo HO- (ecuaciones 1 y 2), o bien producir el radical perhidroxilo (ecuacion 3) por
la via de reaccion de Fenton (Fridovich, 1997; Garcia-Triana, 2001), un ejemplo se puede

observar en las siguientes reacciones:

(1) Fe" +H" + H,0,=Fe"™ " + HO- + H,0 (principalmente en el citosol)
(2) Fe"" + H,0,=Fe™" + HO + HO-
(3) Fe" " +H,0,=Fe™ +H" + HO,

De forma similar H,O, y el O,-" (anion superdxido) pueden reaccionar con el grupo prostético de
metalotioneinas que contienen hierro (ej. con la dihidroxidcido dehidrasa, la 6 fosfogluconato
dehidrasa, las fumarasas A y B o la aconitasa); para dar lugar a la reaccion de Haber Weiss (5)

(Garcia-Triana, 2001; Jones, 2008):

(4) Fe""-Complejo + O,-"= Fe""-Complejo + O
(2) Fe"'-Complejo + H,0,= HO™ + HO- + Fe"~"-Complejo
(5)  0y"+H;0, , O;+HO +HO-
9

La reaccion (5) es la suma de las reacciones de Fenton (4) y (2). Las reacciones de Haber Weiss
son cataliticamente lentas a menos que un ion de un metal de transicion reaccione con el perdxido
de hidrégeno H,O, para generar el radical hidroxilo HO- y oxidar el metal (Halliwell y
Gutteridge, 1999, 2007).

Varios elementos pueden catalizar reacciones como las de Fenton con distintas eficiencias,
dependiendo del potencial redox: los catalizadores més activos son Fe (II), Cu (I), Cr (III), (IV),
(V), (VD) y (V)), mientras que Co (II) y Ni (II) pueden reaccionar con H,O; para generar HO- en

presencia de agentes que contienen tiol (Inoue y Kawanishi, 1989; Shi et al., 1994)

(2.1) metal ™+ H,0, 2 metal ™' + HO- + HO"
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Las metaloproteinas pueden actuar como agentes antioxidantes

La expresion del gen MT puede ser una respuesta inducida por el estrés oxidante como
proteccion al dafio oxidativo (Sato y Bremmer, 1993; Chubatsu y Meneghini, 1993; Dalton et
al.,1996; Viarengo et al., 1999). La participacion de la MT dentro del sistema antioxidante de la
célula se debe principalmente a la gran cantidad de grupos tioles que conforman su estructura
(~30%) que poseen gran afinidad a los radicales libres como las ERO (especies reactivas del
oxigeno ROS en inglés generadas por el desajuste en el balance de la produccion de radicales
libres y la habilidad de la célula a defenderse de ellos (Valle y Falchuk, 1993; Ebadi et al.,1996;
Klaassen et al., 2009). Las MT son inducidos por las ERO mediante la interaccion de estas con
los elementos de respuesta antioxidante (ARE, del inglés Antioxidante Response Element). Estos
ARE son secuencias de DNA presentes en los promotores de los genes de MT a los que se unen

factores de transcripcion especificos (Chiaverini y De 2010).
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Figura 4. El promotor del gen de la MT. Juarez Rebollar D &Méndez Armenta M 2014.

La figura 4 muestra que el promotor del gen de la MT contiene varios elementos de respuesta
para regular su transcripcion.

Estos elementos son activados por el factor de transcripcion de metal 1 MTF-1.

Los ARE elementos de respuesta a antioxidantes (antioxidant response elements) que se activa
como respuesta al estado redox.

Los MRE (metal responsive elements) elementos de respuesta a metales es activado por el
MTF-1.

Los GRE elementos de respuesta a glucocorticoides (glucocorticoid responsive elements) que es
activado por transductor de sefiales y activador STAT (signal transducer and activador of

transcription, las cuales son sefializadas por citocinas). Muchos promotores de genes MT
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contienen secuencias ARE (Andrews, 2000). Presentan una secuencia consenso
GTGACNNNGUC, e intervienen en la respuesta a agentes oxidantes, asi como a algunos metales y

diversos compuestos xenobioticos (Dalton et al. 1997).

VITELOGENINA (VTG)

La vitelogenina (VTG) es potencialmente un biomarcador ideal para la estrogenicidad por
quimicos que ha sido explorado por muchas especies de peces tanto para ensayos in vivo como in
vitro (Pelissero et al.,1991; Jobling y Sumpter, 1993; Pelissero et al.,1993; Purdom et al., 1994;
Sumpter, 1995) es una fosfolipoproteina de alto peso molecular caracteristica de las hembras en
vertebrados oviparos, precursora de la yema de huevo su importancia radica en la nutricion del
embrion en desarrollo basado en los compuestos energéticos derivados de ella, los cuales son
incorporados a los foliculos en crecimiento que mas tarde constituiran el vitelo del huevo, ya que
transporta importantes cantidades de material lipidico (principalmente triglicéridos),
carbohidratos y grupos fosfato (Gapp et al., 1979; Ho et al.,1982; Gavaud,1986; Carnevaly y
Belvedere, 1991; Jones et al., 2000; Hamman et al., 2003); también tiene una funcién acarreadora
de calcio y su presencia facilita la solubilidad de esta proteina tan compleja en el plasma, el
calcio se une a la VTG en regiones que mas tarde se convertiran en fosfovitinas (Vargas, 2000).
En vertebrados, la vitelogenina es sintetizada y secretada por los hepatocitos en respuesta a la
estimulacion estrogénica en hembras maduras (Wahli, 1988; Lazier y MacKay, 1991),
normalmente es indetectable en hembras inmaduras y en machos pero en afios recientes se
descubrid que la produccion de vitelogenina puede ser inducida en machos y hembras inmaduras
de varios vertebrados por la exposicion a estrogenos ambientales o xenoestrogenos (sustancias
quimicas que no pertenecen al organismo de manera natural y que poseen una bioactividad
similar a la de los estrogenos enddgenos) (Heppell et al., 1995; Allner et al.,1999; Cheek et al.,
2001; Brasfield et al.,2002, Hamman et al 2003; Gillesby y Zacharewski, 1998; Jones et al.,
2000) gracias a su inherente capacidad de union con el receptor de estrégenos en el higado que
provoca un estimulo en la transcripcion de ciertos genes, por lo que la presencia de esta proteina
inducible por estrogenos en un animal se puede tomar como evidencia de exposicion a estrogenos
endogenos o exdgenos o imitadores de estrogenos (Palmer y Palmer, 1995; Palmer et al., 1998)
que pueden afectar el crecimiento, la maduracion sexual de los vertebrados y asi como la

implicacion en la promocion del cancer (Colburn y Clement, 1992).
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Existe una gran cantidad de compuestos que pueden actuar como xenoestrogenos.

Ejemplos de estos compuestos son:

Fitoestrogenos (genisteina, daidzeina cumestano)

Herbicidas (alacloro, atrazina, nitrofen)

Insecticidas (organofosforados, organoclorados, piretroides y carbamatos)

Fungicidas (benomilo, mancozeb, tributilo de estafio, vinclozolin)

Bifenilos policlorinados PCBs (Residuos de la produccion del cloro, PVC,
lubricantes, refrigerantes y aceites industriales)

Dioxinas

Plastificantes (ftalatos, P-nonifenol, octifenol, bisfenol A)

Metales pesados (plomo, mercurio, cadmio).

Productos domésticos (detergentes y surfactantes)

Productos farmacéuticos (dietilbestrol, etinilestradiol)

Desechos Industriales y domésticos, donde puede existir mezcla de estos compuestos (De
Rosa et al.,1998; Jones et al., 2000)

Idealmente estos productos deberian ser evaluados para la estrogenicidad antes de su uso o

liberacion al medio ambiente (Schmidt, 1994).

Los efectos que este tipo de compuestos tienen sobre una gran variedad de microorganismos han

sido bien documentados, existiendo evidencia en varios grupos de animales. Algunos ejemplos

reportados acerca de los efectos de compuestos xenoestrogénicos son:

Induccién de vitelogenina y muerte celular en hepatocitos de Ameriurus nebulosus

(Holland et al., 1999)

Induccion de VTG y reduccion de los niveles de esteroides en Cyprinus carpio y
Stizostedion vitreum capturados cerca de una planta de tratamiento de aguas negras
(Folmar et al., 1996, 2000)

Ovocitos en testiculos, al igual que un incremento de VTG en plasma de Platichthys
flesus colectados en un estuario contaminado por fabricas de gas y aceite (Allen et al.,
1999).

Feminizacion, disminucion de los niveles de testosterona y malformaciones en el tracto
reproductivo en caimanes macho del lago Apopa en Florida expuestos a altas
concentraciones de DDT, DDE y otros compuestos después de un derrame quimico
(Guillette, 1994)
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2.3 GENES DE CONTROL INTERNO O DE REFERENCIA UTILIZADOS PARA EL
ANALISIS DE LA EXPRESION DE RNA EN PCR EN TIEMPO REAL (qPCR)

El control interno o gen de referencia se caracteriza por presentar una expresion constante e
invariable en todas las muestras que no puede ser modificada por las condiciones de estudio o por
la respuesta a un tratamiento experimental. La literatura nos muestra que no se han identificado
genes de referencia optimos (los genes utilizados habitualmente varian considerablemente entre
muestras), sin embargo, este método de normalizacion es el mas utilizado (McCurley y Callard,

2008).

La medicion de los niveles de transcripcion constituye el fundamento de la biologia molecular,
independientemente de la técnica utilizada las cuantificacion de las muestras manejadas son
generalmente normalizadas usando genes de control ¢ referencia (Stiirzenbaum y Kille 2001) en
todos los casos deben ser esenciales para el mantenimiento celular (Finnegan et al,.1993), deben
ser expresados en forma ubicua en todos los tejidos y su transcripcion no debe ser afectada en el
contexto experimental que esta siendo investigado (Stiirzenbaum y Kille, 2001). No existe ningun
gen cuya expresion no varia en ninguna de las condiciones, por lo que el usuario debe valorar

cudl seria el mejor control endégeno para su experimento.

La eleccion correcta de los genes de referencia para la normalizacion de PCR en tiempo real es
esencial para reflejar datos fiables sobre los procesos bioldgicos de las proteinas objeto de estudio
(Robinson, Sutherland y Sutherland, 2007). Ademas, se ha demostrado que el uso de un solo gen
como gen de referencia es susceptible a tener errores en la interpretacion de los resultados de la
qPCR (Lee et al., 2002). En consecuencia, para normalizar las expresiones de genes cuando se
trabaja con qPCR, es necesario utilizar mas de un gen de referencia, sobre todo cuando no se
puede encontrar un uUnico gen de referencia con caracteristicas Optimas para realizar

cuantificacion relativa (Huggett et al., 2005; Robinson, Sutherland y Sutherland, 2007).
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GENES DE REFERENCIA UTILIZADOS EN ESTE PROYECTO

Los genes de referencia utilizados en este proyecto son:

% B-ACTINA
Es uno de los componentes principales de los microfilamentos y es fundamental en el desarrollo
embrionico, adhesion celular, migracion, citocinesis, mantenimiento de la polaridad celular
(Hundt et al., 2014; Bunnell et al., 2011). Debido a que B-actina es la mas dindmica de las dos
isoformas de actina citoplasmica (Bergeron et al., 2010), puede ser especificamente requerida
para la rapida reorganizacion del citoesqueleto de actina durante la division celular. Luxenburg et
al. (2011) senalan que la B-Actina es importante para mantener la correcta forma de la célula
durante la mitosis. Es uno de los genes de referencia mas utilizados debido a que tiene los niveles

de expresion mas estables en comparacion con otros controles internos (Huggett et al. 2005;

Stiirzenbaum y Kille 2001; Raff et al.1997).

< FACTOR DE ELONGACION 1o (E1Fa)
El factor de elongacion 1 alfa es una proteina citosolica que participa en uno de los tres pasos de
la traduccion de la proteina (inicio, elongacion, terminacion), la elongacion, donde una vez
terminada la fase de iniciacion comienza el proceso de traduccion de la informacion del mRNA a
una proteina funcional, la elongacion es un proceso secuencial de formacion de enlaces
peptidicos. (Devlin, 2000). En cada paso la peptidil transferasa ribosomica transfiere el péptido
creciente desde su tRNA transportador hasta el grupo alfa amino del aminodcido que forma parte
del aminoacil-tRNA especificado por el siguiente codon, en células eucariotas, el tRNA cargado
llega al ribosoma gracias a la accién de un factor de elongacién denominado El1Fa (Baynes y
Dominiczak, 2006). Para que sea activo el factor de elongaciéon debe tener asociada una molécula
de GTP; cuando el complejo aminoacil-tRNA-EF1a-GTP se une al lugar A, el GTP se hidroliza a
GDP. Eso provoca una disociacion de EFla-GDP del complejo ribosémico aminoacil-tRNA,
permitiendo que continue la sintesis de proteinas. (Smith, Marks y Lieberman, 2006). El ciclo de
elongacion se repite de forma continua deslizandose gradualmente el ribosoma sobre el mRNA
en el sentido 5'-> 3" hasta llegar a encontrar un triplete de terminacion. El Factor de Elongacion
la se ha establecido para ser un buen control invariante para ajustar las diferencias en la carga de
tubo a tubo y/o degradacion (Dostal et al., 1994) también se ha identificado que en el pez cebra es

uno de los genes con mayor estabilidad durante su desarrollo y diversos tejidos (McCurley y
Callard, 2008).
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% PROTEINA RIBOSOMAL L7 (RPL7)
Diversos autores sugieren los genes de proteina ribosomal de subunidades largas como control
interno para la normalizacion de los datos en tiempo real (Rebougas, 2013). RpL7 es una de las
proteinas ribosdmicas que se encuentra en las subunidades grandes (50S, 60S, 70S y 80S), juega
un papel regulador en la biosintesis de las proteinas, inhibe la traduccion libre de células de
mRNAs (Odintsova et al., 2003), esta implicada en la union entre el ribosoma y el reticulo
endoplasmatico (Lin et al. 1987,1991; Wu, Liu y Lin, 2007), es asociada con la iniciacion,
elongacion y terminacion de la traduccion de diversos factores (por el ribosoma 70S) (Carlson et
al., 2017) y participa como coactivador del receptor de estrogenos alpha (Duncan, Jimenez y
Carruth, 2009). Diversos estudios sefialan que RpL7 es un buen candidato como gen de

referencia debido a su alta estabilidad (Xingping, Lan y Zuobing., 2015)

2.4 DESCRIPCION GENERAL DE LA ZONA DE ESTUDIO

El “anillo de cenotes” es un sistema hidroloégico unico en México y el mundo, producto del
impacto de un gran meteoro que al fracturar las capas superficiales de la corteza terrestre propicio
esta alineacion anular de afloramientos del manto freético, tiene aproximadamente 5 kilometros
de ancho con un radio de 90 km (180 km de diametro) cuyo centro cae en la localidad de
Chicxulub Puerto (municipio de Progreso), ha mostrado ser una zona de alta permeabilidad cuyo
flujo de agua subterranea se presenta del sureste hacia el noroeste (Escolero et al., 2000).

Parte del perimetro del Anillo de Cenotes se encuentra en tierra continental, abarcando 27
municipios (de este a oeste) del Estado de Yucatan: Celestin, Uman, Abal4, Chochola, Maxcanu,
Kopoma, Opichén, Muna, Chapab, Sacalum, Tecoh, Tekit, Cuzama, Homun, Huhi, Kantunil,
Izamal, Dzoncahuich, Tekal de Venegas, Quintana Roo, Sotuta, Sudzal, Tunkés, Cenotillo,
Buctzotz, Dzilam Gonzélez y Dzilam de Bravo. El anillo de cenotes conforma una red cavernosa
muy compleja, que actia como un vertedero y linea de conduccioén de grandes masas de agua.
Son sitio de descanso en la ruta de diversas aves acuaticas durante sus migraciones al sur del
continente y presentan endemismos de peces de agua dulce y de anfibios de la region (FIR 2009-

2012).
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SITIOS DE MUESTREO

Los sitios de estudio comprenden de 7 cuerpos de agua distribuidos en las tres areas de la zona
geohidrolégica que comprende el anillo de cenotes de Yucatan, conocidas como area de recarga,

area de transito y area de descarga (Figuras 5y 6).
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Figura 5. Mapa de la zona geohidrolégica del anillo de cenotes. Consejo de cuenca de la
Peninsula de Yucatan. 2012. Comité Técnico de Aguas Subterraneas para la zona metropolitana
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Figura 6. Sitios de muestreo en la peninsula de Yucatan. Google Earth.
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El area de recarga se caracteriza por tener suelos permeables o medianamente permeables que
permiten que gran parte de las precipitaciones se infiltren en el suelo llegando a recargar las
partes mas bajas de la cuenca, son zonas son particularmente delicadas desde el punto de vista de
la contaminacion hidrica, ya que, las sustancias contaminantes una vez que entran en los
aquiferos permanecen alli durante periodos muy largos (Bedoya-Soto, 2009); el agua infiltrada en
el area de recarga es recibida en el area de transito y circula hasta el area de descarga donde el
agua mana en distintas clases de surgencias.

En la tabla 2 se presenta la ubicacion geografica de cada sitio de muestreo, el municipio donde
pertenece, tipo de area dentro de la zona geohidroldgica del anillo de cenotes de Yucatan y su

distancia desde la ciudad de Mérida, Yucatan, México.

Tabla 2. Localizacién de las estaciones de muestro definidas para el proyecto.

N° de Nombre N w Area Distancia desde
Estacion Mérida en Km
E25 Rancho Xlabén Subim 21°21° 35.2" 88°39'33.4"
. ) Descarga 107.96
Municipio: Dzilam de Bravo
E22 Chen Vazquez 21°08°54.2" 88°3928.2" o
. Transito 102.22
Municipio: Buctzotz
E19 Yaxbacaltun 20°43°37.2° 89°16°05.3"
o , Recarga 50.35
Municipio: Homun
E13 Nah-Yah 20°38°47.4" 89°24°16.6"
L Recarga 48.71
Municipio: Tecoh
E10 Yaxcopoil 20°44°11.13" 89°43°55.4"
. Transito 34.48
Municipio: Uman
E9 San Antonio Mulix 20°40°44.1" 89°46°26.7"
“X’Batun” Transito 41.93
Municipio: Uman
E6 Rancho Sta. Julia 20°48°47.9" 90°11°46.8" i
o . Transito 73.79
Municipio: Celestun
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RANCHO SANTA JULIA
CLAVE: E6

La estacion 6 se encuentra dentro de la zona geohidroldgica de transito y consta de un cenote tipo
abierto ubicado dentro del Rancho Santa Julia dedicado a la crianza y produccion de carne bovina
en el municipio de Celestln, se puede acceder facilmente a este cuerpo de agua caminando unos
pocos metros monte adentro. Este cuerpo de agua se encuentra a pocos metros del area de
ganado, presenta malezas acudticas y signos de eutrofizacion, es posible que estas caracteristicas
estén asociadas con el transporte de los residuos fecales y plaguicidas para el control de plagas

(Figuras 7y 8).
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SAN ANTONIO MULIX
CLAVE: E9

Dentro del areas de transito del anillo de cenotes de Yucatan se encuentra el cenote X Batun que
es de tipo abierto y se encuentra localizado en una zona forestal y turistica en la poblacion de San
Antonio Mulix, Uman a 49 km de M¢érida. Se caracteriza por tener agua con una coloracion
cristalina azul turquesa y es uno de los pocos cenotes que cuenta con vegetacion acuatica. Tiene
un area grande con poca profundidad, que permite el snorkeling y el buceo en el interior de su
caverna. En los terrenos aledafos se practica la agricultura para autoconsumo espacialmente para
producir maiz. Derrien et al (2014) senalan la presencia de bajos niveles de esteroles que pueden
estar relacionados con la contaminacién de aguas residuales domésticas/ animales y degradacion

de la materia organica (Figura 9).

Figura 9. Cenote X'Batun en San Antonio Mulix, Uman.
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YAXCOPOIL

CLAVE: E10
La estacion 10 se ubica dentro de area de transito de la zona
hidrogeologica, en la localidad del mismo nombre y
perteneciente al municipio de Uman. El cenote “El Yaxcopoil”
se encuentra dentro de las once mil hectareas que conformaban
ex-hacienda Henequenera y ganadera del mismo nombre.
Actualmente los terrenos aledafios se utilizan para milpa de
autoconsumo, con pequefias regiones para el ganado bovino,
mientras que en las afueras de localidad se encuentran

establecidas grandes extensiones de granjas avicolas (Figura
10).
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Figura 11. Entrada del cenote Nah- Yah en Pixan, Tecoh.
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Figura 10. Cenote Yaxcopoil
ubicado en la ex- hacienda y

comisaria del mismo nombre en
Uman.
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El cenote Nah Yah encuentra en la localidad de Pixy4 en el municipio de Tecoh dentro del area
de recarga del anillo de cenotes de Yucatan, tiene una alta actividad turistica y una dimension de
40 metros de ancho y 30 metros de profundidad. Las actividades en la localidad se basan
principalmente en la agricultura de maiz, frijol, hortalizas y algunos frutales como sandia, jicama
y algunas variedades de chiles, la crianza del ganado bovino, porcino y aves de corral. Segin
Polanco Rodriguez et al. (2015), existe una alta degradacion del agua en el municipio de Tecoh,
seflala que durante la temporada de lluvias 2011 se detectd la presencia de metabolitos de
lindano, un insecticida organoclorado que es moderadamente toxico y puede ser moderadamente
peligroso para los humanos si se manipula incorrectamente o sin precaucion (International
Agency for Research on Cancer IARC), ademds puede representar un peligro téxico para las
especies acuaticas y terrestres al entrar en la cadena alimentaria y dar lugar a bioacumulacion y
biomagnificacion, especificamente para los peces, ademas es bastante persistente en el ambiente;
también se encontrd altas concentraciones de aldehido de endrina (un producto de la degradacion
de la endrina al ser expuestas a altas temperaturas) con una concentracion cercana a 0.6 pmm
sobrepasando el limite de concentracion permitido de 0.00002 ppm establecido por las Norma
Mexicana NOM-127-SSA1-1994, esto nos indica el uso de endrina en zonas aledanas al cuerpo
acuatico, se utiliza como insecticida en cultivos de maiz y actGia también como avicida y
rodenticida, es toxico para un amplio rango de seres vivos y muy tdxica en organismos acuaticos.
Su elevada persistencia en los suelos junto con su baja solubilidad en agua, pero alta en grasas
provoca que las condiciones para bioconcentrarse en los organismos vivos sea elevada. Derrien et
al. (2014) detectaron cantidades significativas de coprostanol tanto en época de lluvias como de
secas, es un biomarcador de contaminacion fecal, un indicador de contaminacidon reciente por
aguas domésticas, y esto podria estar asociado por el grado de rezago social y pobreza de la
localidad y del municipio, segin el informe CONEVAL 2010: 153 viviendas de Pixya no cuentan
con excusado o sanitario y 170 carecen de drenaje mientras que en todo el municipio de Tecoh
887 viviendas no cuentan con excusado o sanitario y 1,122 viviendas carecen de drenaje (Figura

11).
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YAXBACALTUN
CLAVE: E19
Yaxbacaltun es un cenote de tipo semiabierto localizado en el municipio de Homun que se
encuentra dentro del area geohidrologica de recarga, actualmente su aprovechamiento estd
destinado para actividades turisticas. En un pasado Homun fue utilizado para el cultivo de
Henequén, actualmente se produce maiz, frijol, tomate, chile, y citricos; tiene produccion

ganadera con bovinos, porcinos y actividad avicola y apicola (Figura 12).
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Figura 12.- Entrada al cenote Yaxbacaltun en Homun.
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CHEN VAZQUEZ
CLAVE: E22
El cenote Chen Vazquez, es un cenote de tipo semiabierto que se localiza en la comisaria de
Santo Domingo que pertenece a Buctzotz, es utilizado como un area recreacional por habitantes
de la poblacion, sus aguas presentan signos de eutrofizacion. Polanco-Rodriguez et al. (2015)
reportaron la presencia de metabolitos de lindano durante la temporada de secas 2011, asimismo
Arroyo-Silva (2017) encontr6 que la expresion de CYP1A en musculo de Gambusia yucatana se
asocid a los compuestos PAHs presentes en este cuerpo de agua. El municipio de Buctzotz se

caracteriza por tener 2/3 de la produccion ganadera y agricola en el estado (Figura 13).
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Figura 13. Cenote Chen Vazquez en Santo Domingo, Buctzotz.
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RANCHO X’LABON SUBIM
CLAVE: E25
El cenote X labon se encuentra dentro del terreno con el mismo nombre ubicado en el municipio
de Dzilam Bravo y pertenece al area de descarga del anillo de cenotes en la cuenca
geohidrolégica de Yucatan. Varios trabajos sefialan existencia de compuestos contaminantes en
este cuerpo de agua. En el estudio de Polanco-Rodriguez et al. (2015) sefalan una alta
degradacion en la calidad del agua en el municipio de Dzilam Bravo, en el periodo de secas 2011
se encontrd en el cenote X labon altas concentraciones de heptacloro con una concentracion de
13.61 ppm cuando el limite establecido por la Norma Mexicana NOM-127-SSA1-1994 es de
0.00008 ppm, también se reportd la presencia endrina tanto en época de lluvias como de secas
con concentraciones de 0.7 ppm y 1.3 ppm respectivamente sobrepasando el limite de 0.00002
ppm, se detecté sulfato de endosulfan con concentraciones 0.15 ppm sobrepasando el limite
concentracion permitida de 0.00002 establecido por la Norma Mexicana NOM-127-SSA1-1994,
ademés se encontré 4,4 DDE (diclorofenildicloroetileno, compuesto similar al DDT) con una
concentracion de 0.3 ppm sobrepasando el limite de 0.001 ppm establecido por la Norma
Mexicana NOM-127-SSA1-1994, asi como metabolitos de lindano. Se presentan signos de
eutrofizacion. El rancho tiene actividad ganadera con bovinos y porcinos, crianza de aves de

corral asi como actividad agricola a escasos metros de distancia (Figura 14).

Figura 14. Cenote del Rancho X’labon seleccionado como sitio de muestreo.
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2.5 GAMBUSIA YUCATANA COMO ESPECIE CENTINELA EN YUCATAN

Figura 15. Pez Gambusia yucatana macho
La especie Gambusia yucatana (figura 15), conocida en la peninsula de Yucatan con el nombre
de guayacon yucateco, se incluye dentro del orden Cyprinodontiformes, familia Poeciliidae. Esta
distribuida desde Veracruz hasta Guatemala y Belice y toda la peninsula de Yucatan, incluso en

cenotes tierra adentro, estuarios y manglares, aunque tiende a ser costero (Miller et al. 2005)

como se aprecia en la figura 16.

Figura 16. Mapa de la distribucién del pez Gambusia yucatana.

Esta especie es muy abundante y se puede encontrar en agua dulce, salobre y salada. Es la especie
mas eurihalina del género y existen incluso poblaciones marinas (Miller et al. 2005); tiene una
tolerancia en condiciones hipersalinas de por lo menos 34 ppt (Carter, 1981), puede vivir en un
rango de pH de 7.5 - 8.3 y generalmente a una temperatura de 22°C a 28°C (Lucinda,2003), y el
valor maximo de temperatura critica registrada para la especie G. yucatana es de 42.4 °C (Heath
et al., 1993). La longuitud total méxima para las hembras es 8.0 cm y para los machos 5.5 cm
(Lucinda, 2003) Los machos se caracterizan por presentar un 6rgano intromitente denominado
gonopodio, que introducen en las hembras (Constantz, 1989; Ghedotti, 2000). Son viviparos y
efectian su reproducciéon interna mediante un 6rgano copulador o gonopodio el cual es
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indispensable para la identificacion de la mayoria de las especies (Pérez-Ledn y Schmitter-Soto,
2007). Nada en cardimenes bajo la pelicula superficial, cerca del mangle, para refugiarse
(Lucinda, 2003). El complejo de G. yucatana en México y Centroamérica consta de dos
subespecies (Greenfield, 1985), distinguibles principalmente por caracteristicas gonopodiales. En
el norte de la peninsula de Yucatan y la region del Petén se presentaria G. yucatana mientras que
en las poblaciones del sur de la peninsula de Yucatdn y Belice corresponderian a Gambusia
yucatana australis. Es una especie omnivora planctofaga que incluye en su alimentacion dipteros,
gasteropodos, ostracodos, quelicerados, odonatos y plecopteros segin su disponibilidad

(Mondragén y Rodas, 2001). En la tabla 3 se presenta la taxonomia de Gambusia yucatana.

Tabla 3. Taxonomia de Gambusia yucatana.

Taxonomia de
Gambusia yucatana
Reino Animalia
Filo Chordata
Clase Actinopterygii
Orden | Cyprinodontiformes

Familia Poeciliidae

Género Gambusia

Especie G. yucatana
Regan 1914

Las especies dentro de la familia Poeciliidae son importantes en las investigaciones de diferentes
campos, como la genética, oncologia, ecologia y en la biologia del desarrollo (Meffe y Snelson,
1993). Esto se debe a que los poecilidos responden facil y rapidamente a las diferentes
condiciones ambientales con cambios genotipicos (Reznick et al.,, 1990) y fenotipicos (Rodd et
al., 1997). Se han realizado muchos estudios para entender como los poecilidos responden a
varios factores ecoldgicos, particularmente la depredacion (Downhower et al., 2000), los factores

abidticos (Brown- Peterson y Peterson, 1990) y la estabilidad ambiental (Stearns, 1983).
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3. JUSTIFICACION

A nivel nacional se reconoce que el acuifero de Yucatan es la gran reserva de agua dulce del pais
y la principal fuente de abastecimiento en todas las actividades humanas del estado, sin embargo,
el acelerado crecimiento poblacional, agropecuario e industrial ha traido como consecuencia un
aumento en la explotacion de los cuerpos de agua superficiales, subterraneos e inevitablemente su
contaminacion gradual, frente la amenaza de la pérdida de la calidad del agua en el acuifero se
han realizado diversos estudios que sefialan la presencia de plaguicidas organoclorados y/o
metales todxicos como mercurio, plomo, cadmio y residuos domésticos debido a que representan
un riesgo principalmente en poblaciones rurales que dependen directamente de la extraccion de
este recurso para satisfacer sus necesidades; ante la falta de una norma oficial mexicana que
regule el uso, aprovechamiento y conservacion de los cenotes la implementacion de un programa
de monitoreo de contaminacion ambiental basado en el estudio de genes biomarcadores en
organismos locales podria ser util en la deteccion de posibles alertas de contaminacion en los
cuerpos de agua del estado.

Los estudios relacionados con la medicion y efectos de estos contaminantes en organismos
nativos del estado son escasos, en este proyecto se propone al pez Gambusia yucatana, una
especie de gran abundancia, facil captura y de amplia distribucion en todo el estado como
organismo biomarcador de contaminacion en el estudio de los genes CYP1A que responde
agentes con efecto oxidante, MT encargado principalmente del transporte de metales hacia el
interior de la célula y VTG que se activa ante la presencia de compuestos con capacidad

estrogénica.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Con respecto a la metodologia:
1. ;Cual es el mejor gen de referencia para medir expresion génica en G. yucatana?
2. (Qué tan variables son los genes de referencia seleccionados con respecto al sexo, y el
largo total?
3. (Qué método es el més efectivo para la evaluacion de la expresion relativa?
4. (Es mas conveniente el uso de multiples genes de referencia al mismo tiempo en
comparacion a usar uno soélo?
Con respecto a los resultados de los sitios de muestreo
1. ;Se presentara expresion diferencial en los peces colectados de los cuerpos de agua?
2. (Existen diferencias estacionales y espaciales en la expresion de CYP1A, MT en peces de
ambos sexos y VTG en machos?
3. (Existe una relacion entre el sexo y la expresion de CYP1A y MT?
4. ;Existe una relacion entre el largo total y la expresion de CYP1A, MT en peces de ambos
sexos y VTG en machos
5. ¢Se presentara correlacion entre los genes biomarcadores y los contaminantes detectados
en agua y sedimentos de los sitios de muestreo?

5. HIPOTESIS

1.- Los genes CYP1A, MT y VTG han sido ampliamente estudiados y utilizados en otras
especies de peces como biomarcadores de exposicion y efecto de xenobiodticos debido que
representan una herramienta importante en programas de monitoreo de la contaminacion
ambiental en otros paises. Estos genes se encuentran presentes en el pez Gambusia yucatana, por
lo tanto, si los cuerpos de agua elegidos en este estudio presentan compuestos xenobidticos
biodisponibles, se observard una expresion distinta de los genes CYP1A, MT y VTG respecto a
organismos que se encuentran libres de contaminacion. Para este estudio se tomara en cuenta si
existe variabilidad entre el largo total y el sexo de Gambusia yucatana en la expresion de los

genes diana y de referencia.
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6. OBJETIVO GENERAL

Estandarizacion del método de expresion relativa para la cuantificacion de los genes
CYPI1A, MT y VTG en el pez Gambusia yucatana obtenido de los cenotes de Yucatan,
Meéxico bajo distintos escenarios de contaminacion.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la estabilidad de los genes de referencia para cuantificar la expresion relativa de
los genes biomarcadores CYPIA, MT y VTG.

Evaluar la variabilidad de los genes de referencia con respecto el sexo y el largo total
Gambusia yucatana.

Evaluar la expresion relativa con respecto a un gen de referencia con el método de CT
comparativo y el método de la curva estandar.

Evaluar la expresion relativa con respecto a multiples genes de referencia utilizando la
media geométrica de los tres genes seleccionados.

Seleccionar el método maés Optimo para la evaluacion de la expresion de los genes
biomarcadores CYP1A, MT, VTG de Gambusia yucatana.

Determinar si existen diferencias estacionales y espaciales en las medidas de Gambusia
yucatana con respecto a los niveles de expresion genética de CYPIA, MT y VTG.
Determinar si existe diferencias entre hembras y machos con respecto a la expresion de

los genes CYPIA y MT.

. Evaluar si existe correlacion entre la expresion relativa de los genes biomarcadores los

contaminantes ambientales detectados en el agua y sedimento de los sitios de muestreo.
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8. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES Y METODOS

La figura 17 muestra de forma resumida la metodologia empleada es este trabajo.

Obtencion y manejo de muestras

¥

Extraccion y cuantificacion del RNA

La extraccion se llevd a cabo con el kit Gen EluteTM
Mammalian Total RNA Miniprep Kit de Sigma-Aldrich

. 4

Retrotranscripcion

El cDNA se obtuvo con el kit iScript ™ Reverse
Transcription Supermix for RT-gPCR de BIORAD

gPCR

Agente fluorescente utilizado: SYBR ® Green

@

Evaluacion de la estabilidad de los genes de
referencia

¥

Calculo de la expresion relativa

L

Analisis estadistico

Pruebas no paramétricas con R Studio

Figura 17. Diagrama de la metodologia realizada.
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8.1 OBTENCION DE MUESTRAS Y ACONDICIONAMIENTO

e Peces utilizados como calibradores
Un grupo de peces la especie Gambusia yucatana fué capturado en los cenotes de Yucatdn y
trasladado al laboratorio donde fueron depurados por 30 dias a 22°C, en la primera semana el
agua purificada contenia azul de metileno (dosis de 1.25 ppm, 1 gota por cada 20L) como
preventivo y terapéutico contra hongos bacterias y protozoarios, también se adiciond un producto
conocido como “bacteria liquida” para la prevencion de la contaminacion ya que su funcion es
generar una microbiota capaz de metabolizar amoniaco y nitritos provenientes de los desperdicios
de los peces y otros organismos en descomposicion en las peceras, después de la primera semana
el tratamiento con azul de metileno fue eliminado.

e Muestras a cuantificar
Se colectaron 10 peces Gambusia yucatana por cada uno de los siete cuerpos de agua
establecidos para el estudio, estos fueron capturados con redes de pesca manuales y
posteriormente fueron sacrificados por choque hipotérmico, se registraron las medidas del largo
total, la largo patron, y el ancho procurando que las muestras tuvieran un valor igual o mayor de
1.8 cm de largo total, seguidamente fueron disectados y el contenido abdominal se conservo en
RNA later ® en tubos de microcentrifuga que se mantuvieron en hielo hasta su arribo al

laboratorio donde se conservaron a -70°C hasta su procesamiento.

8.2 EXTRACCION DE RNA

Esta técnica permite obtener RNA a partir de pequefias cantidades de tejido y células en cultivo o
suspension de origen humano, vegetal, animal o bacteriano. Asi mismo el RNA obtenido si se
realiza el procedimiento con precaucion esta libre de contaminacion con DNA y proteinas y
finalmente puede ser utilizado en transcripcion reversa también llamado retrotranscripcion. Para
la extraccion del RNA en las muestras de contenido abdominal de los peces se utilizé el kit Gen
Elute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit de la marca Sigma-Aldrich y se sigui6 el protocolo
del ANEXO 1.
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8.3 CUANTIFICACION DE RNA

Posterior a la extraccion de RNA se realizo la cuantificacion y el andlisis de la calidad de las
moléculas obtenidas utilizando el espectrofotometro NanoDrop 2000 THERMO SCIENTIFIC
del laboratorio de Ecotoxicologia Acuética del Cinvestav Unidad Mérida. Las instrucciones para
su uso se encuentran en el ANEXO 2.

Después de cuantificar fué necesario evaluar la pureza del RNA de la muestra, para conocer con
precision la calidad de RNA de la muestra las proporciones de absorbancia 260/280 y 260/230
deben ser analizadas.

Los acidos nucleicos absorben a 260nm y si son puros generalmente producen una relacion
260/280nm ~1,8 para DNA y ~2,0 para RNA, los indices menores a 1.8 sugieren mala calidad,
contaminacion por proteinas, fenol u otros compuestos (que absorben fuertemente a 280nm),
rangos entre 1.8 - 2.2 indica buena calidad y que estdn libres de impurezas, datos mayores a 2.2
senalan mala calidad, contaminacion con polifenoles y polisacaridos.

En cuanto a la concentracion de RNA se considera que valores menores a 10 ng/uL indican una
extraccion baja, protocolo ineficiente o cantidad de tejido insuficiente, valores entre 11-30 ng/uL
se asocia a una extraccion media y un protocolo medio eficiente, y valores 31< ng/uL representa

una extraccion Optima, protocolo muy eficiente y cantidad de tejido suficiente.

*Nota: El indice 260/230 es una segunda medida de la pureza propio de un acido nucleico "puro”
que se encuentra comunmente en el rango de 1.8 -2.2, las relaciones de pureza que son
significativamente inferiores a los valores esperados pueden indicar que la técnica de aislamiento
utilizada puede requerir una mayor optimizacion debido a contaminantes que absorben a 230nm.
Se menciona este dato ya que aparece en la tabla que arrojan los resultados del NanoDrop, pero

no es util para este estudio
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8.4 SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO

A la reacciébn RT-PCR se le llama PCR de retrotranscripcion o transcripcién reversa es una
técnica que permite sintetizar DNA complementario (cDNA) a partir de moléculas de RNA
usando para ello la enzima transcriptasa reversa. El cDNA obtenido es la cadena complementaria
de la cadena molde de RNA.

En este proceso se generan copias de RNA en forma de cDNA y se conserva la secuencia de
RNA a amplificar. Dado que el RNA usualmente es de una sola hebra y es sensible al calor, es
necesario hacer una transcripcion reversa (RT) antes de iniciar la amplificaciéon por PCR ya que
el cDNA es estable al calor y puede resistir la metodologia PCR.

Los equipos en donde se realiza la reaccién son llamados termocicladores, los cuales estan
disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y
tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reaccion, para
corroborar si se amplific la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o también
llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para confirmar si la reaccion fue exitosa.
El ¢cDNA se obtuvo utilizando el kit iScript ™ Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR de
BIORAD, el protocolo utilizado se encuentra en el ANEXO 3.

8.5 VALIDACION DEL OLIGONUCLEOTIDO CUANTITATIVO ESPECIFICO E1IFA Y
DEL OLIGONUCLEOTIDO CUANTITATIVO RPL7

E1FA. Para la obtencion de oligonucledtido cuantitativo especifico del gen E1Fa en Gambusia
yucatana, se partié de una secuencia formada de los peces Sparus aurata y Dicentrarchus labrax,
primero se realizé un per punto final (ANEXO 4) para observar si las secuencias amplifican con
el cDNA complementario de Gambusia yucatana, una vez confirmado que ha amplificado se
procedid a purificar el producto de PCR usando el kit comercial Zymoclean™ Gel DNA
Recovery (ver ANEXO 5) debido a que los productos de PCR suelen contener restos de
nucledtidos y de cebadores que interfieren en la secuenciacion, para corroborar que el producto
de PCR esté purificado se inyecta un poco en un gel de electroforesis y en ¢l debe verse un tnico

producto como en la figura 18.

57



Para enviar a secuenciar el producto de PCR purificado se prepara una mezcla con un volumen
final de 16 pL donde 15 pL seran del producto de PCR purificado y 1 puL del primer a 10mM; se
enviaron a secuenciar 2 muestras una con el primer Forward y otra con el primer Reverse al IBT
UNAM, posteriormente los resultados de las secuencias fueron analizados mediante el uso de

BLAST Y BIOEDIT (ANEXO 7y 8, respectivamente)

Producto de interés

Figura 18. Banda del producto de pcr purificado en gel de agarosa.

RPL7. La eleccion del gen RpL7 estuvo basada en los resultados con respecto a su estabilidad en
el articulo de Zhu et al. (2016), de donde se tom¢ el oligonucleétido cuantitativo especifico para
Poecilia formosa (caracteristicas en la tabla 4) para probar con el cDNA de Gambusia yucatana

en qPCR.

Tabla 4. Caracteristicas del par de oligonucleoétidos Forward y Reverse del gen RpL7 de Poecilia

formosa.
. o . Amplicén T°C
Gen Secuencia (5°-3°) Longuitud (pb) Alineamiento
RpL7 F- TCAGAGGTATCAATGGTGTCCC 22 92 63
Poecilia R- CAGCTTGACAAACACACCGT 20
formosa
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Siguiendo el procedimiento del ANEXO 4, se amplific6 el gen RPL7 en punto final utilizando
cDNA de Gambusia yucatana y los oligonucledtidos de Poecilia formosa, posteriormente el
producto de PCR generado se purificd con el kit comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery de
acuerdo con las indicaciones del ANEXO 5, en la figura 19 se aprecia el producto purificado libre
de dimeros.

Al igual que ElFa se prepar6 una mezcla con un
volumen final de 16 pL. donde 15 pL es del producto
de PCR purificado y 1 pL del primer a 10mM.

La mezcla se envid a secuenciar al IBT UNAM,
asimismo los resultados de las secuencias fueron
analizados mediante el uso de BLAST y BIOEDIT
(ANEXO 7).

Figura 19. Banda del producto de pcr
purificado en gel de agarosa.
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8.6 PCR TIEMPO REAL

La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacion de un
gen de interés mediante la cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR
que sera proporcional a la cantidad de DNA que se esta amplificando. Por lo general para que sea
valida esta técnica requiere realizar en paralelo una curva de calibracion en las mismas
condiciones para conocer la cantidad total de DNA que se esta amplificando. Debido a la elevada
sensibilidad de la técnica, uno de los puntos mas importantes a la hora de realizar una PCR en
Tiempo Real, es la calidad del material de partida. Por ello, la extraccion de los dcidos nucleicos
de la muestra toma un papel critico y fundamental. En estudios ecotoxicoldgicos es utilizado
eficazmente para evaluar los niveles de expresion de genes marcadores biologicos en virtud de la

induccion de xenobiodticos contaminantes.
Los oligonucleotidos que fueron amplificados en qPCR Tiempo Real fueron:

B-ACTINA, CYP1A, MT Y VTG. Los oligonucledtidos cuantitativos especificos de f3-actina,
CYPIA, MT Y VTG en Gambusia yucatana fueron tomados del estudio previo de Vazquez-Euan
et al. (2016).

FACTOR DE ELONGACION 1o (E1Fo). La secuencia del gen E1Fa se obtuvo de los peces
Sparus aurata y Dicentrarchus labrax, a partir de estos se generaron los oligonucledtidos
cuantitativos especificos para Gambusia yucatana.

PROTEINA RIBOSOMAL L7 (RPL7). Las secuencias de los oligonucleétidos del gen rpL7

corresponden al pez Poecilia formosa y fue obtenida del articulo de Zhu et al. (2016).

8.6.1. ESTANDARIZACION DE REACCION DE PCR EN TIEMPO REAL

Las reacciones en PCR Tiempo Real se llevaron a cabo por triplicado en un termociclador
CFX96 de BIORAD con capacidad de microplacas placas de 96 pocillos. En cada uno de ellos se
cargaron 15uL de la siguiente mezcla de reaccion: 7.5 pL de SYBR Green, 4.5 pL de agua PISA
estéril, 1ul de oligonucle6tido Forward a 10mM, 1puL de oligonucledtido Reverse a 10mM y 1uL
de cDNA (12.5 ng/ puL). Se incluyeron controles negativos (NTC) por cada mezcla de reaccion

para descartar posibles contaminaciones cruzadas entre muestras. Los resultados de las
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reacciones de qPCR se presentaron en forma de valores (CT- threshold cycles o CP-Crossing
Points) que fueron utilizados para calcular los niveles de expresion génica. El protocolo que se
utilizé para correr las muestras en qPCR fué la misma para todos los genes evaluados con el i1Q5
Optical System Software Version 2.1. Se establecié una temperatura de 95 °C por 10 minutos
como desnaturalizacién inicial, posteriormente en el ciclo 2 se programaron 35 repeticiones con
30 segundos a 95 °C para la desnaturalizacion y 1 minuto a 60 °C y a 63°C para el gen rpL7 para
el alineamiento sin la fase de extension, por ultimo, para la generacion de la curva Melt 1 min a

95 °C en el Ciclo 3 y 91 repeticiones de 20 segundos a 50 °C en el ciclo 4, ver tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de amplificacion de los genes evaluados.

Desnaturalizacién inicial | Desnaturalizacion | Alineamiento Curva Melt
Ciclo 1 Ciclo 2 35x Ciclo 3 Ciclo 4 91x
Paso 1 Paso 1 Paso 2 Paso1 Paso 1
95°C 95 °C 60 °C 95 °C 50°C
10:00 min 0:30 seg 1:00 min 1:00 min 0:20 seg

Nota: Los oligonucledtidos del gen rpL7 trabaja con una temperatura de alineamiento de 63°C.

Los valores CT resultantes de cada muestra se anadieron a una hoja de célculo promediados si su
variacion intrinseca present6 un valor < 0.20. En la tabla 6 se muestran todos los

oligonucleétidos utilizados en las reacciones de qPCR.

Tabla 6. Caracteristicas de los oligonucleoétidos utilizados en este estudio.

P Especifico
Gen Secuencia (5°-3") Longuitud | Amplicon Tm Cuantitativo
(pb) G. yucatana
| F- ACTGGGACGACATGGAGAAG 20 .
B-Actina | o -GTACATGGCAGGAGTGTTG 20 100 60 Si
F- GCGCTCACTTCCTTGGTGA 19 .
E1Fa | . GCTGCTGGTGTTGGTGAGTT 20 179 60 S
F-TCAGAGGTATCAATGGTGTCCC 22
RPL7 | R.CAGCTTGACAAACACACCGT 20 92 63 No
F- CCTCGCTGAAGATTTTGTCC 20 ,
CYPIA | R TCCGGTCCTCACAGTGATCT 20 100 60 S
F- GAAAAGCTGCTGCTCTTGCT 20 .
i R- AGGCTCCTCACTGACAGCAG 20 100 60 Si
VTG | F- GCTGAAGCTTGTGGAACCTC 20 ] o0 S
R- CAGTTGTTCAGGTCCCTGGT 20
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8.6.2.- ANALISIS DE LA CURVA DE FUSION PARA DETERMINAR LA
ESPECIFICIDAD DE LOS AMPLICONES.

Mediante el uso de flourdforos intercalantes como el SYBR ® Green es posible identificar
productos especificos de qPCR mediante el analisis de la temperatura de disociacion que se
expresa en una curva cuya forma se relaciona con el contenido de GC, tamafio de los amplicones
y la secuencia de los mismos (Ririe et al., 1997). Para asegurar que los oligonucleotidos
utilizados amplificaran un solo producto, se llevaron a cabo curvas de fusion (también conocidas
como curvas de disociacion o de melting) para cada uno de ellos a distintas diluciones teniendo
en cuenta que estos se disocian a una temperatura mas alta que los artefactos como dimeros de

oligonucleoétidos (Ririe et al., 1997).
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8.6.3.- PARAMETROS DE LA RECTA ESTANDAR DE LAS CURVAS DE
CALIBRACION

3.1 Diluciones seriadas para generar la recta estandar

Para obtener el valor de la eficiencia y de la pendiente para el calculo de la eficiencia relativa de
la reaccidn es necesario generar una recta estandar por medio de diluciones seriadas. Se realizan
los célculos para una dilucioén 1:3 para un cDNA a 12.5 ng/uL, tomando en cuenta que para la

reaccion de qPCR se cuenta con 5.5uL del volumen entre el agua y el templado (Figura 20).

. . 1:1 1:3 1:9 1:27 1:81
Diluciones 1-3
[x] Inicial Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucién 3 Dilucién 4
Calculos 68.75 ng 22916 ng/ul  7.638 ng/ul 2546 ng/ul  0.848 ng/pl

Concentracidn inicial
(@) 5.5ula12.5 ng/pl = 68.75ng

" 66pIcDNA [ 66ulcDNA [ 6.6ulcDNA [ 6.6l cDNAL
(@ 20l (22.916 ng) = 6.6 cDNA + 13.4 Agua

T T 00 7

@ 20||| !7638 ng! = 66u| cDNA +13.4 Agua | 13.4pl Agua | 13.4p Agua | 134 plAgua | | 13.4 pl Agua
22.916 ng l l l l l
(@ 200l (2.546 ng) = 6.6 cDNA + 13.4 Agua 5.5 1l 10l 14l 10l
7.638 ng + + + + +
@ 20|||!0848 ng' — 66|_1| cDNA +13.4 Agua 7.5ul de SYBR GREEN 7.5ul de SYBR GREEN
2.546 ng 1pl Primer Forward 4.5ul Agua Pura
’ 1ul Primer Reverse 1yl Primer Forward
1pl Primer Reverse

5 estandares °
Por triplicado

Figura 20. Diagrama de diluciones

Para obtener el estandar 1 necesitamos poner en cada pocillo 5.5 pL. de cDNA a 12.5ng/ uL. para
tener una concentracion de 68.75 ng a los cuales se les adiciona 7.5uL de SYBR GREEN + 1l
del oligonucleétido forward+ 1 pL del oligonucledtido reverse. Para el estdndar 2 que
corresponde a la primera dilucién 1:3 se adiciona a un tubo de pcr 13.4 de agua + 6.6 de cDNA a
12.5ng/ul donde el volumen total obtenido serd de 20 L de los cuales se tomara 1 pL. como
templado para cada pocito en la reaccion de qPCR; en la segunda dilucién 1:9 que corresponde al
estdndar 3, se toman 6.6 uL. de la primera dilucién y se pasan a un nuevo tubo de pcr con 13.4 pul
de Agua del volumen total se toma 1 pLL como templado en la reaccién de pcr para cada pocillo,
en el estindar 4 1:27 se agregan 6.6 pL de la segunda dilucidn, se adicionan 13.4 uL de agua y

del volumen total se toma 1 pL para la reacciéon qPCR en cada pozo, por tltimo para el estandar 5
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1:81 se adicionan 6.6 pL de la tercera dilucién en 13.4 pL de agua, se toma 1 pL del volumen

final y se utiliza como templado en la reacciéon de qPCR en cada pozo.

La amplificacion de diluciones
seriales de cDNA permitid la
generacion de curvas paralelas
para evaluar la eficiencia de
amplificacion del gen, con la
finalidad de conocer el rango de

concentracion de cDNA en el que

Amplification Chart

7000

6000

5000

4000

3000

PCR Base Line Subtracted Curve Fit RFU

la fluorescencia  incrementa
. ., 2000
proporcionalmente en funcion a la 1512 60
abundancia inicial del templado. 1000
En la figura 21 se aprecia un .
ejemplo de las curvas de T
amplificacion separadas entre si a 5875M8
. o 22.916 ng en 20ul
concentraciones distintas. 1.1458 ng/ul 5 638 g e 20,
0.3819 ng/pl 2.546 ng'en 20ul  0.848 ng en 20l
0.1273 ng/ul 0.0424 ng/ul
Esto permite la validacion del Figura 21. Curvas estandar de amplificacion.
método de
. ., e Standard # Unknown
cuantificacion
24
para futuros .
analisis, toda vez 2] °
- o
que los valores de N
. 2 20 e
eficiencia  sean £ 74
j2 . °
mayores a 90% y & 57
£ 7
que la linealidad N e
oual 16
sea igual o mayor . o
1 L]
0.99 Como Se 14— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-5.5 -5 4.5 -4 -3.5 -3 -2.5
presenta en la
Log Starting Quantity, copy number
figura 22. i
o FAM | E- 90.4% |RA2=0.995 slope=-3.575 y-int=4.361

Figura 22. Verificacion de la eficiencia y de la linealidad de la curva estandar.

v v
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8.6.4.- DETERMINACION DE LA EFICIENCIA 10 - (1/Pendiente)

La eficiencia de la PCR en tiempo real es la capacidad de la reaccién de duplicar el nimero de
copias de las cadenas de DNA o cDNA en cada ciclo (Bustin y Nolan 2004). La determinacién de
la eficiencia de las reacciones se obtiene mediante la formula (10-(1/pendiente)) (Higuchi et al.,
1993b), refiriéndose a la pendiente generada en la curva estandar a partir de los valores de Ct
obtenidos después de realizar diluciones seriadas cDNA. La obtencion de pendiente es importante
en el método de la curva estandar para el calculo de la expresion relativa y para encontrar la
eficiencia relativa, un dato fundamental para el andlisis de estabilidad de los genes de referencia
en programas como el BestKeeper en hoja de calculo Excel, el geNORM de qBASE, y en el

calculo de la expresion relativa cuando se utilizan multiples genes de referencia.

8.7 ANALISIS DE ESTABILIDAD DE LOS GENES DE REFERENCIA

La estabilidad de la expresion génica estandar es un requisito previo elemental para la
normalizacion interna de los datos de expresion génica diana y muchos de los denominados genes
de referencia con una expresion estable asumida pueden presentar una regulacion hacia arriba o

hacia abajo en algunas condiciones experimentales.

BestKeeper. Es una aplicacion gratuita de hoja de calculo que sirve para determinar los mejores

genes de referencia o ver los niveles de expresion de genes de interés analizando un maximo de
10 genes a través de un indice. Para el procesamiento de datos se tienen en cuenta los puntos de
cruce (CP 6 CT). Para analizar la estabilidad de la expresion de los genes candidatos a genes de
referencia, se realiza una estadistica descriptiva con los CP: media geométrica (GM), media
aritmética, valor minimo y maximo, desviacion estandar y coeficiente de variacion. Estos
resultados se corrigen con el valor de la eficiencia de la qPCR. Con los datos de la estadistica
descriptiva se puede hacer una primera estimacion de la estabilidad inspeccionando los valores de
desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV). Segin la variacion observada, se
pueden ordenar del nivel de expresion mds estable, que muestra la menor variacion, al menos
estable, con la variacion mayor. Cualquier gen con SD>1 puede considerarse inadecuado como
gen de referencia. De aquellos genes considerados con una expresion estable, se calcula el Indice
BestKeeper para cada muestra como la media geométrica de los CP de este gen candidato

(ecuacion BestKeeper Index), donde z es el numero total de genes candidatos incluidos.
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Posteriormente, para estimar las relaciones entre todas las posibles parejas de genes candidatos,
se realizan numerosos analisis de correlacion, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson,
obteniendo un valor p de significacion. Todos esos genes altamente correlacionados se combinan
en el Indice BestKeeper. Por ultimo, se calcula la correlacion entre cada gen candidato con el
indice, para describir la relacion que hay entre ambos y la contribucion del gen candidato en el
indice, mediante el coeficiente de correlacion de Pearson y el coeficiente de determinacion, con
sus respectivos valores p. Seran adecuados aquellos genes con valores significativos. (Pfaffl et al.

2004; http://www.gene- quantification.de/BestKeeper .html).

GeNorm. Es un algoritmo popular para determinar los genes mds estables de referencia de un
conjunto de genes de referencia candidatos probados en un panel de muestra dado. A partir de
esto, se puede calcular un factor de normalizacion de la expresion génica para cada muestra
basadndose en la media geométrica de un ntimero definido por el usuario de genes de referencia.
Este programa se encuentra disponible en el software de qBASE+ de Biogazelle y es muy Ttil
para normalizar un conjunto muy grande de genes en comparacion con BestKeeper que so6lo

acepta hasta 10 genes de referencia (Vandesompele ef al. 2002).

REFFINDER: BESTKEEPER, geNORM y NORMFINDER

RefFinder es una herramienta completa basada en la web, facil de usar, desarrollada para evaluar
y seleccionar genes de referencia a partir de extensos conjuntos de datos experimentales. Integra
los principales programas computacionales disponibles actualmente (geNorm, Normfinder,
BestKeeper y el método comparativo Ct) para comparar y clasificar los genes de referencia
candidatos probados. Basandose en los rankings de cada programa, asigna un peso apropiado a
un gen individual y calcula la media geométrica de sus pesos para el ranking final general.
NormFinder. Calcula el valor de estabilidad para cada gen de referencia candidato, utiliza un
modelo basado en el analisis de la variancia (ANOVA) para estimar variaciones inter e intra
grupales evitando la seleccion artificial de genes co- regulados y provee una medicion directa de
la variacion de expresion para cada gen. Los genes con la menor variacion entre grupos en
combinacion con el promedio més bajo de variacion dentro del grupo, serian los mas estables, y
por tanto, los mas adecuados para ser utilizados como genes de referencia,

El link en funcionamiento (verificado el 28/08/2017) pertenece a COTTON EST DATABASE
East Carolina: http://150.216.56.64/referencegene.php?type=reference
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8.8 METODOS PARA CALCULAR LA EXPRESION RELATIVA DE LOS GENES
e DELTA CT COMPARATIVOS

Este método se basa en el modelo Delta- Delta Ct desarrollado por PE Applied Biosystems
(2006), uno de los mas utilizados para obtener cuantificaciones rapidas de muchos genes ya que
no tiene en cuenta la eficiencia de la reaccion. Los valores obtenidos para cada gen (gen diana)

son normalizados con los niveles de Ct obtenidos para un gen calibrador. Para ello se utilizo la

-AACt .
féormula 2 , los valores utilizados se muestran en la tabla 7.

1. ACt de la muestra = Ct (gen diana de la muestra) — Ct (gen de referencia de la
muestra)
Cts obtenidos de la amplificacion de la muestra experimental
2. ACt del calibrador = Ct (gen diana del calibrador)- Ct (gen de referencia del
calibrador)
Cts obtenidos de la amplificacion de la muestra control o calibrador

3. AACt = ACt de la muestra — ACt del calibrador

-AACt : : _
4. 2 = Incremento de expresion del gen diana sobre el calibrador =

Expresion relativa
Ejemplo:

Tabla 7. Valores de los CT's del gen de referencia y el gen diana.

Gen Diana: CYP1A Gen de referencia:
B-Actina
Calibrador o
control 23.21 19.91
Muestra $roblema 2102 29 405
Procedimiento:

1. ACt de la muestra =21.02 -22.405 = -1.38
2. ACt del calibrador =23.21- 19.91 = 3.3
3. AACt=-1.38-(3.3)=-4.68

4. 270498 _ 956342361

Donde el valor 25.6342361 quiere decir que el gen diana CYP1A se esta
expresando 25.63 veces mas que el control.
El limite establecido como indicador de sobreexpresion de los genes diana es partir de 1.5
expresiones relativas del gen con respecto al gen de referencia, por lo tanto, esta muestra presenta

una sobreexpresion de CYPIA.
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CURVA ESTANDAR PARA CUANTIFICACION RELATIVA

Los experimentos de curva estandar para cuantificacion relativa determinan el cambio de
expresion de un gen diana en una muestra en relacién con el mismo gen diana de una
muestra de referencia. Para conseguir los resultados, se utiliza una curva estandar
construida a partir de una dilucion seriada de cantidad conocida; este método requiere de
genes dianas, estdndares, muestras, una muestra de referencia y un control endogeno
(Applied Biosystems: Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-

Time Quantitative PCR. 2004.)

Paso 1. Obtener los Ct’s de todas las muestras en todos los genes diana y de referencia

evaluados.

Paso 2. Preparar diluciones seriadas para generar los estindares con los que se construyen
las curvas de calibracion de cada gen, ponerlas en una microplaca por triplicado y correr
gPCR. Una vez obtenida la curva estdndar se extraen los valores de la pendiente (slope) y
del intercepto de y (y-int) para sustituir los valores en la ecuacion de la recta para cada
gen (sea de referencia o diana) utilizado. El valor de y es el valor del CT de cada muestra

de cada gen (Figura 23).
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Figura 23. Sustitucion de los valores en la ecuacion de la recta.
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Paso 3. Se sustituyen los valores en la ecuacion de la recta y se normaliza con respecto al valor

del calibrador como se aprecia en la tabla 8.

Tabla 8. Calculos para el método de la curva estandar.

Paso 1.- Sustitucion de los valores del control en la ecuacién de la recta y
obtencién del valor normalizador del Calibrador o control.

Gen de Referencia B-Actina

Gen Diana CYP1A

Pendiente= -3.178
Intercepto de Y= 7.586
CT=19.91

Slope=-3.534
Intercepto de Y= 10.195
CT=23.21

Sustitucion en la ecuacion de la recta
(19.91-7.586) / -3.178)

Sustitucion en la ecuacion de la recta
(23.21-10.195) /-3.534

Potencia (10, X) = 0.000132461

Potencia (10, X) = 0.000207589

Se divide
0.000207589 / 0.000132461
Se obtiene el valor de expresion del control para normalizar la muestra

=1.

7

Paso 2.- Sustitucion de los valores de la muestra en la ecuacién de la recta y
normalizaciéon con respecto al control

Gen de referencia B-Actina

Gen Diana CYP1A

Pendiente= -3.178
Intercepto de Y= 7.586
CT=22.405

Slope=-3.534
Intercepto de Y= 10.195
CT=21.02

Sustitucion en la ecuacion de la recta
X=(22.405-7.586) / -3.178)

Sustitucion en la ecuacion de la recta
(21.02-10.195) /-3.534

Potencia (10, X) = 2.17513E-05

Potencia (10, X) = 0.000864766

Se divide
0.000864766 /2.17513E-05
= 39.75693089

Se divide para normalizarlo con respecto al control
39.75693089/ 1.567165768 = 25.36868256
La muestra presenta una expresion relativa 25.58919095 veces con respecto al
control.
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e METODO DE LA MEDIA GEOMETRICA DE MULTIPLES GENES DE

REFERENCIA

El método propuesto por Vandesompele et al. (2002), demuestra que el uso de mas de un gen de

referencia y que la normalizacion utilizando la media geométrica de estos genes genera resultados

mas confiables que al usar solo uno, al disminuir la variacién intrinseca entre ellos refuerza la

estabilidad de los datos que servirdn como control o referencia. En la tabla 9 se detalla el

procedimiento utilizado para obtener la expresion relativa de cada muestra normalizado con

multiples genes de referencia.

Tabla 9. Expresion relativa utilizando multiples genes de referencia, ejemplo

CT de los genes
F-.‘-en Gen d? Gen d? Gen de referencia:
diana: referencia: referencia: RoL7
CYP1A B-Actina E1FA P
Calibrador | ) oo/ 24.23 22978 19.69
o control
Muestra 22785 23.025 25.06 18.72
problema 1

Paso 1.- Multiplicar el CT del gen por el logaritmo de la eficiencia relativa del mismo gen.

Control de CYP1A (A)
22.687*LOG (1.91) = 6.3758
Control de B-Actina
24.23*LOG (2.06) = 7.605
Control de E1Fa
22.978*LOG (1.90) = 6.4052
Control de RpL7
19.69*LOG (2.06) =6.1800

Muestra CYP1a (A’)

22.785*LOG (1.91) = 6.4033

Muestra de B-Actina

23.025*LOG (2.06) = 7.2267

Muestra de E1Fa

25.06*LOG (1.90) = 6.9855

Muestra de RpL7
18.72*LOG (2.06) =5.8755

Paso 2.- Promediar los resultados de los ge

nes de referencia (controles B y muestras B’)

B= (7.605 +6.4052 + 6.1800) / 3
B=6.7300

B =

(7.2267 + 6.9855 + 5.8755) / 3
B’ = 6.6959

Paso 3.- Aplicar la formula

2% ((A'-B)-(A-B)

2" ((6.4033 - 6.6959) — (6.3758 - 6.7300)) = 1.0436

Esto significa que el gen CYP1A se esta expresando 1.0436 veces con respecto al
control, se expresa de manera similar a los controles por tanto esta muestra no
presenta sobreexpresion de CYP1A.

2 M ((Control de CYP1a de la muestra — Promedio de los genes de referencia de la muestra)

-( Muestra de CYP1A — Promedio de los genes de referencia del control))

70



8.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos de las muestras fueron realizados en el software de R Studio, en el
siguiente diagrama se describe el procedimiento general para la evaluacion de diferencias

significativas o no significativas (Figura 24).

< ANALISIS ESTADISTICO

Normalidad

Homocedasticidad

VALIDACION DE

LOS SUPUESTOS Independencia
estadistica
. Se cumplen los 3 supuestos?
st ; ¢ J NO
Paramétricas No paramétricas
ANOVA Kruskall Wallis Mann Whitney

Pruebas pos hoc

Prueba de Tuckey Dunn Test

Figura 24. Diagrama de procedimiento para la evaluacion estadistica en R Studio.

Primero se evaluaron los datos para saber si eran paramétricos o no paramétricos, posteriormente
se evaluaron todos de manera no paramétrica para homogenizar los resultados.
Para el andlisis en R Studio de la estabilidad de los CT (o CP) de los genes de referencia con

respecto al sexo y la morfometria se evaluo:
e Si existen diferencias entre la expresion de los genes de referencia B-Actina, E1Fa y

RpL7 con respecto al largo total.

e Sila expresion del gen de referencia varia entre machos y hembras.
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Para el andlisis en R Studio de los resultados de la expresion relativa con respecto a multiples

genes de referencia se evaluaron:

Notas:

Si existe diferencia en la expresion relativa de los genes CYP1A y MT entre hembras y
machos entre estaciones y entre las temporadas 1y 2.

Si existe diferencia en la expresion relativa del gen VTG cuantificado en machos entre las
estaciones y entre las temporadas 1 y 2.

Si existen diefrencias en la expresion de CYP1A, MT y VTG con respecto al control.

Temporada 1 corresponde a octubre 2015 en época de lluvias y temporada 2 corresponde a
mayo 2016 en época de secas.

En la temporada 2 no se capturaron muestras de peces macho en la estacion E13 que
corresponde al cenote Nah Yah, mientras que en la estaciéon 22 el nUmero de muestras de peces

hembra es 1 por lo que su resultado, aunque no es representativo puede darnos una idea muy
general de la expresion de los genes biomarcadores.
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8.10 CORRELACION ENTRE GENES BIOMARCADORES Y CONTAMINANTES

De manera exploratoria se realiz6 correlaciones de Spearman para visualizar el comportamiento
de la expresion relativa de los genes en relacion con diversos tipos de contaminantes ambientales
detectados en el agua y sedimento de los sitios de muestreo. Los datos de plaguicidas
organoclorados, PAHs y plaguicidas organofosforados detectados en los sitios de muestreo
fueron extraidos de los proyectos “IA200214” y “Biomarcadores de balance redox para la
evaluacion de la contaminacion por plaguicidas en Gambusia yucatana: un estudio de monitoreo
de cenotes en Yucatan, México” que se lleva a cabo en la Unidad Quimica en Sisal bajo la
direccion de la Dra. Gabriela Rodriguez Fuentes; mientras que los datos de metales detectados en
agua corresponde al proyecto PAPIIT 1A101914 a cargo de la Dra. Flor Arcega Cabrera de la
Unidad Quimica en Sisal.

Se evaluaron las correlaciones entre los datos de:

- Expresion relativa de los genes CYPIA, MT y VTG de machos y hembras de la
temporada 1 vs contaminantes.

- Expresion relativa de los genes CYPIA, MT y VTG de machos y hembras de la
temporada 2 vs contaminantes.

Contaminantes medidos:

» Plaguicidas organoclorados totales en agua y sedimentos.
- Hexaclorociclohexanos HCHs
- Clordanos
- Drines
- Endosulfanes
- DDTs
- Metoxicloro

» Plaguicidas con hidrocarburos aromaticos policiclicos PAHs en agua.
- 2-3 anillos
- 4-6 anillos

» Plaguicida organofosforado en agua y sedimentos.
- Clorpirifos

» Metales en agua.
- Cadmio
- Plomo
- Niquel
- Cobre
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Se realizo el andlisis de contaminantes en agua ya que son la fuente receptora que mantiene
contacto directo con los organismos, asimismo se evaluaron los datos de contaminantes en los
sedimentos, debido a que estos pueden actuar como fuentes secundarias de contaminacion
(Burton, 2012), ya que los contaminantes asociados a los sedimentos pueden ser resuspendidos
de forma natural, por procesos fisicos y bioldgicos (bioturbacion), o por la actividad humana,
esto genera una removilizacion y redistribucion de los contaminantes a la columna de agua desde
los sedimentos (Walker et al., 2006; Hill, 2010).

Por el momento no se cuenta con una legislacion con respecto a los limites permisibles de
contaminantes en agua de cenotes enfocado a la proteccion de la vida acuatica y/o para el uso y
consumo humano, por esto en este trabajo se escogieron como referencia la NOM-001-
SERMARNAT-1996 y la Ley Federal de Derechos Disposiciones Aplicables en Materia de
Aguas Nacionales CONAGUA 2016.

e NOM-00I-SERMARNAT-1996. Establece los limites maximos permisibles de
contaminantes debido a las descargas de aguas residuales en cuerpos receptores, llamados
asi a los depositos naturales de agua asi como los terrenos en donde se infiltran o inyectan
dichas aguas cuando puedan contaminar el suelo o los acuiferos. Los limites maximos
permisibles en esta norma fueron establecidos mediante evaluaciones de toxicidad aguda
en agua con daphnia Magna Straus (Crustacea-Cladocera) y Artemia Franciscana
Kellogs (Crustacea-Anostraca).

e Ley Federal de Derechos Disposiciones Aplicables en Materia de Aguas Nacionales
CONAGUA 2016. Los limites maximos permisibles de contaminantes fueron evaluados

con el uso 3 enfocado Proteccion a la vida acuatica: Agua dulce, incluyendo humedales.

En sedimento las concentraciones de contaminantes fueron comparadas con:

SQuiRTs Cards NOAA 2008. NOAA ha desarrollado tablas de referencia répida de
deteccion, o SQuiRTs, para ayudar a evaluar los riesgos potenciales del agua
contaminada, los sedimentos o el suelo.
Se utilizd como parametros guia el valor LEL (Lowest Effects Level) que indica las
concentraciones en las cuales un impacto puede comenzar a ocurrir, la flora y fauna de la
columna del agua estan en riesgo potencial via “biomagnificacion” (toxicidad de la cadena
alimenticia) si las concentraciones de pesticidas organoclorados en el sedimento estan sobre el

LEL.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 VALIDACION DEL OLIGONUCLEOTIDO CUANTITATIVO ESPECIFICO E1FA Y
DEL OLIGONUCLEOTIDO CUANTITATIVO RPL7

BLAST y BIOEDIT

E1Fa. Los resultados presentados en la figura 25 sefiala que la secuencia amplificada se alinea
con el gen del factor de elongacion de diversas especies, se cubri6 la mayor parte de la secuencia
(Query Cover = 99%), no existe la posibilidad de que el alineamiento haya sido al azar (E-Value
=0), y posee un 97% de similitud (/dent) con la de las especies Xiphophorus maculatus y
Poecillia latipinna, Poecillia formosa, Poecillia reticulata, esto quiere decir que se amplificé el
gen deseado y que la secuencia es altamente compatible con Gambusia yucatana que también es

de la familia de los Poeciliidae.
® < L blast.ncbi.nim.nih.gov O O @ ]

icriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments 0
Description :é‘j:e :2;1 (3:\2:, vaEIEue Ident Accession

PREDICTED: Xiphophorus maculatus elongation factor 1-alpha (LOC102233591), mRNA 933 933 99% 0.0 97% XM_005802839.2
PREDICTED: Poecilia latipinna elongation factor 1-alpha (LOC106951930), mRNA 931 931 99% 0.0 97% XM_015039718.1
PREDICTED: Poecilia formosa elongation factor 1-alpha (LOC103143459), mRNA 926 926 99% 0.0 97% XM_007560017.1
PREDICTED: Poecilia reticulata elongation factor 1-alpha-like (LOC103472995), mRNA 896 896 95% 00 97% XM_008422892.1
PREDICTED: Poecilia mexicana elongation factor 1-alpha (LOC106923444), mRNA 891 891 99% 0.0 96% XM _014996470.1
PREDICTED: Austrofundulus limnaeus elongation factor 1-alpha-like (LOC106529138), mRNA 761 761 99% 0.0 92% XM_014024476.1
PREDICTED: Stegastes partitus elongation factor 1-alpha-like (LOC103365450), mMRNA 760 760 99% 0.0 92% XM_008292884.1
PREDICTED: Nothobranchius furzeri elongation factor 1-alpha (LOC107394932), mRNA 732 732 99% 0.0 91% XM _015974152.1
PREDICTED: Cyprinodon variegatus elongation factor 1-alpha-like (LOC107101090), mMRNA 725 725 94% 0.0 92% XM_015399851.1
PREDICTED: Pundamilia nyererei elongation factor 1-alpha (LOC102205261), mRNA 717 717 97% 0.0 91% XM_005739803.1
PREDICTED: Maylandia zebra elongation factor 1-alpha (LOC101482897), mRNA 715 715 97% 0.0 91% XM_004572716.3
PREDICTED: Haplochromis burtoni elongation factor 1-alpha (LOC102296947), mRNA 712 712 97% 0.0 90% XM _014339601.1
Girella punctata EF1alpha mRNA for elongation factor 1 alpha, partial cds 704 704 98% 0.0 90% AB874605.1
Chelon labrosus partial mMRNA for elongation factor 1-alpha (ef1a gene) 699 699 99% 0.0 90% FN295560.1
PREDICTED: Oreochromis niloticus elongation factor 1-alpha-like (LOC106096996), mRNA 686 686 95% 0.0 90% XM _013266369.1
Solea senegalensis SseEF1A2 mRNA for elongation factor 1 alpha isoform 2, complete cds 682 682 97% 0.0 89% AB326303.1
Scophthalmus maximus elongation factor 1 alpha (EF1alpha) mRNA, partial cds 680 680 99% 0.0 89% KU057926.1
PREDICTED: Larimichthys crocea elongation factor 1-alpha (LOC104924398), mRNA 680 680 98% 0.0 89% XM _010737734.1
Scophthalmus maximus EF1alpha mRNA, partial cds 680 680 99% 0.0 89% AF467776.1

Figura 25. Resultados del BLAST de la secuencia que corresponde a E1Fa.
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Para evaluar la calidad de las secuencias se generaron los cromatogramas forward y reverse
(figuras 26 y 27, respectivamente) con el programa BIOEDIT, en ellos se observan picos
definidos y poco ruido de fondo estas caracteristicas estdn relacionadas con ausencia o

concentracion minima de contaminantes y buena calidad del DNA secuenciado.

Model 3500 File: 5963 EF1GMFab1.ab1 Signal G:1308 A:1003 T:955 C:1358 Page 10f 1
KB.bcp BIF KB_3500_POP7_BDTv3.mob 4/13/2016
BIO
TRACE Sequencing Format 5963 22 no MTXF field Spacing: 11.2458343505859

o G version 7.2.5 (12/11/2013) Lane 10 Points 1283 to 7251

5GIG A GGGGCG AGG 1G CGACCA TG CCGGGCT TG G ATGCCGGTCTCAACAC GACCOACGGGG ACGG TTCCSATACCGCCGATCTIGIAGACGICCTGCAGCGGCAGACGGAGCGGC
0 20 20 o s 0 ] 0 0 100 "o

e
TTGICGS TGGGACGGGACGGIGGCATGATGGAGICCAGGGCCTCCAGCAGGGTCACACC TG TAGC TCCGECCTCTTIACGCTCGATCTTCCANCCT T TGAACCAGCTCATCTIGICG
120 130 140 150 160 170 150 19 200 210 20 20

guhmlhmunmlmﬂmmmuhmmuuhmmxAln.uummmn.mmmuummum..muul.h

TGGCCTCCAGCATGTITGICTCCATGCCANCCAGAGATGGGGACGANGGCGACGGIGGCCGGGTTGIAGCCGATCTTCTTGATGIAGGCGC TCACT ICCTTGGIGATCTCCTCGANTC
240 250 260 270 280 29 300 310 320 130 340 350

dlhum.mhmmmhnnnJ.nlmhdhh.AumA.ummmnlunmnm..A..umumn..mum“m

TCTTCIGGCTGIANGGGGGCTCAGTGGAGICCATCTTGITGACACCAACGATGAGCTGCTTCACGECCAGAGTGIAGGECCAGCAGGGCGIGECTCACGGGTCTGCCCGTTCTTGGAG A
360 0 w0 39 400 410 a0 430 440 4s0 460 aq

TACCMGCCTCARACTCACCAACACCAGEAGCAACGATCAGGACGGCGCAGICAGCCTGGGAGGTIACCAGIGWICATGTTCA
480 4% 00 s10 s20 <30 40 s

NN ANANNNANANNSANAANALI NANLAANNBANAAND, N\/\MN\/\AIV\AAA\’—-AAIW\A

Figura 26.Cromatograma de la secuencia Forward del gen E1Fa

Model 3500 File: 5964.EF1GMRab1.ab1 Signal G:3008 A:2699 T:2404 C:3288 Page 10f 1
BIO A KB.bcp BIF KB_3500_POP7_BDTv3.mob 411312016
TRACE Sequencing Format 5964 27 no "MTXF" field Spacing: 11.164999961853
Lane 13 Points 1279 to 7245

it version 7.2.5 (12/11/2013)
6 YA TIC €GO IC 16 ATCR TTGC TGCTGGTGT TGGTGAGT TTGAGGCKGG TATC TCCAAGAACGGGCAGACCCG TG AGCACGCCC TGC TGGCCTACAC TC TGGGCGTGAAGCAGC TCA
10 20 30 0 s0 0 £ 0 % 100 n

TCGTTGGTGTCAACAAGATGGACTCCACTGAGCCCCC T TACAGCCAGAAGAGAT TCGAGGAGATCACCAAGG AAGTGAGCGCCTACATCAAGAAGAT CGGC TACAACCCGGCCACCG T
120 130 140 150 160 170 180 19 200 210 20 30

ﬂu“hhluhhh“h“mmn“mhhumh.mm.mhhmnuhmhumm.hmh.hunm.munnm

CGCCTICGTCCCCATCTCTGGT TGGCATGGAGACAACATGCTGGAGGCCAGCGACAAGATGAGCTGGT TCAAMAGGT TGGAAGATCGAGCGIAAAGAGGGCGGAGC TACAGG TGTGAC
240 250 260 27 20 290 300 310 a0 130 340 350

MMM AWM A A AR A AR AN AN AAAA A A AN AR AN AN AR A AR

SCTGCTGGAGGCCCTGGACTCCATCATGCCACCG TCCCGTCCCAS CGACAAGCCGC TCCGTCTGCCGC TGCAGGACG TC TACAAGATCGGCGGTATCGGAACCGICCCCGIGGG ICG
360 380 400 440 460

TGTTGAGACCGGCATCCTGAAGCCCGGEATGGICGTCACCT TCGCCCCCCCCANCCTGACCACTGAGGTCAN TY Y TRKTGGAGA
47 500 520 30 s40 sso

Figura 27. Cromatograma de la secuencia Reverse del gen E1Fa
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En la figura 28 muestra los oligonucleodtidos F y R contienen regiones altamente conservadas (La
secuencia 5963 le corresponde a forward y la 5964 a la reverse) y que de cualquier secuencia es

posible generar los oligonucleétidos cuantitativos especificos de E1Fa para Gambusia yucatana.

b C:\Users\Marita\Desktop\CAPcontig.fas =% EcH =]
B 8 [Conenew  ~|[1 B Slotal sodences
Mode: [Select /7 Side v Selection: null SequenceMask None Stat 7
Position: ask None ruler at
Scroll L] =)
£1DID e. o - Eaﬁ.. ill F-E! @\n'ﬂ s.;’,dsbw v

cap 5963
cap 5964
Contig-0

cap 5963
cap 5964
Contig-0

cap 5963
cap 5964
Contig-0

ap 5963
ap 5964
ontig-0

ip 5963
\p 5964
mtig-0

Figura 28. Alineamiento de las secuencias F y R en BIOEDIT

A partir de estas secuencias se disefiaron los oligonucleotidos para qPCR de E1Fa que fueron
probados nuevamente con el cDNA de Gambusia yucatana y enviados a secuenciar para después
validar la amplificacion del producto deseado, finalmente se realiz6 el BLAST (figura 29) que
senala que se cubri6 la totalidad de la secuencia (Query Cover = 100%), el E-Value es igual a 1
pero esto es normal debido a que en alineaciones cortas suelen tener valores relativamente mas
altos debido a que el célculo de valor de E tiene en cuenta la longitud de la secuencia de consulta
por que mientras mas corta mas probabilidad tiene de coincidir con la secuencia de la base de
datos (Calaza y Iglesias, 2016); asimismo el porcentaje de similitud (Ident) es del 100% para el
ElFa en diversas especies del género Poecilia, esto quiere decir que la secuencia generada es

especifica para Gambusia yucatana y garantiza la amplificacion del producto deseado.
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1} Alignments

Description S“::r’;
Astronotus ocellatus enlogation factor 1 alpha (ef1 alpha) mRNA, partial cds 38.2
Seriola rivoliana elongation factor 1 alpha (EF1alpha) mRNA, partial cds 38.2
PREDICTED: Odocoileus virginianus texanus elongation factor 1-alpha, cocyte form-like (LOC110127731), mRNA 382
Channa maculata elongation factor 1-alpha mRNA, partial cds 382
PREDICTED: Monopterus albus elongation factor 1-alpha (LOC109953430), transcript variant X2, mRNA 38.2
PREDICTED: Monopterus albus elongation factor 1-alpha (LOC109953430), transcript variant X1, mRNA 38.2
PREDICTED: Felis catus elongation factor 1-alpha, oocyte form-like (LOC101083959), mRNA 38.2
PREDICTED: Panthera pardus elongation factor 1-alpha, oocyte form-like (LOC109267052), mRNA 38.2
PREDICTED: O niloticus elongation factor 1-alpha (LOC _MRNA 382
PREDICTED: Oreochromis niloticus elongation factor 1-alpha-like (LOC109196356), mRNA 382
PREDICTED: Kryptolebias marmoratus elongation factor 1-alpha (LOC108247920), mRNA 382
PREDICTED: Poecilia formosa elongation factor 1-alpha (LOC103143459), mRNA 382
Scophthalmus maximus elongation factor 1 alpha (EF1alpha) gene, partial cds 382
Scophthalmus maximus elongation factor 1 alpha (EF1alpha) mRNA, partial cds 38.2
PREDICTED: Poecilia latipinna elongation factor 1-alpha (LOC106951930), mRNA 38.2
PREDICTED: Poecilia mexicana elongation factor 1-alpha (LOC106923444), mRNA 38.2
PREDICTED: Equus asinus elongation factor 1-alpha, oocyte form-like (LOC106827486), mRNA 38.2
PREDICTED: Ceratotherium simum simum elongation factor 1-alpha, oocyte form-like (LOC101400390), mRNA 382
Acipenser gueldenstaedtil elongation factor 1 alpha protein mRNA, partial cds 38.2
PREDICTED: Xiphophorus maculatus elongation factor 1-alpha (LOC102233591), mRNA 382
PREDICTED: Maylandia zebra elongation factor 1-alpha (LOC101482897), mRNA 382
PREDICTED: Maylandia zebra elongation factor 1-alpha (LOC101482309), mRNA 38.2
PREDICTED: Haplochromis burtoni elongation factor 1-alpha (LOC102296947). mRNA 38.2

Total Query E
score cover value

382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0
382 100% 1.0

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

Accession

KT337399.1

KY806112.1

o

XM_020878090.1
KY427701.1

XM_020588923.1

XM_020588922.1

XM_003992621.2

XM_019449556.1

XM_019350634.1

XM_019350343.1

XM_017436339.1

XM_007560017.2

KU057927.1

KU057926.1

XM_0

1503

18.1

XM_014996470.1

XM_014835352.1

XM_014784480.1

KR906074.1

XM_005802839.2

XM_004572716.3

XM_004572715.3

XM_014339601.1

Figura 29. Resultados del BLAST de la secuencia que corresponde a E1Fa.

RpL7. Para validar el uso de los oligonucledtidos cuantitativos especificos para Poecilia

formosa en Gambusia yucatana, se procedio a amplificar el cDNA de Gambusia yucatana para

secuenciar el producto de PCR, una vez obtenida la secuencia realiz6 el alineamiento BLAST y

los resultados mostraron que la secuencia tuvo un cubrimiento del 88%, un E-Value de 8e-17 y

una similitud de 98% con otras especies del género Poecilia, de acuerdo a esta informacion es

valido utilizar estos oligonucledtidos para cuantificar la expresion de RPL7 en Gambusia

yucatana (Figura 30).

Select: All None Selected:0

41 Alignments
Description

PREDICTED: Poecilia formosa ribosomal protein L7 (rpi7). mRNA
PREDICTED: Poecilia mexi i protein L7 (rpl7). mRNA

PREDICTED: Poecilia latipinna ribosomal protein L7 (rpl7). mRNA
Poecilia reficulata ribosomal protein L7 (rpl7). mRNA
PREDICTED: Xi protein L7 (rpi7). mRNA

Poecilia reticulata ribosomal protein L7 mRNA, complete cds
PREDICTED: O1 is niloticus ril protein L7 (rpl7), mRNA

n

coioides protein L7 mRNA, partial cds

PREDICTED: Fundulus heteroclitus ribosomal protein L7 (rpl7). transcript variant X2. mRNA
PREDICTED: Fundulus heteroclitus ribosomal protein L7 (rpl7), transcript variant X1, mRNA
PREDICTED: Paralichthys olivaceus ribosomal protein L7 (rpl7), mRNA

PREDICTED: Larimis crocea protein L7 (rpl7). mRNA

PREDICTED: Lates calcarifer ribosomal protein L7 (rpi7). mRNA

TPA: Oryzias latipes strain Hd-R. complete genome assembly, chromosome 20

PREDICTED: Neolamproloqus brichardi 60S ribosomal protein L7-like (LOC102776785). mRNA
PREDICTED: Haplochromis burtoni ribosomal protein L7 (rpi7). mRNA

PREDICTED: F ilia nyererei ril protein L7 (ipl7). mRNA

Oo0DoDoODoDoOooooooooooao

Max Total Query
score score cover

953 953
953 953
953 953
953 953
953 953
953 953
898 898
898 898
879 879
879 879
842 842
842 842
842 842
842 842
842 842
842 842
842 842

88%
88%
88%
88%
88%
88%
88%
88%
83%
83%
88%
88%
88%
88%
88%
88%
88%

Figura 30. Resultados del BLAST de la secuencia que corresponde a RpL7.

E
value

8e-17
8e-17
8e-17
8e-17
8e-17
8e-17
4e-15
4e-15
1e-14
1e-14
2e-13
2e-13
2e-13
2e-13
2e-13
2e-13
2e-13

Ident

98%
98%
98%
98%
98%
98%
96%
96%
98%
98%
94%
94%
94%
94%
94%
94%
94%

o
Accession

XM _007554606.2
XM _015010269.1
XM _015045969.1
NM 001297468 1
XM_005797870.1
EF408834.1

XM _003443469.3
EU714141.1

XM _012857376.1
XM _012857375.1
XM_020087800.1
XM _010733846.2
XM 018673989 1
HF933226 1

XM _006794610.1
XM _005912152.1

XM 005722564 1
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9.2 ANALISIS DE LA CURVA DE FUSION PARA DETERMINAR LA ESPECIFICIDAD
DE LOS AMPLICONES.
Las temperaturas medias de disociacion fueron, 83 °C para B-Actina, 84 y 84.50 °C para ElFa,

80.50 para RpL7, 80.50 y 81 °C para CYPIA, 83.50 °C para MT y 82.50 °C y 83 °C para VTG.
En todos los casos (con excepcion de ElFa) se observo una sola curva de disociacion por
amplicon, lo que indica que s6lo se amplificd un producto de PCR (Figura 31). En la curva de
disociacion E1Fa se observa la presencia de dimeros, sin embargo, la eficiencia de reaccion de
ElFa es >90% vy la linealidad obtenida de las diluciones es >.99 (Figura 33) esto lo hace un
oligonuclétido cuantitativo util y confiable para el presente trabajo.
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Figura 31. Curva de disociacion de los oligonucledétidos.
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9.3 PARAMETROS DE LA RECTA ESTANDAR DE LAS CURVAS DE CALIBRACION

Las diluciones ensayadas de cDNA (1:3, 1:9, 1:27, 1:81) mostraron una adecuada separacion,
reflejandose en su linealidad con valores >0.99 y una eficiencia de 106.4%, 90.4, 106.8%, 91.8%,
123.2 y 100.6% para B-Actina, E1Fa, RpL7, CYP1A, MT y VTG respectivamente. En las

siguientes figuras se muestran las curvas de amplificacion y la curva estdndar para cada par de

oligonucledtido utilizado (Figuras 32 - 37).

||||||||

E=106.4% RA2=0.999 slope=-3.178 y-int=7.586

Figura 32. a) Curva de amplificacién b) curva estandar de - Actina.
Concentraciones a 1.1458 ng/pl, .3819ng/ul, .1273 ng/pl y 0.0424 ng/ul
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Figura 33. a) Curva de amplificacién b) curva estandar de E1Fa.
Concentraciones a 68.75 ng, 1.1458 ng/ul, .3819ng/ul, .1273 ng/ul y 0.0424 ng/pl
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Figura 34. a) Curva de amplificacion b) curva estandar de RpL7.
Concentraciones a 68.75 ng, 1.1458 ng/ul, .3819ng/ul, .1273 ng/ul y 0.0424 ng/pl
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® Standard # Unknown

CYP 1a Amplification Chart
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Figura 35. a) Curva de amplificacion b) curva estandar de CYP
Concentraciones a 1.1458 ng/pl, .3819ng/ul, .1273 ng/pl y 0.0424 ng/ul
sooce s
4so00 :
— ] ] e
& <oco 234
:é 3s00 ]
g 2000 B,‘j_ 22; o
£ 2s00 % E
E 2000 '.' £ 214 .
Z 1sco E =
§ 1000 f 205 A
e 121.92) M/f,/ o] ¢
o— === 55 5 45 = 35 3
a) [} 10 1S cy:,ezo 2s 20 3s b) Log Starting Quantity, nanograms
-o- FAM E=123.2% RA2=0.998 slope=-2.868 y-int=9.313
Figura 36. a) Curva de amplificacion b) curva estdndar de MT
Concentraciones a 1.1458 ng/pl, .3819ng/ul, .1273 ng/ul y 0.0424 ng/ul
VTG Amplification Chart
:: ® Standard ¢ Unknown |
7000 22
L ]
& s000 ]
= 4 8
£ 000 = 20
3 /, 1
=2 7 o ]
E cooo 3 *
B 2000 / 2 ]
5 / ;«// £ ] °
g 2000 ,"' ]
oz 16 o
& 1000 ——rt ] °
119.59 s )—/ ]
¢ 14 A—————
10 15 2 25 30 35 S5 S 45 4 35 3
Cycle
a) b) Log Starting Quantity, nanograms
-@- FAM E=100. 6% RA2=0.997 slope=-3.307 y-int=4.287

Figura 37. a) Curva de amplificacién b) curva estandar de VTG
Concentraciones a 1.1458 ng/pl, .3819ng/ul, .1273 ng/pl y 0.0424 ng/ul
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9.4 DETERMINACION DE LA EFICIENCIA RELATIVA 19~ {/Pendiente)

La tabla 10 muestra los valores de las pendientes obtenidas para cada uno de los genes medidos a

concentraciones decrecientes 68.75ng, 1.1458ng/ul, 0.3819ng/ul, 0.1273ng/ul, 0.0424ng/pl.

Tabla 10. Eficiencia relativa de las reacciones de gPCR para cada uno de los genes analizados.

Gen Pendiente 10~ Pendiento)
“Slope”

p-Actina -3.178 2.06
ElFa -3.575 1.90
RpL7 -3.169 2.06
CYPI1A -3.534 191
MT -2.868 223
VTG -3.307 2.00
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9.5 ANALISIS DE ESTABILIDAD DE LOS GENES DE REFERENCIA

Para poder comparar muestras, ¢stas deben estar normalizadas con genes de referencia internos
que tengan una expresion constante bajo las condiciones del estudio, es decir, aquellos que sean
mas estables. Hay varios métodos disponibles para la normalizacion precisa de la expresion
génica mediante RT-qPCR (Vandesompele et al., 2002; Andersen et al., 2004), pero aiin no hay
un consenso generalizado dentro de la comunidad cientifica sobre qué método se debe utilizar.
Por esa razon, es mejor utilizar una comparacién de diferentes procedimientos de calculo de
seleccion de genes de referencia, asi se puede llevar a cabo una mejor identificacion de los
controles mas fiables y se reduce el riesgo de la seleccion artificial de los transcriptomas co-
regulados (Ayers et al., 2007). Numerosos trabajos cientificos coinciden en utilizar
conjuntamente las aplicaciones BESTKEEPER, GENORM y NORMFINDER, y comparar sus
resultados para la seleccion de los genes de referencia (Pérez-Rico 2015; De Spiegelaere et al.,

2015)

e BESTKEEPER

Los resultados de los genes de referencia B-Actina, E1Fa y RpL7 en peces calibradores hembra y
macho evaluados se describen a continuacion en las tablas 11 y 12. La primera estimacion de la
variabilidad de la expresion de los genes de referencia se basa en la inspeccion de las variaciones
calculadas de los valores de SD (desviacion estdndar) y CV (coeficiente de variacion), una
variacién menor representa una mayor estabilidad del gen de referencia mientras que una SD>1
puede considerarse inconsistente, sin embargo, el indice BestKeeper se calcula con la media

geométrica los valores de CT o CP de sus candidatos (Pfaffl et al., 2004).

En esta primera estimacion se observa que -Actina es el gen mas estable en hembras con una
desviacion estandar (SD) de 0.25 seguido del gen RpL7 con SD= 0.26 y ElFa SD= 1.51,
mientras que el E1Fa es el gen mas estable en machos con una SD de 0.18 seguido de B-Actina
con SD=0.44 y RpL7 con SD= 0.63. En cuanto al Coeficiente de variacion (CV) se reportan los
valores mas altos en E1Fa en hembras CV=6.20 y en RpL7 en machos CV=3.21. El mayor valor
reportado en el parametro de la desviacion estandar del coeficiente absoluto de regulacion (SD [+
x-fold]) se encuentra E1Fa en hembras con 2.98, mientras que en resto de los genes tanto

hembras como machos los valores son similares entre si.
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Tabla 11. Resultado del analisis de BestKeeper en hembras.

HEMBRAS Genes de referencia BestKeeper
P- Actina E1Fa RpL7 B- Actina, E1Fa y RpL7
GM [CP] 19.91 24.29 18.06 20.59
SD [+CP] 0.25 1.51 0.26 0.61
CV [% CP] 1.25 6.20 1.46 2.97
SD [ x-fold] 1.20 2.98 1.21
Tabla 12. Resultado del analisis de BestKeeper en machos.
MACHOS Genes de referencia BestKeeper
p- Actina E1Fa RpL7 B- Actina, E1Fa y RpL7
GM [CP] 24.23 22.98 19.69 22.21
SD [+CP] 0.44 0.18 0.63 0.17
CV [% CP] 1.82 0.79 3.21 0.78
SD [ x-fold] 1.38 1.14 1.58

Para estimar las relaciones entre genes BestKeeper realiza andlisis de correlacion entre pares

donde se calcula el coeficiente de correlacion de Pearson y el valor de probabilidad p véase tabla

13. Todos los genes de referencia altamente correlacionados se combinan en un indice, luego se

calcula la relacion entre cada gen de referencia y el indice mediante la evaluacion del coeficiente

de correlacion de Pearson (r) y el coeficiente de determinacion () en las tablas 14 y 15.

Tabla 13. Coeficiente de correlacién de Pearson (r) entre genes de referencia.

Correlacion de Pearson r

Genes Hembras Machos
B-actina — E1Fa 0.989 -0.796
p valor 0.001 0.107
B-actina — RpL7 0.979 -0.966
p valor 0.001 0.008
E1Fa — Rpl7 0.987 0.926
p valor 0.001 0.024
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Tabla 14. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre genes de referencia y el indice BestKeeper.

Correlacion de Pearson r

Genes Hembras Machos
BestKeeper — B-actina 0.991 -0.827
p valor 0.001 0.006
BestKeeper — E1Fa 0.999 0.991
p valor 0.001 0.001
BestKeeper — Rpl7 0.992 0.943
p valor 0.001 0.001

Tabla 15. Analisis de regresion entre los genes de referencia frente a BestKeeper.

Coeficiente de determinacion r’

Genes Hembras Machos
BestKeeper — B-actina 0.99 0.68
p valor 0.001 0.006
BestKeeper — E1Fa 1.00 0.98
p valor 0.001 0.001
BestKeeper — Rpl7 0.99 0.89
p valor 0.001 0.001

En este caso, la herramienta de software fue probada con a partir de cDNA de muestras de
extraidas del contenido abdominal de peces hembra y macho de Gambusia yucatana depurados
en laboratorio por un mes, comparando los genes f-actina, E1Fa y RpL7 se observd una alta
variacion de CP en la expresion de E1Fa en las hembras sin embargo los 3 genes candidatos se
correlacionaron muy bien entre si y es una razoén para mantener E1Fa dentro del indice. Las
expresiones f-actina y RpL7 en hembras mostraron variaciones de CP alrededor 0.255 (0.25 CP
<SD <0.26 CP), mientras que E1Fa mostré una alta variaciéon de CP (SD = 1.5 CP) asi como una
regulacion up / down + 6.20 veces; por lo tanto, el indice ponderado a partir de 3 candidatos
mostré un SD=0.61. El andlisis mostr6 una correlacion fuerte (0.987 <r <l) para todos los
candidatos. Las expresiones E1Fa, B-Actina y RpL7 en machos mostraron variaciones de CP
alrededor de 0.18 CP <SD <0.63 CP, en este caso el gen RpL7 mostr6 una regulacion up / down
+ 3.21 veces; por lo tanto, el indice ponderado a partir de 3 candidatos mostré un SD=0.17. El
analisis mostrd una correlacion fuerte (-0.796> r >-0.966; 0.979< r <0.989 machos y hembras,
respectivamente) entre todos los candidatos. B-Actina en machos presenta una correlacion de

pearson negativa con respecto a E1Fa y Rpl7.
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e geNORM

La estabilidad de la expresion 6 indice de estabilidad (M) de cada gen de referencia candidato en
organismos calibradores hembras y machos se muestra en las tablas 16 y 17. De acuerdo con este
programa los valores de M arriba de 1.5 indican que los genes son altamente variables en las
condiciones probadas, por lo tanto, no podrian utilizarse como genes de referencia de manera
individual mientras que un valor de M menor a 1.5 indica una expresion muy estable de ese gen
bajo las condiciones del ensayo. En el resultado arrojado por la herramienta bioinformatica
geNORM integrado al software qBase+, los tres genes candidatos presentaron valores de M
menores o iguales a 1.5 ; B-actina fué el mejor candidato tanto en hembras como en machos con
valores de M=0.781 y1.133 respectivamente, seguido del gen RpL7 con M=0.783 en hembras y
en machos con el gen E1Fa M= 1.515, por tltimo el valor de M mas alto en hembras fue para el

gen E1Fa con 1.493 mientras que en machos el gen RpL7 obtuvo un valor de M=1.560.

Tabla 16. Resultado de la estabilidad de expresién de los genes de referencia en hembras.

Genes de referencia
en Hembras geNORM
B-actina E1Fa RpL7 PROMEDIO
M 0.781 1.493 0.783 1.019
CV [% CP] 0.341 0.628 0.361 0.443

Tabla17. Resultado de la estabilidad de expresion de los genes de referencia en machos

Genisnd“:ar::;rsenma geNORM
B-actina E1Fa RpL7 PROMEDIO
M 1.133 1.515 1.560 1.403
CV [% CP] 0.246 0.651 0.505 0.468

En la tabla 18 se muestra el andlisis de correlacion generado por el programa geNorm de qBase+
arrojo una alta correlacion entre genes de referencia en muestras de peces calibradores hembra,
sin embargo, el resultado fue distinto para las muestras de calibradores en peces macho donde

solo los genes E1Fa y RpL7 mostraron una fuerte correlacion inversa entre si.
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Tabla 18. Correlacion de Pearson generado por GeNorm de qBase+.

Correlacion de Pearson r

Genes Hembras Machos
B-actina — E1Fa 0.989 3.571E-2
p valor 1.144E-2 0.927
p-actina — RpL7 -0.956 -0.181
p valor 4.401E-2 0.641
E1Fa — Rpl7 -0.912 -0.989
p valor 0.088 4.090E-7

e REFFINDER: BESTKEEPER, geNORM y NORMFINDER

Con la herramienta RefFinder se obtuvo el ranking recomendado de los genes de referencia mas

estables para BestKeeper, geNorm, Normfinder, tabla 19. Donde los valores cercanos a cero

indican mayor estabilidad y el limite maximo establecido es 1.5.

Tabla 19. Ranking de los genes de referencia mas estables obtenido mediante la herramienta RefFinder
de Cotton EST Database North Carolina.

HEMBRAS BestKeeper geNorm NormFinder
Rango Gen SD[+CP] Gen M Gen \%
1 B -actina 0.25 B —actina 0.066 | B-actina  0.033
2 RpL7 0.26 RpL7 0.066 RpL7 0.1
3 ElFa 1.51 ElFa 1.123 | ElFa  1.652
MACHOS BestKeeper geNorm NormFinder
Rango Gen SD[+CP] Gen M Gen A%
1 ElFa 0.18 ElFa 0.67 ElFa  0.335
2 B-actina  (.442 RpL7 0.67 RpL7  1.001
3 RpL7 0.633 | B-actina 0998 |p-actina 1.112

SD[+CP]: Valor de la estabilidad en BestKeeper. M: Valor de estabilidad en geNorm.

V: Valor de estabilidad en NormFinder.
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Las figuras 38 y 39 muestran los resultados del analisis de estabilidad para cada gen candidato
evaluados en refFinder, la linea roja cuyo valor es 1.5 es un limite establecido por el programa
GeNorm que senala aquellos genes cuya variacion es suficientemente estable para ser utilizados
como genes de referencia de manera individual, los genes que tengan una variacién mayor a 1.5
no pueden utilizarse como génes Unicos de referencia, pero si dentro de un grupo de multiples

genes control.

Estabilidad de los genes de referencia con RefFinder: Hembras
1.8

1.51 1.652

1.6

1.4

1.2

0.8

0.6

0.4

0.249 0.263

02 0.066 0.066

BestKeeper geNorm NormFinder
EB-Actina WMRpL7 ®E1Fa

Figura 38. Grafica de estabilidad de los genes de referencia candidatos en peces calibradores hembras
en refFinder.

Estabilidad de los genes de referencia con RefFinder: Machos

1.8

1.6

BestKeeper geNorm NormFinder
HB-Actina WRpL7 ®E1Fa

Figura 39.Grafica de estabilidad de los genes de referencia candidatos en peces calibradores machos en
refFinder.

Se encontrd que el gen de E1Fa no resulta ideal como gen normalizador tinico de referencia en
este estudio ya que la variacion de la estabilidad en peces hembra, de acuerdo con la evaluacion
de los programas BestKeeper, GeNorm y RefFinder, es més alta que en machos, esto puede
deberse a que su expresion se ve afectada por la presencia de estrégenos enddgenos (Filby Amy
& Tyler Charles, 2007) y probablemente a una mayor tasa de sintesis de proteinas.

88



e 9.5.1 VARIACION DE LA EXPRESION DEL CT DE LOS GENES DE
REFERENCIA CON RESPECTO AL LARGO TOTAL Y EL SEXO.

Para evaluar la variacion entre el largo total de Gambusia yucatana y el CT de los genes de
referencia los datos se separaron por sexo y se generaron grupos por tamafio en base al largo
total: grupo 1 (1.5 a 1.9 cm), grupo 2 (2 a2.9 cm), grupo 3 (3a3.9 cm) y grupo 4 (4 a7 cm). Se
aplico Kruskall Wallis para evaluar la variacion entre las medianas de los grupos del mismo sexo
tomando un alpha > 0.05; posteriormente la prueba Dunn’s Test fue utilizada para encontrar que
grupos presentaban diferencias significativas entre si. Por ultimo se utiliz6 la prueba de Mann-
Whitney para evaluar la diferencia entre medianas de machos y hembras de un mismo grupo de

tamaifo para encontrar si la expresion en CT de los genes de referencia varia con respecto al sexo.

B-Actina

La prueba Kruskall Wallis arrojé un p-valor de 0.0335 en machos y 0.0005 en hembras. En
machos la prueba Dunn’s Test (Tabla 20) sefiala que no existe diferencias significativas entre los
grupos 1, 2 y 3, pero que estos tres grupos si presentan una diferencia significativa con respecto
al grupo 4 (Figura 40), esto quiere decir que del CT en B-Actina en machos es estable hasta
alcanzar largo total del grupo 4 (4 a 7cm). En hembras los grupos 2, 3 y 4 presentan diferencias
significativas entre si, f-Actina varia dependiendo del largo total. Se encontré que en peces de
mayor tamafio 3-Actina amplifica mas tardiamente en la qPCR, esto concuerda con lo reportado
por Moshier, et al. (1993) y Deindl, et al. (2002) que sefialan que la expresion de f-Actina suele
disminuir conforme el individuo envejece debido a que la actina es dependiente del ciclo celular,
las células mitdticas expresan actina de manera diferente que las células post-mitdticas o
senescentes; la edad de Gambusia yucatana suele estimarse en relacion con su largo total, pero se
recomienda reforzar esta estimacion de edad con otrés métodos como por ejemplo el numero de
otolitos. Los resultados de la prueba Mann-Whitney sefnalan que la expresion en CT de B-Actina
no present6 diferencias significativas entre hembras y machos de largos totales similares (Tabla
21).

ElFa

La prueba Kruskall Wallis arrojé p-value = 0.0281 en machos y 0.5396 en hembras. En machos
la prueba Dunn’s Test (Tabla 20) sefiala que los grupos 1, 2 y 3 no presentan diferencias
significativas entre si, pero que estos tres grupos presentan diferencias significativas con el grupo

4 (Figura 41). En hembras no se encontraron variaciones significativas entre grupos (Figura 41).
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Los resultados de la prueba Mann-Whitney muestran que no hay variacion en la expresion de
E1Fa en hembras y machos de los grupos 2 y 4, contrario a los peces del grupo 3 que si presentd
variacion en la expresion de E1Fa con respecto al sexo (Tabla 21), estas variaciones pueden
deberse a que la tasa de sintesis de proteinas varia dependiendo de diversos factores como son
edad, condicion reproductiva, sexo, alimentacion, etc..

RpL7

La prueba Kruskall Wallis arrojo p-value = 0.3878 en machos y 0.0111 en hembras. En machos
la prueba de Dunn’s Test (Tabla 20) sefiala que no hay variaciéon entre los grupos 1, 2 y 3, pero
que estos tres presentan diferencias significativas con respecto al grupo 4. En hembras el grupo 2
presentd diferencias significativas con respecto a los grupos 3 y 4, estos dos ultimos grupos no
presentaron diferencias entre si (Figura 42). Los resultados de la prueba Mann-Whitney (Tabla
21) senalan que la expresion en CT de RpL7 varia con respecto al sexo sélo cuando los peces son

del grupo 2, los grupos 3 y 4 no presentaron variacion.

Tabla 20. p-valor obtenido de la prueba Dunn Test para evaluar variacion del CT de
B-Actina en machos y hembras con respeto al largo total.

B-Actina
Machos P-Valor
Largo Total Grupo1 | Grupo 3 | Grupo 2
Grupo 3 0.4543
Grupo 2 0.1618 0.0516
Grupo 4 0.0315* 0.0152* | 0.0036*
Hembras
Grupo 2 0.0266*
Grupo 4 0.0113* | 0.0001*
E1Fa
Machos Grupo1 Grupo3 Grupo 2
Grupo 3 0.0295*
Grupo 2 0.2659 0.0116*
Grupo 4 0.2876 0.0382* 0.1564
Hembras
Grupo 2 0.1395
Grupo 4 0.2850 0.4204
RpL7
Machos Grupo1 | Grupo 3 | Grupo 2
Grupo 3 0.0655
Grupo 2 0.0562 0.4263
Grupo 4 0.0020* 0.0103* | 0.0126*
Hembras
Grupo 2 0.0439*
Grupo 4 0.0548 0.0021*

* Diferencia significativa entre 2 grupos
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Valor de CT de B -Actina

Tabla 21. Resultado de la prueba de medianas Mann-Whitney entre la expresion en CT de cada
gen de referencia con respecto a hembras y machos del mismo grupo de tamafio basado en el

Largo Total.
B-Actina
Largo Total p-valor
Grupo 2 0.9752
Grupo 3 0.236
Grupo 4 0.3333
E1Fa
Grupo 2 0.5034
Grupo 3 2.186e-06*
Grupo 4 0.8889
RpL7
Grupo 2 0.0033*
Grupo 3 0.3955
Grupo 4 0.0555
*Diferencia significativa entre hembras y machos
Variacion entre el CT de B -Actina y el Largo Total de Gambusia yucatana
Machos Hembras
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Figura 40. Expresion de 3- Actina en cada grupo de tamafio de machos y hembras
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Valor de CT de E1Fa

Valor de CT de RpL7

Variacion entre el CT de E1Fa y el Largo Total de Gambusia yucatana
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Figura 41. Expresion de E1Fa en cada grupo de tamafio de machos y hembras.

Variacion entre el CT de RpL7 y el Largo Total de Gambusia yucatana
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Figura 42. Expresion de RpL7 en cada grupo de tamafio de machos y hembras.
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9.6 EXPRESION RELATIVA CON RESPECTO A UN SOLO GEN DE REFERENCIA

La evaluacion de la expresion relativa de los genes diana con respecto a un gen de referencia se
llevo a cabo con dos métodos:
e Método de los CT comparativo 6 AA CT
e Método de la curva estandar.

Se evaluo la expresion relativa de los genes CYPIA, MT y VTG con respecto a los genes de
referencia (-Actina, E1Fa y RpL7 en cada sitio de muestreo en época de lluvias 2015
“Temporada 1” y en época de secas 2016 “Temporada 2 tanto en peces hembras como peces
machos. Una vez obtenido el valor de la expresion relativa de cada muestra con respecto al gen
de referencia seleccionado, se evalud su distribucion estadistica donde se encontrdé que el
conjunto de datos no se ajusta a criterios paramétricos, por tanto, los resultados se presentan en
graficas de cajas y bigotes. Las figuras 43 y 44 son ejemplos de la expresion relativa obtenida
tanto con el método de los CT comparativos como el de la curva estandar, en ambos ejemplos se
observan patrones de expresion muy similares entre ambos métodos (Figuras 43 y 44; y tablas
40,41 y 42 del ANEXO 9 para ver los valores numéricos obtenidos por cada organismo) aunque
pueden encontrarse pequefias variaciones en el niumero de expresion en unidades relativas en
cada sitio de muestreo. Las barras de color verde representan a los datos obtenidos en la época de
lluvias, las barras naranjas representan a los datos de la época de secas y los puntos rojos son los
valores atipicos. El valor de control tiene el valor de una unidad de expresion relativa es
calculado en ambos métodos. Si las muestras tienen una expresion de una unidad significa que se
esta expresando igual que el control, si la muestra tiene una expresion de 5 unidades de expresion
relativa significa que se estd expresando 5 veces mas con respecto al control.
La expresion relativa de cada gen diana con respecto a los genes de referencia -Actina, E1Fa y
RpL7 fue distinta (véase la figura 45 como ejemplo) la diferencia en la expresion del gen diana
entre cada gen de referencia resulta un problema cuando se necesita escoger so6lo uno de ellos ya
que el uso de un tnico solo gen de referencia es susceptible a tener errores en la interpretacion de
los resultados de la qPCR (Lee et al. 2002), Huggett et al. (2005) y Robinson et al.(2007)
sugieren utilizar més de un gen de referencia, sobre todo cuando no se puede encontrar un inico
gen de referencia con caracteristicas Optimas para realizar cuantificacion relativa, asi mismo el
uso de multiples genes de referencia aumenta sustancialmente la robustez de la normalizaciéon y
genera resultados mas confiables al disminuir la variabilidad en los resultados (Volland et al.
2017).
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Expresion relativa de MT

Expresion relativa de MT

Expresion relativa del gen MT con respecto al gen de referencia E1Fa : Machos
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Figura 43. Evaluacion de la expresién relativa de MT usando E1Fa en machos como gen de
referencia. a) Método de los CT comparativos AA CT y b) el Método de la curva estandar.
E6:Rancho Santa Julia; E9:San Antonio Mulix “X’Batin”; E10:Yaxcopoil; E13: Nah-yah;
E19:Yaxbacaltun; E22: Chen Vazquez; E25:Rancho X’lab6én Subim.
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Expresion relativa de CYP1A

Expresion relativa de CYP1A

Expresion relativa del gen CYP1A con respecto al gen de referencia - Actina : Machos
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Figura 44. Evaluacion de la expresion del gen CYP1A en machos utilizando - Actina como gen
de referencia a) Método de los CT comparativos AA CT y b) el Método de la curva estandar.
E6:Rancho Santa Julia; E9:San Antonio Mulix “X’Batin”; E10:Yaxcopoil; E13: Nah-yah;
E19:Yaxbacaltun; E22: Chen Vazquez; E25:Rancho X'labon Subim.
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Expresion relativa del gen CYP1A con respecto al gen de referencia - Actina : Hembras
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Expresion relativa del gen CYP1A con respecto al gen de referencia RPL7 : Hembras
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Figura 45. Expresion relativa de CYP1A utilizando el método de los CT Comparativo utilizando
distintos genes de referencia: a) B-Actina b) E1Fa y c) RPL7. E6:Rancho Santa Julia; E9:San

Antonio Mulix “X’Batun”; E10:Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19:Yaxbacaltin; E22: Chen Vazquez;
E25:Rancho X'labéon Subim.
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9.7 EXPRESION RELATIVA CON RESPECTO A LA MEDIA GEOMETRICA DE
MULTIPLES GENES DE REFERENCIA Y SU ANALISIS ESTADISTICO

A continuacion, se presenta la expresion relativa de los genes CYPIA, MT y VTG obtenida al
utilizar el método de la media geométrica utilizando multiples genes de referencia (B-Actina,
E1Fa, Rpl7) donde el valor del control tiene el valor de 1 unidad relativa, este valor se obtiene al
nomalizar los valores de expresion de CT en los peces control 6 calibradores con el método de la
media geométrica, y los resultados de la expresion en CT de los peces muestra es comparado con
el numero de veces que es distinto con el valor de lo obtenido por los peces calibradores,
ejemplo: si es el doble entonces tendrd un valor de 2 unidades relativas, si es el triple
corresponderd a 3 unidades relativa.

Las cajas de color verde representan a la época de lluvias de octubre 2015 que corresponde a la
temporada 1, y las cajas de color naranja representan la época de secas mayo 2016 que pertenece
a la temporada 2. Para el analisis estadistico de la expresion de CYP1A en machos y hembras con
respecto a la media geométrica de B-Actina, E1Fa y RpL7, se utilizo el programa R Studio para
evaluar si existe diferencias de expresion entre estaciones y con respecto al control utilizando las

pruebas no paramétricas Kruskal Wallis y Dunn Test.

CYPI1A. La figura 46 presenta la expresion relativa de CYP1A en peces machos, en lluvias E25
presenta una expresion mas alta con respecto las demaés estaciones mientras que en secas E22 y
nuevamente E25 muestran una expresion mayor que el resto de las estaciones, estos resultados
concuerdan con los resultados de la tabla 22, donde sefiala que la estacion 25 presenta diferencias
significativas con respecto al control en ambas temporadas y que la estacion 22 presentd
diferencias significativas con respecto al control en secas.

En hembras (Figura 47) no se encontraron diferencias con respecto al control en lluvias y en
secas solo la estacion 13 presentd diferencias significativas con respecto al control que podria
indicar una subexpresion de CYP1A (Tabla 22). La expresion de CYP1A en hembras no presentd
variacion entre estaciones de la temporada de lluvias y en secas la estacion 13 mostr6 diferencias

significativas con las estaciones 6,10,22 y 25 (Tabla 23).
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En la temporada de lluvias las estaciones 9, 19 y 25 presentaron diferencias significativas entre
machos y hembras (Tabla 24) y en la época de secas esta diferencia s6lo se presentd en la
estacion 19 (Tabla 24). Algunos autores como Williams et al., (2003) y Webb et al., (2005)
sefalan que existe una variacion en la expresion de CYP1A entre machos y hembras, ya que
encontraron que la actividad de CYP1Al es mayor en machos que hembras, Stegeman et
al.(1994), Filby y Tyler (2007) asocian el hecho de que la actividad catalitica del CYP1A
disminuye con el aumento de los niveles de estrogenos celulares y medioambientales en varias
especies de peces ademas, Flammarion et al., (2002) mencionan que el periodo de desove en las
hembras afecta las actividades CYP1A, esto basados en niveles gonadosomaticos altos; sin
embargo es necesario mencionar que aunque no se encontr6 una correlacion entre CYP1A y VTG
es posible que la cantidad de contaminantes no sea suficiente para obtener una respuesta
marcada; por esta variabilidad se sugiere seguir evaluando en futuros estudios la expresion de
CYPIA en muestras de peces machos y hembras por separado. Courtenay et al., (1999)
mencionan que la expresion genética del CYPIA1 en peces sexualmente maduros no refleja

adecuadamente la exposicion a xenobidticos y que puede producir estimaciones erroneas.

Las estaciones de muestreo E25 y E22 pertenecen a regiones ganaderas, donde también se
practica la agricultura y el cultivo de pastos, sin embargo, las expresiones mas altas de CYP1A en
peces macho presentada en estos puntos de muestreo no sobrepasa las dos unidades relativas,
aunque la sobreexpresion encontrada no es alta, es importante evaluar si podria considerarse una

sefial de alerta temprana de una exposicion a contaminantes medioambientales.
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Figura 46. Grafica de la expresion del gen biomarcador CYP1A en machos con respecto a la
media geométrica de multiples genes de referencia. E6:Rancho Santa Julia; E9:San Antonio

Mulix “X’Batan”; E10:Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19:Yaxbacaltin; E22: Chen Vazquez;
E25:Rancho X'labéon Subim.
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Figura 47. Grafica de la expresion del gen biomarcador CYP1A en hembras con respecto a la
media geométrica de multiples genes de referencia. E6: Rancho Santa Julia; E9: San Antonio

Mulix “X’Batun”; E10: Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19: Yaxbacaltin; E22: Chen Vazquez; E25:
Rancho X’labén Subim.
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Tabla 22. Diferencias de las estaciones con respecto al control en temporada de lluvias y secas en
machos y hembras.

LLUVIAS 2015 - T1

Estacion | p-valor
Machos
25 | 0.0049
SECAS 2016 -T2
Estacion | Estacién
Machos
22 0.0134
25 0.0027
Hembras
13 0.0444

Tabla 23. Diferencias entre estaciones en ambas temporadas en machos y hembras.

LLUVIAS 2015 -T1

Estacion Estacion p-valor
Machos

10 6 0.0348

25 6 0.0027

25 13 0.0091

SECAS 2016 — T2

Estacion Estacion p-valor
Machos

22 9 0.0084

25 6 0.0483

25 10 0.0094

25 19 0.0101
Hembras

13 6 0.0048

13 10 0.0231

13 22 0.0158

13 25 0.0027

Tabla 24. Diferencias en la expresion de CYP1A entre machos y hembras en ambas temporadas.

LLUVIAS 2015 -T1

Estacion p-valor
9 1.6551 e-02
19 3.6032 e-02
25 7.0272 e-03

SECAS 2016 -T2

19

5.2550e-02




MT. La figura 48 muestra la expresion relativa en machos donde la estacion 22 de la época de
secas tiene una expresion relativa de MT mas alta que el resto de las estaciones, de acuerdo a los
resultados de la prueba de Dunn Test (Tabla 25) en época de lluvias ninguna estacion presento
diferencias entre estaciones ni con respecto al control mientras que en época de secas las
estaciones 22 y 25 presentaron diferencias con respecto al control y diferencias entre la estacion
22 con las estaciones 6, 9 y 19 (Tabla 26). Las estaciones 22 y 19 presentaron diferencias entre
temporadas (Tabla 27).

En hembras (Figura 49) la expresion relativa de MT fue mayor que la encontrada en machos, sin
embargo, solo la estacion 6 presentd diferencias con respecto al control tanto en época de lluvias
como de secas (Tabla 25). Tanto en lluvias como en secas se encontraron diferencias entre
estaciones (Tabla 26). La estacion 13 presento diferencias entre temporadas (Tabla 27).

Se encontraron diferencias en la expresion relativa de MT entre machos y hembras (Tabla 28), en
la temporada de lluvias entre las estaciones 6, 13 y 19 y en temporada de secas solo la estacion 6
presentd variacion.

En algunos peces como por ejemplo, la trucha arcoiris, la expresion relativa de MT puede ser
mayor en hembras debido a que durante la vitelogénesis los niveles hepaticos de zinc aumentan
drésticamente, esto incrementa los sitios de union de metales traza para que Zn pueda pegarse
ocasionando una sobrerregulacion de MT hasta el fin de la vitelogénesis, ya que el papel de la
MT durante la vitelogénesis tardia ha sido sugerido como un preventivo de posibles efectos
toxicos causados por el zinc que se estd libreando al final del ciclo vitelogénico (Olsson et al.
1987), sin embargo, no se encontrd en Gambusia yucatana correlacion alguna entre la expresion
MTy VTG.

E6 pertenece a un rancho que cria ganado bovino y practica la agricultura mientras que E22 y
E25 estan ubicados dentro de una regién ganadera donde también se practica cultivo de pastos.
La expresion relativa reportada es baja sin embargo es importante determinar en proximos
estudios si esta respuesta es debido a contaminantes presentes en el medio y/o si es una respuesta
causada por el metabolismo natural de los peces hembra por iniciar el ciclo de la vitelogénesis
(Olsson et al. 1987). Es necesario tomar en cuenta que la induccion de MT por metales es
dependiente de la especie, el tejido y las condiciones experimentales o ambientales (De Smet et
al., 2001; Hollis et al., 2001; De Boeck et al., 2003; Chowdhury et al., 2005) donde influyen los
factores endogenos y exdgenos (Overnell et al., 1987; Kégi y Kojima, 1987) y al ser proteinas

multifuncionales (Coyle et al. 2002) contienen elementos de respuesta a compuestos tan diversos
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como glucocorticoides, indicadores del estrés oxidativo y de estrés por metales (Davis y Cousins

2000; Dalton et al. 1997; Lee et al. 1999) por lo que MT puede ser inducida por sustancias

distintas a los metales (Hyllner et al., 1989; Olsson et al., 1990; George et al., 1992; Kling et al.,

1996). Aunque la expresion de MT en las estaciones 6, 22 y 25 encontrada es baja, se recomienta

tomar estos resultados como un antecedente y continuar su monitoreo en afios proximos.

Expresion relativa de MT
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Figura 48. Grafica de la expresion del gen biomarcador MT en machos con respecto a la media
geométrica de multiples genes de referencia. E6: Rancho Santa Julia; E9: San Antonio Mulix

“X’Batun”; E10: Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19: Yaxbacaltun; E22: Chen Vazquez; E25: Rancho
X’labén Subim.
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Figura 49. Gréfica de la expresion del gen biomarcador MT en hembras con respecto a la media
geomeétrica de multiples genes de referencia. E6: Rancho Santa Julia; E9: San Antonio Mulix “X"Batun”;
E10: Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19: Yaxbacaltin; E22: Chen Vazquez; E25: Rancho X'labén Subim.

Tabla 25. Diferencias de las estaciones con respecto al control en temporada de lluvias y secas
en machos y hembras.

LLUVIAS 2015 -T1

Estacién | p-valor
Hembras

6 | 0.0152

SECAS 2016 -T2

Estacion | p-valor
Machos

22 0.0088

25 0.0407
Hembras

6 0.0470
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Tabla 26. Diferencias entre estaciones en ambas temporadas en machos y hembras.

LLUVIAS 2015 - T1

Estacion Estacion p-valor
Hembras
10 6 0.0074
10 9 0.0358
10 25 0.0461
19 13 0.0321
19 6 0.0015
19 9 0.0116
19 25 0.0118
SECAS 2016 -T2
Estacion Estacion p-valor
Machos
22 6 0.0114
22 9 0.0041
22 19 0.0413
Hembras
13 6 0.0018
13 25 0.0470

Tabla 27. Diferencias en las estaciones entre las temporadas 1y 2 en peces machos y hembras.

Estacion p-valor
Machos
19 3.4209 e-02
22 3.2654 e-03
Hembras
13 0.0194

Tabla 28. Diferencias en la expresion de MT entre machos y hembras en ambas temporadas.

LLUVIAS 2015 - T1

Estacion p-valor

6 0.01059

9 0.00412

13 0.05033
SECAS 2016 -T2

Estacion p-valor

6 0.01269
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VTG. Aunque la expresion relativa VTG fue medida en machos y hembras, s6lo se graficaron los
resultados generados por los peces macho, ya que el hecho que estos presenten una
sobreexpresion de VTG es una evidencia clave de la presencia de contaminantes con capacidad
estrogénica en el medio acudtico muestreado (Heppell et al., 1995; Allner et al.,1999; Cheek et
al., 2001; Brasfield et al.,2002, Hamman et al 2003; Gillesby & Zacharewski, 1998; Jones et al.,
2000). La figura 50 muestra la expresion de VTG en peces machos de la temporada de secas y
lluvias, de acuerdo con los resultados de la prueba Dunn Test en época de lluvias ninguna de las
estaciones presentd diferencias con respecto al control ni respecto a otras estaciones, mientras
que en época de secas las estaciones 9, 19 y 25 presentaron diferencias con respecto al control

(Tabla 29), asi como también se presentaron diferencias entre estaciones (Tabla 30).
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Figura 50. Grafica de la expresion del gen biomarcador VTG en machos con respecto a la media
geométrica de multiples genes de referencia. E6: Rancho Santa Julia; E9: San Antonio Mulix

“X’Batun”; E10: Yaxcopoil; E13: Nah-yah; E19: Yaxbacaltun; E22: Chen Vazquez; E25: Rancho
X’labén Subim.

Las estaciones 9 y 19 corresponden a cenotes con alta actividad turistica, esta sobreexpresion de
VTG puede deberse al uso de bloqueadores solares por parte de los visitantes que llegan a nadar
en ellos, ya que se ha visto que los compuestos utilizados en bloqueadores solares como la
oxibenzona, el octil salicilato y el octinoxato son capaces de inducir VTG (Soto y Rodriguez-

Fuentes, 2014) y las estacion 25 pertenece a zonas ganaderas y cultivo de pastos.
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Aunque la expresion de VTG encontrada en las estaciones 9, 19 y 25 es baja es un indicador

directo de que hay disrupcion enddécrina ya que en Gambusia yucatana no deberia expresar

diferencia con respecto al control, esta informacion es relevante y se recomienda priorizar los

proximos monitoreos en estas estaciones.

Tabla 29. Diferencia entre estaciones con respecto al control en temporada de secas peces
macho. Expresion del gen VTG.

SECAS 2016 -T2

Estacion p-valor
9 0.0399
19 0.0274
25 0.0114

Tabla 30. Diferencia entre estaciones de la temporada de secas en peces macho. Expresion del

gen VTG
SECAS 2016 — T2
Estacion Estacion p-valor
9 6 0.0231
9 10 0.0012
19 6 0.0152
19 10 0.0009
22 10 0.0062
25 6 0.0042
25 10 0.0001
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9.8 CORRELACION DE LA EXPRESION RELATIVA DE LOS GENES
BIOMARCADORES CYP1A, MT Y VTG CON RESPECTO AL LARGO TOTAL.

Mediante R Studio se realiz6 el analisis de correlacion de Spearman entre la expresion relativa de
los genes diana CYP1A, MT y VTG con el largo total de Gambusia yucatana en peces machos y
hembras por separado y en tres grupos:

1.- Lluvias 2015 y Secas 2016

2.- Lluvias 2015

3.- Secas 2016

e En la evaluacion de la expresion relativa del gen CYP1A con respecto al largo total no se
encontro correlaciébn en peces macho, mientras que en los peces hembra se encontrd
correlacion negativa en el grupo 2: lluvias 2015 (r=-0.4039568, p-valor=0.0330).

e En la evaluacién de la expresion relativa del gen MT con respecto al largo total se
encontro correlacion positiva en peces macho del grupo 3: secas 2016 (r= 0.32),
p-valor=0.0388) mientras que en peces hembras no se encontré correlacion.

e En los peces macho no se encontrd correlacion entre la expresion relativa de VTG y el

largo total.
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9.9 CORRELACION ENTRE GENES BIOMARCADORES Y CONTAMINANTES

PLAGUICIDAS ORGANOCLORADOS DETECTADOS EN AGUA Y SEDIMENTOS
Hexaclorociclohexano HCH. Es una sustancia quimica manufacturada que existe en ocho
formas llamadas isdmeros entre estos, el gama-HCH o y-HCH comtinmente llamado lindano, este
es usado como plaguicida en frutas, hortalizas y plantaciones forestales; el HCH puede
acumularse en el tejido graso de peces, todos los isomeros pueden producir efectos del higado, el
rifidn, en el sistema inmune y lesiones en los ovarios y los testiculos (ATSDR, 2005), en Daphnia
magna la ECyy (concentracion décima efectiva maxima, representa la concentracion de un
compuesto donde se observa el 10% de su efecto méximo) de y-HCH en es 40,000 ngL™" de agua
fresca durante 21 dias (Agilent Technologies, 2012) y su concentracion letal LCsges de 1,250,000
ngL™" de agua fresca a las 24 horas (Sanders y Cope, 1966) y de 460,000 ngL™" a las 48 horas
(Frear y Boyd, 1967). Los isomeros a-HCH, y-HCH y 8-HCH fueron detectados en los cuerpos
de agua muestreados. De acuerdo con la ley federal de derechos en materia de aguas nacionales
Conagua 2016 el limite maximo permisible para los HCH en general es de 1000 ngL™, pero en el
caso del y-HCH puede tolerarse hasta 2 000 ngL™”, los valores encontrados se encuentran por
debajo del limite como se puede ver en la figura 51. El total de HCH en agua no presentd

correlacion significativa con alguno de los genes biomarcadores (Tablas 31 y 32).

Variacion espacio-temporal de los hexaclorociclohexanos en el agua de los
cenotes muestreados
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Figura 51. Grafica de la variacion espacio-temporal de HCH en agua de los cenotes muestreados
en el proyecto PAPIIT 1A200214. El limite de HCH en agua corresponde a lo establecido por la
Ley Federal de derechos en materia de Aguas Nacionales CONAGUA 2016.
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Por otro lado, aunque la concentracion de los HCH totales en sedimentos (Figura 52) no
sobrepasa el limite de LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de referencia y proyeccion rapida
SQuiRTs (NOAA, 2008) con valor de 3 000 ng g, si se present6 correlacion en peces hembras
con metalotioneinas en ambas temporadas (r = 0.6747 y p-value = 8.198e-05; r = 0.6836 p-valor
=0.0001, temporada 1 y 2 respectivamente) y CYP1A en la temporada 2 (r = 0.6648 p-valor =
0.0002) (Tabla 32), esto sugiere que el HCH encontrado en el sedimento puede potencialmente
causar un efecto en la produccién de metalotioneinas si esa misma concentracion es liberada al

agua y resulta biodisponible para las hembras.

Variacion espacio-temporal de los hexaclorociclohexanos en sedimentos de
los cenotes muestreados
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Figura 52. Grafica de la variacion espacio-temporal de HCH en sedimentos de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA200214. El limite de HCH en sedimentos corresponde al
valor de LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de referencia y proyeccion rapida SQuiRTs
(NOAA, 2008).
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Clordano. Es utilizado como pesticida, una vez que ingresa al ambiente tiene alta persistencia en
el medio acuatico, donde se adsorbe en el material sedimentario (Subsecretaria de recursos
hidricos de la nacidon, Republica Argentina, 2003). En lo referente a la toxicidad crdonica del
clordano en Dapnia magna Cardwell et al. (1977) observaron afectacion del ciclo de vida del
crustaceo a 16,000 ngL™', mientras que la concentracion asociada a toxicidad aguda (LC50/EC50)
en Dapnia magna es de 35 000 ngL™" (Sanders, 1972; U.S. EPA, 1980), 97 000 ngL™' (Randall et
al., 1979) y 98 000 ngL"' (Moore et al., 1998). Las concentraciones de clordanos encontrados en
el agua de los sitios de muestreo (Figura 53) estuvieron por debajo del limite permitido por la ley
federal de derechos en materia de aguas nacionales Conagua 2016 que es 2 000 ngL". En la
temporada 1 los peces hembras tuvieron baja correlacion en CYP1A con respecto a los clordanos
(r=0.3831, p-valor = 0.0441), mientras que en la temporada 2 donde se presentd una mayor
concentracion de clordanos en los sitios de muestreo, no se presento correlacion (Tabla 32), esto
sugiere que aunque haya existido una mayor concentracion de clordano en la temporada 2 este no

se encontraba biodisponible.

Variacion espacio-temporal de Clordanos en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 53. Grafica de la variacion espacio-temporal de clordanos en agua de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA200214. El limite de clordanos en agua corresponde a la ley
federal de derechos en materia de agua nacionales Conagua 2016
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Las concentraciones encontradas en sedimentos (Figura 54) estdin muy por debajo del nivel de
efecto mas bajo LEL (Lowest Effect Level) de 7000 ngL™', este limite maximo permisible que se
encuentra en las Tablas de Referencia y proyeccion rapida SQuiRT (NOAA, 2008), sin embargo,
se encontrd que los peces hembra de la temporada 2 tuvieron correlacion con los genes CYP1A y
MT (r = 0.5122, p-valor = 0.0074 y r= 0.4203, p-valor = 0.032, respectivamente) (Tabla 32),
esto sugiere que de estar biodisponible la concentracion de clordano detectado sedimentos los

valores de las correlaciones serian el efecto potencial con respecto a la expresion de CYPIA y

MT.

Variacion espacio-temporal de Clordano en el sedimento de los cenotes muestreados
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Figura 54. Grafica de la variacion espacio-temporal de clordanos en sedimentos de
los cenotes muestreados en el proyecto Papiit IA200214. El limite de clordanos en
sedimentos corresponde al valor de LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de
referencia y proyeccion rapida SQuiRTs (NOAA, 2008).
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Aldrin, dieldrin y endrin. El aldrin y el dieldrin son insecticidas con estructura quimica similar,
desde los 1950s hasta 1970, tanto el aldrin como el dieldrin se usaron ampliamente como
pesticidas en cosechas tales como maiz y algodon, pueden absorberse a través de la piel y por
ingestion, provocando alteraciones del sistema nervioso central si la exposicion es de corta
duracioén. Si el intervalo de exposicion es prolongado puede provocar dafios sustanciales en el
cerebro, higado y plasma sanguineo. La luz solar y las bacterias transforman el aldrin a dieldrin
de manera que encontramos principalmente dieldrin en el ambiente (PRTR; FAO, 2000) Debido
a preocupaciones acerca de dafio al ambiente y posiblemente sobre la salud publica, la EPA
prohibid todos los usos de aldrin y de dieldrin en 1974, excepto para controlar termitas, en 1987,
la EPA prohibid todos los usos (ATSDR, 2002). Cuando el dieldrin se libera en un sistema
acuatico, no sufre hidrolisis ni biodegradacion, es susceptible de fotélisis con una
semidesintegracion de unos cuatro meses, o algo menos en aguas que contienen un
fotosensibilizador, se considera que, en el agua, el dieldrin se adsorbe en los sedimentos y se
bioacumula en los organismos acudticos. El endrin es una sustancia so6lida, blanca, casi sin olor
que se usdé como pesticida para controlar insectos, roedores y péajaros. Desde 1986 su venta,
produccion y uso general fue prohibido en Estados Unidos, parece ser resistente a la
biodegradacion en aguas naturales y en la mayoria de los suelos, El endrin liberado en sistemas
acuaticos no se hidroliza, se convierte en cetoendrin por fotodegradacion y se considera que el
endrin se acumula en cantidades considerables en los organismos acuaticos (FAO, 2000).

La concentracion letal media LC50 de aldrin en Daphnia magna es de 30 000 ngL™" en 24 horas y
28 000 ngL™" en 48 horas (Sanders y Cope, 1966; Frear y Boyd, 1967), mientras que en el guppy
es de 20 000 ngL™" en 96 horas (Rehwoldt, 1977). La LC50 de dieldrin en el guppy poecilia
reticulata puede variar de 2 600 ngL™" a 6 100 ngL™" (U.S. EPA, 1980) y en poecilia latipinna es
de 3 000 ngL™" por 19 semanas, limitando su crecimiento y reproduccién en 34 semanas a una
concentracion de 750 ngL™" (Lane y Livingston, 1970).

La LC50 de endrin en Daphnia magna es de 352 000 ngL"' mientras que en mosquitofish
Gambusia affinis y en el guppy Poecilia reticulata es de 750 ngL™' y 900 ngL™' respectivamente,
Daphnia magna esta entre las especies mas tolerantes al endrin ‘U.S. EPA, 1980)

El limite maximo de aldrin en agua permitido por la EPA corresponde a 3 000 ngL™" (U.S. EPA,
1980) y acuerdo con la Ley federal de derechos Conagua 2016 los limites maximos permitidos de
dieldrin y endrin en agua corresponde a 2 000 ngL™" y 20 ngL™' respectivamente, en la figura 55 se
muestra la grafica de las concentraciones de aldrin, dieldrin y endrin detectadas en los sitios de

muestreo, donde sefiala que la concentracion de endrin encontrada estd por encima del limite
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permitido en la estaciones 6 y 9 de la temporada 1. No se encontraron correlaciones entre las
concentraciones de estos contaminantes (juntos o individuales) y los genes biomarcadores
(Tablas 31y 32).

En sedimentos (Figura 56) ninguno de los compuestos rebasé el limite LEL propuesto en las
tablas de referencia y proyeccion rapida SQuiRTs (NOAA, 2008). No se encontraron
correlaciones entre cada uno de los compuestos con los genes biomarcadores sin embargo al
sumarlos y evaluarlos de manera conjunta se encontr6 una correlacion de CYP1A en machos de
ambas temporadas (r = 0.5035 y p-valor= 0.0005; r = 0.3387 p-valor= 0.0403, temporada 1 y 2
respectivamente) asi como MT en machos de la segunda temporada (r = 0.3644 y p-valor =

0.0176) (Tabla 31).
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Figura 55. Grafica de la variacion espacio-temporal de aldrin, dieldrin y endrin en agua de los
cenotes muestreados en el proyecto Papiit IA200214. La linea negra horizontal corresponde al
valor del limite maximo permitido en Aldrin por Conagua 2016.
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Variacion espacio-temporal del aldrin, dieldrin y endrin en el sedimento de los cenotes

muestreados
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Figura 56.- Grafica de la variacion espacio-temporal de aldrin, dieldrin y endrin en sedimentos de
los cenotes muestreados en el proyecto Papiit IA200214. El limite de aldrin, dieldrin y endrin en
sedimentos corresponde al valor de LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de referencia y
proyeccion rapida SQuiRT (NOAA, 2008).
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DDT. EI DDT (diclorodifeniltricloroetano) es un plaguicida usado extensamente en el pasado
para controlar insectos en cosechas agricolas e insectos portadores de enfermedades tales como la
malaria y el tifus. Actualmente se usa solamente en unos pocos paises para controlar la malaria.
Al entrar en contacto con el agua superficial, el DDT se une a particulas y se deposita en el
sedimento. En el agua, el DDT se acumula en los tejidos adiposos de peces, alcanzando
concentraciones miles de veces mas altos que en agua (ATSDR, 2002). Para el DDT y sus
metabolitos, el criterio para proteger la vida acuatica de agua dulce de acuerdo a lo establecido en
la EPA en 1980 sefiala que la concentracién del mismo no debe exceder 1 100 ngL™ en ningan
momento (U.S. EPA, 1980). La LC50 en Daphnia magna es de 4 400 ngL™" en 24 horas y 360
ngL™" en 48 horas (Sanders y Cope, 1966; Frear y Boyd, 1967; Agilent Technologies, 2012)
mientras que el valor de LC50/EC50 en el guppy Poecilia reticulata es 56 000 ngL™" (U.S. EPA,
1980). El DDT (total isdmeros) en agua no presentd correlacion con ningin gen biomarcador
(Tabla 31 y 32), la figura 57 muestra la distribucion del DDT detectado en los sitios de muestreo,
las concentraciones encontradas se encuentran por debajo del limite permitido de 1 000 ngL™" por

la la Ley Federal de Derechos Conagua 2016.
Variacion espacio-temporal de DDT en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 57. Grafica de la variacion espacio-temporal de DDT en agua de los cenotes muestreados

en el proyecto Papiit IA200214. El limite de DDT establecido por la Ley Federal de Derechos
Conagua 2016.
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En sedimentos (Figura 58) el DDT mostr6 correlacion (Tablas 31 y 32) con MT (r = 0.6449 y p-
value = 0.0002) en las hembras de época de lluvias “Temporada 1” y con CYP1A (r = 0.4350 p-
value = 0.0035) en machos de la época de secas “temporada 2”, aunque las concentraciones
encontradas en sedimentos de DDT (DDT, DDE y DDD) estdn muy por debajo del nivel de
efecto mas bajo LEL (Lowest Effect Level) de 8000 ngL™"' para DDT, y DDT y de 5000 ngL™'
para DDE segin encuentra en las Tablas de Referencia y proyeccion rapida SQuiRT (NOAA,

2008).

Variacion espacio-temporal de DDT en el sedimento de los cenotes muestreados
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Figura 58. Grafica de la variacion espacio-temporal de DDT en sedimentos de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit 1A200214. El limite de DDT en sedimentos corresponde al
valor de LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de referencia y proyeccién rapida SQuiRT

(NOAA, 2008).
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Metoxicloro.

El metoxicloro es eficaz contra una gran variedad de insectos, es usado en cosechas agricolas y
en el ganado, en alimentos para animales. Algunos plaguicidas que contienen metoxicloro se usan
para controlar insectos en jardines o en animales domésticos. Cantidades mas pequefias de
metoxicloro pueden depositarse directamente desde el aire en rios, lagos u otras aguas
superficiales donde la mayoria de los peces y otros animales transforman al metoxicloro a otras
sustancias las cuales son rapidamente eliminadas del cuerpo. Por esta razon, el metoxicloro
generalmente no se acumula en la cadena alimentaria (ATSDR).

En agua solo en la estacion E9 de la temporada de secas se detectd metoxicloro a una
concentracion de 19.7 ng L', misma que rebasa el limite establecido por la Ley Federal de
derechos Conagua 2016 que es 5ng L™

Una vez en el agua, el metoxicloro generalmente se adhiere a sedimentos o a materia organica y
se deposita en el fondo, en sedimentos (Figura 59) se encontr6 que la concentracion de
metoxicloro es mayor en €poca de lluvias que en época de secas; en temporada de lluvias las
hembras tuvieron una correlacion entre metoxicloro en sedimentos y MT( r= 0.6564 y p-valor =
0.0001) mientras que en la temporada de secas se encontrd6 que los machos tuvieron baja
correlacion con respecto a CYPIA (r= 0.319821 y p-valor = 0.004) contrariamente a lo esperado
en la temporada de secas donde hay menos concentracion de metoxicloro en sedimentos (figura
52) se encontr6 correlacion para VTG tanto para machos(r = 0.4206 y p-valor = 0.0049) como
para hembras (r= 0.5096 y p-valor= 0.0070), pudiendo indicar que en secas hubo una mayor
fraccion de metoxicloro biodisponible, asimismo el metoxicloro ha sido reportado como un
compuesto capaz de actuar sobre el sistema reproductivo de manera mimética o antagonista
estrogénico o androgénico ya que es uno de los pesticidas que afecta el metabolismo de hormonas
y disruptores hormonales, activando el PXR (receptor X pregnano) y / o CAR (receptor
constitutivo del androstano) (Chichizola et al. 2009). No se encontr6 en la literatura limites

maximos permisibles de metoxicloro en sedimentos.
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Variacién espacio-temporal de metoxicloro en el sedimento de los cenotes
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Figura 59. Grafica de la variacion espacio-temporal de metoxicloro en sedimentos de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA200214. El limite de metoxicloro en sedimentos corresponde
al valor LEL (Lowest Effect Level) en las tablas de referencia y proyeccion rapida SQuiRTs
(NOAA, 2008).
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CORRELACION ENTRE LOS GENES BIOMARCADORES E HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS DETECTADOS EN AGUA

En el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) los datos se agruparon en dos
grupos uno que comprende de compuestos de 2 y 3 anillos y otro con los PAHs de 4 y 5 anillos
(Figura 60). Los PAHs compuestos de 2 y 3 anillos se encontraron en mayor cantidad en agua en
época de secas 2016 “temporada 2” (Figura 61), en este grupo se encuentran: naftaleno,
acenaftileno, 2-bromonaftaleno, acenafteno, floureno, fenantreno, antraceno.
En temporada de secas los peces hembras y machos presentaron correlacion media con CYPIA
(0.7380 y p-valor = 1.683e-05) (Tablas 31 y 32, machos y hembras respectivamente); mientras
que so6lo en peces hembra se encontrd correlacion con MT. Los PAHs pueden causar un fuerte
incremento en la actividad de CYP1A en el higado (Wittayalertpanya, 2003; Coutifio et al. 2010;
Muntané J. 2009; Kosmala et al. 1998).
No se encontraron correlaciones entre los genes biomarcadores y el grupo de los PAHs de 4y 5
anillos formado por fluoranteno, pireno, criseno, indeno (1,2,3, c-d) pireno, dibenzo (a, h)
antraceno, benzo(b+k+j), flouranteno, benzo (g, h, 1) perileno, benzo (a) antraceno, dibenzo (a)
pireno. No se encontraron normas oficiales que sefialen los limites maximos permisibles de PAHs
en los cuerpos de agua nacionales.

Variacion de PAH en el agua de los cenotes muestreados en época de lluvias 2015

B :-3aNILLOS
B 4-5ANILLOS

9

8

7 ‘ ‘
E6 E9 19 E22 E25

E10 E13 E
Sitios de muestreo

PAH ng L
- N w £ 3] (<]

o

Figura 60.Gréfica de la variacion espacio-temporal de PAH en la zona de estudio muestreada en
octubre 2015.
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Variacion de PAH en el agua de los cenotes muestreados en época de secas 2016
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Figura 61. Gréfica de la variacion espacio-temporal de PAH en la zona de estudio muestreada en
mayo 2016.
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CORRELACION ENTRE LOS GENES BIOMARCADORES Y METALES EN
PESADOS DETECTADOS EN AGUA

CADMIO. Se encontrd que todas las concentraciones de cadmio encontrados en los sitios de

muestreo estuvieron por debajo del limite permitido por la Ley Federal de Derechos Conagua

2016y

Cd ug L

la NOM-001-SERMARNAT-1996 que es 100 pg L (Figura 62).

Variacion espacio-temporal de Cadmio en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 62. Grafica de la variacidon espacio-temporal del cadmio en agua de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA101914.

En la temporada de secas los peces hembras presentaron correlacion (Tabla 32) entre el cadmio y

la expresion de CYP1A, asi como con MT (r=0.6119 - p-valor = 0.0008 y r= 0.5319 - p-valor =

0.0051,

0.4619

respectivamente); en VIG de las hembras se encontré una correlaciéon negativa (r= -

y p-valor= 0.0175). Esto sugiere que el Cadmio podria tener relacion con el aumento de la

expresion de CYPIA, ya que el Cd™ es capaz de inducir la expresion ARNm de CYPIA, y a

. . +2 ., . . C ey,
bajas concentraciones de Cd “ menor es la formacion de ROS que inhiban la transcripcion de

CYPI1A (Elbekai y El-Kadi 2005; 2007; Aposhian et al., 2004), la concentracion detectada de Cd

no respresenta un riesgo alguno para los sitios muestreado ya que en el estudio de Arroyo-Silva
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(2017) no se encontrd lipoperoxidacion causado por nitrégeno reactivo de la proteina CYP1A
producido indirectamente por las ROS inducidas por metal.

de esta forma esta explicacion es congruente con los resultados obtenidos en la correlacion entre
CYPIA y Cadmio (r=0.6119; p-valor = 0.0008), esto concuerda con las concentraciones de
cadmio reportadas en los sitios de muestro donde en ninguna estacion se encontré una
concentracion de Cadmio > 1.2 pgL-1, sin embargo con los estudios realizados no es posible
dictaminar que la expresion de CYP1A sea unicamente debido a la presencia del cadmio, en el
caso de los machos no se encontrd correlacion entre el cadmio y la expresion de CYPIA (Tabla
32). Se recomienda realizar bioensayos para corroborar este efecto en Gambusia yucatana.

El incremento en la expresion de MT puede estar relacionado con la presencia del cadmio. La
expresion de MT puede incrementar en presencia de cadmio, en diversos tipos celulares se ha
demostrado que el Cd induce la expresion de la MT-I, una isoforma de MT (Urani et al., 2007;
Nzengue et al., 2009; Banni et al., 2010), la cual estd asociada con un mecanismo de resistencia
(Honda et al., 2010). La expresion de la MT, puede estar regulada en parte por el factor de
transcripcion-1 que responde a metales (MTF-1). Zhang et al., (2012), determinaron que el Cd
induce un incremento en los niveles de Zn en higado y rifion que se correlaciona con la expresion
del mRNA Yy la sintesis de la MT, dandole al Zn un papel positivo. El Zn interacciona con el
factor de transcripcion MTF-1 formando un complejo que se une a elementos de MRE
(elementos de respuesta a metal) o ARE (elemento de respuesta a antioxidantes) en la region
promotora del gen de la MT para inducir su expresion. Especificamente, el cadmio promueve la
expresion de metalotioneinas, por lo cual la célula puede sufrir apoptosis o necrosis (Rana, 2008).
Por otra parte, se encontr6 que VTG tuvo una correlacion negativa con hembras (Tabla 32) de la
época de secas, esto puede ser probable debido a que en varios estudios demuestran que la
exposicion cronica del cadmio da como resultado una menor fecundidad y disminucion del éxito
reproductivo en general (Benoite. 1976; Sephar y Brewer, 1976) el Cd es conocido como
disruptor enddcrino que afecta la sintesis y/regulacion de varias hormonas (Henson y Chedrese,
2004; Darbre, 2006)], la inhibicion de la sintesis de VTG después de la exposicion al cadmio
parece estar a nivel de la transcripcion ya que se produce muy poco a ningin mRNA de VTG
(Olsson et al. 1995), ademas se conoce que el cadmio (y el plomo) afectan funciones endocrinas,
mediante el bloqueo de acuaporina y la interferencia con las funciones esenciales de cationes
tales como el magnesio y el zinc (Ciesielski et al., 2012; Flora et al., 2012; Matovig et al., 2011;

Fowler, 2009), sin embargo, en peces macho la correlacion encontrada (Tabla 31) es positiva
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(r=0.3479962 y p-valor 0.02221), asimismo no se encontraron reportes que relacione induccion

de VTG en peces macho, por lo que es probable que esto sea un artefacto del método.

Plomo. La figura 63 muestra que las concentraciones de Pb detectadas en los sitios de muestreo
estan abajo del limite permitido por la Ley Federal de Derechos Conagua 2016 y la NOM-001-
SERMARNAT-1996 que es 200 pgL™". En época de lluvias se reporté una concentracién mas alta
de Pb que en secas. La concentracion de plomo detectada tuvo correlacion en peces hembra de la
época de secas con respecto a MT (r= 0.4804 y p-valor = 0.0129) y con CYP1A (r= 0.4431 y p-
valor = 0.0233) (Tabla 32).

Variacién espacio-temporal de Plomo en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 63. Grafica de la variacidon espacio-temporal de plomo en agua de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA101914.

A pesar de que los valores de Pb detectados fueron més altos en época de lluvias no se encontrd
correlacion con respecto a la expresion de CYPIA, MT o VTG (Tablas 31 y 32), esto puede
significar no habia suficiente cantidad de Pb que cause una respuesta en estos gnes o que no se
encontraba en fracciones biodisponibles, ya que la toxicidad de los metales no depende so6lo de su
concentracion, sino también de su movilidad y reactividad con otros componentes del ecosistema
(Abollino et al., 2002) ademas un factor importante que gobierna la movilidad, toxicidad y

biodisponibilidad de los metales pesados es su especiacion (Buatier et al., 2001).
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Niquel. Las concentraciones de Niquel detectadas durante la época de lluvias y secas en los sitios
de muestreo (Figura 64) estan por debajo del limite maximo establecido por la Ley Federal de
Derechos Conagua 2016 y Norma Oficial Mexicana NOM-001-SERMARNAT-1996 que es de
2000 pugL™' como Promedio Mensual (P.M).

Se encontrd correlacion entre la cantidad de Ni y los genes biomarcadores MT y CYPIA en
machos y hembras de la época de secas (Tablas 31 y 32) en machos (r= 0.3849 y p-valor =
0.0118; r=0.5168 y p-valor = 0.0003, MT y CYP1A respectivamente) en hembras (r= 0.4968 y
p-valor = 0.0098; r= 0.6534 y p-valor = 0.0002, MT y CYPI1A respectivamente). Sin embargo, se
observa que los valores mas elevados corresponden a los sitios de muestreo de la estacion 22 y 25

de la época de secas.

Variacion espacio-temporal de Niquel en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 64. Grafica de la variacidon espacio-temporal de niquel en agua de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA101914.

En la figura 64 se observa una mayor abundancia de niquel en época de secas, la correlacion
positiva encontrada con MT puede indicar un aumento en el transporte de la fraccion soluble del
niquel al interior de las células mientras que las correlaciones positivas de CYP1A con respecto
al Niquel sugiere que aun no existe un problema evidente por la presencia de este metal en los

. .2+ . . .y . .y
cuerpos de agua, debido a que el Ni°" en exceso causa una disminucioén de la transcripcion de
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CYP1AI (Chan et al, 1999; Park H.,1999). Las particulas de tamafio de micras en compuestos de
niquel son poco solubles y se conocen pocos efectos toxicos con excepcion del niquel metalico
Ni*" (Pietruska et al. ,2011) que es capaz de imitar la hipoxia, lo que puede conducir a la
activacion de algunas vias de sefializacion que produce eventualmente la alteracion de la
expresion génica y del metabolismo celular, y como consecuencia la génesis de toxicidad
reproductiva y carcinogénesis (Forgacsa et al., 2012; Freitas et al. 2013; Schwerdtle y Hartwig,

2006; Seo et al., 2005; Barchowsky y O’Hara, 2003).
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Cobre. Se encontrd que todas las concentraciones de cobre encontrados en los sitios de muestreo
(Figura 65) estuvieron por debajo del limite permitido por la Ley Federal de Derechos Conagua

2016y la NOM-001-SERMARNAT-1996 que es 4000 pgL™".

Variacidn espacio-temporal de Cobre en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 65. Grafica de la variacién espacio-temporal de Cobre en agua de los cenotes muestreados en el
proyecto Papiit IA101914.

Las concentraciones de Cu®" reportadas presentaron correlacion con del gen CYP1A en peces
hembras y macho de la época de lluvias (r= 0.4533, p-valor = 0.0153 y r= 0.4905, p-valor =
0.0020, hembras y machos respectivamente) véase tablas 31 y 32 ; en higado de peces como
Trematomus bernacchii y Morone saxatilis se encontré que los niveles de transcripcion CYP1A1
pueden no verse afectados o pueden incrementar en presencia de Cu>* (Benedetti M, et al. 2007;
Geist et al. 2007) ; en células HepG2, Cu*" fue capaz de aumentar el mRNA de CYP1A1 de
manera dependiente a la dosis y el tiempo (Song y Freedman, 2005), en las células Hepa 1clc7,
el mRNA Cyplal es inducido por Cu*" pero sélo a dosis bajas (Korashy y El-Kadi, 2004);
asimismo Cu”" puede incrementar la produccion de ROS (Anwar-Mohamed et al., 2009). Aunque
la presencia de Cu®" no altere el nivel de transcripcion, ni la estabilidad del mRNA en CYP1AL,
su actividad catalitica puede disminuir, por tanto, la induccion de CYP1A1 por medio de metales

2+ . . . 7 Tl
como Cu” no necesariamente significa un aumento de la funcion catalitica de CYP1A1.
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CORRELACION ENTRE GENES BIOMARCADORES Y PLAGUICIDAS
ORGANOFOSFORADOS

Se detectaron concentraciones de Clorpirifos tanto en agua como en sedimentos de las dos
temporadas; en la temporada de secas fueron detectadas concentraciones bajas de otros
plaguicidas OF en sedimentos como diazinon, metil paratiéon, malation, paration etion, pero no

presentaron correlacion con ninguno de los genes biomarcadores

Clorpirifos. En época de lluvias, Clorpirifos present6 correlacion con VTG en peces machos (r=
0.3942 y p-valor = 0.0157) y en época de secas presentd correlacion en peces hembras con los
genes biomarcadores CYP1A y MT (r= 0.5731 y p-valor = 0.002; r= 0.5671 y p-valor = 0.0025,
respectivamente) pero también se encontrdé que VTG tuvo una correlacion negativa (r =-0.6197 y
p-valor = 0.0007) (tabla 31). En la figura 66 se puede observar que en el sitio de muestreo E10 se
detectaron cantidades similares de Clorpirifos, asi como en la época de secas, Clorpirifos fue

encontrado en mas cuerpos de agua.

Variacidn espacio-temporal de clorpirifos en el agua de los cenotes muestreados
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Figura 66. Grafica de la variacion espacio-temporal de Clorpirifos en sedimentos de los cenotes
muestreados en el proyecto Papiit IA200214.
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Algunas investigaciones previas sugieren un probable efecto disruptor endocrino (DE) del
Clorpirifos en los peces (De Silva y Samayawardhena, 2005; Aranzazu et al. 2012), a pesar de
que en temporada de lluvias los peces machos hayan presentado una baja correlacion con VTG
no se encontraron reportes que Clorpirifos induzca el gen VTG en peces macho; sin embargo en
temporada de secas los peces hembra presentaron correlacion negativa con VTG; Aranzazu et al.
(2012) encontraron que a cantidades crecientes de Clorpirifos (4, 8 y 12 pg L) puede observarse
un efecto antiestrogénico que podria deberse a que las concentraciones experimentales de
Clorpirifos saturaron los receptores de estrogeno (RE) inhibiendo la sintesis de VTG o a que el
Clorpirifos se une a los RE produciendo una alteracion conformacional que aunque permite la
dimerizacion del receptor y la union al contrareceptor falla en activar la transcripcion o a que el
Clorpirifos no activa los RE si no que cause bloqueo en la sintesis de la proteina y actiie como
antagonista (Lazier et al., 1996; Park et al., 2007). Es importante tener presente que la
sensibilidad de las diversas especies acuaticas al Clorpirifos es muy variable, (Giesy et al., 1999)
y los escasos estudios que se han realizado a nivel mundial para determinar sus efectos en peces,
se han focalizado en la intoxicacion aguda en larvas de tilapia (Gul, 2005) y guppy (De Silva y
Samayawardhena, 2005; Mahmut et al., 2005).

En la temporada 2 las hembras tuvieron una correlacion intermedia con CYP1A y MT (Tabla 33),
pocos son los estudios que expliquen como Clorpirifos esté relacionado con la inducciéon de
CYPI1A, al respecto Aragon et al., (2003) encontraron que CYPIA tuvo una induccion
significativa en tilapia del Nilo después de su exposicion a clorpirifos incluso diez dias después
del periodo de tratamiento, no se encontraron reportes que expliquen como clorpirifos se
relaciona con la induccion de metalotioneinas.

En los sedimentos de la temporada 1 se encontrd en peces macho una correlacion intermedia con

respecto a MT (Tabla 31).
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Tabla 31. Matriz de correlacién de Spearman entre genes biomarcadores en peces machos y plaguicidas
organoclorados en agua y sedimentos.

Valor de la
correlacion “r”
Machos CYP1A MT VTG Rango por color
T T2 | T1 T2 | T1 T2 1.00

Contaminantes 0.90
en agua 0.80
Plaguicidas organoclorados 0.70
HCHs 0.60
Clordanos 0.50
Aldrin, dieldrin y endrin 0.40
Endosulfanes - 0.30
DDTs 0.20
Metoxicloro 0.10
PAHs N/C
2-3 anilllos
4-5 anillos
Plaguicida organofosforado
Clorpirifos
Metales
Cadmio e
Plomo
Niquel R
Cobre
Contaminantes
en sedimento
Plaguicidas organoclorados
HCHs
Clordanos
Aldrin, dieldrin y endrin [N
Endosulfanes
DDTs
Metoxicloro -
Plaguicida organofosforado
Clorpirifos

Genes biomarcadores
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Tabla 32. Matriz de correlacion de Spearman entre genes biomarcadores en peces hembras vy
plaguicidas organoclorados en agua y sedimentos.

Valor de la
correlacion “r”
Hembras CYP1A MT VTG Rango por color
T T2 | T1 T2 | T1 T2 1.00

Contaminantes 0.90
en agua 0.80
Plaguicidas organoclorados 0.70
HCHs 0.60
Clordanos 0.50
Aldrin, dieldrin y endrin 0.40
Endosulfanes
DDTs
Metoxicloro
PAHs
2-3 anilllos
4-5 anillos
Plaguicida organofosforado
Clorpirifos
Metales
Cadmio
Plomo
Niquel
Cobre
Contaminantes
en sedimento
Plaguicidas organoclorados
HCHs
Clordanos
Aldrin, dieldrin y endrin
Endosulfanes
DDTs
Metoxicloro
Plaguicida organofosforado
Clorpirifos

Genes biomarcadores
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Discusion General

Es necesario resaltar que los biomarcadores permiten evaluar Unicamente una pequefia
parte de la gran complejidad de todos los compuestos quimicos que existen en el ambiente
(Renddn-von Ostén 2005), y que por cada contaminante encontrado pueden haber dos o
mas que no fueron medidos, por otra parte las mezclas de plaguicidas con otros
contaminantes presentes pueden modificar la respuesta medida de los biomarcadores,
ademas los diversos factores ambientales influyen en su biodisponibilidad y transporte.

Aunque algunos contaminantes no tengan efecto a corto plazo se ha demostrado que
concentraciones bajas de plaguicidas como endosulfan, dieldrin, DDT y lindano (gamma-
HCH) tienen efectos a nivel reproductivo tanto en la vida silvestre como en el ser humano

(Colborn et al. 1993; Toft et al. 2004).
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10. CONCLUSIONES

CON RESPECTO A LA METODOLOGIA

De acuerdo con los programas BestKeeper, GeNorm y RefFinder, § —Actina fue el gen de
referencia con mayor estabilidad, sin embargo, su expresion relativa present6 diferencias
al ser evaluada con distintos genes de referencia de manera individual, por esto es
importante utilizar multiples genes de referencia de manera simultanea para disminuir la
variabilidad entre resultados, ya que evaluar con respecto a un sélo gen de referencia
puede generar una interpretacion erronea de los mismos.

El método de expresion relativa elegido fue el de la media geométrica de multiples genes
de referencia. Los resultados obtenidos de la expresion relativa de los genes
aparentemente son acordes con la concentracion de contaminantes detectados en los

cuerpos de agua.

CON RESPECTO A LOS RESULTADOS

Expresion Relativa de CYP1A

En machos las estaciones que presentaron diferencias con respecto al control fueron E25
en ambas temporadas y E22 en secas. En ambas estaciones se observa una ligera
sobreexpresion de CYP1A.

En hembras solo la estacion 13 en temporada de secas presentd diferencias con respecto
al control, sin embargo, su expresion esta por debajo del valor de 1, por lo que se
considera una subexpresion de CYP1A.

Se recomienda continuar el monitoreo priorizando los cenotes E22 y E25 que pertenecen
a zonas ganaderas y de cultivo de pastos, asi como E13 que tiene una alta actividad
turistica.

En general las correlaciones encontradas entre la expresion de CYPIA y los

contaminantes fueron més altas en hembras que en machos.

Expresiéon Relativa de MT

En machos las estaciones que presentaron diferencias con respecto al control fueron E22 y

E25 en secas. En ambas estaciones se observa una ligera sobreexpresion de MT.
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e En hembras E6 presento diferencias con respecto al control en ambas temporadas.

e Se recomienda continuar el monitoreo priorizando los cenotes E6, E22 y E25 que
pertenecen a ranchos ganaderos.

e Las correlaciones encontradas entre la expresion de MT y los contaminantes fueron mas

altas en hembras que en machos.

Expresion relativa de VTG
e El hecho que Gambusia yucatana presente VTG arriba del estado basal es una evidencia
clave de compuestos con capacidad estrogenica en el medio acuatico.
e En machos so6lo en temporada de secas se encontraron diferencias con respecto al control

en las estaciones E9, E19 y E25.

Contaminantes detectados
e Con base a los resultados obtenidos, la respuesta en el grado de expresion de los genes
biomarcadores parece ser acorde la concentracion detectada de contaminantes.
e El tinico contaminante en agua que rebaso los limites permitidos en los sitios de muestreo
fue endrin en las estaciones 6,9 y 19 durante la época de lluvias y E22 en secas.

¢ En sedimentos ningiin contaminante rebaso los limites de concentracion permitidos.

Recomendacion

En futuros proyectos de investigacion se sugiere realizar bioensayos con diversos contaminantes
a concentraciones conocidas con organismos control para poder establecer relaciones
[concentracion- efecto] asi como [causa -efecto] con respecto a la expresion relativa de los genes
biomarcadores, utilizando también analisis multifactoriales (por ejemplo componentes
principales) junto con un analisis integral de biomarcadores (IBR), debido que los resultados
obtenidos responden a una combinacion de factores.

Se recomienda complementar los futuros estudios con histologia de las gonadas para saber con
certeza el estadio reproductivo en el que se encuentran para poder determinar si las hembras
presentan vitelogénesis temprana o tardia y los machos estan en espermatogénesis, determinar en
que épocas del ano desovan y si son desovadores parciales o totales.

Realizar un seguimiento en poblaciones silvestres a través del tiempo con fines comparativos y

de monitoreo.
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ANEXO 1 ,
EXTRACCION DE RNA

Metodologia:

1.- Colocar la muestra (intestinos) en un tubo de 1.5 ml2.- Agregar 400 ml de solucion de
lisis previamente preparada con 2-mercaptoetanol y mezclar hasta que no queden pedazos

visibles en el tejido (agregar 10 ml de 2-mercaptoetanol por cada 1 ml de solucion de lisis)

3.- Transferir el homogenizado a un tubo Gen Elute Filtration (Tubo Azul)

4.- Centrifugar a 11000 rpm por 2 minutos o hasta que pase todo el liquido.

Tirar la columna de filtracion, QUEDARSE CON EL TUBO QUE CONTIENE EL
LIQUIDO.

5.- Agregar 400 Ml de etanol (grado biologia molecular) al 70% al filtrado y agitar con
vortex

fuertemente. (previamente refrigerado)

6.- Transferir 800 ml de la solucion (homogenizado con reactivos) a una columna Gen
Elute

Binding Column (Transparente con un O-ring rojo).

7.- Centrifugar a 11000 rpm por 15 segundos. Tirar el sobrenadante del tubo colector y
colocar

nuevamente la columna.

8.- Si falta mas volumen por transferir, repetir el paso 6 y 7.

9.- Agregar 400 ml de Wash Solution I. Centrifugar a velocidad maxima por 15
segundos.

Tirar el liquido del tubo colector y colocar de nuevo la columna.

10.-Agregar 400 ml de Wash Solution II. (previamente preparada con etanol) y
centrifugar a maxima velocidad por 15 segundos. Desechar el liquido del tubo colector y
colocar de nuevo la columna en el tubo colector. Repetir este paso centrifugando por
2min.

11.-Transferir la columna a un nuevo tubo nuevo de 1.5 ml y colocarlo en el concentrador
durante 4min a 30°C o dejara a temperatura ambiente por 10 min, para evaporar los

residuos de etanol.
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12.- Agregar 40 ml de solucion para eluir (Elute Solution), centrifugar a 11000 rpm por 2

minutos.
13.- El RNA ya esta listo en el sobrenadante. Es muy importante ponerlo en hielo

mientras se usa congelarlo a -80°C para su posterior cuantificacion/uso.

Referencia: Sambrook, J y Russell, D.W.2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd
Ed. Cold Spring Harbor Laboratories, Nueva York. USA. Pags.234
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ANEXO 2

INSTRUCCIONES PARA EL USO DEL NANODROP 2000 SPECTROPHOTOMETER
THERMO SCIENTIFIC

Para el uso del NANODROP 2000 SPECTROPHOTOMETER THERMO SCIENTIFIC se deben

seguir las siguientes instrucciones:

1.- Para empezar, se deben limpiar las superficies Opticas superior o inferior del sistema de
retencion de la muestra pipeteando 2ul de agua ultrapura sobre la superficie Optica inferior.

2.- Cerrar el brazo de palanca, asegurandose de que el pedestal superior entre en contacto con el
agua ultrapura, levantar el brazo de palanca y limpiar ambas superficies Opticas con una toallita
azul (utilizar especificamente este material) Nota: No tallar las superficies Opticas.

3.- Abrir el software de NanoDrop y seleccionar la aplicacion de acido nucléico o la prueba que
se desea realizar. Utilice 2pl de volumen de agua ultrapura y/o buffer sobre la superficie optica
para llevar a cabo una medicion del blanco. Bajar el brazo de la palanca y seleccionar “En
blanco”.

4.- Después de medir el blanco, se limpian las superficies dpticas con una toallita azul.

5.- Una vez teniendo el blanco, se procede con la medicion de las muestras para ello se utiliza 1
ul de la muestra problema.

6.- Seleccionar “Measure”, el software calculard automaticamente las proporciones de
concentracion y pureza.

7.- Después de la medicion de la muestra, se limpian con toallitas azules las superficies Opticas y
agua ultrapura

8.- Apagar y desconectar el equipo.

Nota: Es importante mencionar que se utiliza una punta por muestra y después de la medicion de

estas se limpian las superficies Opticas, esto con el fin de evitar lecturas erroneas y contaminacion
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ANEXO 3
SINTESIS DE DNA COMPLEMENTARIO

METODOLOGIA:
1.-El ¢cDNA se obtuvo utilizando el kit iScript ™ Reverse Transcription Supermix for RT-gPCR
de BIORAD, para la reacciéon de cada muestra se necesita 16 pl a 250ng de RNA diluido en Agua

libre de nucleasas, y 4 pl del reactivo iScript supermix (tabla 51).

Tabla 33. Tabla de componentes del kit iScript Reverse Transcription Supermix BIORAD

Componente Volumen por Reaccion

*5x iScript reverse transcription supermix | 4 pl

RNA templado (250 ng por reaccion) Variable
Agua libre de nucleasas Variable
Volumen total 20 pl

*Reactivos del supermix: MMLV-RT (RNasaH"), inhibidores de RNasa, dNTPs, oligo (dT),

random primers, buffer, MgCl, y estabilizadores.

Nota: Para obtener 250 ng en 20 pl, utilizamos la regla de tres en concentraciones de RNA
menores, o ligeramente mayores 250 ng/ pl y utilizamos la formula V1C1=V2C2 para
concentraciones de RNA mucho mayores de 250ng/ pl (ej. 1062.1 ng/ ul de RNA), donde:

V1= Volumen que necesito =?

C1=Concentracion que deseo

V2=Volumen que tengo

C2=Concentracioén que tengo

Una vez obtenida la concentracion deseada formamos alicuotas de las muestras para poder

usarlas como templado de RNA en las reacciones de retrotranscripcion.

2.- El tiempo y la temperatura en cada etapa de la reaccion serd la siguiente:

Tabla 34. Tiempo de duracion en las etapas de retrotranscripcion.

Priming y Activacion de la Retrotranscriptasa 5 minutos a 25°C
Transcripcion Reversa 30 minutos a 42°C
Inactivacion de la Retrotranscriptasa 5 minutos a 85°C
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Los pasos de la RT-PCR son:

1.- Priming (cebado): Unién del primer a la secuencia de RNA objetivo

2.-Transcripcion reversa: La transcriptasa reversa (DNA/RNA polimerasa dirigida, r7th) cataliza
extension mediante la incorporacion de nucledtidos complementarios

3.- Fin de la transcripcion reversa, se obtiene la hebra del cDNA complementario al RNA

Se incuba a 25°c por 5 minutos para activar la transcriptasa reversa (también llamada DNA/RNA
polimerasa dirigida y conocida como una DNA polimerasa dependiente de RNA), donde a partir
de un cebador con cola poli-T en el extremo 5" establece bases complementarias con la cola poli
A en el extremo 3’del RNA transcrito de la hebra que se va a sintetizar, a 42°una vez que el
mRNA se ha unido un primer(oligonucledtido) de DNA se une la RT la cual comienza a generar
una cadena complementaria de DNA a partir del modelo de mRNA donde se obtiene un “hibrido”
de doble cadena formado por el mRNA molde y el cDNA donde posteriormente la RNasaH" se
encarga digerir al RNAmolde dejando sDNA monocatenarios , al llegar a 85°C se desactiva la

enzima transcriptasa reversa y la RNAsaH".
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ANEXO 4

CALCULOS Y REACTIVOS DE LA PCR PUNTO FINAL

La tabla 53 muestra los reactivos utilizados para la PCR punto final, el volumen de cada
componente a la concentracion requerida fueron obtenidos mediante los calculos presentados en

las tablas 54- 57.

Tabla 35. Reactivos para la PCR punto final.

Reactivos

Buffer 10x

Mg — MgCl;

DNTP's
Primer Forward
Primer Reverse

Agua

Taq

cDNA

25mM

10mM

10 mM

10 mM

*El volumen que falta
para llegar a 25 pl

*Se recomienda ponerlo
al final, y sumergir la
punta de la micropipeta
para asegurarse que se
deposite

*Contemplar para cada
réplica menos para el
blanco

Blanco y
duplicados
25pl-1x 7.5
2.5l
3 pl- Sélo si mi muestra "5
tiene muchas sustancias )
desconocidas a 3 mM
0.5 pl - 0.2mM 1.5
1pl —a0.4mM 3
1pl —a.04mM 3
0.2 nl 0.6 nl
1-2 nl X

25l

Tabla 36. Calculos para encontrar volimenes con concentraciones definidas I.

CALCULOS PARA ENCONTRAR VOLUMENES CON CONCENTRACIONES DEFINIDAS.

Para un volumen total de 25ul de mezcla por muestra, necesito saber la cantidad en pl de

Buffer10x para que esté a 1x.

V1C1=V2C2

V1=X del Buffer a 10x

V1 (10x) = 25pl (1x)

V1= 25ul (1x)
10x

V1= 2.5 pl de Buffer 10x
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Tabla 37. Calculos para encontrar volumenes con concentraciones definidas Il.

Para un volumen total de 25ul de mezcla por muestra, necesito saber la cantidad en pl de Mg-
MgCI2 a 25 mM para que esté a 3 Mm

V1C1=V2C2 V1=X de Mg-MgClI2 a 25 Mm

V1 (25mM) = 25ul (3mM)

V1= 25ul (3mM)
25Mm

V1= 3 ul de Mg-MgCl; a 25 Mm

Tabla 38. Calculos para encontrar volimenes con concentraciones definidas .

Para un volumen total de 25ul de mezcla por muestra, necesito saber la cantidad en pl de DNTP's
a 10mM para que esté a 0.2mM.

V1C1=V2C2 V1=X de DNTP’s a 10Mm
V1 (10mM) = 25l (0.2mM)
V1= 25ul (0.2)
10

V1= 0.5 pl de DNTP's a 10mM

Tabla 39. Calculos para encontrar volumenes con concentraciones definidas I1V.

Para un volumen total de 25ul de mezcla por muestra, necesito saber la cantidad en pl de Primer
(forward o reverse) a 10mM para que esté a 0.4mM.

V1C1=V2C2 V1=X de Primer (F 6 R) a 100Mm

V1 (10mM) = 25ul (.4mM)

V1= 25ul (.4)
10

V1= 1 pl de cebadores (F 6 R) a 10Mm

Los elementos que interactuan en las tres etapas principales de las que se compone la PCR que
son:
% Solucion tampon o Buffer: Mantiene el pH adecuado para el funcionamiento de la ADN
polimerasa.
% Concentracion de Cloruro de Magnesio: En ausencia de concentraciones adecuadas del
ion Mg*" libre el DNA polimerasa es inactiva, por lo tanto, la concentracién de Magnesio
es un factor crucial que afecta el desarrollo de la PCR. Muchos de los componentes de la
reaccion unen Magnesio, incluyendo la matriz de DNA, agentes quelantes presentes en la
muestra (EDTA o Citrato), dNTPs y proteinas. Como resultado, se puede ver afectada la

cantidad de Mg”" libre presente en la reaccion. Por otro lado, el exceso de Mg®" disminuye

157



la fidelidad de la enzima y puede incrementar el nivel de amplificacion no especifica. Por
lo tanto, para cada protocolo de amplificacion por PCR se deben optimizar las
concentraciones de Cl,Mg entre los rangos de 1 a 9 mM finales (esto se logra de manera
experimental comparando el nivel de amplificacion logrado con diferentes

. 2+ . . s 7 2+
concentraciones de Mg™, proceso conocido como titulacion de Mg™).

X/
L X4

Cebadores/iniciadores/primers/oligonucledtidos: Son secuencias de oligonucledtidos
que permiten que la polimerasa inicie la reaccion. Delimitan la zona de DNA a amplificar,
es decir, corresponden a los nucledtidos que definen los extremos de la secuencia que se
desea replicar.

e Taq: Es una enzima polimerasa termoestable utilizada PCR con habilidad de sintetizar
ADN a altas temperaturas ( alrededor de 72°C) y que permite eliminar la mayoria de las
estructuras secundarias presentes en la molécula blanco, una de sus desventajas es que no
posee actividad correctora 3’-5"con lo que su tasa de error es de 10™ errores por par de
bases incorporada, sin embargo es mucho menor si se compara con otras enzimas como
Vent (10°) y Pfu (107) y considerando que una polimerasa normal tiene un error de 107

errores por par de bases incorporada.

ETAPAS DE LA PCR

Desnaturalizacion: Un ciclo de PCR comienza con un calentamiento inicial que desnaturaliza el
DNA blanco a 94-95 °C o mas. Este primer paso del ciclo dura en promedio de 20s a 3 minutos,
el tiempo depende de la secuencia del templado, es decir, si la cantidad de G-C es alta, sera
necesario mas tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas bases es de
tres enlaces, ademas dependen de la velocidad del termociclador para aumentar la temperatura y
esto varia dependiendo al modelo del equipo. En el proceso de desnaturalizacion, las dos cadenas
del DNA se separan una de la otra y permiten que la matriz “templada” se encuentre como
cadena simple, necesaria para la actividad llevada a cabo por la polimerasa termoestable durante

los pasos de amplificacion.

Alineamiento o hibridacion: En el siguiente paso del ciclo, la temperatura se reduce a un valor
que oscila en el rango de los 40 °C a los 60 °C. Esta temperatura se conoce como temperatura de
hibridacién o temperatura de melting, y es importante que sea dptima para que cada uno de los

oligonucledtidos (primers) hibride con la secuencia complementaria en cada una de las cadenas
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simples de DNA, que se han separado en el paso anterior, y sirviendo como cebadores para la
sintesis, por la polimerasa termoestable.

Sintesis 6 extension: En esta etapa la Taq polimerasa actiia sobre el complejo templado-primers
y agrega muy rapidamente dNTPs complementarios para crear las cadenas completas de DNA.
La sintesis de DNA se inicia cuando la temperatura de la reaccion llega al valor ptimo para la
actividad de la polimerasa. Para la mayoria de las polimerasas esta temperatura se encuentra en,
aproximadamente los 72 °C. Luego se permite la sintesis durante 30 s a 2 min. Este paso
completa un ciclo y el siguiente ciclo se inicia con el retorno a los 94-95 °C para la

desnaturalizacion. La cantidad de amplificado.
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ANEXO 5

PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR EN GEL DE AGAROSA

Para la purificacion del producto de PCR se prepara un gel de agarosa (ver ANEXO 6) donde se
inyecta todo el producto del PCR y se corre la electroforesis, posteriormente translada el gel a la
camara UV y con una espatula se corta la banda de interés para eliminar los dimeros y se
introduce en un tubo eppendorf (previamente pesado) y se obtiene el peso del pedazo de gel. A
partir de este material se puede llevar a cabo la purificacion del DNA con el kit comercial

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit mediante el siguiente procedimiento:

1.- En el mismo tubo eppendorf adicionar 3 volimenes de ADB por cada volumen de gel
(ejemplo: para 100mg de rebanada de gel, adicionar 300 ul de Agarose Dissolving Buffer)
2.- Incubar de 37-55°C por 5-10 minutos. No incubar arriba de 60°C.

3.- Transferir la soluciéon disuelta a una columna Zymo-Spin Column en un tubo de
coleccion.

4.- Centrifugar a maxima velocidad (>10,000 x g) por 30 segundos. Descartar el
sobrenadante.

de Agarose Dissolving Buffer)

2.- Incubar de 37-55°C por 5-10 minutos. No incubar arriba de 60°C.

3.- Transferir la soluciéon disuelta a una columna Zymo-Spin Column en un tubo de
coleccion.

4.- Centrifugar a maxima velocidad (>10,000 x g) por 30 segundos. Descartar el
sobrenadante.

5.- Adicionar 200ul de DNA Wash Buffer en la columna y centrifugar por 30 segundos.
6.- Repetir paso 5

7.- Traspasar la columna Zymo-spin a un tubo nuevo de 1.5 ml. Adicionar > 6 ul de DNA
Elution buffer o agua directamente en la columna matriz y darle un spin en la centrifuga

para eluir el DNA. Se desecha la columna y se conserva el sobrenadante.

Una vez obtenido el producto purificado se realiza un gel de electroforesis con un poco de

este producto para asegurar que los dimeros han sido removidos.
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ANEXO 6
PREPARACION DE GELES DE ELECTROFORESIS
Preparacion de geles 1x

1.-Para la cdmara pequefia necesitaremos 20 ml al 1%

Agar al 1% 0.2 gr
buffer TAE 1x 20 ml

2.-Se pone en la parrilla unos minutos hasta que quede transparente, procurar tapar la boca del
matraz mientras se calienta ya que puede evaporarse el liquido.

3.-Agregar:

SYBR Safe (Rojo) .5 ul por cada 10ml de buffer TAE 1x

1 pl por 20ml de buffer TAE 1x

4.-Armar la camara de clectroforesis, calibrarla
5.- Se vierte el liquido en la camara y se cubre mientras gelifica ya que el SYBR Safe es
fotosensible, esperar 20 minutos.
6.-Separar con cuidado el peine, y colocar la base con el gel en la camara, los pozos deben
ubicarse en el extremo negativo (negro) para que las moléculas negativas como el DNA 6 RNA
corren hacia el polo positivo.
7.- Inyeccion de muestras
Ponemos 2 pl de colorante 6x en vita film (en bolitas, segin el nimero de muestras)
Tomamos 2 pl por muestra o blanco
+Mezclamos con cuidado procurando no producir burbujas de aire
+Cambiar el volumen de la micropipeta entre 3 y 4 pul
+Inyectar con cuidado la muestra a partir del pozo 2
Pozo 1: va el marcador molecular 100pb DNA Ladder 0.8 pl

8.-Corremos el gel a 85V por 40 minutos.

Nota: En caso de que la muestra tenga un producto de 100 pb o menor, preparar el gel con agar al

2%y correr 30 minutos a 70V.
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ANEXO 7
BLAST

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informatico de alineamiento de
secuencias de tipo local, ya sea de DNA, RNA o de proteinas. El programa es capaz de comparar
una secuencia problema (también denominada en la literatura secuencia query) contra una gran
cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. El algoritmo encuentra las
secuencias de la base de datos que tienen mayor parecido a la secuencia problema.

Los resultados de las secuencias fueron enviados por correo en formato *.abi, *.abl, *.scf, o
* esd, para abrirlo se utilizo el programa Bioedit (ANEXO 8) para obtener las secuencias en
formato FASTA para esto seleccionamos la herramienta file-> export a fasta e incorporamos

directamente en la pagina de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov, seleccionamos blast ->

Nucleotide blast, se coloca la secuencia en formato FASTA, seleccionamos para la busqueda en
la base de datos “Nucledtidos de coleccion (nr/nt)” y para la optimizacion “Secuencias altamente

similares” y presionamos el boton BLAST.

< blast.ncbi.nim.nih.gov % o t ™
BID)  u.s. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI
BLAST® » blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help

Standard Nucleotide BLAST

bisstn | biastp | blastx | tblastn | thlastx

Enter Query Sequence databases using a nucleotide query. more. Resotpage  Bookmark
Enter gi(s), or FASTA 9 " Query subrange a
ACGATGAGCTGCTTCACGCCCAGAGTGTAGGCCAGCAGGGCGTGCTCACG D Insertar secuencia en

GGTCTGCCCGTTCTTGGAGATACCMGCCTCAAACTCACCAACACCAGCAG Formato FASTA
CAACGATCAGGACGGCGCAGTCAGCCTGGGAGGTACCAGTGWTCATGTTC
A

Or, upload file Seleccionar archivo nada selecconado &4
Job Title EF F 5963
Enter a descriptive e for your BLAST search &

Align two or more sequences &4

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript ~ Mouse genomic + transcript ©Others (nr etc.):
((Nucieotide collection (ne/nt) B) |
Organism
Opbonal Exciude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa wil be shown &)
Exclude Models (XM/XP) L sample
Optional
Limit to Sequences from type material
Optional
Entrez Query Youllll) Create custom database
Optional Enter an Entrez query 1o limit search &3

Program Selection
Optimize for © Highly similar sequences (megablast)
More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST aigorithm &

Program Selection

Optimize for © Highly similar <

More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm

ion (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

(BLAST )

(#)Algorithm parameters

Figura 67.Insertar secuencia en Formato Fasta en Blast.
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ANEXO 8
BIOEDIT
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit. htm!

Bioedit es un programa de libre acceso que permiten editar y alinear las secuencias. Debe ser
instalado.

Generacion de cromatogramas
Para obtener el cromatograma edit > copy trace as a metafile > copy page 1 OK > ir a word o

wordpad o a correo CTRL+V, aparece la imagen con extension XPS.

Model 3500 File: 4863.rpL7Fab1.ab1
KB.bcp <A

BIOA Sequencing Format2.0 4863

TRACE Lane17

BicEdit version 7.2.5 {12/11/2013)
GWG T G TCKGCAGCTGCTCCGTCTGCGCCAGATCTTCAACG GTGTGTTTGTCAAGCTGA
10 20 30 40 50 60

'|
n ﬂ |l| X N \vl . J \
| whﬂ_wﬁhl’ W ‘| |
LY.\ / J [ O f A o .

Figura 68. Ejemplo de cromatograma generado por Bioedit.

Alineamiento de secuencias para visualizar zonas conservadas
De manera exploratoria se alinean las secuencias F y R para comprobar su grado de
conservacion de entre ellas y visualizar los errores de lectura , esto nos ayudard a tomar una
decision para elegir a nuestra secuencia consenso para disefiar los oligonucledtidos del gen
deseado , generalmente se suele elegir la secuencia forward ya que suele tener menos errores de
lectura , sin embargo hay casos donde la mejor opcion es la secuencia reverse , pero si ambas
secuencias poseen buena calidad resulta mas util elegir las secciones conservadas entre ambas
asi que procedemos a la evaluacion .
Con Bioedit en un nuevo archivo abrimos la primera secuencia F e incorporamos la secuencia R,
File > Open > Import new sequence, seleccionamos ambas y vamos a Accessory Application
> CAP conting assembly program, CAP conting es un ensamblador que entre sus funciones
permite encontrar fragmentos donde los genes se solapan en el genoma en el caso de la
transcripcion sentido-antisentido y pueden ser ensamblados idealmente de forma separada.
Nota: Seleccionando los botones “Secuencia con color (flecha)” y “Vista de conservacion con

puntos” pueden observarse los sitios variables con respecto a la primera secuencia.
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ANEXO 9

RESULTADOS DE LOS TRES METODOS DE EXPRESION RELATIVA EN CADA

ORGANISMO

Tabla 40.Expresion relativa de CYP1A en cada organismo evaluada por los 3 métodos. DD: Delta CT
comparativo, CE: Curva estandar y 3GENES: Media Geométrica con multiples genes de referencia.

CYP1A- TEMPORADA 1

CYP1A- TEMPORADA 2

Estacion  |Sexo DD-B-Actin CE-B-Acti] DD-E1FA  CE-E1FA| DD-RPL7 CU-RPL7| 3GENES Sexo DD-B-Actin CE-B-Actil DD-E1FA  CE-E1FA| DD-RPL7  CU-RPL7 3GENES
M 0.40528256| 0.39135611| 3.95040345| 3.58142917] 0.47697978 | 0.46375868| 1.04365147] H 9.95209323| 12.685133| 1.51047259| 1.45119561] 0.00374713| 0.290162859| 0.84329824|
H 11.5114686 | 13.1832578] 0.11703403 | 0.13589048] 0.87964908 | 0.88419017| 0.95327079) H 6.1688433| 1.24248995| 2.51402675| 2.35513283| 0.0110869( 0.825077594) 0.91456161
M 0.12345011] 0.12177572| 3.67310465 | 3.32346589] 0.25738502 0.26227893| 1.25039668| H 4.04180579| 7.03059788| 0.82074161| 0.81747533] 0.00127084| 0.101265212| 1.05209202]
H 8.11167584| 8.37055275| 0.55864357 | 0.5858204 1.45902034 | 1.37282137] 0.82556552] M 0.03644842| 0.07508283| 1.2544022| 1.22045561] 0.0150614| 0.151790918| 1.53152665
E6 H 0.94278454| 1.03745976] 0.51763246 | 0.53707049] 0.57434918 | 0.61000905]| 1.11145064] H 8.78474251| 0.32970627| 3.48220225| 3.20067785| 0.01295812| 0.917505822| 1.0021394]
M 0.78024548| 0.74092029] 1.20330303 | 1.19255148| 0.5974956 | 0.55920549| 1.07315446| H 1.72907446( 3.23852473] 0.2051854| 0.22711638| 0.00383914 0.297298698| 1.16117603|
M 0.57315609| 0.54788565| 8.79692919 | 7.55635727] 0.22251893 | 0.20279874| 1.01741704| H 177153504 3.98365991] 2.67585511| 2.47694838| 0.00652412| 0.50524021] 0.8498063|
M 0.6816013 [ 0.69141982| 4.89734557 | 4.36262949] 0.32241706 | 0.3153875| 1.00444739) M 0.11203334| 0.19756997| 0.96392981| 0.96210056| 0.02446732| 0.23528571| 1.36388091
M 0.30396982| 0.31084002| 1.1867368 [ 1.11275503] 0.16083649 | 0.1594781| 1.31857221 M 0.2360231[ 0.11689931| 4.3984646| 3.95247701] 0.01736107 0.158876683| 1.29786366)
M 0.08549596| 0.07428054] 8.49727349| 7.3355123| 0.6037403 |0.57183877| 1.1243982] M 0.03879461| 0.11984627| 0.46233164) 0.48463715| 0.01893239| 0.182194231] 1.57401438
H 8.39773347] 10.3279764] 0.16210494 | 0.18225354 22.3933739 | 28.7349874| 0.66964863| M 0.58317468| 0.53130419] 0.8962667 0.90964431| 0.48029743| 4.719194462| 0.92157429
M 0.21568534 | 0.22207638| 0.33263226| 0.35607432| 0.60793964| 0.65716413| 1.34297091 M 0.19304378| 0.17293886| 1.29414565| 1.27547214] 0.27681615| 2.739177466| 1.05224107]
H 3.97236998| 4.82341979] 0.25971478 | 0.2819946| 2.21913894| 2.6031047 0.87934126 M 0.0723933 0.06831148| 1.81126797| 1.7260163] 0.02781487| 0.272000441] 1.40968556)
H 18.4429815( 22.9127521] 0.58641747 | 0.60398806| 1.97246541 | 2.19738004] 0.70909034| M 0.26007507 | 0.25297794| 0.95727146| 0.95736096| 0.02879576| 0.274331339| 1.31086749]

E9 M 0.07468695 | 0.06978651] 0.98418402| 0.98011743| 0.3303346| 0.32961668| 1.46034398| M 0.16981079| 0.16219967| 0.35774413) 0.38342173] 0.03879461] 0.37: 1.
M 0.756284 | 0.81413878] 0.21718555| 0.23972935| 0.23358184 [ 0.23797232| 1.35771144| M 0.83335321| 0.77041884| 9.65984473| 8.28027441] 0.09519305| 0.863270568| 0.84346792]
H 1.61888443( 1.61888379] 0.16493849 | 0.18756916] 2.02090289 | 2.01515937| 1.04900455) M 0.3303346 0.30476282| 1.37745005| 1.35106364] 0.05336361 | 0.490255853| 1.17383591
M 0.44658293 | 0.5690285] 0.42543186| 0.43916392| 0.86274135| 1.1412816] 1.13097337| M 0.03988527| 0.04132804| 0.19710004) 0.21548178] 0.01953222| 0.228573162| 1.84124864]
M 0.68634222 | 0.67411518] 0. 0.95652441] 0.3060841) 0.28882842] 1.18254179 M 0.31251558| 0.29834253| 1.11110873| 1.10075554] 0.01784916| 0.163929392| 1.33692447
M 0.07114963 0.064] 0.953959! 0.9546634] 0.09719325| 0.961942587| 1.3275102
M 0.11638685 | 0.12018467| 0.2655398| 0.28801567| 0.18263055] 0.19223803| 1.64888583) M 0.20054529| 0.19991815| 0.86274134| 0.86515885| 0.0193302| 0.187498104| 1.40764757]
H 10.4107348( 12.1457473] 0.60499704 | 0.6237789] 1.16070391 | 1.21283992| 0.79933932| M 0.09786929| 0.09838587| 2.44867278| 2.27237161| 0.00717403| 0.069152923| 1.51564217]
M 0.25121596 | 0.24659195]  0.980779] 0.97774714] 0.31360055] 0.31065776| 1.29505138| H 14.4200074( 18.282432| 0.07484242| 0.08887261| 0.50347778| 50.09265923| 0.64286272)
M 0.08579278 | 0.09836542] 0.12175053| 0.13775878| 0.11679092| 0.13593227| 1.8725354 H 4.70762695| 5.30603802| 0.47139227) 0.49430982| 0.00699238| 0.527881999| 1.51308312]
E10 M 0.17458482 | 0.17272001] 0.91193317( 0.91199161} 0.28657805| 0.289527| 1.3608726 M 0.08579278| 0.08207594| 0.52195596| 0.54310985| 0.02001187| 0.193856745| 1.60718251
M 0.17337887 | 0.1721922] 0.29361549| 0.31782275| 0.22798329| 0.22871232| 1.54837679 M 0.22021734| 0.2055906 1.02954008) 1.02690882] 0.04129183| 0.386534818| 1.28448558
L 0.24098245 | 0.22756322 1.49174403| 1.44813963| 0.48531724 0.47213953| 1.20417148 H 0.83508792| 0.95536308| 0.05059014] 0.06167313] 0.00341239| 0.273846637| 1.50713161
M 0.1016724 | 0.10806208} 18.4555158| 0.11281259| 0.12027383| 1.15168755) M 1.83655232| 2.29780548| 0.50417623| 0.5185033| 2.66105808| 37.28675114] 0.68350669)
H 10.9662624 | 19.6566525] 0.09087328 | 0.10247676 0.01089644 | 0.01408071| 1.41894922] H 11.8351001( 14.4586818| 0.1995746| 0.22178584| 2.83824671 0.81615368
M 0.77217513 | 0.79564641] 1.40152745| 1.36288344| 0.27490404| 0.2698163| 1.12997129) H 8.22491061| 10.2413934| 1.41421356| 1.36116455| 0.00654677| 0.531635467| 0.4600427]
H 31.0172741] 38.8804469] 0.38555271| 0.41229840.70956168 | 0.7395955| 0.77963026 H 25.3690924| 25.6082526|  20.39297| 16.7038872| 0.07829153| 5.485634655| 0.7182756
H 159.78631| 279.252354) 0.61557221 | 0.61484552| 6.12623199 [ 9.24204383| 0.47646143| H 13.7847386( 16.356586| 3.29436407 3.00850203| 0.00716409| 0.543014297| 0.60268958)
M 0.9506591 | 0.92784349] 0.54790588| 0.58561652| 40.4200724| 47.2395334| 0.7250315 H 14.0256915( 13.0392877| 2.30537269| 2.21622788| 0.08266001 5.483370536] 0.47347533)
E13 H 25.7232317 25.3686826] 0.43527528 | 0.46929146| 13.59496 | 12.8960368| 0.60445854| H 27.0021055| 26.7295938| 18.9614843| 15.6311104] 0.06228377| 4.215350404| 0.49847382]
H 116.162452| 153.40522] 0.32085647 | 0.34537684| 1.77768536 | 1.92357658| 0.62826995) H 22.627417| 22.0297039] 9.54668594| 8.28099663| 0.08508213 5.792473748| 0.55657482)
H 11.5114686( 11.4127157| 12.1257325| 10.2882198| 0.04298568| 2.977332175| 0.6561879)
H 13.7847386( 13.4643913] 1.3425725| 1.33417799| 0.05478786| 3.750819496| 0.58789858)
H 22.5491321| 22.4635047| 1.74714579| 1.7074112] 0.07641502| 5.300086524] 0.85151735
H 1.9656412| 1.96201285| 2.03495938 1.94067001] 0.01782443| 1.294303986 0.81534903|
H 10.7778686 | 12.3884727] 0.97603176| 0.97443464| 0.66204446| 0.66139264| 0.81082156| M 0.60165151| 0.65304561| 0.80496614| 0.805102] 0.05779146| 0.640607434| 1.10859625
H 1.8403753| 2.19260456) 1.04971668| 1.03025636) 0.25702846 | 0.27667837| 1.04483744| M 0.13985464| 0.13844992| 1.19913991) 1.17268664] 0.04613483| 0.471196924| 1.2919103]
H 6.211751| 7.43466783] 0.50873985| 0.52821545] 1.15668818 [ 1.26884964| 0.84959206 H 1.03168318( 1.08777161] 4.04180579| 3.63772767| 0.02376529| 1.908764966| 0.67670249
M 0.49209201] 0.50756834] 53.7055768| 78.922905| 0.51312592] M 0.12692076| 0.12988007| 0.6959232| 0.70471946| 0.03484269| 0.364773713| 1.40316989
H 4.1410597) 4.48113907| 2.77021894| 2.57391158) 1.27898558 | 1.29675224| 0.76173268| M 0.05317898| 0.04874772| 0.22021734| 0.24387709] 0.04086473| 0.400872565| 1.70605807]
E19 M 0.46073209| 0.74517575| 0.05048505| 0.05916291| 2.9628796 5.30752373| 1.1517175| M 0.3349459( 0.28542928| 4.32290161| 3.93891782| 0.17887207 1.606052266 0.94341977|
M 0.11924494| 0.14215289] 0.21493912| 0.23332554| 1.10726458 | 1.47180604| 1.35008936 H 6.65758988| 7.00730838| 3.41053957| 3.13645583| 0.02987329| 2.225625749] 0.76787063]
M 0.0: 0.04218904| 0.27970928| 0.29919431] 0.46073209| 0.56118538| 1.63765401 M 0.05759151| 0.06233276| 0.07417105| 0.08732532] 0.01227613| 0.134451808| 2.05453525
H 6.70389708| 8.11840253] 0.54525387 | 0.56372876| 0.54525387 | 0.58201532| 0.9045917] M 0.0484285( 0.04: 4.53782194| 4.07647863| 0.06302203| 0.602821342| 1.2543287
M 0.13745202| 0.16050031] 0.38742797/ 0.40178217] 0.05582287 | 0.06615594] 1.71118095 H 3.38698125| 3.94338131] 0.95926412 0.95322458| 0.04239389| 3.665353777] 0.99595563
M 0.11598418 | 0.12167388| 0.45913808| 0.47749101] 0.14579367| 0.15428993| 1.59976245) M 0.20618339| 0.22022274| 0.29463485| 0.33369109) 0.01860714| 0.192805359| 1.55108627]
M 0.63156363 | 0.6895638| 0.50069363 | 0.51976891 0.64079577 M 0.14279328| 0.14692826| 0.22877479| 0.25113669) 0.01495737] 0.150302001] 1.67933225
M 0.10821707 | 0.10304728] 0.51298907 | 0.53493298| 0.38077219] 0.38355897| 1.46966864 M 0.4819649| 0.48905312] 0.24098245| 0.26518155( 0.03933616| 0.38575676| 1.34827443)
M 0.12692076 | 0.12779976| 2.59727721| 2.40362462| 0.14378649| 0.1452002| 1.36334883) M 0.08373648|  0.090166| 0.13369339| 0.15099654) 0.00558975| 0.05755373| 2.04008932]
M 0.0615115 [0.05803755] 0.6606692| 0.67564117] 0.2987478| 0.3022936| 1.55716109) M 0.12175053| 0.12812946| 0.34436251| 0.36591973| 0.00871067 0.088075095| 1.72903385
E22 H 3.69352924 | 4.49233979] 0.35478084 | 0.37655669] 0.48296816 | 0.52899782| 1.00838089 M 0.05679863| 0.05639084| 1.7925334 1.69781652| 0.01297609| 0.130420515| 1.54777182]
H 261171957 3.11816978] 0.48464491 | 0.50310331] 0.22298213 |  0.234994| 1.10153075 M 0.23036605| 0.23040524| 0.2033448| 0.22592897 0.02355211| 0.227959308| 1.55511102]
H 3.06311599| 3.55675073] 0.72447108 | 0.73388795| 0.47139227 | 0.49597732| 0.97213755| M 0.21869619| 0.23593363| 0.25034681| 0.27206825| 0.00895556| 0.090466166| 1.67055652]
M 0.01165425 | 0.01216238] 0.85678195| 0.844807| 0.04565764 0.05057588| 2.12530103| H 4.05583792| 4.77637266| 0.52123288| 0.5403804)0.00501338| 0.39164113| 1.78553742]
M 0.01736107 | 0.01756963] 1.49174403 1.42109549] 30.0022751| 43.2296202 0.99190732] M 0.12049123| 0.1368927| 0.7031966) 0.70459533) 0.00588803| 0.063137105| 1.66168887]
H 3.63007662| 4.38679653] 0.50522572 [ 0.52309175] 0.46490247 | 0.50551481|  0.982481 M 0.06896461| 0.07730806| 0.31908219| 0.33772799| 0.00826941| 0.091289802| 1.82505599
H 2.62988552| 3.32102521| 0.45062523 | 0.46796337] 0.14014576 | 0.15268417| 1.15100375 M 0.10599 0.10708703| 0.65383567 0.67128658 0.01348033 0.137188324| 1.58307223)
H 3.77113814| 4.18516374] 4.64281566 | 4.14093509] 1.65863909 | 1.75344317] 0.70940304 M 0.13985464| 0.15025461| 0.7407199)| 0.74489691) 0.00877126| 0.089905568| 1.58151429
H 1.16473359 1.34893927] 1.38991822 | 1.33774437] 0.43376934 | 0.47434943| 1.01279964| M 0.03947273| 0.04022964| 1.34910253| 1.299939| 0.01153371| 0.120366835| 1.65780569)
H 2.4794154 2.55430357] 3.53081199 | 3.23319234| 1.58556827 | 1.58224104|  0.772292 M 0.08668944| 0.09083451| 0.10709774| 0.12340741) 0.01046706| 0.107937037| 1.95449747]
E25 H 1.30134186( 1.5173791]0.69737183 | 0.70488194] 0.45062523 | 0.49553504| 1.06234458| H 0.3842188( 0.41138119| 0.01309355| 0.01757536 0.00510102 0.406789048| 1.78553742)
M 0.0615115 0.38991] 3.86910532| 20.4432744| 0.16289339| 0.1709952| 1.38995107 H 2.10672207| 2.64446013| 0.21763764| 0.23785286| 0.00295014| 0.247688894| 1.20048462]
M 0.02388088 | 0.02338128| 1.64376037| 1.56268032| 0.03043763| 0.02994483| 1.97401783) M 0.1447866 0.16578336| 0.17825321| 0.20493601( 0.00847248( 0.092426811| 1.79556137|
M 0.02859685 | 0.03031143] 0.40248307| 0.41946391| 0.06172505] 0.06760849| 2.02123985 M 0.02404699| 0.02591545| 1.13445548| 1.09637964| 0.00547472| 0.059763943| 1.88785446
H 1.31494276 1.57352983] 0.04972103 | 0.06051383| 0.1684042 | 0.18094159| 1.4966255) M 0.14629983| 0.1509789| 0.14629983) 0.16578143| 0.0119819| 0.119549226| 1.78633569

M 0.0266818 | 0.02564019] 1.93455266| 1.82228823] 0.17099191] 0.17852317| 1.61207288|
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Tabla 41. Expresion relativa de MT en cada organismo evaluada por los 3 métodos. DD: Delta CT
comparativo, CE: Curva estandar y 3GENES: Media Geométrica con multiples genes de referencia.

MT- TEMPORADA 1

MT- TEMPORADA 2

Estacién _|Sexo DD-B-Actin CE-B-Actiy DD-E1FA CE-E1FA| DD-RPL7 CU-RPL7 | 3GENES Sexo DD-B-Actin_CE-B-Actin DD-E1FA  CE-E1FA| DD-RPL7 CU-RPL7 3GENES
M 1.43048067 0.39552908| 4.03620654| 3.61961739] 0.48733982 | 0.46870366| 1.0406141 H 1.76846786| 1.38320948| 0.26840808| 0.15824095| 0.00066586| 0.032097787|  1.644661
H 0.65918257) 1.38470497] 0.01748789 | 0.01427327] 0.12974492| 0.0942151| 1.87781689) H 1.22476079| 0.20310998| 0.49913432] 0.38499384| 0.00220119) 0.136827537| 1.6192726
M 0.38998756| 0.09269529] 3.35892597 | 2.52981158] 0.23536962| 0.19964588| 1.35898234 H 0.78594486| 0.72329076] 0.1595964 0.08409987] 0.00024712| 0.010568693| 2.09019444|
H 0.13761885] 0.25796249] 0.02473161 | 0.01805373] 0.06375799 | 0.04291971) 2.34799535 M 0.12789218| 0.25066602| 4.401514444.07452345| 0.05284827| 0.506758011| 1.0676073]
E6 H 0.03122294) 0.04964576) 0.04473352 | 0.02570054] 0.04899404 | 0.02961335| 2.77658386 H 4.10533514( 0.14877428| 1.62732229| 1.44425081] 0.00605566| 0.420000518] 1.2725089
M 1.88753056 0.53330406| 0.84264683 | 0.85838188 0.41841312| 0.40250829| 1.18406853| H 0.97772456| 1.35378727| 0.11602439] 0.09494053] 0.00217089|  0.1260772f 1.51213181
M 2.98245423| 0.91754683| 13.2507306 | 12.6546693] 0.33517815 | 0.33962806) 0.87101239 H 0.37306528| 0.55836626| 0.56350488) 0.34717933] 0.00137391| 0.071841462| 1.53580235)
M 5.66273886| 1.79019037| 11.7778149 11.2955069] 0.77539321 | 0.81658588) 0.75501468 M 0.22814137| 0.40661085| 1.96291813( 1.98006064] 0.04982453| 0.484232098| 1.09882905
M 1.46053811 0.36100976| 1.65061082 | 1.29235427] 0.22370458 | 0.18521795| 1.26547082] M 0.3784042| 0.19482128| 7.05184126| 6.58709303| 0.02783415| 0.264779653| 1.11416501
M 0.38729372) 0.10815576] 11.1424918| 10.6808314] 0.79168587 | 0.83262262| 1.00341167| M 0.10460328| 0.32992423| 1.24660119]| 1.3341553] 0.05104806| 0.501561629] 1.16212932)
H 0.08800626 0.12704902| 0.004433 | 0.00224198 0.60447308 | 0.35859766| 2.51745419) M 0.22037004| 0.1983108| 0.33868124) 0.33952733] 0.18149479| 1.761452774| 1.23812675)
M 2.54294454 1 0.75010972| 1.1352421] 1.20271594| 2.07483987 2.21971016] 0.93277335 M 0.0882659( 0.07533365| 0.59172551] 0.55560659| 0.12656935| 1.193209164] 1.35091812]
H 0.43792326| 0.86838123] 0.07471284 | 0.05076871| 0.63014249( 0.47543083| 1.47493633| M 0.34222095| 0.36400305| 8.56230959| 9.19721233] 0.13148772| 1.449375538| 0.85314292)
H 1.34606679] 2.80550462] 0.11168443 | 0.07395407] 0.37080947 | 0.27294758| 1.33521998 M 0.49414283| 0.49641574] 1.8188165( 1.87861858] 0.05471196| 0.538317281| 1.07088377
E9 M 1.66612888 | 0.54597236] 6.3554752| 7.66791493| 2.13317156| 2.57874473] 0.78728957 M 0.36805672| 0.36988592| 0.77539321) 0.87436862| 0.08408545| 0.855700642| 1.13651335)
M 9.72366372 | 3.12010091} 0.80832087] 0.91873743| 0.86934456| 0.91200379] 0.90775385| M 0.627636| 0.64169564| 7.27526601) 6.89678884] 0.07169419| 0.719033515| 0.89016619)
H 0.07400415f 0.14437847| 0.0196749 | 0.01672816| 0.23795324 | 0.18232092| 2.16935273| M 0.27604971| 0.26388387| 1.15108949| 1.16984054| 0.0445942| 0.424496047| 1.22494484)
M 1.40590587 | 0.28677714] 0.3876966( 0.22132841] 0.78621729] 0.57517941] 1.39611399 M 0.32714452| 0.2806171| 1.61664174| 1.46311984] 0.16020599| 1.552010233| 1.03923316
M 6.45984702 | 2.15643269] 2.59907812] 3.C 0.83393104 0.92393565| 0.83360456] M 0.09106244| 0.06861755| 0.32376075( 0.25316921] 0.00520098| 0.03770308| 2.08048146
M 0.19723671| 0.20262075| 2.64450921| 3.02241597] 0.26943329| 3.04546152| 0.93888055)
m 241412437 0.73294758| 1.59438495| 1.7564669| 1.09657159| 1.17236586 | 0.95907207] M 0.21884783| 0.1913416| 0.94147846| 0.82804327] 0.02109434| 0.179454378| 1.42785141
H 2.232639 | 5.59362087| 0.33856389 | 0.28727608] 0.64115719 | 0.56664702 | 1.00998223) M 0.82245007| 0.92352365| 20.5775597 21.3301852] 0.06028739| 0.64912123| 0.77434997|
M 1.60937441| 0.45937722| 1.8188165| 1.82144947| 0.58156002| 0.57872571 | 1.07467999 H 1.06621619] 0.70204185| 0.00553385] 0.00341269| 0.03722718| 1.951387245| 1.71630847]
M 1.98137232 0.53177601] 0.81394319] 0.74474153] 0.78078649| 0.73486716 | 1.13226705| H 2.30138125| 2.08935349| 0.2304459| 0.1946439] 0.00341831| 0.210871924| 0.9765644 1
E10 M 1.93388231 | 0.57804207| 2.9241149| 3.05216237] 0.91891288| 0. 0.94723602] M 0.23052578| 0.22475372| 1.40249925( 1.487232] 0.05377204| 0.530850171| 1.18860546
m 1.59825765 | 0.46188568) 0.78349719| 0.85252281] 0.60836118] 0.61349439 | 1.15217311 M 0.23536962| 0.22227394| 1.10037861 1.11024078] 0.04413295| 0.417901482| 1.25494043)
m 2.36444241 0.75136732| 4.23687334| 4.78146161| 1.37840515| 1.5589084 | 0.84094674| H 1.0588513| 0.93690347| 0.06414586| 0.06048147] 0.00432675( 0.272442054 1.51889032
M 0.10743232| 0.0195049| 7.17510528] 3.33116773] 0.03450621| 0.02170908 | 1.93217893 M 0.44534645| 0.29669776| 0.12225793| 0.0669503| 0.64528125| 4.814548265| 1.26938055)
H 177.755452 | 561.945591| 3.84371135| 2.92961198] 0.45494057 | 0.40836593 | 0.52136681 H 0.37827308| 0.22332512] 0.0063788( 0.00342565] 0.09071595| 4.669905114] 0.92417955|
M 23.9424685 | 9.31275465| 12.5794767) 15.9520597| 2.46741434 3.15810256 | 0.54052597 H 7.22250852| 6.81627606| 1.24185781( 0.90593857] 0.00574889| 0.358956985| 0.78196071
H 0.35324719) 0.57305764] 0.01145801 | 0.00607685] 0.02081475 | 0.01105864 | 2.77448316 H 4.30943878| 4.35758178) 3.46414664 | 2.84238662 0.01329935| 0.946962593] 0.91918294|
H 13.8206159| 25.20097]0.13893673 | 0.05548638| 1.36485719 0.84611381 | 0.98724094| H 7.47720973| 7.23705745| 1.78695091| 1.33112754] 0.003886| 0.243736722| 1.19913706|
M 1.05811762 | 0.26160783] 0.1765318| 0.16511606] 13.023091] 13.3193064 | 1.06063608 H 1.36840948| 1.31035265| 0.22492252| 0.22271463| 0.00806468| 0.559013454| 0.88727963]
E13 H 0.63233019) 1.46792199] 0.02792111| 0.02715487] 0.86080001 | 0.75701009 | 1.42064761 H 3.32303157| 3.28536473| 2.33350733| 1.92123753] 0.00766499| 0.525611981| 0.90108942)
H 1.36013514| 2.36535727] 0.00980341 | 0.00532537] 0.05361387 | 0.03008891 | 2.20507376} H 3.03669076| 3.05635018| 1.28120382( 1.14888632| 0.01141837| 0.815265132| 0.83694687|
H 2.86294509| 2.91827845| 3.01571481| 2.63074022] 0.0106907 0.772334372| 1.34795415)
H 1.34490102| 1.22079985| 0.1309874] 0.12096828| 0.00534535]| 0.345004094] 1.11476212]
H 2.7463205( 2.65677179] 0.21278967| 0.20193652 0.00930679| 0.635916417] 1.12333958|
H 0.83653627| 0.78035605| 0.86603666( 0.77186731] 0.00758571| 0.522236935| 1.34121568
H 3.66483946| 10.0947681| 0.86603666 0.79401972] 0.57984934| 0.54673676| 0.86262297 M 1.22094651| 1.09015378| 1.63353798| 1.34398726| 0.11727765| 1.069390254| 0.95255725
H 0.75983075| 1.75393188| 1.13092245| 0.82413377| 0.2733365| 0.22452668) 1.11992796 M 0.08207007| 0.0633711] 0.70368419( 0.53676042] 0.02707303| 0.215675569| 1.63642074|
H 2.232639| 5.65553538) 0.47714511) 0.40181232] 1.07084524 0.97918027| 0.92436304| H 0.27215492| 0.20840983| 1.06621619| 0.6969645| 0.00626921| 0.370999458| 1.0965805)
M 11.5634501| 2.4571872| 0.11486411] 0.06394055] 12.535955| 9.94225495| 0.96008225 M 0.19250929| 0.16523575| 1.05555372| 0.89655674] 0.05284827| 0.464071662| 1.30754293)
H 1.94362514 5.48754301| 3.39285553| 3.15197772| 1.54622471| 1.61096781| 0.71678112] M 0.21508816| 0.22396903| 0.8906929| 1.12048132] 0.16528183| 1.84178935| 1.07977495)
E19 M 4.32140366| 0.81324364] 0.13707145] 0.06456713| 8.04448464 | 5.79233816| 1.13080841 M 0.48733982| 0.55312825| 6.28973834(7.63315779| 0.2602554| 3.112339718| 0.77190597|
M 6.09024388| 1.83401011| 3.1777376( 3.01028968| 16.3701995| 18.9887597| 0.62821107| H 1.57188971| 1.40477775| 0.80524517 0.62877543] 0.00705323| 0.452635767| 1.38779755
M 1.11457987| 0.30483853| 2.3181919] 2.16184012| 3.81848406| 4.05486686| 0.90670489 M 0.20632635| 0.17744226| 0.26572392| 0.24858842) 0.04398026| 0.382743082| 1.50543574
H 2.26380548| 5.63893756| 0.48046392| 0.39155871} 0.47425997| 0.41011105] 1.0107589 M 0.05248322| 0.04634557| 4.91775547) 4.46994856) 0.06829861| 0.661006873| 1.22014302)
M 15.7961383 | 4.98649812| 12.8883887| 12.4827547| 1.85703371| 2.05536337] 0.61173849 H 0.73841307| 0.55307621] 0.20913407) 0.13369385| 0.00924251| 0.521521773| 1.2867 1484
M 1.42553158 | 0.39144045] 1.63353798| 1.5361497] 0.51870997] 0.49637046| 1.12832571 M 0.20776147| 0.17600325| 0.29688992| 0.26668779| 0.01874955( 0.154091124/ 1.63775621
M 0.38729372 | 0.07422939] 0.08887984| 0.0559515| 29.6097417| 25.7230536| 1.25473401 M 0.1681709| 0.13955455| 0.26943329] 0.23853319] 0.01761563 0.142758972| 1.70824497|
M 0.8019032 | 0.22377005] 1.10037861| 1.16162193| 0.81676899| 0.83290904| 1.16498243 M 0.24707141| 0.20432229| 0.12353571) 0.11079062| 0.02016504| 0.161165936| 1.75419405)
M 1.09543205 | 0.30004494] 6.48901724| 5.64316738| 0.35923504] 0.34089725| 1.05658423 M 0.42425395| 0.40138103| 0.67736249| 0.67217296| 0.02832069| 0.256204946| 1.30585505)
M 0.54205081 | 0.14914084| 1.68529366| 1.7362155| 0.76207242| 0.77681297] 1.17374795| M 0.38635527| 0.35994412| 1.09277774| 1.02794983| 0.02764189| 0.247422513| 1.26965367|
E22 H 0.37860097) 0.73487673| 0.09489659| 0.0615988]0.12751598 | 0.0877882| 1.74169063| M 0.12613145| 0.10997343| 3.98063889| 3.31108231| 0.02881572| 0.25434613| 1.26884944|
H 0.39059625| 0.79188375| 0.18913654 | 0.12776704] 0.08589691 | 0.06054228| 1.66684765 M 0.22972822| 0.19987601] 0.20278179( 0.19599286( 0.0234869| 0.197754176| 1.6250706}
H 0.45023496 0.95596775) 0.27787347 | 0.19725116] 0.17846957 | 0.13523589) 1.44551177| M 0.37709502| 0.32846705| 0.43166978| 0.3787737]0.01544196] 0.12594709| 1.51638203)
M 0.58906551 | 0.16396672| 12.535955] 11.3892378| 0.66803704| 0.68183706] 0.97576392 H 2.34160868| 2.04807314] 0.30093003| 0.2317111]0.00289444| 0.170363242| 1.86683312)
M 0.81309735 | 0.24015016| 20.2240496| 19.4242204 0.45306282 M 0.36424978| 0.31047208| 2.12579135| 1.5980193| 0.01779974| 0.143194694| 1.30357352)
H 0.17298874 0.29875666 0.06282576 | 0.03562443| 0.057065 | 0.03492564| 2.20857678| M 0.26943329| 0.22995313| 1.24660119| 1.00457321| 0.03230721| 0.271541865| 1.31980588)
H 0.28395811] 0.51745903] 0.12696476 | 0.07291479] 0.03897654 | 0.02413449| 2.01854604 M 0.23865525| 0.20820484| 1.47222686| 1.3051545| 0.03035336| 0.266729538| 1.29938989)
H 0.28199666| 0.57532489] 0.90594791 | 0.56924488] 0.31946948 | 0.24453034) 1.28922618 M 0.58763816| 0.56831411| 3.11234071( 2.81745386 0.03685489| 0.340053482| 1.06252266
H 0.09465024) 0.16736473] 0.29473698 | 0.16597576] 0.09079458 | 0.05970494| 1.90111026| M 0.05763144| 0.04430814| 1.96973289| 1.43172745| 0.01683958| 0.132569684| 1.61402525)
H 0.1495552| 0.30636437] 0.55574694 [ 0.3877906) 0.24634464 | 0.19252127] 1.4609467 M 0.30735972| 0.28380777| 0.37971792| 0.38558014| 0.03711124| 0.337243741| 1.39084816
E25 H 0.37991537) 0.82227149] 0.53126368 | 0.38197726] 0.33885736 | 0.27241803| 1.28030391 H 0.41972026|  0.357051| 0.01430338) 0.01525422| 0.00557234| 0.358175127| 1.86683312)
M 0.33136658 | 0.18898675| 6.03352031| 9.90871758 0.25401754) 0.21758104] 1.2953999 H 2.40744026| 2.06823701| 0.24870372( 0.18602515( 0.00337125| 0.196521539| 1.29639139

M 0.2271158 | 0.05560926| 4.52525785] 3.71662755] 0.08379454| 0.0712198| 1.52487207] M 0.0120736| 0.00610138| 0.01486435| 0.00754232| 0.00070651 0.003401613)
M 0.48683338 | 0.1221002| 1.98343346| 1.68968063] 0.30418059| 0.27233989) 1.33404501 M 0.14043749| 0.12096734| 6.62536529| 5.11764724| 0.03197305( 0.278964298| 1.19321331
H 0.42891093) 0.92374628) 0.04232049| 0.0933968) 0.14148784 | 0.10775972| 1.7606073| M 0.17837681| 0.14876416] 0.17837681| 0.16334955| 0.01460899| 0.117795533| 1.79780096)

M 0.21338046 | 0.05237456| 4.47845155] 3.72234153| 0.39584293| 0.3646647] 1.30286097]
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Tabla 42. Expresion relativa de VTG en cada organismo evaluada por los 3 métodos. DD: Delta CT
comparativo, CE: Curva estandar y 3GENES

: Media Geométrica con multiples genes de referencia.

VTG- TEMPORADA 1

VTG- TEMPORADA 2
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Estacion  |Sexo DD-B-Actin CE-B-Actil DD-E1FA  CE-E1FA| DD-RPL7 CU-RPL7 | 3GENES Sexo DD-B-Actin CE-B-Actif DD-E1FA  CE-E1FA| DD-RPL7 CU-RPL7 3GENES
M 0.66434291| 0.52023847| 5.25977104| 4.76087432] 0.63507549 | 0.61648484] 0.95738233 H 0.03633214
H 0.47708448 H 0.10489007
M 0.77916458| 0.59811736| 18.8305078 | 16.3236369] 1.31950791] 1.28821721] 0.77528902 H 0.04389501
H 0.27360482 M 1.1974787) 2.49489276| 44.1701553( 40.5539575| 0.53034387 5.043790552| 0.5354878
E6 H 0.29911413 H 0.71886036
M 0.20166044| 0.15861523] 0.25261286 | 0.25529983] 0.12543397 | 0.11971396] 1.70129338 H 0.38492131
M 0.55286533| 0.43399539) 6.89236928 | 5.98559983] 0.17434296| 0.1606425| 1.0892442 H 0.05237328
M 0.35478084| 0.28620488| 2.07052985 | 1.80585779] 0.13631347 | 0.13055085] 1.30751961 M 0.16210494| 0.29748796| 1.49484925| 1.44866819] 0.03794359| 0.354277855| 1.20465179
M 0.0247745| 0.02126049] 0.07856334 | 0.07610897] 0.01064756 | 0.0109078| 3.04756824 M 0.4219079| 0.22231768| 8.42688829| 7.51677248] 0.03326157| 0.302149734| 1.06934297|

M 0.03901033| 0.0278888| 3.14923191 2.75413501] 0.22375627 | 0.21469818| 1.50501951 M 0.04419417| 0.14072989| 0.5644822| 0.56908681| 0.02311543 0.122147673] 1.
H 0.32468081 M 0.36475509| 0.37066504| 0.60081802| 0.6346145] 0.32197041| 3.292351949| 1.0245729
M 0.38689125 | 0.30509888| 0.48464491| 0.48919149] 0.88576752| 0.90284271| 1.22003031 M 0.09182304| 0.08982466| 0.65975396| 0.66248179] 0.14112055| 1.422732129| 1.27829504
H 0.60509005 M 0.00636775| 0.00613816] 0.17075503] 0.15509202] 0.00262221| 0.024440729]| 2.89895426
H 0.42384715 M 0.05273849| 0.05355662| 0.20804968) 0.20267784] 0.00625836| 0.05807724] 2.08556916
E9 M 0.04358574 [ 0.03197594] 0.4665165| 0.4490864| 0.15658306) 0.15102922] 1.84301527| M 0.03928167| 0.03919039| 0.08869521) 0.09264166] 0.00961832| 0.090663738] 2.22611324|
M 0.24232245 | 0.19977353] 0.05652371 0.05882484| 0.06079093| 0.05839369] 2.06669564| M 0.05974658| 0.06110279| 0.74226179) 0.65671792] 0.00731463| 0.068466964] 1.79934793)
H 0.59843724 M 0.05872017| 0.05869938| 0.26242917) 0.26022399] 0.01016673| 0.09442659| 1.91939113)
M 0.70466038 | 0.61699832 0.54525387 | 0.47618599| 1.10573065) 1.23749308] 1.10506875) M 0.01634508| 0.0154958| 0.08656934| 0.0807941] 0.00857885| 0.085702664] 2.47074859
M 0.24232245 | 0.1924104] 0.27357343| 0.27301751] 0.08777781) 0.08243931] 1.71951303] M 0.09342808| 0.09388192| 0.35601255] 0.34638388] 0.00571909| 0.051585023| 1.88761048|
M 0.00857885| 0.00813201] 0.12327909) 0.12130201] 0.01256017| 0.122226919] 2.46060937|
M 0.13121459 | 0.10165873] 0.24316374 0.24361933| 0.16724094| 0.16260539] 1.73263666| M 1.57461595( 1.62763472| 7.26015324| 7.04369563] 0.16266773| 1.526516865| 0.75016016
H 0.17156594 M 0.43678645| 0.44287449| 11.7126856| 10.2288609] 0.0343154 0.311285192| 0.96463241
M 0.15283003 | 0.11825733 0.48464491| 0.46889516| 0.15496346| 0.14898118| 1.6125094| H 0.14602132
M 0.06228377 | 0.04976305/ 0.07179365( 0.06969215| 0.06886907 | 0.06876811] 2.29790502, H 0.81502197,
E10 M 0.01374452 | 0.01045944/ 0.05831456 0.05522764) 0.01832555| 0.01753294] 3.1498162, M 0.36602142| 0.36278874| 2.38667149| 2.4006322| 0.09150536| 0.856877751| 1.02848782)
M 0.06337247 | 0.04866872| 0.08717148 0.08983] 0.06768594 | 0.06464367| 2.25935438 M 6.61160255| 6.7263915| 33.1284776| 33.5977945| 1.32868581| 12.64641726] 0.4510894
M 0.08508213 | 0.06462287| 0.42779751| 0.41123932| 0.1391777) 0.13407708| 1.75363605) H 0.12659031
M 0.02966694 | 0.02302825| 5.55967288| 3.93290819] 0.02673735| 0.0256306| 1.82998761 M 73.5166947| 10.7648109| 21.6305733] 20.0573169] 114.166851| 1442.367249] 0.22850306
H 0.24831659 H 0.37030605
M 0.58641747 | 0.47759531] 0.86453723| 0.81808544| 0.16957554| 0.16196013] 1.31544859 H 0.89437716
H 0.42116379 H 0.22084958
H 0.3218077 H 1.09583233)
M 2.42838977 | 1.95908691] 1.13681697| 1.2364948| 83.8651779) 99.7434943| 0.57873901 H 0.39571456
E13 H 0.26014914 H 1.00739407|
H 0.30827279 H 0.91945032
H 1.17715586
H 1.28882626
H 0.83232964
H 0.96504629
H 0.77912585 M 0.1767767| 0.18685514| 0.25348987 0.23036285| 0.01819896) 0.183296219| 1.61227402
H 1.54861025 M 0.04080812| 0.04108124] 0.37500975] 0.34796277| 0.01442785| 0.139814831] 1.85829859
H 0.74080737 H 0.88783589
M 1.86606598( 1.81958445] 0.05201242| 0.04734895| 5.67649343| 7.36239081] 1.04432314 M 0.04210105| 0.04285592| 0.24741416] 0.23253299] 0.01238725| 0.12036268| 1.95568477|
H 0.96910855| M 0.01930342| 0.01838221| 0.08567393] 0.09196326] 0.01589812| 0.151164458] 2.28329977|
E19 M 0.43527528| 0.41645916| 0.03874087| 0.0330646] 2.27363395] 2.96623565| 1.37364509 M 0.0052809| 0.00506378] 0.07304858| 0.06988012] 0.00302259) 0.028492883| 3.15140063
M 0.07536299| 0.06157664] 0.11033787| 0.10107006] 0.56840849] 0.63754498| 1.73482006 H 0.49723358

M 0.03665109| 0.0280319] 0.21389876| 0.19879537] 0.35233019] 0.37287159] 1.85108542 M 0.05255603| 0.0537477] 0.07254399] 0.07529806 0.01200684 0.1159: 21
H 0.45582515 M 0.00860863| 0.00799559| 0.86453723]0.77116017] 0.01200684| 0.114037592| 2.06341208|
M 0.15442733| 0.1218802] 0.35355339) 0.30510402] 0.05094202| 0.05023728| 1.85956759) H 0.13165781
M 0.04313492 | 0.03346878] 0.13869618| 0.13134322| 0.04404127 0.04244046] 2.35460093| M 0.20589775| 0.21283989| 0.31534435| 0.32250427| 0.01991501| 0.186341657| 1.54341567|
M 0.56058304 | 0.46436712] 0.3609823 0.35002359| 120.258912| 160.919296| 0.72089969 M 0.09672281| 0.09915997| 0.16608573) 0.16948888| 0.01085874| 0.101436863| 1.88767576
M 0.08133387 [ 0.0607852] 0.31316611| 0.31554458| 0.23245124| 0.22625256| 1.71960194, M 0.3685673| 0.38894506] 0.19751033| 0.21089949| 0.0322401| 0.30679323| 1.44238907
M 3.73213197 [ 2.91403731] 62.0345483 | 54.8064574| 3.43426175| 3.31079505] 0.53380606| M 0.05183247| 0.05326404] 0.08869521)0.08919865| 0.00370837| 0.033998891| 2.38797256
M 0.02503343 | 0.01947421] 0.21839322| 0.22670802| 0.09875516| 0.10143311] 2.19803254| M 0.07694653| 0.07910138| 0.23325825] 0.22590243| 0.00590028| 0.054373615| 1.99597134)
E22 H 0.07145804 M 0.00822938| 0.00804844| 0.2783554) 0.24232258| 0.00201501|  0.0186144] 2.77196195)
H 0.06031402 M 0.2381595| 0.24507833| 0.22531262| 0.240317| 0.0260965| 0.24247664] 1.5250059
H 0.39178919 M 0.18750487| 0.1983458| 0.23004691)0.22872362| 0.00822938| 0.076053522| 1.75905492)
] 0.04109196 | 0.03013096] 2.45376995| 2.09291691] 0.13076062) 0.12529621] 1.6194963| H 1.63479193)
M 0.00372124 | 0.00269526 0.25971478| 0.21800224| 5.22343915) 6.63161203] 1.73955546| M 0.12370708| 0.13145881| 0.7737825] 0.67662676| 0.00647906 0.060630909] 1.68196842)
H 0.66570311 M 0.03071314| 0.03185209| 0.15230128] 0.13914903| 0.00394708| 0.037612776| 2.38102313|
H 0.80420607 M 0.01845301| 0.01829143| 0.12200397 0.11466183| 0.00251539| 0.023433009] 2.68750671
H 0.37269223 M 0.0132304| 0.01366881| 0.07510225| 0.06776403| 0.00088933| 0.008178801] 3.24237967|
H 1.3263323 M 0.02194445| 0.02160187| 0.80385099| 0.69802045| 0.00687226| 0.064632658| 1.99596929
H 0.51581873 M 0.02987329| 0.03030252| 0.03955489| 0.04116889| 0.00386585| 0.036007953| 2.71400492)
E25 H 1.00328258 H 1.63479193)
M 173.645354 | 4.13929753| 8871.73157| 217.026482] 373.509208 | 4.65581945| 0.13856962 H 0.05629782
M 4.89056111 | 3.63531838| 273.424744| 242.965383| 5.06302638 | 4.65581945| 0.43484757 M 0.33564313| 0.35572312| 0.44288376) 0.43973336| 0.02105053| 0.198321188| 1.41257428)
M 2.12874036 | 1.6334158| 24.3356601] 22.6039843 3.73213197/ 3.64327223| 0.61203569 M 0.02460337| 0.02451515| 1.24401165] 1.03713841| 0.00600342 0.056534688| 1.92046021
H 1.64446075) M 0.07748173| 0.07949984| 0.08304286) 0.08729429| 0.00680118| 0.062950145] 2.16323749)

M 0.00604518 | 0.00433903] 0.35601255| 0.30838137] 0.03146736) 0.03021104] 2.74342715)
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