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RESUMEN

Este proyecto integrador, consiste en analizar el gen de metalotioneinas
(MTs) en bivalvos, para el disefio de primers. Dentro de los bivalvos, tenemos las
especies Muytilus galloprovincialis y Mytilus edulis moluscos filtradores que
pertenecen a la familia Mytilidae, estos representan organismos modelos, debido a
gue son especies que han sido estudiadas y publicadas. Las mismas que han servido
como punto de referencia para poder estudiar a una especie reportada en Ecuador
como lo es Mytella guayanensis.
Utilizamos estos individuos en el presente proyecto para realizar el disefio de primer,
a partir de alineamientos de secuencias conservadas, con el fin de que en un futuro
este proyecto sea una referencia en investigacion del estudio de la expresion del gen
de metalotioneinas en bivalvos, a través de la técnica de la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polimerase Chain Reaction).



En consecuencia, este estudio constituye un primer aporte en el disefio de primers
para las MTs en la especie de mejillones Mytella guyanensis especie que se
encuentran en el Ecuador a diferencia de Mytilus galloprovincialis que es una especie
que no se encuentra en el pais. De igual manera, es importante mencionar el empleo
de organismos modelos, los mismos que han sido designados en este contexto debido
a los amplios estudios efectuados en diversos paises y la basta informacion referente a
su estructura molecular y funcional, nos facilitan la basqueda de las secuencias de
nucleotidos necesarias para analizar el gen de las MT dentro de su genoma.

Cabe recalcar, el uso correcto de la base de datos, para la busqueda de secuencias de

nucleotidos, que es importante para el disefio de los primers.

Palabras claves: metalotioneinas, disefio de primers, base de datos, disefio,

secuencias de ADN, GenBank.
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ABREVIATURAS

MTs: Metalotioneina.
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INTRODUCCION

En las Gltimas décadas se ha elevado el interés por evaluar el efecto de la
contaminacion en el medio marino. Muchos invertebrados y vertebrados han sido
objeto de estudio en investigaciones relacionadas con la contaminacion ambiental,
sobre todo cuando los ecosistemas acuaticos sufren contaminacion por la presencia de
metales pesados principalmente en zonas templadas. Sin embargo, pocos estudios se
han realizado al respecto, en las zonas tropicales a la cual pertenece nuestro pais y
cada vez mas se hace necesario, el empleo de organismos acuaticos, que permitan
cuantificar el impacto ambiental, causado por la contaminacion en los ecosistemas
marinos (1).Los organismos modelos empleados en este tipo de estudios toman el
nombre de bioindicador, los cuales son especies vegetales, o animales; que nos
brindan informacion sobre ciertas caracteristicas ecologicas, fisico-quimicas, micro-
climaticas, bioldgicas y funcionales del medio ambiente, o sobre el impacto de ciertas
practicas en el medio (2). En este contexto, dentro de los bivalvos, las especies

Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis, que pertenecen a la familia Mytilidae, han



sido muy estudiadas y publicadas en paises europeos, por lo que se han convertido en
organismos modelos de bioindicadores ambientales (3).Adicionalmente, se ha
demostrado que en las especies mencionadas anteriormente cuando estan expuestas a
metales pesados, a situaciones estresantes por contaminantes, patogenos y
condiciones ambientales adversas; producen una respuesta a nivel molecular tal como
la sintesis de proteinas, ejemplo la sintesis de las Metalotioneinas (4).

Las metalotioneinas (MTs) son proteinas pequefias capaces de unirse a iones
metalicos, su estudio ha sido de gran interés en los ultimos 10 afios, principalmente
debido a su capacidad de enlazarse con metales pesados, asi como por ser indicadores
de toxicidad celular y claves para la respuesta ante situaciones de estrés fisiolégico en
diversos organismos. Las MTs tienen un rol ecotoxicoldgico a considerar, ya que su
sintesis constituye una respuesta especifica a elevadas concentraciones de metales;
razon para ser empleadas como potencial biomarcador de contaminacion ambiental
tanto en vertebrados como en invertebrados (3, 4, 5,).

En el presente proyecto integrador se propone el analisis de secuencias del gen de las
MTs, para disefiar primers (secuencias genéticas cortas no mayores a 25 nucleétidos
que dan la sefial de inicio y de terminacion de una determinada regién de un gen que
se amplifica por PCR), los cuales seran utilizados para futuros estudios de la
expresion de este gen en la especie de Mytella guyanensis que se encuentran en el

Ecuador.



CAPITULO |

INFORMACION GENERAL

1.1. Metalotioneinas:
1.1.1. Caracteristicas

Las MTs son proteinas intracelulares no enzimaticas termoestables, solubles
en agua y poseen varios grupos de cisteina. Se encuentran distribuidas ampliamente en
la naturaleza, formando parte tanto del reino animal como vegetal. Fueron descubiertas
por Margoshes y Valle en 1957, al identificar una proteina que se unia al cadmio en el
riidn del caballo (6,7). Diversos estudios realizados, atribuyen a las MTs funciones
como: destoxificacion de metales no esenciales, proteccion de la célula frente al estrés
oxidativo, suministro de metales esenciales al interior celular en el control
homeostatico de la absorcidn, metabolismo de cobre y zinc, entre otras (7).
Las MTs se distinguen del resto de proteinas por tener caracteristicas y propiedades

Unicas, dentro de las cuales se encuentran bajo peso molecular de 6 a 10 kD, una



secuencia de 61 o 62 aminoacidos con una elevada porcion de cisteinas (20
aminoacidos) y su capacidad de unir cationes de Cu*!, Cd*?, Zn*? entre otros, mediante
atomos de azufre elemental (8). A nivel celular se encuentran en el citoplasma, nucleo
y lisosomas. Predominan en el higado y rifion de los vertebrados; y en la glandula
digestiva e intestinos de los invertebrados (7).
1.1.2. Estructura

A través de la difraccion de rayos X y resonancia magnética nuclear la
estructura tridimensional de las MTs ha sido esclarecida en numerosas especies (5).
En mamiferos estan organizadas espacialmente en dos dominios o clusters (a y B), el
dominio a (C-terminal) formado por 11 residuos de cisteina capaces de captar 4
atomos de metal y el dominio B (N-terminal) formado por 9 residuos de cisteinas, que
captan 3 atomos de metal. Estos dominios también se presentan en la estructura de la
MT del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus (5) (Figura 1).
Sin embargo, en distintos invertebrados se ha descrito la existencia de dos dominios
con 9 residuos de cisteina cada uno, correspondiente a 2 cluster B por molécula (7);
mostrando una proteina monomérica con capacidad de captar 6 a&tomos de metal en

total.



dominio B dominio o

Figura 1. Estructura de la metalotioneina en mamiferos dividida en dos dominios
Fuente: Molto Perez, E. Clonaje expresidn y caracterizacion de MTs. 2005 (5).

Pese a la diferencia enunciada anteriormente, las MTs comparten caracteristicas que
han permitido agruparlas en familias, subfamilias y subgrupos, en donde la inclusion
de una MT en particular, estd determinada por la alineacion de su secuencia de
aminoéacidos (5).En la actualidad existen 15 familias de MTs (Anexo A) que poseen un
patrén especifico de secuencia, las mismas que guardan una relacién intrinseca con la
escala evolutiva de los organismos donde han sido identificadas, desde organismos

unicelulares hasta vertebrados superiores y ejemplares del reino vegetal (7,8).



1.1.3. Clasificacion y Polimorfismo.
En base a sus caracteristicas estructurales, las MT estan clasificadas en tres clases:

Clase I: Polipéptidos de 61 a 62 aminoacidos con residuos de cisteinas en
forma similar a las MTs descritas en el rifion del caballo (11). Poseen alto contenido
de metales pesados (4-12 atomos/M) y de cisteinas (22—-33%), homologia estructural
y/o funcional con las MTs de mamiferos. Las MTs de Clase | han sido reportadas; en
peces: Salmo gairdneri, Pleuronecte splatessa, Pseudo pleuronectes americanus; en el
bivalvo Mytilus edulis, el cangrejo Scylla serrata y en la langosta Homarus
americanu, por nombrar algunas (8).

Clase 11: Polipéptidos de secuencias de aminoacidos con poca homologia a las
MTs aisladas en mamiferos, la posicion de residuos de cisteinas no corresponde con la
distribucion de cisteinas de las MTs que comprenden las de la Clase I.
Se las ha encontrado en ciertos eucariotes unicelulares (levaduras), procariotes
(bacterias); en el erizo de mar Strongylocentrus purpuratus y el nematodo
Caenorhabditis elegans (6).
Todas las MTs correspondientes a la Clase | y I, se caracterizan por ser proteinas de
cadena sencilla, codificadas por genes estructurales para su sintesis; los cuales han
sido secuenciados en varios organismos.

Clase 111: Polipéptidos de secuencia corta y atipica a las MTs de Clase | y II;
constituidos por la repeticion de 2 a 11 unidades de glutaimil-cisteinil. Reciben el

nombre de fitoquelatinas cuando el aminoacido del carboxilo terminal es glicina, u



homofitoquelatinas cuando el aminoacido terminal es B-alanina. Poseen la capacidad
de formar compuestos intracelulares estables para unir iones metélicos (9). Estas
metaloproteinas estan formadas por 2 o mas cadenas polipedtidicas de longitud
variable; su sintesis no estd asociada a genes estructurales. Han sido identificadas en
algas, levaduras y plantas superiores (6,10).
Es conocido que en algunos organismos existen diferencias en la estructura primaria
de las MTs que sintetizan; Un ejemplo clave de este caso se da en la mayoria de los
tejidos de mamiferos, en donde expresan dos o mas formas moleculares o isoformas de
clase MTI y MTIII mientras que, al ser sometidas a cromatografia liquida de alta
resolucion, se separan en formas moleculares adicionales: MTla, MTIb, MTlIc, MTlla,
entre otras (8). Cada isoforma muestra una afinidad diferente de unién para cada metal
en particular o aln por un mismo metal, caracteristica que se presume puede estar
vinculada a las funciones bioldgicas de las MTs.
El polimorfismo méas complejo de las MTs se lo conoce en el ser humano, en donde se
ha descrito 12 genes de isoformas de metalotioneinas, algunos de ellos caracteristicos
de algun tejido en particular (11).

1.1.4. Evolucién de las MTs

Las MTs cumplen un amplio rango de funciones como: desintoxicacion de
metales toxicos de mercurio y cadmio, son versatiles porque se las han encontrado
desde las bacterias hasta en los hongos, protistas, plantas, y en grupos animales (5,6).
A pesar de los estudios en las MTs, se conoce muy poco sobre su origen, evolucion y

diversificacion. La evolucién todavia es desconocida en estas proteinas de union a



metales toxicos. Los miembros de la superfamilia de proteina MTs han evolucionado a
través de rondas de eventos de duplicacion y pérdida de secuencias de ADN que llevan
al escenario heterogéneo actual (15). Las dificultades en la elaboracion de las
relaciones evolutivas en parte podrian atribuirse a la falta de estudios comparativos
detallados (13, 14, 15,).En mamiferos se han encontrado hasta cuatro genes
codificantes de metalotioneinas (isoformas MTI, MTII, MTIIIl, MTIV). Estos genes se
encierran todos en una misma region cromosomica, creando el cluster de
metalotioneinas que se aclara evolutivamente como consecuencia de conocimientos de
duplicacion génica. En la especie humana, alguna familia (MTI) presenta todavia un
grado superior de duplicidad, con subformas (MTla, MTIb, etc), de las cuales se
desconoce globalmente el significado funcional. En otras especies de mamifero, como
el roedor, solo se ha descrito la existencia de un miembro de cada familia (MTI a
MTIV). Existe una gran similitud entre las diferentes isoformas de MT de una misma
especie: en ratdn las diferencias aminoacidicas van entre 15 aa (MTI-MTII) y 27 aa
(MTI-MTIV). Esta similitud se recalca entre una misma proteina de diferentes
especies (entre la MTIV de raton y la humana hay Unicamente 4 substituciones de aa).
Contrariamente, existen grandes divergencias en el ambito de los patrones de

expresion de esta (15).
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Figura2: La comparacion de secuencias y las caracteristicas estructurales de las

proteinas MT. Fuente: Moleirinho Ana. Diversificacion de Familia MT. Abril, 2011

(A) Secuencia de la alineacion para el ser humano (Hs) y raton (Mm) las

proteinas. Las secuencias fueron alineadas con ClustalW.

(B) la representacion estructural de la MT2 raton (AP4 mt2) Listado de los

dos grupos, se unen a metales y la organizacion espacial detallada, de los residuos con

las cisteinas-S Atomos orientadas a iones metalicos. Los elementos de los siguientes

colores: S (amarillo), O (rojo), N (azul oscuro), Zn (purpura) y Cd (naranja) (15).



e Las MTs en Invertebrados

En los invertebrados las MTs han sido estudiadas por su diferencia entre
secuencias de nucle6tidos y por su estructura, se ha descrito la existencia de dos
dominios con 9 residuos de cisteina cada uno, correspondiente a 2 cluster § por
molécula (10); mostrando una proteina monomérica con capacidad de captar 6 atomos

de metal en total. En la siguiente imagen se puede observar Diferentes Genes de MTs

en varias especies de invertebrados examinadas en el GenBank.

Genomics 4 (2011) 61-68

Table 1

63

Spedies, gene name, accession number, and abbreviation of the nudeotide sequences

examined. Asterisk indicates the sequences obtained in this work.

Species Accession number  Gene Abbreviation
Bathymodiolus azoricus AJ630215.1 MT-10 Ba_azoMT_10a
Bathymodiolus azoricus AJ630216.1 MT-10 Ba_azoMT_10b
Bathymodiolus azoricus AJ630217.1 MT-10 Ba_azoMT_10c
Bathymodiolus azoricus AJ630218.1 MT-20 Ba_azoMT_20
Bathymodiolus thermophilus ~ AJ577128.1 MT-10 Ba_theMT_10i
Bathymodiolus thermophilus ~ AJ630219.1 MT-20 Ba_theMT_20
Mytilus edulis AJ005451.1 MT-10la  My_eduMT_10la
Mytilus edulis AJO05452.1 MT-101b  My_eduMT_10lb
Mytilus edulis AJO054531 MT-1011  My_eduMT_100
Mytilus edulis AJ0054541 MT-10011  My_eduMT_1011
Mytilus edulis AJ007506.1 MT-101V  My_eduMT_10IV
Mytilus edulis AJ577126.1 MT-10B  My_eduMT_10i
Mytilus edulis AJ005456.1 MT-2001  My_eduMT_201
Mytilus galloprovincialis AY566248.1 MT-10011  My_galMT_1011l
Mytilus galloprovincialis DOB48984.1 MT-10B  My_galMT_10B
Mytilus galloprovincialis HQGB1034* MT-10 My_galMT_10
Mytilus galloprovincialis HQGB1035* MT-10 My_galMT_10i
Mytilus galloprovincialis AY566247.1 MT-201V  My_galMT 201V
Mytilus galloprovincialis HQG681036* MT-20 My_galMT_20
Perna viridis AF036904.1 MT Pe_virMT

Perna viridis 6652817 MT-2 Pe_virMT_2
Perna viridis 6652815 MT-1 Pe_virMT_1
Unio tumidus EF185127.1 MT U_tumMT

Fuente 3: S. Aceto et al. / Marine Genomics 4 (2011) 61-68
Asi mismo, se han realizado andlisis para verificar la correspondencia de los

fragmentos clonados a genes MT. Las secuencias de nucledtidos eran en comparacion



con las regiones gendmicas de MT-10 y MT-20 genes de M. edulis, al gen MT-I de M.

galloprovincialis, y para el MT-1 y MT-2 genes de P. viridis presentes en el

GenBank(10).
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Figura 4: Arbol de consenso obtenido por la filogenia bayesiana de la

interferencia de las secuencias de nucle6tidos que codifica MT de las especies

enumeradas en la tabla 1. Numeros Mytilidae indica las probabilidades

posteriores. Fuente: S. Aceto et al. / Marine Genomics 4 (2011) 61-68.



1. 2.Base de datos para el analisis de secuencias.

Las bases de datos para el analisis de secuencias son colecciones gque contiene
informacién de areas de investigacion incluyendo gendmica, protedmica,
metaboldmica, expresion génica mediante microarrays y filogenética, las cuales estan
disponibles en sitios web. El acceso a la informacidn en estas bases de datos se realiza
mediante nimeros de acceso: identificadores Unicos de registros de secuencias de
proteinas o ADN (17,18).

Las bases de datos para analizar las secuencias de nucleétidos deben ser
fuentes confiables entre ellas tenemos las siguientes:

e EMBL-BANK en el Instituto europeo de Bioinformatica (EBI)

e DNA Data Bank of Japan (DDBJ) en el Centro de Informacion Bioldgica (CIB)

e GenBank en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI)
Aunque estas bases son mantenidas por distintos organismos en diferentes paises,
existe una cooperacion y coordinacion entre mismas. Es decir, una secuencia puede ser
enviada a cualquiera de las bases, y una semana mas tarde se veréa reflejada en las otras
dos. Por este motivo es indistinto que base se use para enviar nuevas secuencias,
aunque normalmente los europeos utilizan EMBL-BANK y los americanos GenBank.
(17). Para el disefio de los primers que se propondran en este trabajo, se usaran

secuencias presentes en la base de NCBI, debido a la disponibilidad en el uso.



1. 2. 1. Programas para disefiar Primers
Los primers de la PCR también denominados cebadores o iniciadores, son
oligonucledtidos sintéticos que hibridan con la region, complementaria al ADN molde,
que se desea amplificar en el momento de realizar la PCR y dan el inicio de la reaccion
de elongacion por la Tag ADN polimerasa (18). El disefio de los primers es muy
importante en la reaccién en cadena de la polimerasa, de este paso depende el éxito en
el laboratorio. Pare realizar este disefio existen herramientas claves, que consisten en
diversos programas de Bioinformatica, algunos de los cuales se encuentran disponibles
en la web de forma gratuita. A continuacion se explican diversos programas para el
disefio de Primers:
e Primers3Plus: Es una interfaz web para una variante mejorada de primer3
e PriFi: Es una herramienta que se utiliza también en el disefio de primers a
partir de un alineamiento multiple de nucle6tidos.
e ICODEHORP: Aplicacion web para disefiar primers degenerados a partir de
alineamientos multiples de proteinas.
e BatchPrimer3: Realiza el disefio de los primers a partir de lotes de secuencias

(16).



1. 2. 2. Criterios para el disefio de los Primers
Dentro de los criterios principales para un correcto disefio de primers,
diversos factores deben ser tomados a consideracion, los mismos que son enunciados a
continuacion:
e Especificidad
La longitud de los primers estd directamente relacionada con la especificidad de los
mismos, esta deberia estar entre 20 y 25 pares de bases. Los primers deben ser
seleccionados de tal modo que tengan una secuencia Unica dentro del DNA que sera
amplificado, con el fin de no dar lugar a productos no deseados (17).
e Secuencias Complementarias
Se debe evitar la auto-complementariedad entre los primers, puesto que se conoce que
secuencias complementarias entre ellos podrian dar lugar a estructuras secundarias y
formacion de dimeros de primers. Para evitar este fendmeno el disefio debe considerar
menos de 3 pares de bases de homologia entre ellos. Si un primer tiene regiones
homologas, se formaran estructuras parciales de doble cadena que interferiran con el
alineamiento y (16). (Ver Anexo B).
e Contenido de G/C
La composicion en la base de los primers debe mantener una relacion entre el 45% y
el 55% de Guaninas y Citosinas (G/C). El fin de esta relacion es para impedir el

reconocimiento no especifico, asi como evitar que existan interferencias entre el



primer y el molde de ADN, lo que puede causar una disminucion de la eficacia en el
momento de la amplificacion (17).

e Secuencia de los extremos 3'
Est4 establecido que la posicion terminal 3' en primers de PCR es esencial para el
control de “mispriming”, que son amplificaciones especificas o no especificas durante
una reaccion de PCR. La inclusion de un residuo de G o de C en el extremo 3' de los
primers ayuda a asegurar el correcto enlace en el extremo terminal 3' debido al enlace
de hidrégeno maés fuerte de los residuos G/C. También ayuda a mejorar la eficacia de
la reaccion (16,17).

e Temperatura de Asociacion
La temperatura de asociacion es uno de los factores mas importantes dentro del
correcto disefio de un primer. Para dichos efectos, es recomendado que se emplee
como temperatura de asociacion, la temperatura de fusion -5°C, aproximadamente.
Existen diferentes métodos para calcular la temperatura de fusion (Tm) por ejemplo:

e Para secuencias de 20 bp 0 menos, existe la siguiente aproximacion:

Tm=2°C (A+T)+4°C (G +C)

Asumiendo que la concentracion de sal es de 0.9M, tipica en ensayos de hibridacion.

e Para secuencias polinucleotidicas largas la formula a aplicar es:

Tm =815+ 0.41 (%GC) - 500/L + 16.6 log [M],

En donde L = Representa a la longitud del oligonucledtido y [M] = Es la

concentracién de cationes monovalentes.



El célculo de estas temperaturas es referencial. Este tiene que ser validado a traves
pruebas de laboratorio, con diferentes temperaturas de asociacion, cercanas a la
temperatura de fusion, hasta lograr establecer la temperatura éptima para cada

reaccion (17).



CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS

2.1.Material Biologico: Mytella guyanensis
En este proyecto se utilizard la especie Mytella guyanensis, que es un

organismo que se encuentra reportado en el Ecuador, y que ademas cumple con las
caracteristicas para ser considerada una especie bioindicadora, tales como: abundancia,
son organismos sésiles, son tolerantes a contaminantes y condiciones atmosféricas
particulares.

e Mytella guyanensis: Descripcion
Concha de forma acufiada, fragil, con el margen dorsal y ventral casi recto. Estructura
finamente concéntrica, con periostraco de color pardo negruzco y opaco sobre el lado
dorsal-posterior y café brillante en el lado ventral. Umbos no terminales. Talla media

53.00mm de longitud total (20).



e Habitad y Distribucion en el Ecuador
Esta especie vive en ecosistemas de manglar, formando extensos bancos en un fango
duro hasta 20 cm de profundidad. En Ecuador, su distribucion es en las provincias de:
Esmeralda, en el estuario interior del Golfo de Guayaquil, Pund, Puerto EI Morro,

Puerto Bolivar (19,20).
e Taxonomia de la especie:Mytellaguyanensis

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia
Orden: Mytiloida
Familia: Mytilidae
Género: Mytella : -
Especie: guyanensis L g SRS

NMR 17632. Common size 70 mm

Figura 5: Mytella guyanensis
Fuente: INOCAR, 2015
2.2. Busqueda de Secuencia de nucleétidos.
Como se describio en el punto 1.2 de la Informacion General existen varias
bases de datos con informacién sobre secuencias de nucleétidos, pero nuestra fuente

primaria serd Genbank a través de la pagina web del NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/).

Esta es una base de datos primaria, es decir, un repositorio de todas las secuencias de

nucleotidos disponibles.


http://www.ncbi.nih.gov/

2.3. Busquedaen NCBI
La parte superior de la primera pagina del NCBI tiene una lista desplegable (1)
y una casilla donde entrar los términos de la busqueda (2), representados con flechas

de color rojas:

& NCBI | Resources ) HowTo

(
(‘3 N C B l Search  All Databases v
Natonal Center for |

Resources

R Welcome to NCBI Popular Resources

Figura 6. Busqueda en NCBI Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Por ejemplo, en la casilla de bases de datos seleccionamos nucle6tidos y en la casilla

de texto escribimos: metalotioneinas.
Al hacer click en "Go" y después de unos segundos obtenemos una salida, que
contendra un listado de secuencias de nucledtidos de metalotioneinas de varias
especies. Esto esta bien para una busqueda preliminar, pero al refinar la busqueda
podemos introducir la especies que queremos estudiar o en su defecto una especie
relacionada. Posteriormente, también nos va a interesar guardar las secuencias, para lo
cual, nuestros proximos pasos van a ser:

e Analizar la salida para una secuencia y ver algunos formatos de secuencias.

e Descargar los resultados o guardarlos en una cuenta en el NCBI.

¢ Refinar una busqueda para obtener resultados mas especificos (16).



2.4. Alineamiento de Secuencia

Luego de obtener la secuencia de nucleotidos referentes al gen a estudiar; se
realiza un comparacion con la cadena de nucleotidos que se desea alinear para que no
se existan repeticiones de nucleotidos y/o regiones no complementarias. En caso de
que la complementariedad no sea absoluta o significativa, empleando las diversas
aplicaciones provistas en la pagina web de la NCBI, se fuerza o ajusta la secuencia de
nucleotidos deseada con la cadena madre a la cual se va a alinear; para evitar la
generacion de regiones que no se complementen (21).

2.5. Disefio de Primers

Como ya se ha dicho con antelacion existen varios programas para disefiar
primers, pero Primer-BLAST que es uno de los programas mas utilizados para el
disefio de primers para PCR, es el que se empleara en este proyecto. El cual es un
software de acceso gratuito, que estd disponible en la pagina web del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Aunque existen otros servidores

web desde donde se puede correr, también viene incluido en varias aplicaciones y
paquetes de bioinformética y ademéas hay una version Windows para ejecutar el

programa directamente en una PC.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

CAPITULO Il

ANALISIS DE LOS RESULADOS

A fin de desarrollar el presente proyecto, la bdsqueda de informacion sobre
las secuencias de nucleétidos del gen de MTs se realizd en la bases de datos del
GenBank. Como en este proyecto se pretende disefiar primers para el bivalvo Mytella
guyanensis (del cual no se dispone secuencias nucleotidicas en las bases de datos
mundiales) se realizd6 una busqueda en la que se planted analizar secuencias de
nucledtidos que representen el gen de Metalotioneinas en especies cercanas
especificamente: Mytilus galloprovincialis y Mytilus edulis que pertenecen a la
familia Mytilidae. Los mismos que han sido ampliamente estudiados en diferentes
tipos de investigaciones, y que, debido a su vasto conocimiento en relacion a su
morfologia, fisiologia y composicion molecular son considerados organismos modelos

para su estudio comparativo (22).



En primer término, es necesario entrar a las bases de datos o GenBank de la NCBI,
escogiendo la opcion “nucleotide”. Una vez seleccionada esta opcidn es necesario
escribir, dentro de una barra que aparece, el nombre del gen (MTs) y del organismo,
en inglés, para asi obtener la secuencia de nucleétido requerido. Posterior a dicha
actividad, dentro de la ventana mostrada, se referenciaran maultiples titulos de las

investigaciones que se han reportado para el disefio de los primers.

2. Escribir en inglés “metallothioneim 3. Presionar o dar

mussel” mytelus galloprovincialis clic en “shearch”

1. Seleccionar

eeeee
ED DataSets

[
[}

N uc I eoti d e " GED Frofiles NCBI Fopular Resaurces
Redqurce List [A-Z]  |GSS enter for Biotechnology Information adwances seience and health by prowiding access to biomedical Pubhizd
s (H3 formation Bookshelf
Homolo Gene
Chemicals SNoassays |hedGen LBL | hiizsion | Orgznization | HCBI Hews Publed Central
Data & Softuare heSH Publdzd Heatth

NCBI b Site
Download Learn BLAST
nusoripts inte Transfer MBI data to your Find help documents, attend 2 Tuoleatid
ses computer class or uateh a tutorial Genome
i i e SNE
o
enomes s = ‘ fi Gene
Em Protein
(L5 Frotein Clusters 1 | S|
Literature Pub Chem Biofssay PubChem
Proteins PubChem Compound
Sequence Enalysic NCE b it
T g 2 Develop Analyze Research o mouneems :
aaaaa m " -
i Use NEBI APls and code Identify an NCBI tool for your Explors NEBI research and ﬁ""ns‘_“‘r"“‘ﬁhéﬂﬂf "The NCBI
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects OB aLAe e
“drition

#pril 15t webinar: " Practical

Figura 7: Obtencion de secuencia de nuclestidos
Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



™ How To ™

Nucleotice Mucledtide v
Advanced
Dizplay Settings: [+ GenBark Ser

Mytilus galloprovincialis metallothionein 10-lll (MT-10-lll) mRNA, MT-10-lll-a
allele, complete cds

GerBark, &Y 5662451
FASTA  Graphics

Goto: (4]

Locus AYIERZ4E 11 bp nENA linear  INW LE-NOU-2005
LIEFINITION Mytilus galloprovincialis metallothionein 10-IID (MT-10-II1) nBN&,
MT-10-I1I-a allele, complete cds.
ACCEBRION  AVSGEZ43 REGION: L0Z.. 212
VERZION AVSEE245.1 GI: 50295112
EEYUORD 2
J0ECE Mytilus galleprovincialis (Mediterranean nmssel)
ORGANIEM Mevtilus galleprovincialis

Eukaryota; Metasea; Lophotrochosoa; Mellusca; Bivalwia;
Preriomorphia; Mytiloida; Mytileddea; Myvilidae; Mytwilinae;
Mytilus.
BETERENCE 1 (bases 1 £o 112)
AITHORS  Dondero,F., Piacentini,L., Banni M., Babelo M., Burlando.B. and
Viarengo, .
TITLE (uantitative PCR analysis of two melluscan metallothionein genes
unveils differential expres=sion and requlation
JOURNAL  Gene 245 (2), 259-270 (2005)
PUBMED  LiT1EL0E
BETERENCE 2 (bases 1 £o 112)
AUTHORS  Vergani L., Grattarola M., Borghi,C., Dondero,F. and Viarenge,a.
TITLE Fish and melluscan metallethioneins
JOURNAL  FEE3 J. 272 (22), 6014-E022 (200%)
PUBMED  LE20Z96E
BETERENCE 3 (bases L o llE)
AUTHORS  Dondero,F., Piacentini,L., Barmi, M., Bebelo M., Burlande BF. and
Viarengo &.
TITLE Direct Jubmission

Figura 8: Resultados de la bisqueda de secuencias
Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



{et-1-4 |!| Howg To |E|

Mucleotide Mucleotice hd

Adwanced

Display Settings: (v FASTA Sen

Mytilus galloprovincialis metallothionein 10-lll (MT-10-lll) mRNA, MT-10-lll-a
allele, complete cds

GenBank: &% 5662451
GenBank  Graphics

>gb [ATSE66245_1]: I0E2-212 Mytilus galloprowvincialis metallothionein 10-III [MT-10-III)

mPH&, MT-10-III-a allele, complete cds
GETGTAGCEET FAAFGTT FTCGCT BT FET FACGCCT GCAAGT GCTCEECGCCFACT GT AAAT GTTCC &5
TTGTARAFT ACTTT FCAAGTTT CAGGT AGCT T =CET T +a4

Figura 9: Formato Fasta de la secuencia AY566248.1
Fuente: http://www.nchi.nIm.nih.gov/

Para la elaboracion virtual de los primers, paso primordial a efectuar previo a
la sintesis de los mismos, es necesario el uso de un software que permita establecer los
minimos requerimientos descritos anteriormente en el item 1. 2. 2 Criterios para el
disefio de primers, para la estructuracion de los mismos. Para este efecto, el uso de
Primers-BLAST, como software gratuito disponible en la pagina web del NCBI,
permite disefiar nuevos pares de bases de cebadores, introduciendo la plantilla de ADN
solo o a través de la insercion de la plantilla de ADN y otro primer preexistente.
Primer-BLAST puede comprobar la especificidad de los primers con o sin plantilla.
La plantilla de PCR puede ser una secuencia de ADN en bruto en formato FASTA
(que es un formato basado en texto, empleado para representar secuencias de pares de
bases y aminoacidos, representados en letras) o una adhesion de NCBI como RefSeq,
adhesion altamente empleada debido a que lleva méas informacion para establecer la

secuencia y permitir una comprobacién rapida de cualquier secuencia en bruto (21,



22). A continuacion podemos observar la hoja que aparece cuando vamos a utilizar el

software.

Smsigecs Savesesrchowpneiory Hgtive recedt ety
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (4 refseq record is prefemed) g Cloar Range
From To
Forward primer o Sha
Or, upload FASTA file =
o Browse_ |
Primer Parameters
Use my own forward primer I' 9
(5'>3" on plus strand) et
Use my own reverse primer ,— v
(5'>3 on minus strand) Oest
™ Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return ,_5
e Opt Max Wax Ty ifference
r;";m melng lempershures| (579 51 630 g “
Exonintron selection A equence as P roquradfor opbons in e sechon 44
Exon junction span [Fo preference )
Exon junction match Exonat5'sido  Exonat) side
7
Minimal number of bases fiat must anneal o exons al M 5 or 3 side of e junchon ¥
Intron inclusion ™ Primet paif must be separalod by at ast cae iekon ca the corresponding genomic DNA &
Intron length range ™ Max
1000 1000000
Primer Pair Specificity Checking Parameters
Specificity check I¥ Enable search for primer pairs spectic 1o ihe intended PCR template 44
Database ﬁ,f“q mRNA e
Organism [Homo sapens
Enter an organiam name, tasonomy id of select kom the suggeston list as youtipe. g
Add more otgeniams
Exclusion (coonal) ™ Exctuge predicted Refseq transcripts (accession wih XM XR prefy) [ Exciude unculturedienvronmental sample sequences W
Entrez query (options(] e
Primer specificity stringency  ovic.e: must have at least [2 2] total mismatches to unintended targets, including
attoast [2 2] mismatches within the last [5 =] bps at the 3 end. &
Ignore targets that have I—GE o more musmatches 1o the pamer. &
Misprimed product size o —
devistion o >
Splice variant handling [ Allow pormer to ampiey mRNA spiice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR tempiate input) &
| Get Primers | [~ Show results in a new window [ Use new graphic view &
» Advanced parameters

Figura 10: Observacion de la pagina para elaborar el disefio de primer.
Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



e Empleamos la secuencia AY566248.1 de la especie Mytellus
galloprovinciallis, se copia la secuencia en la parte superior del lado izquierdo,
como esté sefialado en la figura y se le da “clic derecho”

Rsseizege Save searchparamelers pveve recerdre

PCR Template

1. Aqui se pone Ia Enter accession, gl, or FASTA sequence (A refseqiecord is prefemed) &) Cloyr

~

secuencia que es. > e
Or, upload FASTA file ﬁ — Rev

Prnmer Parameters

AY5566248.1

Use my own forward primer I 3 e
(5'>3 on plus strand) =
Use my own reverse primer |
(5> on minus strand)

o Max
PCR product size W_' 3000
¥ of primers to return [.\—

Figura 11: Insertando secuencia de referencia.
Fuente: http://www.ncbi.nim.nih.gov/

e Luego al final de la pagina de Primers-BLAST, existe un recuadro que dice

Exclusion cled Refseq transeripts (accession wah XM, XR prefy) I Exciuge unculturediemiro

Entrez query (optionsl) [ 9

: )
Primer specifichy singency  pic.er must have st feast [2 21 total mismatches to unintended targets, incuing

at least |2 ] mismatches within the last |5 =] bp:

ps at the 3 end B

2. Presione el

ignare targets that have |6 ] or more mismatches to the pimer. o
Misprimed product size B w
r

deviation

botén Get Primers

Splice variant handling ™ Allow primer to ampléy MRNA spilce variants (requires refseq MRNA sequence as PCR template |

y esperar unos

Get Primers [ Show results in anew window |~ Use new graphic view &

m | n UtOS ¥ Advanced parameters

Figura 12: Pasos para la obtencion de Primers
Fuente: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



Con esta secuencia de referencia: AY566248.1 Mytillus galloprovincialis metallotthionein,

Obtuvimos el disefio de los primers que se pueden observar a continuacion:

22y RNt @| &|v | Q Buscar + & wE A48

< Primer-BLAST

» NCBI Primer-BLAST : results: Job id=mY.Ji09api41Av0SxJ7922z6yRNAtIVAD  more.

€ ) % @ www.nchinlm.nih. Is/p blast/pt LegiTetg_time=1420008566&job_key=mVIlodapf4l AvOS:

Warnings:

 The template sequence is from Mytilus incialis, but the ism for specificty checking is limited to Homo sapiens.
Input PCR template AY566248.1 Mytilus galloprovindalis metallothionein 10-111 (MT-10-11I) mRNA, MT-10-111-3 allele, complete cds
Range 1-366
Specificity of primers Primer pairs are spedific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)
Other reports > Search Summary

(=) Graphical view of primer pairs

) AYSG6248.1: 1,366 (365bp) - | Fins eS| - Cm Retoos- = | £ confgure @ 7 -

=

ARTT283EL

Primer pairs for job mYJlo9apf4lAv0SkJIZ92zz6yRNATEVID o
Priner 5 Priner |
Priner 2
Friner 3
Priner ¢
Friner &
Priner 7
Friner & Friner §
Priner 18

(5 Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCGCCGACTGTAAATGTTCC Plus 20 150 169 5990 5500 400 200
Reverse primer CTACACGTTGAAGGCCCTGT Minus 20 243 224 5997 5500 500 3.00
Product length 94
Primer pair 2

sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGTGTAGCGGTGAAGGTTGT Plus. 20 102 121 6025 5500 200 000

T ecen@OOT B

Figura 13: Obtencion de los primers
Fuente: http://www.nchi.nlm.nih.gov/

De una lista de aproximadamente 10 juegos de primers se trata de escoger los mejores,
basandose en las los criterios de disefio, en este trabajo se seleccionaron los siguientes:
Primer pair 2 Sequence (5'->3")

Forward primer: TGCCTGCACCTTGTAACTGT

Reverse primer: TGTACACCCTGCTTCACACG

Product length: 176



Template strand Length Start Tm GC% complesr,re;!efn tarity compier:ﬁfea;;tari ty
Plus:
TGCCTGCACCTTGTAACTGT |20 |31 (9982 |50.00 14.00 3.00
Minus:
TGTACACCCTGCTTCACACG |20 226 60.25 |55.00 |6.00 2.00

Estos datos son importantes, para el disefio de los primers, el tamafio y el inicio
del primers, el porcentaje de GC%, las temperaturas de Tm y la
complementariedad son datos que deben estar en los rangos correctos para que

estos primers sean viables.

Los parametros de blsqueda y otros detalles nos dan un resumen de los resultados
obtenidos en la elaboracion de los primers, como el nimero de secuencias analizadas, las
temperaturas optimas de “melting” o llamadas (Tm) que deben ser similares y el minimo
el méximo tamafio producto de la PCR. Esperamos que este disefio de iniciadores
obtenidos por homologia de secuencias una vez, sirvan para poder realizar estudios de

expresion del gen de la Metalotioneinas en la especie Mytella guyanensisse.



Primer-B

Elf Primner-ELAST @ results: Job id=ztlUyd bMLgaESU_FOywkAdxij CrUJOSTEZY  more...

Warnings:

" The template sequence i= from Mytilus galloprovincialis, but the organism for specificty checking iz limited to Home sapiens.

Input PCR template

Specificity of primers
Dther reports

(=) Graphical view of primer pairs

Figura 14: Resultados sobre los parametros de busqueda y otros detalles

AYSEE242 1 Mytiluz gallepravincializ metallethionein 10-IIT (MT-10-III) mRMA, MT-10-11I-2 allzle, complete cds
Range 1- 366

Frimer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected databaze: Refseq mEMNA (Crganizm li
¥ Search Summary

Search parameters and other details

Murnber of Blazt hits analyzed 129582
Entraz quary

Min total mismatches 2

Min 3' end mizsmatches Z
Crefined 3' and region lzngth 5
Mizrnatch threshold toignore targets &
Mizprimed praduct size deviation 4000
Max number of Blast target sequences | 50000
Blast E value 30000
Blazt word size 7

Max candidate primer pairs 50
Min PCR product size 70
Max PCR product size 1000
Min Primer size 15
Dpt Primer size 20
Man Primer size 25
Min T 57
Spt T (=11
Max T £32
Max T difference E
Repeat filter AT
Low complesity filter Yes

Fuente: www.ncbi.nclm.com,



http://www.ncbi.nclm.com/

CONCLUSIONES

Este proyecto Integrador es el primer aporte en el sentido de disefiar primers
para el gen de la MTs en la especie Mytella guyanensis; especie que podria ser
utilizada con un bioindicador, debido a su rol fundamental en ecosistemas estuarinos,
ya que constituyen los primeros eslabones de la red trofica. Dicha especie,
correspondiente a organismos filtradores de la familia Mytelidae, ampliamente
estudiada en otros paises por ser excelentes indicadores del estado de salud del
ecosistema debido a su captacion de nutrientes disponibles en el cuerpo de agua.
Sobre todo se han realizado varias investigaciones en donde se estudia el efecto ante

la presencia de metales pesados contaminantes en el medio (9,11).



RECOMENDACIONES

Es recomendable que cada primers individual tengan una longitud de 20 a 25
bp.

El contenido de G/C (Guanina: Citosina) debe estar alrededor del 50-60%.

Se deben evitar secuencias de 3 0 mas Cs o Gs en las regiones terminales 3'.
Las terminaciones 3' no deben ser complementarias, ya que esto puede llevar a
la formacion de dimeros.

Los primers Forward y Reverse deben de tener temperatura de fusion “Tm”
cercanos.

También se recomienda, emplear los primers disefiados para determinar la
expresion de este gen de interés en los bivalvos, que puede ser usado, como

un biomarcador, para estudios futuros de contaminacién ambiental.



ANEXOS
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ANEXO B-
Hairpin

QOligo, 3 bp (Loop=4), delta ¢ = -0.1 kco/m

5l GEGARA
|
3! TATCTAGGRCCTTA—

QOligo, 2 bp (Loop=3), delta ¢ = 2.1 kc/m

5' GGEGLATY
[ B

3'  TATCTAGGACCTTA—

Self-Dimer

4 bp, delta ¢ = -6.6 ko/m (bad!) (worat= -36.6)
5' GGGARAATTCCAGGATCTAT 3!

(AR
3! TATCTAGGACCTTAALAGGG 5!

4 bp, delta ¢ = -5.4 ke/m (bad!) (worst=s -36.6)
5' GGGLAAATTCCAGGATCTAT 3!

RN
3' TATCTAGGACCTTARRAGGG 5

Link de donde saque las figuras:
https://bioweb.uwlax.edu/GenWeb/Molecular/seq_anal/primer_design/primer_design.

htm
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