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RESUMEN 

El lenguado fino Paralichthys adspersus, de alto valor comercial por su cotizada carne, 

afronta diferentes problemas durante las primeras etapas de su desarrollo relacionados 

a malformaciones y altas tasas de mortalidad; por lo que la aplicación de técnicas 

moleculares para la mejora en su cultivo resulta importante a fin de satisfacer su gran 

demanda. En este sentido, el trabajo buscó seleccionar y validar genes endógenos para 

la normalización de genes de interés en los primeros estadios de desarrollo de P. 

adspersus. Estos genes han sido identificados en datos de transcriptomas y 

seleccionados considerando valores de expresión diferencial in silico. Así, se evaluaron 

cinco genes candidatos a endógenos, como codificantes de la proteína ribosomal 40S 

S4 (RPS4/40S-RP), proteína ribosomal 60S P2 (RPP2/60S-RP), factor de elongación 

alfa 1a1 (EEF1A1), proteína ribosomal 40S S30 (FAU) y b-actina (bAct); y cinco genes 

relacionados al desarrollo como, la proteína parecida a formina 1 (Form1) y forkhead 

box protein B1 (Foxb1) y al crecimiento BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting 

protein 3-like (BCL2), Osteocalcina (Osteo) y proteína 5 de unión al factor de crecimiento 

parecido a insulina (IGFbp5). Se diseñaron cebadores específicos para siete genes, 

excepto FAU, bAct e IGFbp5. Los análisis de validación se realizaron utilizando cDNAs 

obtenidos de ejemplares de 20, 40, 60 y 90 dpe (n=10 por estadío). Las evaluaciones 

de eficiencias de amplificación de cada marcador se realizaron para todos los genes. 

Los valores Ct analizados utilizando tres algoritmos estadísticos (geNorm, NormFinder 

y Bestkeeper) permitieron calcular la estabilidad de cada gen, donde la combinación de 

40S-RP + 60S-RP + bAct resultó ser la más estable. El perfil de los genes relacionados 

al desarrollo (Form1 y Foxb1) mostró una sobreexpresión en el grupo pre metamórfico 

(20 dpe), opuesta a los relacionados al crecimiento (BCL2, IGFbp5, Osteo) quienes se 

sobreexpresaron durante y luego de la metamorfosis (40, 60 y 90 dpe). Los perfiles de 

expresión de ciertos genes de interés cambiaron significativamente (p valor < 0.05) al 
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normalizarlos con genes inestables (FAU + EEF1A1). Finalmente, los genes evaluados 

son los primeros marcadores reportados para P. adspersus resultando potenciales para 

ser utilizados su monitoreo durante estadios tempranos.  

 

Palabras clave: lenguado fino, estadios tempranos de desarrollo, genes endógenos, 

expresión génica, normalización, qRT-PCR.  
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ABSTRACT 

The fine flounder Paralichthys adspersus, with high commercial value due to its valued 

meat, faces different problems during the early stages of its development, related to 

malformations and high mortality rates; so the application of molecular techniques for 

the improvement in its culture is important in order to satisfy its great demand. In this 

sense, this work sought to select and validate endogenous genes for the normalization 

of genes of interest during early development stages of P. adspersus. These genes have 

been identified from transcriptomes considering in silico differential expression values. 

Therefore, five endogenous genes candidates were evaluated, as coding 40S ribosomal 

protein S4 (40S-RP), 60S ribosomal protein P2 (60S-RP), elongation factor 1a1 

(EEF1A1), 40S ribosomal protein S30 (FAU) and beta actin (bAct); and five genes 

related to development, as formin-like protein 1 (Form1) and forkhead box protein b1-

like (Foxb1); and to growth as BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 

3-like (BCL2), osteocalcin (Osteo) and insulin-like growth factor binding protein 5 

(IGFbp5). Specific primers were designed for seven genes, except for FAU, bAct and 

IGFbp5. Validation analyzes were performed using cDNAs obtained from specimens of 

20, 40, 60 and 90 dph (n=10 per stage). Amplification efficiency evaluations of each 

marker were performed for all genes. The Ct values analyzed using three statistical 

algorithms (geNorm, NormFinder and Bestkeeper) allowed calculating the stability of 

each gene, where the combination of 40S-RP + 60S-RP + bAct turned out to be the most 

stable. The profile of the genes related to development (Form1 and Foxb1) showed an 

overexpression in the pre-metamorphic group (20 dph), in contrast to those related to 

growth (BCL2, IGFbp5, Osteo) which were overexpressed during and after 

metamorphosis (in 40, 60 and 90 dph). Furthermore, was observed significant changes 

(p value < 0.05) in the expression profiles of certain genes of interest when were 

normalized with unstable genes (FAU + EEF1A1). Finally, the evaluated genes are the 

first markers reported for P. adspersus, resulting potential for monitoring during early 

stages.  
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Key words: Paralichthys adspersus, sole, endogenous genes, gene expression, qRT-

PCR.  
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INTRODUCCIÓN 

El lenguado fino Paralichthys adspersus es una especie de pez plano distribuida en las 

costas de Perú y Chile, con alto valor comercial por su exquisita y nutritiva carne. Debido 

a su auge en la pesquería, las toneladas de desembarque han decaído con los años 

(PRODUCE 2018), por lo que resulta importante impulsar su cultivo para satisfacer la 

gran demanda de este recurso (FONDEPES 2015). Sin embargo, problemas en su 

cultivo suceden principalmente durante su etapa larval, específicamente durante la 

metamorfosis. Estos incluyen bajos porcentajes de eclosión, elevada mortalidad de 

larvas eclosionadas (Zuniga y Acuna 1992; Mazurais et al. 2011; Bonaldo et al. 2011; 

Leggett y Deblois 1994; van der Veer et al. 2000), anomalías en la pigmentación (Soares 

et al. 2001), crecimiento heterogéneo entre los alevines, fallos en la migración del ojo y 

deformidades esqueléticas (Power et al. 2008). Además, en comparación con otras 

especies, P. adspersus requiere de tiempos más largos de cultivo para alcanzar el 

tamaño comercial, incrementando los costos de su producción. Es así que, un mejor 

entendimiento de estas etapas puede contribuir en mejorar estrategias para lograr un 

crecimiento homogéneo en menor tiempo (Delgado et al. 2008).  

 

Gracias al desarrollo de las tecnologías de secuenciación masiva, el estudio de 

genomas y transcriptomas completos han permitido identificar y conocer el 

comportamiento de ciertos genes responsables de las características de interés en 

especies de importancia en acuicultura. Si bien, aún no se conoce el genoma completo 

del lenguado fino, los estudios transcriptómicos han sido una alternativa en la búsqueda 

de marcadores útiles para procesos de selección en organismos no modelo. Más aún, 

permiten detectar y cuantificar isoformas transcritas con diferentes niveles de expresión, 

así como conocer los mecanismos de expresión de genes en tejidos específicos (Vera 

et al. 2008). 
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Los estudios de transcriptomas del lenguado fino que se vienen llevando a cabo en el 

país, ya han generado información in silico de algunos marcadores asociados al 

desarrollo (Apari 2019), los cuales podrían ser evaluados en diferentes familias para 

conocer su expresión a lo largo del desarrollo ontogénico y que puedan ser aplicados 

en los programas de selección, así como de genes endógenos validados para la 

especie. 

Uno de los métodos más adecuados para cuantificar el nivel de transcriptos en 

diferentes muestras, es la PCR en tiempo real con retro transcripción (qRT-PCR) el cual 

tiene un alto grado de sensibilidad; sin embargo, la confiabilidad y el éxito del método 

de cuantificación relativa radican en la normalización mediante el uso de uno o varios 

genes endógenos (también conocidos como normalizadores), y además requiere 

cumplir con ciertos parámetros para poder calcular el nivel de expresión génica (Bustin 

et al. 2009). Este tipo de normalización reduce significativamente errores como: 

diferentes cantidades de ARN para retrotranscribir, variaciones en la eficiencia de 

reacción, integridad de ARN, presencia de inhibidores de PCR y errores instrumentales 

(Bustin et al. 2009; Pfaffl et al. 2004; De Spiegelaere et al. 2015). 

Debido a que el comportamiento de los genes comúnmente usados como endógenos 

es muy variable entre grupos biológicos (Hruz et al. 2011), es necesario validarlos 

mediante la evaluación de su estabilidad en un grupo de muestras. Por lo tanto, en el 

presente trabajo se realizó la selección y validación de cinco genes endógenos 

normalizadores de niveles de expresión qPCR, a partir de transcriptomas de P. 

adspersus, de tal forma que sirvan para el análisis de genes relacionados al crecimiento 

y desarrollo de esta especie.  
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MARCO TEÓRICO 

1.1. Distribución y cultivo de P. adspersus 

 

Los peces planos del orden Pleuronectiformes están ampliamente distribuidos en el 

mundo, habitan en un amplio rango de hábitats (Munroe 2007), y constituyen un grupo 

grande de especies explotables para la industria. El lenguado fino P. adspersus es un 

animal bentónico que se distribuye desde la localidad de Paita (norte de Perú) hasta el 

golfo de Arauco (Chile), incluyendo el archipiélago de Juan Fernández (Chirichigno 

1974). Su hábitat común corresponde a golfos y bahías, con fondos blandos de arena, 

al igual que otros lenguados como Paralichthys dentatus y Paralichthys californicus, 

buscando protección frente a depredadores (Able et al. 1990; Kramer 1991; Acuña y Cid 

1995).  

 

El panorama de su cultivo en Sudamérica, muestra que Chile ha logrado desarrollar 

tecnologías para el cultivo del turbot Psetta maximus y el hirame Paralichthys olivaceus 

(Silva 2010). Además, ha desarrollado investigaciones tecnológicas para el cultivo de 

otras especies de lenguados como Paralichthys microps y P. adspersus presentes en 

su costa. El cultivo de lenguado fino en el Perú se encuentra en etapa de consolidación 

para llegar a la producción comercial (FONDEPES 2015). La crianza de esta especie 

fue iniciada por FONDEPES en 1997 en el Centro de Acuicultura Morro Sama, en Tacna, 

habiéndose realizado trabajos de investigación en IMARPE referentes a su 

reproducción, conocimiento biológico y molecular, con el objetivo de promover el interés 

en su cultivo por parte del sector privado (FONDEPES 2015).  

 

Ante la inestabilidad de la producción por pesca desde finales de la década de 1980, la 

acuicultura ha desarrollado un impresionante crecimiento continuo del suministro de 
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pescado para el consumo humano. Según FAO (2018), entre 1961 y 2016, el aumento 

anual medio del consumo mundial de pescado comestible (3.2%) superó al crecimiento 

de la población (1.6%) y también al de la carne procedente de todos los animales 

terrestres juntos (2.8%). Además, el valor total de la primera venta de la producción 

pesquera y acuícola en el 2016 se estimó en 362 000 millones de dólares, de los cuales 

el 64% procedían de la acuicultura. 

 

Los lenguados e hipoglosos forman parte de los principales grupos de peces planos que 

se comercializan mundialmente; ellos representaron 2.1% de la producción total en 2016 

(FAO 2018). Actualmente, en el mercado nacional, el lenguado fino se ha convertido en 

el pescado más costoso, y debido a su alta demanda, el Plan Nacional Acuícola y el 

Programa Nacional de Ciencia, Desarrollo Tecnológico e Innovación en Acuicultura lo 

categorizan como una especie con alta capacidad de revalorizar nuestros recursos 

hidrobiológicos.  

 

 

1.2. Etapas iniciales del desarrollo de P. adspersus 

 

En los peces planos, los individuos juveniles y adultos son fácilmente identificados 

debido a su particular anatomía. Son animales que no presentan dimorfismo sexual 

marcado, y donde las hembras alcanzan mayores tamaños que los machos (Angeles y 

Mendo 2005). Sus huevos eclosionan aproximadamente 60 horas después de la 

fertilización. Las larvas pelágicas eclosionan con aproximadamente 1.7 - 2.0 mm de 

longitud, momento en el que aún no han desarrollado los ojos ni el tracto digestivo, por 

lo que son dependientes de su gran saco vitelino. Después de los 4 - 5 días alcanzan 
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un tamaño de 3.7 mm, etapa en la cual han consumido todo su saco vitelino y 

completado el desarrollo de los ojos y el tracto digestivo (Silva 2010).  

 

 

Figura 1. Estadios tempranos del desarrollo del lenguado fino Paralichthys adspersus, 
etapa de pre-metamorfosis (1 al 27 dpe), metamorfosis (27 al 60 dpe), y post-
metamorfosis (60 dpe en adelante). 

 

Durante el periodo previo a la metamorfosis (pre metamorfosis), ocurre el proceso de 

flexión de la notocorda, que se caracteriza por el inicio de la pigmentación corporal y su 

intensificación en algunas regiones. Durante la metamorfosis, días 27 y 35 post eclosión, 

ocurre principalmente la migración del ojo derecho hacia el lado dorsal. Esta etapa se 

caracteriza por una serie de cambios fisiológicos en el que principalmente los individuos 

pasan de larvas pelágicas a juveniles bentónicos (Fig. 1). Los cambios morfológicos y 

de comportamiento involucrados en este proceso son los más importantes en su cultivo, 

pues es donde se registra la mayor mortalidad (Zuniga y Acuna 1992; Mazurais et al. 

2011; Bonaldo et al. 2011; Leggett y Deblois 1994; van der Veer et al. 2000). Geffen et 

al. (2007) plantean que durante esta etapa se genera el costo energético más alto, y 

que ante deficiencias implicarían un retraso en su desarrollo. A nivel de cultivos se 

genera frecuente asincronía, incluso en el mismo lote, debido a que factores como dieta, 

estrés, temperatura, fotoperiodo y disruptores endocrinos, inciden sobre las células 

pluripotentes en desarrollo y dificultan la eficiencia de los protocolos de cultivo 

(Schreiber y Specker 1998; Gavlik et al. 2002); es así que estos factores no solo 
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determinan el fenotipo de la larva post metamórfica sino también del juvenil y adulto 

(Geffen et al. 2014). 

 

 

1.3. Estudios en peces planos a niveles genéticos moleculares 

 

Mazurais et al. (2011) mencionan que muchos procesos biológicos son regulados en la 

etapa larval de peces marinos, que particularmente implican una compleja regulación 

transcripcional en la ontogenia de estos. Douglas et al. (2008) encontraron 90 genes 

involucrados en el transporte, metabolismo, transducción de señales, apoptosis, entre 

muchos otros procesos que se regulan en el desarrollo larval del pez plano halibut 

Atlántico Hippoglossus hippoglossus. También, Robledo et al. (2017) estudiaron los 

transcriptomas del músculo y cerebro de Scophthalmus maximus en ejemplares de lento 

y rápido crecimiento mediante el análisis de expresión diferencial de transcritos, 

frecuencias alélicas y polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs), encontrando genes 

y SNPs como potenciales biomarcadores del crecimiento del turbot.  

 

 

Para P. adspersus son pocos los genes reportados asociados a su desarrollo y 

crecimiento. Se tienen estudios de patrones de expresión diferencial de genes como 

miostatina (Delgado et al. 2008), del receptor de la hormona del crecimiento (GHR) 

(Fuentes et al. 2008), y el factor de crecimiento semejante a insulina 1 (IGF1) con su 

receptor (IGFR1) (Escobar et al. 2011), concluyendo que estos juegan un rol importante 

durante las etapas iniciales de su desarrollo. Por otro lado, Poblete (2010) reportó la 

importancia de los genes IGF1, IGFR1 y GHR como los únicos que cambian su 

expresión dependiendo del estado nutricional, como hambruna y realimentación. 
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Fuentes et al. (2011) reportaron que el IGF1 exógeno estimula la activación de las vías 

proteína kinasa activada por mitógeno junto a kinasa regulada por señales 

extracelulares (MAPK/ERK) y la fosfoinositol-3-quinasa junto a serina/treonina proteína 

quinasa B (PI3K/Akt) en el músculo esquelético; sin embargo, estas vías están regidas 

por el estado nutricional; y en el 2012 demostraron que P. adspersus presenta una 

resistencia a la GHR en condiciones de cautiverio, lo que explicaría el crecimiento lento 

de la especie, y brinda información detallada de la regulación de la vía de señalización 

quinasas Janus junto a transductores de señal y activadores de transcripción (JAK-

2/STAT5). Basándose en sus estudios en lenguado fino, Fuentes et al. (2013b) 

publicaron un panorama general de cómo el sistema GH-IGF regula el crecimiento del 

músculo esquelético en peces.  A pesar de estos avances aún existen muchas vías 

metabólicas asociadas al crecimiento muscular que necesitan ser estudiadas a detalle. 

  

Así mismo, varios métodos se han desarrollado para analizar data de RNA-seq y la 

mayoría requiere de un genoma de referencia, dificultando el método en especies no 

modelo. Davidson et al. (2017) presentaron un método de construcción de 

supertranscriptos recomendado en organismos no modelo para reemplazar el genoma 

de referencia. Los supertranscriptos son secuencias que contienen todos los exones de 

un gen sin repetición, estos pueden ser ensamblados de cualquier set de transcritos 

incluyendo el ensamblaje de novo; además, permite visualizar el alineamiento de los 

reads con una referencia.  

 

1.4. Expresión relativa usando genes endógenos 

 

La qRT-PCR es una técnica muy usada para cuantificar de manera precisa la 

abundancia de pocos transcritos a la vez; sin embargo, se necesita tener cebadores 
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específicos, buena eficiencia de amplificación, tamaños similares de amplificados, y 

sobre todo genes endógenos estables, es decir una serie de parámetros para conseguir 

resultados robustos. Con el fin de mejorar la reproducibilidad de las evaluaciones, Bustin 

et al. (2009) publicaron la mínima información para la publicación de experimentos de 

qPCR (MIQE, por sus siglas en inglés), considerada como una guía donde se 

recomiendan pautas para ayudar a la comunidad para generar mejores resultados 

(Taylor et al. 2019). El análisis de resultados (post PCR) es un aspecto igual de 

importante, donde el método de normalización determina la interpretación final del 

resultado. La normalización con genes de referencia o endógenos es uno de los mejores 

métodos para calcular la cantidad de ARNm en las muestras (Vandesompele et al. 2002; 

Bustin et al. 2009), y consiste en la comparación paralela del gen de interés contra el 

control interno. Usualmente, los genes esenciales o conocidos como housekeeping son 

asumidos a estar expresados constitutivamente en las células, y por tal motivo son 

usados como genes endógenos. Idealmente, estos deberían mantener la misma 

expresión entre diferentes tejidos, estadios de desarrollo e incluso tratamientos 

experimentales (Dang y Sun 2011); sin embargo, existen evidencias que los 

comúnmente utilizados como beta actina (bAct), proteínas ribosomales (RP), 

gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), ARN ribosomales (ARNr), entre 

otros, no siempre cumplen esta condición, siendo necesario demostrar su estabilidad 

antes de usarlos en los evaluaciones de qRT-PCR (Hruz et al. 2011; Thorrez et al. 

2008). Además, una serie de paquetes estadísticos (como geNorm, NormFinder y 

BestKeeper) son necesarios para aproximar un valor de estabilidad y hasta seleccionar 

los genes endógenos para una correcta normalización.  

 

Debido a su principal rol como componente de microfilamentos celulares, las actinas 

son una de las proteínas más conservadas en la evolución (Pollard y Cooper 1986). Las 

bAct son de tipo citoplasmáticas y su ARNm se expresa en niveles abundantes en la 

mayoría de los tipos celulares (Bustin 2000; Clarke y Spudich 1977), controlando el 
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crecimiento y migración celular (Bunnell et al. 2011). Por mucho tiempo, este gen ha 

sido usado como normalizador en diversos organismos por la capacidad de mantener 

su estabilidad, no sólo para qRT-PCR sino también Western Blot; sin embargo, en 

ambas técnicas bAct no siempre funciona como tal (Jorgensen et al. 2006; Dittmer y 

Dittmer 2006).  

El factor de elongación 1 α (EF1a) es una de las cuatro subunidades de dicho factor y 

es la segunda proteína más abundante, después de la actina, en una célula en 

crecimiento (Condeelis 1995; Infante et al. 2008a). Está encargada de catalizar la unión 

GTP dependiente del ARNt aminoacil al sitio A del ribosoma en la primera fase de la 

síntesis de péptidos (Infante et al. 2008a). Si bien existen varias formas del gen según 

el organismo, y algunos tienen regulación de su expresión dependiendo del estadio de 

desarrollo, sin embargo ha funcionado como endógeno en diversos trabajos como en 

los reportados por Alves et al. (2017, 2016), Infante et al. (2008a), Øvergård et al. 

(2010).  

Por otro lado, las RP junto a los ARNr constituyen las subunidades de ribosomas 

encargadas de la síntesis de todo el proteoma celular. Debido a su vital función, 

generalmente se asume que su expresión debe ser constante en todas las células 

(Infante et al. 2008b). Existe un gran número de genes codificantes de estas proteínas, 

y muchos autores han evaluado la estabilidad de algunos en diferentes condiciones. 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1. Hipótesis 

 

Los genes endógenos seleccionados in silico permiten normalizar correctamente la 

expresión de genes de interés durante el desarrollo de P. adspersus. 

 

2.2. Objetivo general 

 

Evaluar la estabilidad de cinco genes endógenos seleccionados a partir de 

transcriptomas de Paralichthys adspersus, para la normalización de la expresión de 

cinco genes de importancia en el desarrollo de la especie. 

 

2.3. Objetivos específicos 

 

 Seleccionar genes endógenos candidatos a partir del análisis in silico de 

expresión diferencial de supertranscriptos de P. adspersus. 

 Evaluar la eficiencia de amplificación de cada marcador utilizando cebadores 

específicos diseñados a partir de supertranscriptos. 

 Evaluar la estabilidad de expresión de los genes endógenos candidatos con 

paquetes estadísticos. 

 Comparar los perfiles de expresión de genes de interés normalizados con los 

genes candidatos, seleccionados en este estudio.   
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MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Material biológico 

 

Ejemplares en estadios iniciales del desarrollo de P. adspersus fueron proporcionados 

por el Laboratorio de Cultivos de Peces del Área Funcional de Investigaciones en 

Acuicultura del IMARPE, a partir de un reproductor macho y dos hembras, mantenidos 

bajo condiciones de cautiverio. Se seleccionaron al azar 10 ejemplares de los estadios 

20, 30, 40, 60 y 90 días post eclosión (dpe), y se almacenaron individualmente en tubos 

de 1.5 mL conteniendo 1 mL de RNA later o reactivo RNAzol RT a - 20 °C hasta su 

procesamiento. 

 

3.2. Procedimiento de selección de genes para estudios de expresión 

 

A partir de transcriptomas de larvas (3, 40 y 60 dpe) y juveniles (músculo e hígado) con 

alta y baja tasa de crecimiento (ATC y BTC respectivamente) previamente ensamblados 

en el Laboratorio de Genética Molecular del IMARPE (datos no publicados), y 

considerando los niveles de expresión diferencial (ED), se seleccionaron tres genes 

endógenos y cuatro genes de interés para realizar el diseño de los cebadores. En base 

a supertranscriptos, se analizó una matriz de conteo de lecturas generada por el 

programa Kallisto (Bray et al. 2016) mediante mapas de calor o heatmaps que fueron 

generados con la función heatmap en R Studio (RStudio Team 2020) (Fig. 2 y 3). 

Además, en este estudio se incluyeron otros genes que fueron seleccionados según 

reportes previos, siendo finalmente cinco genes candidatos a endógenos los evaluados 

para ser utilizados en la normalización de la expresión de cinco genes de importancia 

en el desarrollo de la especie (Tabla 1). 
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Los genes de proteína ribosomal 40S S4 (40S-RP), proteína ribosomal 60S P2 (60S-

RP) y el factor de elongación alfa 1a1 (EEF1A1), fueron seleccionados como candidatos 

a endógenos considerando su ED estable in silico.  Además, se incluyeron los genes 

FAU y bAct utilizando los cebadores descritos por Fuentes et al. (2013a) para P. 

adspersus, siendo un total de cinco genes endógenos analizados para validar su 

carácter endógeno. Se evaluaron cinco genes de interés seleccionados como 

potenciales marcadores del desarrollo larval de P. adspersus. Así, los genes 

BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like (BCL2), Osteocalcina 

(Osteo), relacionados al crecimiento; y formin-like protein (Form1) y forkhead box protein 

B1-like (Foxb1), fueron seleccionados a partir de transcritos identificados previamente 

en el estudio de Apari (2019) y evaluados como target. Además, se evaluó el gen de la 

proteína 5 de unión al factor de crecimiento parecido a insulina (IGFbp5) asociado al 

crecimiento, considerando los cebadores descritos por Safian et al. (2012). 
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Tabla 1.Lista de genes endógenos y de interés (asociados al desarrollo y crecimiento) usados para el estudio de estadios tempranos del 
desarrollo de P. adspersus. Los números de accesión corresponden a los genes ortólogos en P. olivaceus. 

Gen Nombre Función Número de Accesión 

Genes endógenos  

EEF1A1 Factor de elongación, alfa 1a1 Síntesis de péptidos XM_020104638 

40S-RP Proteína ribosomal 40S, S4 Estructura de ribosomas XM_020110542 

60S-RP Proteína ribosomal 60S, P2 Estructura de ribosomas XM_020096566 

FAU Proteína ribosomal 40S, S30 Estructura de ribosomas JN635279 

bAct Actina, beta Estructura de citoesqueleto JN635278 

    

Genes de interés 

BCL2 BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 3-like Respuesta inmune XM_020081949 

Form1 Proteína parecida a Formina 1 Regulación de la forma celular XM_020112353.1 

Osteo Osteocalcina Desarrollo de huesos XM_020106282.1 

IGFbp5 Proteína 5 de unión al factor de crecimiento parecido a insulina Transporte de IGFs JN126041 

Foxb1 Forkhead box protein, B1 Migración celular al telencéfalo XM_020088557.1 
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3.3. Diseño de cebadores 

 

A partir de las regiones exónicas de alta cobertura identificadas en los transcriptomas 

de larvas y juveniles de P. adspersus para cada marcador, se eligieron secuencias 

mayores a 150 pb para el diseño de cebadores o primers específicos usando el 

programa en línea Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), y 

considerando el genoma de P. olivaceus como referencia. Se consideraron los 

siguientes parámetros: 20 – 22 pb de longitud de secuencia; 80 – 180 pb de longitud de 

producto; 50 – 60 °C de temperatura de melting (Tm); 1 °C máximo de diferencia entre 

TM del cebador forward (F) y reverse (R); GC clamp = máximo 2; máximo 3 nucleótidos 

idénticos continuos. 

Los oligonucleótidos obtenidos fueron analizados con el programa en línea 

OligoAnalizer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para evaluar la probabilidad de 

formación de estructuras secundarias estables durante la reacción de PCR (condiciones 

qPCR y concentración de oligo = 0.3 μM). Se eligieron pares con energía libre de Gibbs 

(ΔG) mayores a –7 kcal/mol para evaluar la formación de bucles o hairpins, 

homodímeros y heterodímeros, es decir, la inestabilidad termodinámica que asegura la 

ausencia de éstas durante la reacción de PCR. Además, se verificó que cada secuencia 

estuviera exclusivamente en el marcador de interés y ausente en regiones con 

variaciones en los transcriptomas mediante línea de comandos y el programa Integrative 

Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al. 2011).  

 

3.4. Obtención de ARN y síntesis de ADN complementario (ADNc) 
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El ARN total de larvas (10 individuos por estadio) fue extraído utilizando RNAzol RT 

(MRC), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante (Anexos, Protocolos). Las 

calidades de las extracciones fueron evaluadas mediante electroforesis en geles de 

agarosa 2%, y cuantificadas (ng/µL) mediante fluorescencia en un Qubit v4, y en un 

espectrofotómetro de microvolúmenes Nanodrop OneC (Thermo Scientific) 

considerando valores adecuados de índices de pureza A260/A280 y A260/A230 entre 1.7 a 

2.0. Todas las muestras fueron tratadas con ADNasas usando el kit Turbo DNA-free™ 

(Invitrogen) (Anexos, Protocolos). El ADNc de cada muestra se obtuvo utilizando el kit 

SuperScript™ III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen) (Anexos, Protocolos) en 

un volumen de reacción de 20 – 30 µL, y considerando una concentración final de 66 

ng/µL. Además, alícuotas de las muestras fueron agrupadas para la evaluación del 

control retrotranscriptasa negativo (RT–). Todas las muestras fueron alicuotadas y 

almacenadas a – 20 °C hasta su evaluación. 

Los cebadores diseñados fueron evaluados previamente mediante la amplificación del 

ADNc por PCR punto final, utilizando el kit HotStart Master mix plus (Qiagen) en un 

volumen final de reacción de 10 µL utilizando un ciclo de 50 ºC por 2 min y 95 ºC por 2 

min, seguido por 40 ciclos a 95 ºC por 15 s y 60 ºC por 1 min, y los amplificados 

evaluados mediante electroforesis en geles de agarosa 2%, con buffer TBE 1X. Los 

productos amplificados con tamaños esperados fueron purificados con el kit AccuPrep 

PCR/Gel Purification (Bioneer), y se secuenciaron ambas hebras en un analizador 

genético ABI 3500 (Applied Biosystems) usando el kit BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems) (Anexos, Protocolos). Con el fin de verificar el gen 

amplificado, las secuencias consenso obtenidas fueron comparadas con la base de 

datos GenBank, utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

del NCBI (http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
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3.5. Cálculo de la eficiencia de primers por el método de Curva Estándar 

 

Una muestra obtenida a partir de alícuotas de ADNc representativa se seleccionó a partir  

de ejemplares de los estadios 30, 40 y 60 dpe (que incluye etapa de metamorfosis y 

post metamorfosis), se utilizó para evaluar la eficiencia de amplificación de cada par de 

primers por el método de curva estándar (CE), mediante qRT-PCR. Se realizaron seis 

diluciones seriadas de concentraciones conocidas, considerando un factor de dilución 

de 10. La reacción de qRT-PCR se realizó con el kit PowerUp™ SYBR™ Green Master 

Mix (Applied Biosystems), utilizando un ciclo de 50 ºC por 2 min y 95 ºC por 2 min, 

seguido por 40 ciclos a 95 ºC por 15 s y 60 ºC por 1 min. Las muestras fueron 

amplificadas por triplicado para cada marcador; además se consideró una muestra RT- 

y el control negativo sin ADNc molde (NTC). Con el fin de probar la especificidad de los 

productos amplificados, la temperatura final se incrementó gradualmente a 0.15 °C por 

15 s, para calcular las curvas de disociación o melting. Además, para confirmar el 

tamaño de los productos qRT-PCR, se realizó una electroforesis en gel de agarosa 2%. 

Todas las especificaciones de los kits utilizados se encuentran enlistadas en Anexos, 

Lista 1. El análisis de regresión lineal de los valores “threshold cycle” (Ct) de cada punto 

versus el logaritmo de su cantidad (eje x: log(cantidad), eje y: Ct) permitió calcular la 

eficiencia, mediante la fórmula: 𝐸 = [10(−1/𝑚) − 1] 𝑥 100%, donde E es la eficiencia en 

porcentaje, y m es la pendiente de la recta generada. 

 

La concentración de ADNc para el ensayo de cuantificación relativa (RQ) fue 

determinada a partir de los valores Ct de la curva estándar. Se evaluaron diez muestras 

de ADNc a 7 ng/µL por estadio, usando 300 nM de cada primer, en 10 µL de volumen 

total de reacción, y utilizando los mismos parámetros de amplificación antes descritos 

para la CE. Las muestras fueron evaluadas por duplicado, considerando una muestra 
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RT- y un NTC por marcador. Además, una muestra por triplicado fue usada como 

calibrador entre corridas (IP, por sus siglas en inglés).  

 

Los análisis de CE y RQ se realizaron utilizando la plataforma online de Applied 

Biosystems (https://apps.thermofisher.com/apps/spa/#/dashboard), con las aplicaciones 

Curva Estándar y Cuantificación Relativa, respectivamente. Se verificó que ningún 

control negativo amplificara antes del ciclo 30 y que las curvas de melting mostraran un 

solo pico. Los valores Ct corregidos por la respectiva eficiencia del marcador y el IP 

fueron usados para los análisis de estabilidad de endógenos. La corrección de los 

valores Ct considerando la eficiencia se calculó con: 𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑜 = 𝐶𝑡 𝑥 𝑙𝑜𝑔2(1 +𝐸) donde E es la eficiencia del gen. Adicionalmente, la corrección con el IP se aplicó 

sumando o restando la diferencia entre la media del valor Ct de IP de la placa contra la 

media de todas las placas.  

 

3.6. Análisis de estabilidad de expresión 

 

Se evaluó la dispersión de los valores Ct de los genes candidatos a endógenos con un 

gráfico de cajas. Los paquetes estadísticos geNorm (Vandesompele et al. 2002), 

NormFinder (Andersen et al. 2004) y BestKeeper (Pfaffl et al. 2004) fueron utilizados 

para evaluar la estabilidad de los genes candidatos a endógenos. geNorm (GN) y 

NormFinder (NF) recibieron como data los valores de expresión relativa (método de 

delta-Ct) de cada muestra con el siguiente cálculo: 𝐸𝑅 = 𝐸−(𝐶𝑡 𝑚í𝑛−𝐶𝑡 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎); donde ER 

es el valor de expresión relativa, E es el valor decimal de la eficiencia del marcador, Ct 

mín es el menor valor de Ct en el set de muestra para el marcador y Ct muestra es el 
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valor de Ct de la muestra a calcular; mientras que BestKeeper (BK) utiliza exactamente 

los valores Ct.  

 

Cada software calcula un parámetro de estabilidad de manera distinta, y estos fueron 

ordenados por rankings. GN y BK usan un enfoque de comparación de a pares y se usó 

la extensión para MS Excel (GN: https://genorm.cmgg.be/, BK: https://www.gene-

quantification.de/bestkeeper.html). Así, el programa GN calcula los valores M (valor de 

estabilidad) de cada gen, que corresponde a la media de las desviaciones estándar a 

pares del gen con el resto de candidatos; mientras más estable sea el gen, menor valor 

M. Además, es el único programa que calcula el mejor número de genes endógenos 

para usar en la normalización mediante el análisis de variación a pares (𝑉𝑛/𝑉𝑛+1) 

comparando factores de normalización con n y n+1 genes. Por otro lado, NF (función de 

R Normfinder) posiciona según la combinación de la variación intra e intergrupal (entre 

estadios). Por último, BK posiciona los genes de acuerdo al índice de correlación de 

Pearson (𝑟2) entre cada gen al índice bestkeeper; además, calcula la desviación 

estándar de todos los candidatos para considerar a los genes con menor variación (SD 

< 1.0). Los gráficos fueron generados con el paquete ggplot2 en R Studio (RStudio Team 

2020). 

 

3.7. Análisis de la normalización 

 

Basado en los análisis de GN, NF y BK, una combinación de genes endógenos estables 

e inestables fueron usados para normalizar los genes de interés asociados al desarrollo 

y crecimiento (BCL2, Osteo, Form1, Foxb1 e IGFbp5), utilizando el método de 

Vandesompele et al. (2002), y considerando al grupo 20 dpe como calibrador. Los 
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factores de normalización (FN) se calcularon usando la media geométrica de los valores 

relativos para cada gen endógeno. Los resultados de la normalización fueron 

expresados en log10 del fold change y comparados estadísticamente en un gráfico de 

barras mediante ANOVA de un factor, el test de Welch para datos homocedásticos y la 

prueba Kruskall-Wallis para datos heterocedásticos, según correspondiese. Además, 

los perfiles de expresión fueron analizados mediante un heatmap usando la plataforma 

online Heatmapper (http://www.heatmapper.ca/).  

 

La relación de materiales utilizados para el desarrollo de ese trabajo, así como los 

protocolos que fueron utilizados sin modificaciones y siguiendo las indicaciones de los 

fabricantes, se detallan en Anexos.   
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RESULTADOS 

4.1. Verificación de cebadores diseñados 

 

Todas las secuencias de primers qRT-PCR diseñadas tuvieron valores mayores a –7 

kcal/mol de ΔG para formación de estructuras secundarias como hairpins, homodímeros 

y heterodímeros (Tabla 2). La búsqueda de los oligonucleótidos en BLASTn contra 

secuencias de P. olivaceus (tax id: 8255) mostraron valores E<0.05 o de alta 

especificidad tanto en la secuencia forward (F) como reverse (R), excepto para la 

secuencia F de los genes EEF1A1, Osteo, BCL2, Form1; y la secuencia R del gen Foxb1 

(Tabla 2). Por otro lado, los oligos presentaron parámetros fisicoquímicos adecuados, 

con tamaños de productos comparables para análisis de expresión relativa (116 – 165 

pb), y alta especificidad al gen de interés, tanto en el genoma de P. olivaceus como en 

el transcriptoma de P. adspersus. 

 

Todos los productos amplificados mostraron una única banda del tamaño esperado (Fig. 

4). Las secuencias obtenidas fueron casi idénticas con el producto esperado (producto 

in silico), excepto por el gen Foxb1 quien presentó muchas bases ambiguas, y difieren 

en algunos sitios con la referencia en P. olivaceus (Fig. 5). Además, la búsqueda en 

BLASTn de las secuencias generadas mostró valores E<0.05 de identidad al gen de 

interés en todos los marcadores.  
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Figura 2.   Heatmap de la matriz de conteo de lecturas en los transcriptomas de músculo 

e hígado de ejemplares con alta (ATC) y baja tasa de crecimiento (BTC). 

 

Figura 3. Heatmap de la matriz de conteo de lecturas en los transcriptomas de larvas 3, 

40, y 60 dpe. 
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Tabla 2. Lista de cebadores (F y R) diseñados para la evaluación de siete genes de P. adspersus y usados en este estudio. Valor E = Valor de 
homología obtenido de la comparación del cebador utilizando la herramienta blastn del NCBI. Hairpin = Bucle. *Secuencias de cebadores 
obtenidos de Fuentes et al. (2013a), y **secuencias de Safian et al. (2012).  

Gen 
Secuencia  

(5’  3’) 
valor E 

Long. del 

producto 

(pb) 

Tm  

(°C) 

Hairpin 

dG 

(kcal/mol) 

Homodímero 

dG (kcal/mol) 

Heterodímero 

dG (kcal/mol) 
Pendiente 

Eficiencia 

(%) 
R2 

EEF1A1 F - ACCTTCGCTCCACCCAACCT 0.12 
143 

63.61 2.85 -3.61 
-5.19 -3.528 92.1 0.990 

R - AATCCGTCGTGGATACGTGGC 1.00E-04 62.80 -3.27 -6.3 

40S-RP F - TGGTGACTGGTGGTGCTAACT 1.00E-04 
149 

61.32 -0.36 -3.14 
-5.02 -3.509 92.8 0.993 

R - ATCTTCGTCATTGGCAAGGGC 1.00E-04 61.29 -0.26 -3.90 

60S-RP F- ATTCCCACGCTGCCCAAGAT 5.00E-04 
127 

62.22 -0.54 -3.61 
-6.91 -3.471 94.1 0.996 

R - GACCCACGTTTCGTGTCTGTTT 4.00E-05 61.56 -3.10 -6.91 

FAU* F - CATTTAGGAGTTGGCGTTGG 5.00E-04 
134 

61.70 1.38 -3.61 
-6.97 -3.512 92.6 0.990 

R - CCAAGGTTGAAAAGCAGGAG 5.00E-04 61.70 -0.73 -3.9 

bAct* F - AGGGAAATCGTGCGTGACAT 5.00E-04 
116 

64.80 -0.16 -3.61 
-5.09 -3.536 91.8 0.993 

R - AAGAGCTATGAGCTGCCTGA 5.00E-04 63.60 -1.93 -6.34 

BCL2 F - AGACTGGGTGTGGGATTGGT 0.45 
146 

60.77 -0.33 -1.60 
-3.30 -3.566 90.7 0.992 

R - TTCTCCTCCGATGTTCTCCTCA 2.90E-02 60.29 0.24 -3.61 

Osteo F - GCCTGCTCCCTCTCCACAAA 0.12 
120 

62.13 1.53 -3.14 
-5.02 -3.599 89.9 0.997 

R - GAAGACTCTGCTCGTCCTGGTT 0.01 61.98 -0.46 -3.61 

Form1 F - TCATCCACAACCACGAGTGTGA 2.50 
133 

61.86 -2.58 -5.25 
-5.24 -3.147 107.8 0.999 

R - ACCTTCATGGGCAACTTCCC 0.001 60.25 -1.83 -6.14 

Foxb1 F - TCGTGCTCCAGCAACAATGA 0.008 
128 

61.00 -1.83 -6.69 
-6.91 -3.367 98.1 0.994 

R – TCTGTCACGTCAGGCATCCA 0.12 60.00 -1.32 -6.30 

IGFbp5** F – GCAAGGAGCAGAAGAGGAAG 5e-04 
165 

62.80 -1.21 -3.14 
-3.14 -3.415 96.2 0.992 

R - ACTTCTCGTGTAATGGCTCTG 1e-04 62.40 0.30 -3.61 
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Figura 4. Productos amplificados de los genes endógenos y de interés de P. adspersus, evaluados en gel de agarosa. RT+: muestras 
retrotranscritas; B: control negativo de PCR; M: marcador molecular de tamaño. 
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Figura 5  Alineamiento múltiple de secuencias de genes obtenidas a partir de los cebadores diseñados en este estudio y según referencias para 
P. adspersus. (A) EEF1A1, (B) 40S-RP, (C) 60S-RP, (D) BCL2, (E) Form1, (F) Osteo, (G) Foxb1, (H) bAct, (I) FAU y (J) IGFbp5. El producto in 
silico: corresponde al supertranscripto de P. adspersus; el Producto amplificado: corresponde al producto obtenido con cebadores sintetizados 
en este estudio y los obtenidos de referencias para la especie; Ref: secuencia del gen de P. olivaceus. 
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4.2. Eficiencias de amplificación 

 

Las curvas estándar obtenidas para todos los marcadores mostraron una eficiencia de 

amplificación dentro del rango óptimo 100% ± 10% (89.9 – 107.8%), con coeficientes de 

correlación adecuados de 𝑟2 ≥ 0.99 (Tabla 2 y Fig. 6). Los productos obtenidos de la 

qRT-PCR también demostraron la formación de una sola banda de tamaño esperado, 

así como la ausencia de productos en los controles negativos NTC. Además, las curvas 

de melting de todos los productos de qRT-PCR presentaron un solo pico, confirmando 

la especificidad de los primers y la ausencia de contaminación por trazas de ADN o 

dímeros de primers (Fig. 7). 

 

Figura 6. Curvas estándar de los genes candidatos a endógenos (EEF1A1, 40S-RP, 
60S-RP, bAct, y FAU) y de interés (BCL2, Form1, Foxb1, IGFbp5, y Osteo) de P. 
adspersus. La regresión lineal grafica los valores Ct (Cycle threshold (Ct)) contra su 
respectivo logaritmo base 10 de la cantidad (log(Cantidad)). 
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4.3. Estabilidad de genes endógenos candidatos  

 

Las muestras con réplicas técnicas con una diferencia de Ct > 1 fueron descartadas del 

análisis. Así, ninguna muestra de los genes candidatos a endógenos fue eliminada por 

su réplica; sin embargo, una muestra del estadio 90 dpe (90_07) fue eliminada para 

todos los marcadores por desviarse considerablemente del resto. La media de los 

valores Ct de los genes candidatos a endógenos se encontraron entre 17.88 (E-fact) y 

20.78 (FAU), mostrando ligeramente una menor variación en bAct, FAU y 60S-RP. Por 

el contrario, la mayor desviación estándar se observó para los genes E-fact (DE = 2.45) 

y 40S-RP (DE = 1.36) (Tabla 3).  

 

A partir del gráfico de cajas de los valores Ct por marcador (Fig. 8), se observó que el 

estadio 20 dpe presentó los mayores niveles de expresión de todos los genes 

candidatos a endógenos, mientras que en el resto de marcadores fue similar. Por otro 

lado, las desviaciones estándar disminuyeron considerablemente en todos los 

marcadores cuando el grupo 20 dpe no fue considerado, a excepción de FAU (de = 1.36 

a DE = 1.35) (Tabla 3 y Fig. 9). A diferencia de este, el gen 40S-RP mejoró 

considerablemente su desviación (de DE = 2.05 a 1.10), quedando con el menor valor 

de todos. Debido a la heterogeneidad en la expresión de los genes candidatos a 

endógenos en el estadio pre metamórfico (20 dpe), este grupo no fue consideraron en 

el análisis de estabilidad. 
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Tabla 3. Estadísticos descriptivos de los genes candidatos a endógenos para P. 
adspersus. N: número de muestras; DE: desviación estándar; Min Ct: Ct mínimo; Max 
Ct: Ct máximo. 

Gen N Promedio DE Min Ct Max Ct 
DE  

(sin 20 dpe) 

bAct 39 18.1 1.67 15.28 21 1.64 

FAU 38 20.78 1.36 18.46 23.79 1.10 

EEF1A1 40 17.88 2.45 13.91 22.1 1.26 

60S-RP 39 20.28 1.54 17.91 23.92 1.21 

40S-RP 39 18.52 2.05 15.13 22.46 1.35 
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Figura 7. Productos de qRT-PCR y Curvas de Melting obtenidas de todos los genes analizados. RT+: muestras retrotranscritas; B: control 
negativo de PCR; M: marcador molecular de tamaños conocidos.
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Figura 8. Distribución de los valores Ct de los genes candidatos a endógenos (40S-RP, 
60S-RP, bAct, EEF1A1 y FAU) evaluados por estadio de desarrollo en ejemplares de 
20 a 90 dpe de P. adspersus. 

 

 

 

Figura 9. Distribución de los valores Ct de genes candidatos a endógenos para P. 
adspersus, considerando todas las muestras(A), y todas las muestras excepto el grupo 
20 dpe (B). 
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4.3.1. Estabilidad utilizando GeNorm 

 

El análisis de estabilidad, según el valor M, reveló que la mayoría de marcadores se 

encontraron por debajo del umbral de estabilidad M = 1.5 (Fig. 10), y pueden ser 

considerados con expresión estable. Sin embargo, FAU mostró inestabilidad en los 

grupos 20 + 40, 40 + 60 + 90, 60 + 90, y 90 dpe. Los valores M de todos los genes se 

incrementaron cuando se juntaron los estadios 20 dpe con 40 dpe, y los valores 

disminuyeron cuando el grupo pre-metamórfico no se tomó en cuenta. Ocurrió un 

incremento en los valores M de FAU y E-fact 1a1 en los grupos donde se consideró el 

estadio 90 dpe (60 + 90, 40 + 60 + 90, solo 90 dpe), y donde además el rango de Cts 

fue muy amplio. La tabla de rankings según GN mostró que los dos genes más estables 

en todos los grupos fueron 40S-RP y 60S-RP; presentando en un tercer puesto tanto el 

gen bAct como EEF1A1 (con pocas diferencias entre ellos), mientras que el más 

inestable en todos los grupos fue FAU (Tabla 3).  

 

El análisis de a pares 𝑉𝑛/𝑉𝑛+1 reveló que el número adecuado para todos los grupos fue 

de tres genes (𝑉3/𝑉4), excepto para el grupo 20 dpe que mostró tener el menor valor V 

en 𝑉2/𝑉3 (Fig. 11). 
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Figura 10. Valores de estabilidad M de GN de los cinco genes candidatos a endógenos 
(40S-RP, 60S-RP, bAct, EEF1A1 y FAU) evaluados, utilizando los grupos de 20, 40, 60 
y 90 dpe de P. adspersus. Valor cut-off recomendado por el software M = 1.5 

 

Figura 11. Valores V del análisis de a pares Vn/Vn+1 por geNorm, considerando los 
grupos 20, 40, 60 y 90 dpe de P. adspersus.  
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4.3.2. Estabilidad utilizando NormFinder 

 

Este software en comparación con los otros, diferencia los estadios y calcula la variación 

intra e intergrupal, resumiéndolo con un valor de estabilidad. De manera interesante y 

similar a GN, los tres primeros puestos en el ranking lo presentaron 60S-RP, 40S-RP y 

bAct, con ligeros cambios de posición en los grupos, excepto en el grupo 20 dpe donde 

E-fact 1a desplazó a bAct al cuarto puesto. Por el contrario, los genes FAU y EEF1A1 

fueron los menos estables en casi todos los grupos (Anexo, Tabla 4). 

 

4.3.3. Estabilidad utilizando BestKeeper 

 

BK calculó la desviación estándar y el coeficiente de correlación de los genes 

candidatos. Según la DE, los genes con valores < 1.0 son considerados con expresión 

estable en las muestras. En el grupo 20 dpe, los cinco genes candidatos fueron 

considerados estables; por el contrario, cuando se le añadió el grupo 40 dpe, la DE 

sobrepasa el umbral y se vuelven inestables. De la misma manera, el grupo solo 90 dpe 

sobrepasó ligeramente el umbral. Los grupos metamórficos y post metamórficos 

presentaron al menos un candidato con DE > 1, siendo EEF1A1, FAU y bAct los genes 

con mayores DE. El ranking por índice de correlación 𝑟2 posicionó a EEF1A1 entre los 

tres primeros puestos en todos los grupos, desplazando al cuarto puesto a alguno de 

los genes favoritos por los otros softwares como 60S-RP, 40S-RP o bAct. Por el 

contrario, FAU permaneció en el último lugar con los menores valores (Anexo, Tabla 4). 

 

A pesar de los distintos métodos de cálculo, los tres programas posicionaron a los genes 

EEF1A1, 40S-RP, 60S-RP y bAct de manera similar, y coincidieron con que FAU fue el 
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gen más inestable entre todos los candidatos. Debido al valor de DE de EEF1A1 y su 

alto nivel de expresión, se eligió al gen bAct como el tercer gen más estable después 

de 40S-RP y 60S-RP, para ser usados en la normalización (Anexos, Tabla 4).    

 

4.4. Comparación de la normalización de la expresión de genes de interés 

 

Los FN de la combinación de 40S-RP + 60S-RP + bAct y EEF1A1 + FAU mantuvieron 

sus valores en todas las muestras (Fig. 12); es decir, no se diferenciaron más de 2 - 3 

valores de fold change entre ellas, rango aceptable según Biogazelle (2017). Los FN y 

RQ con los dos modos de normalización se detallan en la Tabla 5 de anexos. 

 

La amplificación de los genes asociados al desarrollo y crecimiento: Osteo, BCL2, 

Form1 e IGFbp5 se usaron para comparar sus perfiles de expresión en los dos modos 

de normalización (Fig. 12), excepto el gen Foxb1 dado que sólo se expresó en el grupo 

pre metamórfico (Anexo, Fig. 17). Se demostró que no existen diferencias significativas 

(p valor < 0.05) entre los dos modos de normalización del logaritmo de fold change, 

excepto en el estadio 60 dpe de Osteo, Form1 e IGFbp5 (Fig. 13). 
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Figura 12. Factores de normalización de cada muestra usando los genes candidatos 60S-RP + 40S-RP + bAct, (superior, FN_3m); y E-fact + 
FAU (inferior, FN_2p). 
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El gen Osteo presentó un drástico incremento en su expresión a partir del periodo de 

metamorfosis, y estos niveles se mantuvieron en el estadio pre juvenil. La expresión de 

BCL2 fue alta en el grupo pre metamórfico, y heterogénea dentro de los grupos 40, 60 

y 90 dpe, pero con tendencia a disminuir en el tiempo. De forma similar, IGFbp5 redujo 

sus niveles de expresión durante la metamorfosis y posterior a esta, sin embargo varios 

ejemplares pre juveniles incrementaron estos niveles hasta llegar a un punto intermedio 

entre la sub- y sobreexpresión. Por otro lado, la expresión del gen Form1 disminuyó 

significativamente a partir del estadio 40 dpe, y se mantuvo en ese nivel a lo largo de 

los estadios (Fig. 14 y 15).  
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Figura 13. Log10 de fold change de los genes BCL2, Form1, IGFbp5 y Osteo por estadios (20, 40, 60 y 90 dpe) con la normalización. 2p: 2 genes 
inestables, 3m: 3 genes estables. Las barras de error corresponden a la desviación estándar. 
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Figura 14. Perfiles de expresión por estadio (20, 40 60 y 90 dpe) para cuatro genes de interés (Osteo, Form1, BCL2 e IGFbp5) representados 
por el log10 del fold change. Las letras distintas representan diferencias significativas en sus medias (p valor < 0.05). Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar. Estadio 20 dpe fue usado como grupo calibrador.
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Figura 15. Heatmap de la expresión relativa de los genes de interés en los estadios de 
desarrollo de P. adspersus. Estadio 20 dpe fue usado como grupo calibrador.
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DISCUSIÓN 

 

La aplicación de tecnologías de secuenciación masiva o high-throughput, como RNA-

seq, se han convertido en una excelente alternativa para estudiar la expresión de genes 

relacionados a caracteres de importancia económica de especies no modelos, 

principalmente debido a que no necesita de información previa, como el conocimiento 

del genoma de la especie. Este método permite identificar y medir el nivel de expresión 

de genes responsables de ciertas condiciones, y por lo tanto relacionar el fenotipo con 

algunas sobre- o subexpresiones significativas. Si bien la técnica posee gran 

sensibilidad, es necesario comprobar el perfil de expresión de un número determinado 

de genes, por cuantificación relativa usando qRT-PCR. Así, son varios aspectos 

importantes a considerar para lograr una adecuada interpretación, siendo uno de los 

más importantes la normalización paralela con adecuados genes endógenos, ya que 

esto compensa la mayor de la variación causada antes y durante la PCR 

(Vandesompele et al. 2002).  

 

Los genes sin expresión diferencial que pueden ser detectados en los análisis de 

transcriptomas tienen antecedentes de ser usados como controles internos en una gran 

variedad de grupos experimentales (Hruz et al. 2011), tal como fue considerado en este 

estudio para la selección de genes endógenos candidatos en P. adspersus usando 

información obtenida de transcriptomas de larvas y juveniles. Entre ellos, los genes que 

codifican a proteínas ribosomales (40 y 60S-RP) y el factor de elongación (EEF1A1), 

seleccionados y validados por primera vez en estadios tempranos de desarrollo del 

lenguado fino, han sido reportados comúnmente como genes endógenos en diferentes 

especies, junto a otros genes como GAPDH, bAct, ubiquitina, β2 microglobulina, ARNr 

18S, entre otros (Hruz et al. 2011).  
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Si bien existen muchos genes endógenos reportados para los estudios de expresión 

génica en peces, no todos mantienen su estabilidad entre tejidos, estadios de desarrollo 

o tratamientos experimentales (Cui et al. 2009; Svingen et al. 2009). Por otro lado, se 

sabe que no existe un grupo de genes estables para todas las condiciones a la vez, sino 

que dependen enteramente de la muestra (Hruz et al. 2011; Thorrez et al. 2008), 

resultando relevante comprobar la estabilidad de expresión directamente en el grupo de 

muestras de estudio. De acuerdo a esto, la selección y la comprobación de genes 

endógenos es uno de los aspectos previos más cruciales de este método. 

 

Genes endógenos en estadios tempranos del desarrollo 

 

Los cambios morfológicos drásticos que experimentan los peces planos están 

acompañados por un conjunto de variaciones en la función y estructura de órganos y 

tejidos (Alves et al. 2016); y que pueden estar fuertemente influenciadas por variaciones 

en la expresión de genes a lo largo del desarrollo, sobre todo durante la etapa de 

metamorfosis. En este estudio, la información in silico (transcriptomas) permitió 

discriminar a genes candidatos a endógenos (que mantuvieron estable su expresión a 

través del tiempo de 3, 40 y 60 dpe),  respecto de los genes de interés (con expresión 

estadio-específico), mediante el conteo de lecturas de cada transcripto representado en 

un heatmap (Fig. 2 y 3). Previamente, Apari (2019) caracterizó el perfil de expresión de 

genes relacionados al desarrollo larval de P. adspersus y logró encontrar similitud entre 

los estadios 40 y 60 dpe, mientras que el período pre-metamórfico (3 dpe) presentó la 

mayor cantidad de transcriptos sobreexpresados e involucrados en la formación del 

sistema nervioso, circulatorio, óseo, tejido muscular, entre otros.  
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Debido a esa fuerte regulación genética temprana en peces planos, no sorprende que 

los genes analizados hayan presentado mayor expresión en el grupo pre metamórfico 

(20 dpe) (Fig. 8) de P. adspersus, por lo que los grupos pueden ser considerados 

heterogéneos entre sí. Por ejemplo, Alves et al. (2016) estudiaron el cambio en los 

transcriptomas durante la metamorfosis de H. hippoglossus, reportando muy pocos 

transcritos con ED; sin embargo, comparado a los juveniles, descubrieron 8000 y 4155 

transcritos con ED en el estadio metamórfico y pre metamórfico, respectivamente. Es 

decir, durante el desarrollo larval del pez hipogloso también sucede una extensa 

regulación de genes, principalmente de aquellos relacionados a las hormonas tiroideas, 

quienes conducen y actúan como principales factores de transcripción durante esta 

transición (Alves et al. 2016; Campinho 2019).  

 

En etapas tempranas del desarrollo de P. adspersus, los genes 40S-RP, 60S-RP y bAct 

resultaron ser los más adecuados, según los algoritmos empleados, para ser utilizados 

como genes endógenos (Anexos, Tabla 4). Como ha sido demostrado en otros trabajos 

(Fuentes et al. 2013a), el uso de más de un gen de referencia permite aumentar la 

robustez de la normalización (Hellemans et al. 2008). Además, a pesar de ser un estudio 

con larvas, cada réplica biológica correspondió a solo un ejemplar, lo que otorga una 

mayor resolución de los resultados y de los valores de expresión obtenidos en cada 

estadio presentados en este estudio. 

 

Cabe resaltar que los genes RPS4 y RPP2 (subunidades de 40S-RP y 60S-RP 

respectivamente), propuestos generalmente como endógenos en otras especies de 

peces, mostraron un incremento de la expresión en el estadio pre metamórfico y una 

disminución de los mismos cuando entran a metamorfosis, según la distribución de los 

valores Ct (Fig. 8). Esto también ha sido reportado por otros autores en otras especies 

de peces planos. Así por ejemplo, Manchado et al. (2007) reportaron perfiles de 
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expresión durante el desarrollo larval de S. senegalensis similares a los observados en 

este estudio para P. adspersus; mencionando que algunos genes (RPS2, RPS27-1, 

RPS27a, RPS28 y RPS29) presentaron mayor expresión en los primeros días después 

de la eclosión (2 y 3 dpe) y que decaen cuando entran a metamorfosis, así como un 

incremento coordinado en la expresión de los genes RP después de la primera 

alimentación. También mencionan que S. senegalensis experimenta dos tasas de 

crecimiento diferentes durante su desarrollo larval, donde su tasa de crecimiento en pre 

metamorfosis es casi el doble que en metamorfosis, debido a que durante ésta se usan 

importantes cantidades de energía reservada previamente en sus tejidos (Fernandez-

Diaz et al. 2001; Parra y Yúfera 2001); esto se relaciona con la expresión reducida de 

IGF-II, quien es un activador de la kinasa 70-kDa ribosomal S6 (S6K1), y que juega un 

papel muy importante en el crecimiento y proliferación celular. Esta kinasa controla la 

fosforilación de la proteína RPS6 permitiendo una traducción eficiente de los ARNm 5’ 

TOP (Terminal Oligo Pirimidin, por sus siglas en inglés) como lo son proteínas 

ribosomales y factores de elongación (EF2 y 1a) en respuesta a condiciones favorables 

para el crecimiento (Terada et al. 1994; Jefferies et al. 1997). A pesar de eso, existen 

muchos trabajos donde los RP son utilizados como endógenos (Infante et al. 2008b; 

Alves et al. 2016; 2017; Øvergård et al. 2010) especialmente para estudiar la 

metamorfosis en peces planos. Por ejemplo, Robledo et al. (2014) encontraron que la 

ubiquitina y el RPS4 fueron los mejores candidatos a endógenos para muestras de 

gónadas en desarrollo de S. maximus y los utilizaron en un siguiente estudio sobre el 

crecimiento de la misma especie (Robledo et al. 2017).  

 

 

El gen bAct fue reconocido como un gen estable por los diferentes programas utilizados 

en este estudio, aún a pesar que sus valores Ct presentaron la mayor DE entre todos 

(Tabla 3). Fernandes et al. (2008) reportaron a este gen como el segundo más estable, 

propuesto para usarlo en conjunto con β2-tubulina en estudios del desarrollo del pez 
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hipogloso. Sin embargo, Zhong et al. (2008) no recomiendan su uso para estudiar la 

embriogénesis de P. olivaceus, por presentar una sobreexpresión en hatching versus 

los huevos no fertilizados, sin descartar que exista una estabilidad estadío específica en 

dicha especie. 

 

Por el contrario a lo reportado para diferentes especies de peces, donde el gen FAU es 

utilizado como un buen gen normalizador, éste no se sugeriría para etapas muy 

tempranas del desarrollo del lenguado fino, dada la menor estabilidad observada 

respecto a todos los genes candidatos a endógenos evaluados en este estudio; aunque 

ocupó el primer lugar (según BK) cuando se unieron los estadios de 20 y 40 dpe en la 

evaluación (Anexos, Taba 4). En este sentido, no se descarta que FAU pueda ser 

utilizado como normalizador en conjunto con otros genes, en distintos tipos de muestras 

de estadios más avanzados del desarrollo de P. adspersus. Así por ejemplo, Fuentes 

et al. (2013a) analizaron la estabilidad de varios genes candidatos a endógenos en 

lenguado fino, concluyendo que la combinación FAU/18S ARNr puede ser utilizada 

como normalizadores en el músculo esquelético de peces en ensayos de respuesta a 

diferentes estados nutricionales. Basados en ese trabajo, Safian et al. (2012), 

Valenzuela et al. (2015), Fuentes et al. (2017) utilizaron a FAU como gen de referencia 

en diferentes experimentos de qPCR para lenguado fino y Girella laevifrons. Por otro 

lado, Fernandes et al. (2008) propusieron el uso de los genes FAU y β2-Tubulina en 

conjunto como genes de referencia en el estudio del desarrollo embrionario y larval del 

pez hipogloso; a pesar que el software GN no lo ubicara entre los más estables, los 

autores afirmaron que esta combinación sería más apropiada ya que existe menos 

probabilidad que estos se co-regulen, debido a sus distintas funciones. 
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Si bien el gen EEF1A1 fue seleccionado in silico en transcriptomas de estadios iniciales 

de P. adspersus, por presentar una DE no significativa, aparentemente solo ocurre una 

mínima variación de su expresión durante la etapa pre metamórfica, siendo muy 

heterogénea en etapas posteriores a la metamorfosis para esta especie. En todos los 

grupos de diferentes etapas de desarrollo evaluados en este estudio,  EEF1A1 mostró 

la mayor desviación estándar (según BK), ocupando el tercer lugar en el ranking según 

los análisis GN y NF, y el segundo para el índice de correlación de BK (Anexos, Tabla 

4); sin embargo, su alto nivel de expresión no es recomendado para ser utilizado como 

endógeno (Zhong et al. 2008). Niveles de expresión del EEF1A1 (Ct promedio = 15) 

similares a los encontrados en este estudio también han sido reportados durante el 

desarrollo de otros peces planos como S. senegalensis y H. hippoglossus (Infante et al. 

2008b; Øvergård et al. 2010). 

 

Debido a que los resultados obtenidos utilizando los programas GN y BK son altamente 

dependientes de asumir que ningún gen está siendo co-regulado por otro, es importante 

comprobar esta ausencia de co-regulación entre ellos, o que no tengan la misma 

función. En tal sentido, el bajo coeficiente de correlación (𝑟2 = 0.449, 𝑝 𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 =6.847𝑒−3) que se observó entre los genes de las dos proteínas ribosomales 

seleccionados como endógenos, calculado mediante qbase + (Anexo, Fig. 16), permitió 

comprobar lo antes mencionado. Además, la diferencia en los rankings entre los tres 

programas demuestra el distinto método de cálculo de sus parámetros, algo muy 

frecuente en los estudios que los comparan (Mehdi y van Bockstaele 2012; De 

Spiegelaere et al. 2015).  

 

Finalmente, la comparación de los FN mostró que, sin importar la agrupación de genes, 

estables o inestables, estos variaron dentro del rango permitido en todas las muestras 
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(Fig. 12); teniendo en cuenta que idealmente en el proceso de normalización, los FN 

deben ser los mismos en todas las muestras cuando se usan genes de referencia 

estables (Biogazelle 2017), por lo que comparar las cantidades relativas normalizadas 

o fold change permitió conocer si realmente existen diferencias significativas en los 

métodos. 

 

Genes asociados al desarrollo y crecimiento en estadios tempranos de P. adspersus 
 

La evaluación de los perfiles de expresión de cinco genes asociados al desarrollo y 

crecimiento, seleccionados a partir de transcriptomas de P. adspersus, permitieron 

corroborar la efectividad del grupo de genes endógenos propuestos para estudios de 

expresión génica en estadios tempranos de esta especie. El uso de diferentes 

combinaciones de genes endógenos para la evaluación de perfiles de expresión de 

genes, permite comprobar su efectividad en la normalización de un conjunto de genes, 

de forma comparativa. Así por ejemplo, Fuentes et al. (2013a) reportaron diferencias en 

la expresión de miosina de cadena pesada (MYH) y del receptor del factor-1 de 

crecimiento parecido a insulina (IGF-1R) dependiendo de los genes de referencia 

seleccionados en diferentes estados nutricionales.  

 

Los genes Osteo, BCL2, Form1, FOXB1 e IGFpb5, fueron seleccionados por presentar 

sobre expresión en transcriptomas de P. adspersus, y evaluados utilizando cebadores 

específicos diseñados en este estudio para la especie (excepto para IGFpb5). Al evaluar 

si es posible tener distintos perfiles de expresión de dichos genes producto de una 

normalización con genes endógenos estables e inestables, se observó que solo en las 

comparaciones de 60 dpe para Form1, Osteo e IGFbp5 mostraron diferencias 

significativas en los log10 del fold change (p valor < 0.05), demostrando que se puede 
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sub y sobreestimar los perfiles de expresión cuando se utilizan genes inestables (Fig. 

14).  

 

En nuestro estudio, usando tres genes endógenos, el fold change del gen Osteo si bien 

incrementó significativamente (p valor < 0.05) más de 400 veces en el estadio 

metamórfico respecto al grupo 20 dpe, luego volvió a mostrar un incremento en post 

metamorfosis que se mantuvo en el grupo pre juvenil (Fig. 14). El perfil de expresión de 

Osteo ha sido reportado previamente en S. senegalensis, registrando un incremento de 

más de 100 veces al inicio de su metamorfosis (14 dpe), y posterior disminución hasta 

niveles similares a los pre metamórficos al final de esta (20 dpe), volviendo a 

incrementarse en etapas adultas (Gavaia et al. 2006), siendo esto último distinto a lo 

encontrado en P. adspersus. Además, cabe resaltar que la normalización en dicho 

reporte se realizó sólo con el gen bAct, y los detalles son limitados. Por otro lado, el 

incremento de esta proteína se ha hipotetizado estar relacionado a la necesidad de rotar 

y cambiar morfológicamente un gran número de estructuras óseas que se forman y re-

arreglan durante la metamorfosis, ya que durante este período las estructuras óseas 

deben moverse hacia el lado ocular del pez (Gavaia et al. 2006).  

 

Por otro lado, hasta el momento no se conoce el perfil de expresión del gen BCL2 

durante el desarrollo de peces, siendo este resultado el primer reporte que se tiene 

relacionado a estadios iniciales del desarrollo para P. adspersus, registrando un 

incremento de 3 veces más (p valor < 0.05) en el grupo metamórfico, manteniendo esos 

niveles en post metamorfosis y en pre juveniles (Fig. 14). Dado que sus niveles varían 

entre los ejemplares de un mismo estadio, sería interesante conocer su expresión en 

tejidos específicos. Las hormonas del sistema endocrino son claves para mantener y 

regular el crecimiento del músculo esquelético en peces (Wood et al. 2005; Reindl y 
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Sheridan 2012), ellas regulan el balance entre la síntesis y degradación de proteínas 

(Rossi y Messina 2014). Cuando la degradación de proteínas excede a la síntesis, 

ocurre una atrofia muscular que puede ser activada por dos mecanismos distintos 

(Fuentes et al. 2017). En uno de ellos, la proteína BCL2/adenovirus E1B 19kDa-

interacting 3 (Bnip3) sirve como precursor de los componentes del autofagosoma, usado 

en el proceso de autofagia, por lo que es considerado y usado como un marcador 

relacionado a la atrofia muscular en peces (Fuentes et al. 2017).  

 

En este estudio, el gen IGFbp5 mostró sobreexpresión en el grupo pre metamórfico y 

disminución de sus niveles a partir de la metamorfosis; sin embargo, varios ejemplares 

pre juveniles presentaron niveles intermedios (Fig. 15). De igual forma, para P. olivaceus 

se han estudiado varias proteínas IGFbp en etapas tempranas de su desarrollo, 

reportando una elevada expresión de IGFbp-1  en estadio 3 dpe, llegando a sus 

máximos niveles durante la metamorfosis (Zhai et al. 2012); IGFbp-2b ha sido reportado 

incrementarse durante la metamorfosis (Zhang et al. 2013); mientras que de forma 

opuesta, IGFbp-4 se expresa mucho más en etapas previas y se reduce gradualmente 

durante la metamorfosis (Wang et al. 2014). El sistema IGF actúa en múltiples procesos 

biológicos de peces y otros vertebrados, donde se destaca su crucial rol en el 

crecimiento, desarrollo y metabolismo (Moriyama 2000; Stewart y Rotwein 1996). El 

sistema está conformado por proteínas receptoras (IGFR) y de unión (IGFbp); estas 

últimas se encargan de modular la circulación,  disponibilidad y el tiempo de vida media 

de los factores mediante uniones específicas (Jia 2018). Las seis proteínas IGFbp 

pueden potenciar o inhibir las IGF dependiendo el tipo celular, tejido, la especie, y las 

condiciones fisiológicas. Estas proteínas están involucradas en la regulación del 

desarrollo larval de peces planos, especialmente durante la metamorfosis (Power et al. 

2008). Se ha reportado que están involucradas regulando el crecimiento del músculo 

esquelético actuando sobre IGF-I en el salmón común, trucha arcoíris, y lenguado fino 
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(Fuentes et al. 2013b). Por otro lado, la deficiencia de IGFbp-III retrasa la morfogénesis 

del esqueleto faríngeo e interrumpe la formación del oído interno en el pez cebra (Li et 

al. 2005).  

 

Por otro lado, las Forminas están constituidas por una diversa familia de proteínas 

presentes en todos los eucariotas, definidas por un dominio “homólogo a formina 2” 

(FH2) el cual posee funciones sobre la dinámica del citoesqueleto (Santos-Ledo et al. 

2013; Faix y Grosse 2006) y son potentes nucleadores de filamentos de actina que 

controlan una gran variedad de funciones celulares (Faix y Grosse 2006). La proteína 

formin-like protein 1 pertenece a la subfamilia “relacionadas a forminas en leucocitos” 

quienes controlan la polimerización de actina vía los mecanismos Rac y Cdc42 

(Yayoshi-Yamamoto et al. 2000; Block et al. 2012). La información sobre la función que 

desempeñan durante el desarrollo temprano en vertebrados es muy limitada. Los 

reportes de Santos-Ledo et al. (2013) sugieren un papel importante en el desarrollo de 

los sistemas vascular, visual y ótico durante la embriogénesis del pez cebra. A partir de 

esto, se puede entender la sobreexpresión de Formin-like protein 1 en la pre 

metamorfosis y su decadente expresión a través del tiempo registrada en este estudio, 

siendo un primer reporte del perfil de expresión del gen para la especie (Fig. 15). 

 

La expresión de FOXB1 encontrada en ejemplares pre metamórficos de P. adspersus y 

su ausencia en estadios posteriores (Anexos, Fig. 16), tiene relación con lo reportado 

recientemente por Apari (2019), quien encontró el transcripto FOXB1 sobreexpresado 

en larvas pre metamórficas de 3 dpe debido a que está funcionalmente involucrado con 

procesos biológicos tempranos como la migración celular al telencéfalo, somitogénesis, 

entre otros. Las proteínas forkhead box (FOX) pertenecen a una gran familia de factores 

de transcripción, involucradas en múltiples procesos biológicos como diferenciación, 
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control del ciclo celular, y desarrollo (Zhang et al. 2017). A pesar que comparten motivos 

estructurales, estas difieren significativamente en función, regulación y expresión. Por 

ejemplo, la expresión de FOXD3 está significativamente relacionada en el desarrollo y 

pigmentación de la piel de H. hipppoglossus (Alves et al. 2016).  

 

Finalmente, el patrón en los perfiles de expresión de los genes relacionados al desarrollo 

larval del lenguado fino, fue opuesto a lo registrado para el gen IGFbp5. Así, los primeros 

asociados al desarrollo mostraron una sobreexpresión antes de entrar en metamorfosis 

y se apagan drásticamente durante y después de esta; mientras que los relacionados al 

crecimiento no se expresan en larvas pre metamórficas, sino durante y después (Fig. 

15). Esto corresponde con lo encontrado por Apari (2019), referido anteriormente. Esta 

correspondencia con lo esperado, motiva el uso de esta combinación de genes estables 

para estudiar más genes implicados en el desarrollo normal de larvas de lenguado fino, 

de esa manera el análisis por qPCR basado en información de transcriptomas permitió 

corroborar los perfiles de expresión de genes con gran potencial para utilizarlos como 

biomarcadores moleculares del desarrollo y crecimiento de P. adspersus. Además, 

estos análisis contribuyen al entendimiento de una etapa tan crítica como la 

metamorfosis para resolver los problemas de cultivo que presenta esta especie; sin 

embargo, la variabilidad de estos genes debe ser estudiada en diversas familias, así 

como en más estadios de desarrollo.  
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CONCLUSIONES 

 

 Los genes EEF1A1, 60S-RP y 40S-RP fueron seleccionados como candidatos a 

endógenos por no presentar diferencias en la matriz de conteo de lecturas. 

 

 La combinación de genes bAct + 40S-RP + 60S-RP muestra la mayor estabilidad 

para su uso como genes de referencia en estudios de expresión génica en larvas 

metamórficas (40 dpe) hasta inicios de la etapa juvenil (90 dpe) de P. adspersus. 

 

 Existe una sobre y subestimación estadísticamente significativa en el log10 del 

fold change de genes de interés cuando se normaliza con genes inestables. 

 

 El perfil de los genes relacionados al desarrollo (Form y Foxb1) mostró una 

sobreexpresión en el grupo pre metamórfico (20 dpe), de forma opuesta a los 

relacionados al crecimiento (BCL2, IGFbp5, Osteo) quienes se sobreexpresaron 

durante y luego de la metamorfosis (en 40, 60 y 90 dpe). 
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ANEXOS 

Tabla 4.  Ranking de estabilidad de todos los programas por grupo de estudio. GN: geNorm, NF: NormFinder, BK: BestKeeper 

Grupo Ranking 
GN NF BK(SD) BK (r^2) 

Gen M valor Gen Estabilidad Gen SD Gen Correlación P-valor 

solo20 

1 40S-RP 0.688 40S-RP 0.29 60S-RP 0.406 40S-RP 0.957 0.01871 

2 60S-RP 0.847 60S-RP 0.55 40S-RP 0.431 E-Fact 0.891 0.492022 

3 E-Fact 0.871 E-Fact 0.7 bAct 0.680 bAct 0.721 0.001 

4 bAct 0.896 bAct 0.75 FAU 0.703 60S-RP 0.459 0.182415 

5 FAU 1.092 FAU 1.02 E-Fact 0.747 FAU 0.248 0.001 

20 + 40 dpe 

1 40S-RP 1.063 60S-RP 0.36 FAU 1.022 40S-RP 0.993 0.001 

2 60S-RP 1.09 bAct 0.49 60S-RP 1.590 E-Fact 0.984 0.001 

3 E-Fact 1.288 40S-RP 0.56 bAct 1.666 60S-RP 0.962 0.001 

4 bAct 1.293 E-Fact 0.93 40S-RP 2.199 bAct 0.911 0.001 

5 FAU 1.694 FAU 1.21 E-Fact 2.429 FAU 0.699 0.001 

40 + 60 dpe 

1 60S-RP 0.812 60S-RP 0.2 40S-RP 0.645 60S-RP 0.954 0.001 

2 40S-RP 0.854 40S-RP 0.37 FAU 0.959 E-Fact 0.914 0.0019581 

3 E-Fact 0.947 bAct 0.41 60S-RP 0.973 40S-RP 0.885 0.001 

4 bAct 1.083 E-Fact 0.45 bAct 0.977 bAct 0.732 0.001 
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5 FAU 1.191 FAU 0.49 E-Fact 1.147 FAU 0.649 0.001 

60 + 90 dpe 

1 60S-RP 0.979 60S-RP 0.18 bAct 0.786 60S-RP 0.958 0.001 

2 bAct 1.023 bAct 0.32 40S-RP 0.825 E-Fact 0.864 0.85155939 

3 40S-RP 1.059 40S-RP 0.48 60S-RP 0.858 bAct 0.861 0.001 

4 E-Fact 1.32 FAU 0.76 FAU 1.086 40S-RP 0.846 0.001 

5 FAU 1.81 E-Fact 0.76 E-Fact 1.234 FAU 0.045 0.001 

40 + 60 + 

90 dpe 

1 60S-RP 0.955 60S-RP 0.17 40S-RP 0.806 60S-RP 0.959 0.001 

2 40S-RP 1.013 bAct 0.35 60S-RP 0.984 40S-RP 0.886 0.10848633 

3 bAct 1.135 40S-RP 0.39 FAU 1.026 E-Fact 0.876 0.001 

4 E-Fact 1.217 E-Fact 0.5 bAct 1.048 bAct 0.794 0.001 

5 FAU 1.674 FAU 0.61 E-Fact 1.328 FAU 0.305 0.001 

Solo 90 

dpe 

1 40S-RP 1.032 60S-RP 0.22 60S-RP 1.018 40S-RP 0.978 0.001 

2 60S-RP 1.118 40S-RP 0.22 40S-RP 1.068 60S-RP 0.969 0.40805316 

3 bAct 1.135 bAct 0.49 bAct 1.195 E-Fact 0.907 0.001 

4 E-Fact 1.427 E-Fact 1.25 FAU 1.218 bAct 0.907 0.001 

5 FAU 2.462 FAU 2.43 E-Fact 1.675 FAU -0.314 0.001 
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Tabla 5.  Factores de normalización y cantidades relativas para los tres genes target: Osteo, BCL2, Form1 e IGFbp5 

Muestra Estadio 
Factores de Normalización 

Cantidades Relativas o fold change 

Osteo BCL2 Form1 IGFbp5 

[40S-RP + 60S-
RP + bAct] 

[Efact-1a + 
FAU] 

[40S-RP + 60S-RP 
+ bAct] 

[Efact-1a + 
FAU] 

[40S-RP + 60S-
RP + bAct] 

[Efact-1a + 
FAU] 

[40S-RP + 60S-
RP + bAct] 

[Efact-1a + 
FAU] 

[40S-RP + 60S-
RP + bAct] 

[Efact-1a + 
FAU] 

20_S1 20dpe 0.7230 0.4385 0.7055 1.1632 1.2671 1.1373 2.4034 1.3529 1.7467 1.0351 

20_S2 20dpe 1.1861 1.1654 1.5376 1.5650 0.8771 0.7728 0.9870 1.0161 0.8685 1.0048 

20_S3 20dpe 1.3788 1.0517 0.7665 1.0049 1.4995 1.2509 1.0464 0.8797 1.7369 1.3323 

20_S4 20dpe 1.1600 0.8374 0.6454 0.8940 1.5578 1.3753 1.9602 1.1752 1.4471 0.9714 

20_S5 20dpe 0.5642 1.4130 3.6978 1.4764 0.7657 0.6057 0.3521 0.7279 0.3833 0.9043 

20_S6 20dpe 1.1261 1.5305 1.5640 1.1507 0.6805 0.7546 0.7588 1.0030 0.6232 0.8654 

20_S7 20dpe 1.1210 1.0376 0.8023 0.8668 1.6086 1.3829 1.0147 0.8512 1.1681 1.0801 

20_S8 20dpe 1.3610 0.9043 0.4002 0.6023 1.2517 1.5162 1.1313 0.9543 1.9139 1.2424 

20_S9 20dpe 1.1795 0.9544 0.5559 0.6869 0.6117 0.9849 1.3357 1.3232 1.0824 0.8676 

20_S10 20dpe 0.6378 1.1473 1.8054 1.0036 0.6002 0.7007 0.5016 0.8967 0.4537 0.8155 

40_S1 40dpe 0.0267 0.6432 573.1240 23.7989 0.2543 0.0515 0.0078 0.2215 0.1916 3.2136 

40_S2 40dpe 0.0786 2.5719 811.2219 24.7808 0.2210 0.0445 0.0112 0.2895 0.1702 2.6597 

40_S3 40dpe 0.1363 2.1951 343.7006 21.3393 0.3911 0.0781 0.0220 0.2928 0.3053 2.9327 

40_S4 40dpe 0.1285 1.9587 231.2134 15.1719 0.3598 0.0858 0.0472 0.4511 0.3275 2.2058 

40_S5 40dpe 0.1834 6.2967 500.3936 14.5764 0.4316 0.0849 0.0077 0.1855 0.0789 1.9654 

40_S6 40dpe 0.0907 2.3563 459.7181 17.6977 0.7789 0.1185 0.0089 0.1499 0.2835 3.8412 

40_S7 40dpe 0.1077 2.2672 323.2226 15.3557 0.9203 0.1414 0.0141 0.1757 0.3009 3.3562 

40_S8 40dpe 0.0598 1.8728 555.7825 17.7455 0.5115 0.0917 0.0057 0.1423 0.3375 4.7277 

40_S9 40dpe 0.0870 2.1229 284.6668 11.6710 0.7719 0.1449 0.0171 0.2091 0.3062 2.9908 

40_S10 40dpe 0.0688 2.1085 621.5018 20.2887 0.7728 0.1044 0.0081 0.1485 0.2949 4.1136 

60_S1 60dpe 0.1078 3.8348 1331.0571 37.4291 0.4097 0.0492 0.0046 0.1505 0.3482 5.6907 

60_S2 60dpe 0.1839 6.8849 1048.0148 27.9906 0.3027 0.0479 0.0040 0.1574 0.5251 6.8434 
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60_S3 60dpe 0.2279 7.8401 626.6567 18.2197 0.7382 0.0928 0.0026 0.0950 0.3420 6.2066 

60_S4 60dpe 0.1689 5.4534 593.9574 18.3921 1.2455 0.1201 0.0030 0.0859 0.3564 6.2164 

60_S5 60dpe 0.1766 6.0209 738.9278 21.6744 0.6449 0.0792 0.0045 0.1306 0.3894 5.6474 

60_S6 60dpe 0.2604 10.2209 986.4635 25.1329 0.3807 0.0608 0.0058 0.1675 0.3030 4.6067 

60_S7 60dpe 0.2985 11.9174 825.3428 20.6711 0.5202 0.0750 0.0069 0.1699 0.2909 4.1697 

60_S8 60dpe 0.2486 7.9867 623.4700 19.4100 0.5352 0.0818 0.0064 0.1576 0.3361 4.5767 

60_S9 60dpe 0.3148 9.0180 473.5074 16.5315 0.5676 0.0941 0.0057 0.1436 0.3907 5.0111 

60_S10 60dpe 0.2252 9.0855 870.0015 21.5608 0.4581 0.0684 0.0055 0.1592 0.2787 4.3951 

90_S1 90dpe 0.2233 8.8199 1699.5668 43.0321 0.5220 0.0552 0.0094 0.1904 0.5162 5.7014 

90_S2 90dpe 0.3406 11.5137 1017.1159 30.0898 0.7200 0.0775 0.0089 0.1664 0.6189 6.0988 

90_S3 90dpe 0.2607 10.3370 1181.9913 29.8137 0.6170 0.0722 0.0057 0.1403 0.5467 6.5755 

90_S4 90dpe 0.1540 4.7266 1131.4077 36.8514 0.5620 0.0665 0.0132 0.2106 0.5229 5.0415 

90_S5 90dpe 0.3163 11.4162 890.3759 24.6652 0.8083 0.0940 0.0100 0.1664 0.5051 5.1669 

90_S6 90dpe 0.0382 0.9598 463.1109 18.4519 0.1061 0.0402 0.0051 0.2298 0.4429 5.1785 

90_S8 90dpe 0.0755 1.4954 205.4519 10.3750 0.0379 0.0348 0.0074 0.3695 0.2775 3.1338 

90_S9 90dpe 0.0400 1.3406 825.4038 24.6546 0.1269 0.0368 0.0049 0.2181 0.4182 5.3652 

90_S10 90dpe 0.2009 2.9293 108.9017 7.4682 0.2891 0.1168 0.0101 0.2148 0.3042 3.1458 
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bAct 

    

r2 = -0.498 

p = 2.338e-3 
FAU 

   

r2 = -0.413 

p = 1.357e-2 

r2 = 0.342 

p = 4.430e-2 
60S-RP 

  

r2 = 0.214 

p = 0.217 

r2 = -0.701 

p = 2.751e-6 

r2 = -0.642 

p = 3.225e-5 
EEF1A1 

 

r2 = -0.239 

p = 0.167 

r2 = -0402 

p = 1.670e-2 

r2 = -0.449 

p = 6.847e-3 

r2 = 0.547 

p = 6.803e-4 
40S-RP 

Figura 16. Valores de correlación de Pearson entre los candidatos a endógenos y su significancia.
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Figura 17. Valores Ct de los genes de interés (BCL2, Form, Fox, IGFbp5 y Osteo) 
evaluados por estadio de desarrollo en ejemplares de 20, 40, 60 y 90 dpe de P. 
adspersus. 
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Lista 1. Lista de reactivos y kits utilizados en este estudio 

Kit Marca Número de catálogo 

RNAzol RT Molecular Research 
Center 

RN 190 

Turbo DNA-free™ Invitrogen AM1907 

SuperScript™ III First-
Strand Synthesis 
SuperMix 

Invitrogen 18080051 

 

HotStart Master mix plus QIAgen 203203 

PowerUp™ SYBR™ 
Green Master Mix 

Applied Biosystems A25741 

AccuPrep PCR/Gel 
Purification 

Bioneer K-3037 

BigDye v3.1 y BigDye X-
terminator  

Applied Biosystems 4458689 
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Relación de materiales de laboratorio utilizados para este estudio. 

 

Reactivos          

− RNA later          

− RNAzol RT 

− Agua DEPC      

− Isopropanol     

− Etanol absoluto             

− Agarosa             

− Buffer Tris-borato-EDTA (TBE)        

− Gel Red              

− Buffer de carga              

− Marcador de tamaño molecular  

− Kit de DNAsa DNA-free™ DNA Removal Kit (Invitrogen) 

− Kit para obtención de cDNA SuperScript™ III First-Strand Synthesis 

SuperMix (Invitrogen) 

− Reactivo para cuantificación de ARN y ADN 

− PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix 

− Cebadores  

− RNAse zap 

− Agua libre de nucleasas 

Material de laboratorio consumible 

− Set de micropipetas (0.5-10 μL, 20-100 μL, 100-1000 μL) 

− Tips con filtro (10, 100, 1000 μl) 

− Microtubos de polipropileno (0.2, 0.5, 1.5 μl) 

− Homogeneizadores de tejidos 

− Papel Kimwipe 
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− Guantes de nitrilo 

− Mascarillas con filtros y lentes protectores para trabajo en laboratorio 

Equipos             

− Microcentrífuga refrigerada, marca Eppendorf 

− Agitador magnético, marca MRC  

− Minicentrífuga, marca Eppendorf 

− Agitador orbital, marca Invitrogen 

− Termociclador punto final MasterCycler, marca Eppendorf 

− Termociclador QuantStudio 5, marca Applied Biosystems 

− Nanodrop One C, marca Thermo Scientific 

− Fluorómetro Qubit versión 4, marca Invitrogen              

− Centrífuga de placas, marca Thermo Fisher 

− Analizador genético ABI 3500, marca Applied Biosystems 
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Protocolos utilizados en este estudio, siguiendo los procedimientos indicados por el 

fabricante.  

Extracción de ARN total 

Una larva completa fue homogenizada mecánicamente en 500 – 1000 µL de RNAzol RT 

en un tubo de 1.5 mL. Se añadió 400 µL de agua tratada con DEPC y se agitaron los 

tubos cada 5 min por 15 min a temperatura ambiente, para separar el ADN, proteínas y 

polisacáridos. La mezcla se centrifugó a 12 000 x g por 15 min a 4 °C. Se transfirió el 

sobrenadante a un nuevo tubo que contenía la misma cantidad de volumen de 

isopropanol 100 % para precipitar el ARN por 30 min a temperatura ambiente. Los tubos 

se centrifugaron a 12 000 x g por 30 min a 4 °C para obtener el pellet de ARN. El pellet 

obtenido fue lavado dos veces con etanol 75 °C y finalmente resuspendido en 20 – 30 

µL de agua DEPC. El ARN total obtenido fue almacenado a – 80 °C en una 

ultracongeladora (Enlace: https://www.mrcgene.com/product/rnazol-rt).  

 

Tratamiento con ADNasas 

Se añadió 0.1 volúmenes del buffer TURBO DNase 10X y 1 µL de la enzima TURBO 

DNase al ARN y se mezcló lentamente. El mix fue incubado a 37 °C por 30 min. Luego, 

se añadió 0.1 volumen del reactivo de inactivación y se agitó durante los 5 min de 

incubación a temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugó a 10 000 x g por 1.5 min 

y se transfirió el ARN sobrenadante a un tubo nuevo (Enlace: 

http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_055740.pdf). 

 

Síntesis de ADNc 

En un tubo 0.2 mL se mezcló ARN, 1 µL de hexámeros aleatorios 50 ng/µL como primer, 

1 µL de dNTP 10mM y agua DEPC, la combinación se incubó a 65 °C por 5 min. Luego 
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se añadió 10 µL del mix de síntesis de ADNc y se incubó 10 min a 25 °C seguido de 50 

min a 50 °C, por último a 85 °C por 5 min. Las soluciones se almacenaron a – 20 °C 

(Enlace: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/18080051#/18080051). 

 

Purificación del producto PCR 

Se añadió 3 volúmenes del buffer FB al producto de PCR, también 1 volumen de 

isopropanol absoluto y se mezcló inmediatamente. La mezcla se transfirió a la columna 

sobre un tubo de colección de 2 mL. El tubo cerrado fue centrifugado por 1 min a 14 000 

rpm. Se añadió 500 µL del buffer de lavado W2 y se centrifugó a 14 000 rpm por 1 min, 

este paso se repitió dos veces. Para remover completamente los residuos se centrifugó 

una vez más por 1 min a 14 000 rpm. La columna se transfirió a un nuevo tubo de colecta 

de 1.5 mL y se le añadió 20 µL de buffer de elución, se esperó por al menos 1 min y se 

centrifugó a 14 000 rpm por 1 min para la elución (Enlace: 

https://us.bioneer.com/pagecat1/accuprep/pcr-gel-purification-kit?tab=literature).  

 

Secuenciación por método de Sanger 

Se preparó un master mix conteniendo 4 µL del reactivo Premix, 2 µL del buffer de 

secuenciación BigDye, primer a 3.2 pmol, template y agua con un volumen final de 20 

µL para cada reacción. Los tubos se colocaron en el termociclador con el siguiente 

programa: 96 °C por 1 min seguido de 26 ciclos de 96 °C por 10 seg, 50 °C por 5 seg y 

60 °C por 4 min (Enlace: https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/cms_081527.pdf).  


