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INTRODUCCIÓN 

La cuantificación de los niveles de abundancia de transcriptos o mensajeros es esencial para 

comprender el funcionamiento de redes complejas de genes en los organismos. (Dekkers et al., 2012).  La 

PCR cuantitativa en tiempo real (RTqPCR por sus siglas en inglés), una variante de la reacción en cadena 

de la polimerasa PCR, es una metodología comúnmente utilizada para analizar esta abundancia (Bustin et 

al., 2002). Hay dos tipos de PCR en tiempo real: una es la qPCR de cuantificación absoluta que se basa en 

la elaboración de una curva de calibración que se construye mediante la determinación del ciclo umbral en 

diluciones conocidas de ADN y otra es la qPCR de cuantificación relativa que se basa en la relación entre 

los niveles de expresión de un gen de interés respecto a los niveles de expresión de un gen de referencia 

(Pfaffl et al., 2001). La medida de la abundancia de mensajeros por medio de la qPCR de cuantificación 

relativa es conveniente para investigar los cambios fisiológicos en los niveles de distintos mensajeros y en 

ella se comparan los niveles de mensajeros de un gen objeto respecto a la abundancia de mensajeros de 

un gen constitutivo, cuyos niveles se espera        e en las condiciones experimentales                  ) 

(Pfaffl et al., 2002).                                                             , también llamados 

“           f       ” son: 18S, GAPDH, ß-actina, entre otros. La estabilidad de un gen de referencia es 

relativa y su nivel de abundancia podría variar en las diferentes especies (Gutiérrez et al., 2008). Además, 

no hay genes que mantengan los niveles de abundancia de forma constante en todos los tejidos y bajo 

diferentes condiciones experimentales. Por ejemplo, en el hirame (Paralichthys olivaceus), la ß-actina es un 

gen estable en los tejidos de adultos, mientras que el gen 18S rRNA lo es más en las etapas del desarrollo 

embrionario (Zheng & Sun, 2011; Zhong et al., 2008). Por lo tanto, cuando se realizan estos estudios, se 

recomienda probar varios genes de referencia diferentes para poder                             para 

cada especie en particular y en ciertos casos, para cada tejido y/o condición experimental. 

El lenguado negro (Paralichthys orbignyanus), es una especie con importancia en la pesca 

comercial y con futuro potencial en maricultura. Si bien en la actualidad existen números trabajos sobre 

aspectos biológicos y reproductivos (Bambill et al., 2006; Boccanfuso et al., 2019; López et al., 2009a; 

2009b; Radonic et al., 2007; Radonic y Macchi, 2009; entro otros), no hay estudios con enfoques fisiológicos 

y/o genéticos. Uno de los primeros trabajos donde se realizó cuantificación de mensajeros en el lenguado 

negro fue el realizado por Campos y colaboradores en el año 2010. En este estudio, se analizó la variación 

de mensajeros codificantes para el neuropéptido-Y durante un periodo de dos semanas de restricción 

alimentaria (Campos et al., 2010). El mismo grupo de investigación, fue el que publicó la primera y única 

secuencia de un gen de referencia de lenguado negro disponible en la actualidad, la secuencia parcial del 
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gen de la ß-actina (EU542580) (Meier et al., 2009). La escasez de estudios genéticos de lenguado negro se 

evidencian claramente, cuando se realiza una búsqueda de secuencias nucleotídicas o proteicas en el 

repositorio público NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Esta búsqueda muestra como resultado solo 12 

secuencias disponibles. A modo comparativo, en otra especie de lenguado, el hirame, se encuentran 

realizando la misma búsqueda un total de 70.643 secuencias disponibles. 

Por todo lo mencionado, y siguiendo las normas MiQE (The Minimum Information for publication of 

Quantitative real-time PCR Experiments) que sugieren la utilización de más de un gen de referencia (Bustin 

et al., 2009), el presente estudio tuvo como objetivo buscar en el genoma del lenguado negro secuencias 

específicas de tres genes de referencia (18S ribosomal (18S), ribosomal protein L7 (rpl7) y beta-actina (ß-

actina), y diseñar oligonucleótidos para este tipo de estudios. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de las secuencias de los genes de referencia. 

Se realizó una búsqueda bioinformática por BLAST versión 2.2.29 de tres genes de referencia (18S 

ribosomal (18S), ribosomal protein L7 (rpl7) y beta-actina (ß-actina) en el genoma ensamblado sin anotar 

del lenguado negro (Paralichthys orbignyanus) (Burguener
 

et al., 2018) utilizando como molde las 

secuencias de los genes homólogos de otro lenguado filogenéticamente cercano, el hirame (Paralichthys 

olivaceus) (18S, nº de acceso LC155255.1, rpl7, XM_020087800.1 y ß-actina, nº de acceso HQ386788.1) 

(Anexo 1). 

 

Diseño de oligonucleótidos para PCR en tiempo real. 

Se diseñaron oligonucleótidos para RTqPCR con el programa Primer3Plus 

(www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y revisados con el programa OligoAnalizer 3.1 

(www.idtdna.com/calc/analizer) (Anexos 2 a 4).  

 

Los oligonucleótidos para RTqPCR fueron diseñadas bajo los criterios de: 

- La longitud del amplicón debía estar entre 80 y 200 nucleótidos (nt). 

- La temperatura de fusión debía estar entre 55 ºC y 60 ºC. 

- El contenido total de guaninas (G) y citosinas (C) debía estar entre el 40% y 60%. 

- La longitud del oligonucleótido debía estar entre 18 y 24 pb. 

- I             ú              x      3’   b   ser G o C. 

- N    b   h b          3    G   C           5 ú               x      3’. 

- Idealmente no se debieran formar dímeros entre el oligonucleótido sentido y el antisentido. 

 

En la Tabla 1 se resumen las secuencias de los oligonucleótidos diseñados. 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.idtdna.com/calc/analizer
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Tabla 1. Oligonucleótidos específicos diseñados para cada gen, para ser utilizados en estudios de 

abundancia de transcriptos o mensajeros (RTqPCR). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtención de muestras de tejido. 

Todas las muestras de tejidos (testículo, ovario y músculo) fueron dispuestas en tubos del tipo 

Eppendorf de 1.5 ml, previamente esterilizados y rotulados, congeladas rápidamente en nitrógeno líquido, y 

posteriormente almacenadas a -80 °C hasta realizar la extracción de ácido ribonucleico total (ARN total), en 

un periodo menor a un mes. 

 

Extracción de ARN total. 

Los tejidos fueron descongelados en hielo, posteriormente homogenizados en un equipo FastPrep 

24 (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, E.E.U.U.) durante 30 segundos en una solución comercial de 

TRIZOL® (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.). La extracción de ARN total se realizó siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El ARN total de todos los tejidos fue disuelto en agua ultrapura, libre de 

ARNasas (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.), en un volumen de 40 μl, excepto las muestras de hipófisis 

que fueron re-suspendidas en 11 μl con el fin de concentrar la cantidad de ARN total. Posteriormente, se 

midió la concentración de ARN en μg/μl y la relación 260/280 de todas las muestras con un 

espectrofotómetro Sinergy H1 (BioTek Instruments Inc, Winooski, Vermont E.E.U.U.). Además, algunas 

muestras representativas de ARN total fueron sometidas a electroforesis, bajo condiciones 

desnaturalizantes, en un gel agarosa al 1 % con formaldehido 3 % para confirmar la integridad de las 

muestras. Finalmente, todas las muestras de ARN total se almacenaron a -80 ºC hasta realizar la reacción 

de retro-transcripción. 

 

Retro-transcripción del ARN total. 

El ARN total fue tratado con ADNasa (1 U/μl, DNAase I Amp. Grade, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

E.E.U.U.) siguiendo el protocolo recomendado por la empresa, con el objeto de digerir el ADN genómico 

(ADNg) que pudiera quedar en la muestra durante la extracción de ARN total. Luego del tratamiento con 

ADNasa, el ARN obtenido se utilizó como molde para la síntesis del ADN copia (ADNc). La mezcla de 

reacción fue preparada con 100 U de SuperScriptTM II (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.), 20 U de 

inhibidor de ARNasa (RNase OUT, Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.), 1 μl de DTT 0.1 M, 1 μl de 

oligonucleótido adaptador (AP) con oligo d (T) 2,5 mM y 1 μl de dNTPs 10 mM, en un volumen final de 20 μl. 

Las reacciones se hicieron en un termociclador Eppendorf MasterCycler (Eppendorf, Alemania) durante 50 

Nombre de gen 

 

Sentido del oligonucleótido 

 5’→3’) 
Producto (pb) 

Nombre del 

oligonucleótido 

18S TGTGCCGCTAGAGGTGAAAT 157 18SPOFw2 

 GATCGCTAGTTGGCATCGTT  18SPORv2 

rpl7 ATATGGCATCATCTGCGTTG 

TTGATCTGATCCTCCCTGTTG 

180 

 

RPL7POFw1 

RPL7PORv1 

ß-actina AGCTCTGGCCCCATCCACCA 

TTTGCGGTGGACGATGGAGG 

166 

 

BetaActPOFw1 

BetaActPORv1 
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min a 42 ºC y 15 min a 70 ºC. 

 

Amplificación por PCR 

Se procedió con la puesta a punto y amplificación de los genes por PCR en tiempo final. Para eso 

se usaron ADNc de testículo y ovario total como molde para amplificar 18S, rpl7 y ß-actina. Cada tubo de 

reacción contenía 10 mM de cada oligonucleótido, 1 μl de dNTPs 1 0mM, 1-2 μl de MgCl2, 1X de solución 

amortiguadora, 0,5 U/μl de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.), 1 μl de ADNc y agua ultra-

pura (Invitrogen, Carlsbad, CA, E.E.U.U.) en un volumen final de 15 μl. Todas las reacciones de 

amplificación se realizaron en un termociclador Eppendorf MasterCycler (Eppendorf, Alemania) con las 

siguientes condiciones: 94 °C durante 3 min, posteriormente 35 ciclos de 94 °C durante 30 s, Tm 

(temperatura de fusión) de los oligonucleótidos durante 30 s (72 °C durante 30 s y una etapa final de 72°C 

durante 4 min. En el caso de gen rpl7 se utilizaron las mismas condiciones que los dos otros genes de 

referencia, pero el Tm de los oligonucleótidos utilizado fue de 52.1°C, 54,7°C y 55.2°C. 

Los productos amplificados por PCR fueron separados en un gel de agarosa 1% con 0.01% de 

GelRed en solución amortiguadora de tris-base, ácido bórico y EDTA (TBE). Todos los geles fueron 

observados en un trans-iluminador Fotodyne con analizador de imágenes (Hartland, WI, E.E.U.U.). 

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Las búsquedas bioinformáticas realizadas en el genoma del lenguado negro mostraron 

alineamientos con altos grados de identidades para los genes de referencia estudiados (18S, rpl7 y ß-

actina). Los Anexos 2 a 4 muestran el detalle del trabajo realizado con las secuencias crudas de los tres 

genes de referencia, obtenidos del genoma del lenguado negro, y cómo fueron diseñados los 

oligonucleótidos. En el gen 18S se encontró en un solo Scaffold (Scaffold286795) de 585 pb. Un Scaffold es 

una porción del genoma que fue reconstruida a partir de secuenciación wgs (whole shotgun sequencing). En 

este gen, el alineamiento por Clustal-W obtuvo tres fragmentos (190, 171 y 158 pb), todos con una identidad 

mayor al 98% (Anexo 2). El gen rpl7 se ubicó en dos Scaffolds (Scaffolds49587 y Scaffold47636) con 

tamaños de 2110 y 1967 pb e identidades superiores al 98% en todos los casos. Por último, en gen ß-actina 

se localizó en el Scaffold16250 y presentó un tamaño de 8618 pb (Anexo 3). En el caso del gen de la ß-

actina, el gran tamaño del Scaffold permitió obtener el marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en 

inglés). Esto incluye el codón de inicio ATG hasta el codón de parada TAA. Esto es importante porque 

permite tener las secuencias de los intrones y exones del gen, así poco su secuencia promotora. El gen ß-

actina ya se había secuenciado de forma parcial anteriormente (EU542580, Meier et al., 2009) (Anexo 4). 

Con excepción del gen ß-actina, donde se obtuvo la secuencia completa del gen, los otros genes se 

obtuvieron de forma parcial. Sin embargo, esto no representó un impedimento para diseñar los 

oligonucleótidos específicos para el lenguado negro. Todos los oligonucleótidos diseñados cumplieron los 

criterios necesarios para oligonucleótidos de RTqPCR. La Figura 1 muestra los resultados de la PCR en 

tiempo final para los genes: ß-actina y 18S, y se observan los tamaños de los productos esperados 

correspondientes a 166 pb y 157 pb, respectivamente. 
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Figura 1. Imagen realizada con un trans-iluminador Fotodyne de los productos amplificados de ß-

actina y 18S separados en un gel de agarosa 1% con 0.01% de GelREd en solución amortiguadora de tris-

base, ácido bórico y EDTA (TBE). 

 

La Figura 2 muestra los resultados de la PCR en tiempo final para el gen rpl7.  En este gen, no 

amplificó la banda esperada en la Temperatura óptima de los oligonucleótidos (54,7°C), ni con otras dos 

temperaturas (52.1°C,y 55.2°C).  En ninguna de las temperaturas se logró amplificar una banda. Esto podría 

deberse a un problema de los oligonucleótidos porque los ADNc utilizados fueron los mismos que los otros 

genes que sí funcionaron. Si bien en el diseño de los oligonucleótidos se evitó un diseño que genere 

complementariedad de los oligonucleótidos, no puede descartarse que esto se halla generado en la 

reacción de PCR y en ese supuesto, si los oligonucleótidos se hibridasen entre sí en lugar de hibridar con el 

DNA muestra, podría verse afectada la eficiencia de la PCR.  

 

  

 
 Figura 2. Imagen realizada con un trans-iluminador Fotodyne de los productos amplificados 

de rpl7 separados en un gel de agarosa 1% con 0.01% de GelREd en solución amortiguadora de tris-base, 

ácido bórico y EDTA (TBE).  
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Los oligonucleótidos diseñados en el presente estudio permitirán realizar, a futuro, estudios de 

abundancia de mensajeros en el lenguado negro. Sin embargo, deberá comprobarse si los mismos son 

eficientes en diferentes etapas del desarrollo, ya sean estadios larvales, juveniles o adultos. El poder elegir 

entre varios genes de referencia distintos en el lenguado negro permitirá utilizar el gen más estable en cada 

caso, por ejemplo, el gen 18S rRNA para estudios con individuos en estadios embrionarios y el gen ß-actina 

para estadios adultos (Zhong, et al., 2008). Por otro lado, se deberá tener particular atención en cada caso, 

dependiendo del tipo de tejido en que se quiera medir, ya que se sabe que la estabilidad de estos genes no 

actúa de forma uniforme en todos los tejidos (Zheng y Sun, 2011). Por lo tanto, para aumentar la 

confiabilidad de los oligonucleótidos diseñados para qRT-PCR, la validación de cada uno de los genes 

debería realizarse para cada tipo de tejido y condición experimental. Por último, y para confirmar que los 

oligonucleótidos diseñados amplifican bandas que corresponden a los genes de interés, se debería extraer 

las mismas del gel, purificarlas con un kit de extracción y enviar a secuenciar.  
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ANEXO 1. Secuencias nucleotídicas de los genes 18S, rpl7 y ß-actina del hirame, Paralichthys olivaceus 
obtenidas del GenBank. 
 
>LC155255.1 Paralichthys olivaceus gene for 18S ribosomal RNA, partial sequence 

TAGCATATGCTTGTCTCAAAGATTAAGCCATGCAAGTCTAAGTACACACGGCCGGTACAGTGAAACTGCGAATGGCTCATTAAATCAGT

TATGGTTCCTTTGATCGCTCTCACGTTACTTGGATAACTGTGGCAATTCCAGAGCTAATACATGCCAACGGGCGCTGACCTTCGGGGAC

GCGTGCATTTATCAGACCCAAAACCCATGCGGGGTGCCCCACCCGGGGTGCCCCGGCCGCTTTGGTGACTCTAGATAACCTCGAGCTGA

TCGCTGGCCCTCGTGGCGGCGACGTCTCATTCGAATGTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTACTTTTTGTGCCTACCATGGTGACCACG

GGTAACGGGGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCC

ACTCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACGAAAAATAACAATACAGGACTCTTTCGAGGCCCTGTAATTGGAATGAGTACACTTTAAATCCTT

TAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATCTTAAAGTTGCTGCAGTTAAA

AAGCTCGTAGTTGGACCTCGGGATCGAGCTGACGGTCCGCCGCGAGGCGAGCTACCGTCTGTCCCAGCCCCTGCCTCTCGGCGCCCCCT

CGATGCTCTTAGCTGAGTGTCCCGCGGGGTCCGAAGCGTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCCGGTCGCCTGAATAC

CGCAGCTAGGAATAATGGAATAGGACTCCGGTTCTATTTTGTGGGTTTTCTTCTCTGAACTGGGGCCATGATTAAGAGGGACGGCCGGG

GGCATTCGTATTGTGCCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGACCGGCGCAAGACGGACGAAAGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTA

ATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCCGACCGTAAACGATGCCAACTAGCGATCCGGCGGCGTT

ATTCCCATGACCCGCCGGGCAGCGTCCGGGAAACCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAAT

TGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAACCTCACCCGGCCCGGACACGGAAAGGATTG

ACAGATTGATAGCTCTTTCTCGATTCTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAA

CGAACGAGACTCCGGCATGCTAACTAGTTACGCGGCCCCGTGCGGTCGGCGTCCAACTTCTTAGAGGGACAAGTGGAATTTAGCCACAC

GAGATTGAGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCTGCACGCGCGCCACACTGACTGGATCAGCGTGTGTCTACCCTT

CGCCGAGAGGCGCGGGTAACCCGCTGAACCCCACTCGTGATAGGGATTGGGGATTGCAATTATTTCCCATGAACGAGGAATTCCCAGTA

AGCGCGGGTCATAAGCTCGCGTTGATTAAGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGGATGGTTTAGTGAGGTC

CTCGGATCGGCCCCGCCGGAGTCGGTCACGGCCCTGGCGGAGCGCCGAGAAGACGATCAAACTTGACTATCTAGAGGAAGTAAAAGTCG

TAACAAGGTTT 

 

>XM_020087800.1 PREDICTED: Paralichthys olivaceus ribosomal protein L7 (rpl7), mRNA  

AATCAGGCAGTTGGACGGACAGCCACCCGGGGTCCTCAATCCTTTAACGCGGACATGCGCACAGGAATATTCCTCTTTCTCGGTGGACG

CAATGGCGGACGCAGAAAAAAAGGTTCCGGCGGTCCCTGAGAGCCTTTTGAAAAGGCGAAAGGCCTTCGCCACCATGAAGGCCATCCGT

ATCAAGAAGATGCTGGCTGAGAAAAAAGCCCGCAAAGTGACCAGGAAGCTGATTTACAAGAGGGCTGAGAAGTACCACAAGGAGTACAG

GCAGATGTACCGACGTGAGGTCCGTCTGTCCCGTACTGCTCGCAAAGTGGGAAACTACTATGTCCCAGCCGAACCCAAACTGGCCTTTG

TCATCAGGATCAGAGGTATCAATGGCGTCAGCCCCAAAGTCCGCAAAGTTCTGCAGCTGCTCCGTCTGCGCCAGATCTTCAACGGTGTG

TTCGTCAAGTTGAACAAGGCTTCAATCAACATGCTGAGGATCGCCGAGCCGTACATTGCTTGGGGCTACCCCAACCTGAAGTCTGTCCG

TGAGCTCATCTACAAACGTGGCCATGGCAGAATGAGGAAACAGCGCATCGCCCTCACAGACAACGCTCTGGTGGAGAAGGCTCTCGGCA

AATATGGCATCATCTGTGTTGAGGACCTCATCCATGAGATTTACACAGTTGGCAAGAACTTCAAGCCCGCCAACAACTTCCTGTGGCCC

TTCAAACTGTCGTCACCCCGTGGTGGTATGAACAAGAAGACCACACACTTTGTGGAGGGAGGAGATGCCGGCAACAGGGAGGATCAGAT

CAACAGAATGGTCAGGAGGATGAACTAAATTTATGGTTTTCAAAGGACTCATTGTACAATAAAAACGTTGAGAAAACCCA 

 

>HQ386788.1 Paralichthys olivaceus beta-actin mRNA, complete cds 

ATGGGGACTCTGAGCGCCGTCACACGCAGCTCGTGCGGGATATCACTTGCCTGGAACCGGTTCCCTTAAAGCGAAAAGCCCCCCCACCC

AAAAAAGTTCAGCCATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGACGAC

GCCCCTCGTGCTGTCTTTCCCTCCATTGTTGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGGGCCAGAAGGACAGCTACGTAGG

TGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGA

TCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAGAGTCGCCCCAGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCTAAAGCC

AACAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAAGCTGTGCTGTCCCTGTACGC

CTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTACGAGGGCTACGCCCTGCCCCACG

CCATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCATGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACA

GCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCTGCCTCCTC

CTCCTCCCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGTCCAGAGGCCCTCTTCC

AGCCTTCCTTCCTCGGTATGGAGTCCTGTGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGAT

CTGTACGCCAACACTGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCC

ATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCTTCCCTGTCCACCT

TCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAAACAGACTGTTCCTCC

TCTCCCTCCCCAACCAAACGCCCAACAACTTCAGCTCTGTGCAAAACAACCACACCACACATCTCTCATACACACTCAGGCGCAGAGCC

TTGATGACCAACTCATTGGCATGGCTTCAGTTATTTTTGGCGCTTGACTCAGGATTTTAAAACTGGAACGATGGAGACAGTAATGTTTG

GCTAGGTTTAAAACAAAAAGCACCCCAAGGTTCTGCAGTTGCATCTGGGGACTTAAAAATGTACATTTGTTTTTTTCTTTAGTTTTATT

TTTTTCGAGTCATTCCAAATGTTTGTTAACTGCATTGTTCAGACACATGGTTCCAAATGTTAACTGCATTGTTCAGACACGTATTCGCC

TCTGTGAAGGCTGCCCAGTGGTTGGCGCATACTTAAACATGGTTGTAGTATCGCTTGTATGTAAATTATGTCTGGGGTTTTTTGTACTT

TCAGCCTTAAAAATATCTTGGTCCTGTTAATTTTCTTGTTTTTTGTTATGCAAAACCCAATCGTGACCTCTTCTTCCCCCTGTTGGAGG

TTTCATCCCCGGGGTGGTGGGGCAAGGGGTCTCGAAGTGATGGGGTAACATGGGGTGCCAGACCGGTGGGGCCAACCTGTACACTGACT

AAACAATCCCAATAAAGTGCACATGTGTTCCGAAAAAAAAAAAA 
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Anexo 2. Trabajo con las secuencias realizado para el diseño de oligonucleótidos del gen 18S en el 
lenguado negro. 
 
1. El primer paso fue obtener el/los Scaffold/s donde se encuentra localizado el gen 18S en el genoma del 
lenguado negro. 
 
>scaffold286795|size585 

CACGGGGCCGCGTAACTAGTTAGCATGCCGGAGTCTCGTTCGTTATCGGAATTAACCAGACAAGTCGCTCCACCAACTAA

GAACGGCCATGCACCACCACCCACAGAGTCGAGAAAGAGCTATCAATCTGTCAATCCTTTCCGTGTCCGGGCCGGGTGAG

GTTTCCCGTGTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGGAATAACGCCGCCGGATCGCTAGTTGGCATCGTTTA

CGGTCGGAACTACGACGGTATCTGAGCGTCTTCGAACCTCCGACTTTCGTTCTTGATTAATGAAAACATTCTTGGCAGAT

GCTTTCGCGTTCGTCCGTCTTGCGCCGGTCCAAGAATTTCACCTCTAGCGGCACAATACGAATGCCCCCGGCNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAAATAGAACCGGAGTCCTATTCCATTATTCCTAGCTGCGGTATTCAGGCGA

CCGGGCCTGCATTGAACACTCTAATTTTTTCAAAGTAAACGGTTCGGACCCCGCGGGACACTCAGCTAAGAGCATCGAGG

GGGCGCCGAGAGGCAGGGGCTGGGA 

 
2. Se utilizo la secuencia del Scaffold 286795 para hacer un alineamiento por Clustal-W. 
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3.               “        C         ”                        ff         direccionar la secuencia en el 
sentido 5’→3’. 
 

>scaffold286795|size585 REVERSE COMPLEMENT 

TCCCAGCCCCTGCCTCTCGGCGCCCCCTCGATGCTCTTAGCTGAGTGTCCCGCGGGGTCCGAACCGTTTACTTTGAAAAA

ATTAGAGTGTTCAATGCAGGCCCGGTCGCCTGAATACCGCAGCTAGGAATAATGGAATAGGACTCCGGTTCTATTTTGNN

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGCCGGGGGCATTCGTATTGTGCCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGACCG

GCGCAAGACGGACGAACGCGAAAGCATCTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCGAAGACGC

TCAGATACCGTCGTAGTTCCGACCGTAAACGATGCCAACTAGCGATCCGGCGGCGTTATTCCCNNNNNNNNNNNNNNNNN

NNNNNNNNNNNNNNACACGGGAAACCTCACCCGGCCCGGACACGGAAAGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTCGACTC

TGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGACTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAACGAGACTCCGGCA

TGCTAACTAGTTACGCGGCCCCGTG 

 
4. De los 3 fragmentos detectados, se trabajo con el fragmento 2 por su alta homología con otros 
Pleuronectiformes. 
 
Fragmento 2  
GCCGGGGGCATTCGTATTGTGCCGCTAGAGGTGAAATTCTTGGACCGGCGCAAGACGGACGAAAGCGAAAGCATTTGCCA

AGAATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCCGACCGTAAACGAT

GCCAACTAGCGATCCGGCGGCGTTATTCCC 

 
5. Se diseñaron un par de juegos de oligonucleótidos en el fragmento 2. Si bien ambos pares de primers, a 
priori,  cumplen los requisitos necesarios, se seleccionó el que presentó los mejores valores de temperatura 
óptima de hibridación o annealing. 

 

 

Upper Primer: 18SPOFw1 20-mer 5' TATTGTGCCGCTAGAGGTGA 3'

Lower Primer: 18SPORv1 20-mer 5' GATCGCTAGTTGGCATCGTT 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Overall Stability

Primer Location

50.9 ░C

-37.6 kc/m

15..34

51.9 ░C

-38.6 kc/m

174..155

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

24.3 ░C

1.0 ░C

53.0 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

160 bp

75.2 ░C

47.5%

96.8 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 47.0 40.5 34.0 14.5

10 0.051 0.062 63.6 57.1 50.6 31.1

50 0.256 0.312 75.2 68.7 62.2 42.7

165 0.846 1.031 83.8 77.3 70.8 51.3

330 1.692 2.062 88.8 82.3 75.8 56.3

500 2.564 3.125 91.8 85.3 78.8 59.3

1000 5.128 6.250 96.8 90.3 83.8 64.3

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 85.0 ░C

Upper Primer: 18SPOFw2 20-mer 5' TGTGCCGCTAGAGGTGAAAT 3'

Lower Primer: 18SPORv2 20-mer 5' GATCGCTAGTTGGCATCGTT 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Overall Stability

Primer Location

52.4 ░C

-38.6 kc/m

18..37

51.9 ░C

-38.6 kc/m

174..155

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

23.5 ░C

0.4 ░C

53.5 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

157 bp

75.5 ░C

48.4%

97.0 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 47.2 40.7 34.2 14.7

10 0.051 0.062 63.8 57.3 50.8 31.3

50 0.256 0.312 75.5 69.0 62.5 43.0

165 0.846 1.031 84.1 77.6 71.1 51.6

330 1.692 2.062 89.1 82.6 76.1 56.6

500 2.564 3.125 92.1 85.6 79.1 59.6

1000 5.128 6.250 97.0 90.5 84.0 64.5

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 85.3 ░C
 

 
18SPOFw1: 5´ TAT TgT gCC gCT AgA ggT gA 3´  Tm= 50.9 ºC 
18SPORv1: 5´ AAC gAT gCC AAC Tag CgA TC 3´  Tm= 51.9 ºC 
18SPOFw2: 5´ TgT gCC gCT AgA ggT gAA AT 3´  Tm= 52.4 ºC 
18SPORv2: 5´ gAT CgC Tag TTg gCA TCg TT 3´  Tm= 51.9 ºC 
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Anexo 3.Trabajo con las secuencias realizado para el diseño de oligonucleótidos del gen RPL7 en el 
lenguado negro. 
 
1. El primera paso fue obtener el/los Scaffold/s donde se encuentra localizado el gen RPL7 en el genoma 
del lenguado negro. 
 

>scaffold49587|size1967 

CAATGCCATACCGAGAGCCTTCTCCACCAGAGCATTGTCTGTGAGAGCGATGCGCTGTTTCCTCATCCTGCCATGGCCAC

GCTTGTAGATGAGCTCACGCACAGACTTCAGGTTGGGGTAGCTGGGAGTGTAAGTGGGTCACAGACAATTTGAAACAAGT

TCAAATCAAGCCAATAAATGCATTTCACAACAGCATGGGATTTACACAAGCAACACTAAAATAAAGCAAATCATTAAGAA

ATGGAACGATTTTCAAACTCTAATTTTACTAAGTGTCACTGACCCGCTGCATAACATAAAATTAGACATTTGCTGAAAAT

ATGAAGCCGTGTCAGCATCAGTGAGATGAGTAGACGAACCCAAATCATCATGAAGACAGAAAATGGCTACAATCAAATGT

TTGGTGCTCTCAACACTCAGATTAAATGTAATGAATGAGCTTTGAAAGACTTCAGGTGACAAAAATCATAGCAGTGAAAT

AATGAGTTCATGTACAAAGCAATCACCATAAAACTAGGAACCTCACTTATTAATGGTCATTAATTTCATTAAGCAGCACA

GCTAGTAGCATTGGACATTCACATCTCTTATGATAAGCTACACCCTCCTTTATGGATGTGTATATTTAAAACAAATACCA

CAAATGCTTTTCATGATTGTGGCTGTACTCCATTGAGAGAACAGATTAACTTCATGTTGCAAATATGGATATAAATAGTG

TTAAAATCTATTCGTCATGGAATGTAGTTTCAGACAAAATTGGCTTATTTTCAGTCGAAATTCACCAGGGTCGATAAGAT

GGGGAAAAAAGTTGAGCATCACTAACCACATTCCAGACAGGCAATCAGTGCCATGATCAACATTCATGTGTTAATCCTGA

TTCTAGTGTGTGCACTCAAAACGAAAACGTGTTCATTTGTATCCAACAGACAATGTCTTACCCCCAAGCAATGTACGGCT

CGGCGATCCTCAGCATGTTGATTGAAGCCTTGTTCAACTTGACGAACACACCGTTGAAGATCTGGCGCAGACGGAGCAGC

TGCAGAACTTTGCGGACTTTGGGGCTGACGCCATTGATACTGGAAAACACATTGAGTGCAATGTGATTAGCATGATTCAG

TGTCAAGAGTTCTGTCAAACTGCAGCATTATGTGTGGTTTCAGAATATAATTGGCTTATTTTGAACATGAATCACCATAG

TCGATCAGTCGGGGAAAGAGAATACATCATTAACCACGAGAGCCGCAGCACAACATTCACATGGATTGCATAGTTAACCA

CATTGAGGAGTTACTGAATGAATGTTCCTCACTTATATATAAAAAAAGCATGTTCAGAGTTTTAAGCAGTCTTTAAGAGG

CCATCACTGTCATGTTACTTCACTGAGTAACTAAAACAGCGTTAACACTTGTAGCTTTCATGATATTGCATAAAAGCAAC

AGGATTTCAGGATGAACTTCACTCAAGAATATAATATTTGAATCATACTCAGTAATACCCTCAGTAATCCATGTAAATGT

TGCTGACAACGTTGTGCTCAACAGGGACAGTTGTGTTCCCACAGTGAACTCCACTCACCCTCTGATCCTGATCACAAAGG

CCAGTTTGGGTTCAGCTGGGACATAGTAGTTTCCCACTTTGCGAGCAGTGCGGGACAGACGGACCTCACGCCGGAACATC 

TGCCTGTACTCTGCGTGGTACTTCTCAGCCCTCTTGTAGATCAGCTTCCTGGTCACTTTGCGGGCCTGTGGACACACGTG

CACATCTTCAGTGAGACCGACACTTGTTCATACATGTGCATCAGGTCTTCAAAGATCTCATTTCTCGTGTCTTCGGACCT

ACTTTTTTCTCAGCCAGCATCTTCTTGATACGGATGGCCTTCATGGTGGCGAAGGCCTTTCGCCTTTTCAAAAGGCTCTC

AGGGACCGCCGGAACCTTTTTTCTGTCGAAAACATAGAAAACTCAGT 

 

>scaffold47636|size2110 

GCAGGTTTACCGATTCAATCACGTTTCTCTGGAAGAAAAGCCATCGACACATCTTACCCCCTGAACATGAGGCCTCCGAT

GAAGGACTCCCCATCCCCGCACTCTACAACACACATGAACGGTGGTCCTCACTCACATGTTAGCTAGCTGCATGTATCGT

AGCACATGTATGTAGCGTGTTTACTCACTGCTCCTCGGCTGTGTGGCAGGAAGCGTCCTCCTCATGTGGATCTTCTGTCT

GAAGGCGGCTCGTCCTCCGCCCGCTCCCATCCCGAGGCTCCGGTACGCGAGGCGTCCGGAGGCGTCGGGGCCCCGCTGGG

CTGTTCGAGCCTCGGCGGCGGCTGAAGAGGAGCTCGCCTGGTAAGTCGTCATGCTGGGAGCCGCCATGGAGACAGGCCCA

TCCCGTTATTGAGCGGAAGCGGGGAATAAGTGTGTCATTGTACCGGAGGAGTCTGATCATCACCGAGCGGCGAGGCTGCG

ACACCAGGTTACCATGGTGACGGGCTCATTGCATTACCGGTGGCCGTGAACGCGTCACTGGAGATGGAGGTTCACCCACA

TGTTTAATTTAACTGGTTACCACTGCACGACTCCTGCCACGCGACAGGTCCACAGGTTTTTACTGTAGAAAGCTCAGGAG

ATAATTTAATGTGCTGTGTCGCTAAATGTTTATCTGCTACAAGTGTTTTCTTTGATAAACGCTCGATAGACACTCATGAC

ATTTTGCATCACATGGAGGACGAGGCGAGCACACAGGATCATTTTAGGTTATGAATTCCTTCACTATATTTCCCAGCACA

TTTCTTATATGCAGTGATCATGTGATCTGCATGTTCTCACCTTTTTGTCTTATCATTTAGCATGAAAAAAAAAGGCAACA

CCGATAAAACAACGTAGGTTGAGGCGGAAAAGACACCAAATAAAATTACGGACTGAAAGGAAAGATCAAACTTGACAAAA

GTGGGTTTTCTCAACTTTTTTATTGTACAATGAGTCCTTTGAAAACCTGGAAGAAAAATAAGACACCATTAAAAACTAAA

CATGACCACTTTCATTCCAGATCTTTTAAAATGAAAGATGAACAAAATTAGATTTGATCTTGCAATGCATCTTCACTGTC

TTGTATATTTGCAGTGAGTGATTTGATGCTTAATGGTTTGAGATGTGGTTTCAGACATTTTTGGCTTAATTTCAGCAGGT

TTTCACCATAGTCGATAAGATGGGGAAAAAAGAATATGCATCATTAACCACATCTAAAGACATTCCTAGAGTCAACACCT

GCACATGTTCATTGAACTCACCATAAATTTAGTTCATCCTCCTGATCATTCTGTTGATCTGATCCTCCCTGTTGCCGGCG

TCTCCTCCCTCCACAAAGTGTGTGGTCTTCTTGTTCATACCACCGCGGGGTGACGACAGTTTGAAGGGCCACAGGAAGTT

GTTGGCGGGCTTGAAGTTCTTGCCAACTGTGTAAATCTCATGGATGAGGTCCTCAACGCAGATGATGCCATATTTGCCTG

CAGAAAAAAAAACACTTAAGTGTTAGATGTGTAACTGAACAAATTATTTTTCACTAAACTACCTTTTCTTGGTGTCAGAA

GGCAAAAGACAATTTGTCCATGTGGAAAAAAAAAAGGGAAGCCACAAACTGTATAATATTGGAAATTCTGGCTGACTGGT 

TAGCAGAGCAATTGTGCATTTAGCCCAGACTTCAGGGACTCATTCCTCAGATTTAAATTGAACATAAAGAAGATCCTGAT

GTAAGGTCAGACTGACATGTGGTTTCAGACCAAACTGGCTTAGTTTTCAGTTTTCTCACCAGAGTCGATAAGACGGGGAA

AAAAGTGTGCATCATTAACCACATGCAGCTGTGCCTCAGTGTCGTATACATGTTTGAGTACATGAGTATGCAAATCCATC

ACTATGCAACAGTTCACCCTGCATGNGTGCAACAGTTCACCCTGCATGTACTATATATAACGCATGATGGCTTGGTCTCT

GATAAAGCTACACAAATATAAGCATATAACATTTCAAGATGTTAAATCAATGCCATACCGAGAGCCTTCTCCACCAGAGC

ATTGTCTGTGAGAGCGATGCGCTGTTTCCT 
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2. Se utilizaron fragmentos de las secuencias de los Scaffolds: 49587 y 47636 para hacer alineamientos por 
Clustal-W. 
 

 
 
 

 
 

 

3.               “        C         ”    las secuencias de los Scaffolds: 49587 y 47636  para direccionar 
las secuencias en el sentido 5’→3’. 
 
>scaffold49587|size1967 REVERSE COMPLEMENT 

ACTGAGTTTTCTATGTTTTCGACAGAAAAAAGGTTCCGGCGGTCCCTGAGAGCCTTTTGAAAAGGCGAAAGGCCTTCGCC

ACCATGAAGGCCATCCGTATCAAGAAGATGCTGGCTGAGAAAAAAGTAGGTCCGAAGACACGAGAAATGAGATCTTTGAA

GACCTGATGCACATGTATGAACAAGTGTCGGTCTCACTGAAGATGTGCACGTGTGTCCACAGGCCCGCAAAGTGACCAGG

AAGCTGATCTACAAGAGGGCTGAGAAGTACCACGCAGAGTACAGGCAGATGTTCCGGCGTGAGGTCCGTCTGTCCCGCAC

TGCTCGCAAAGTGGGAAACTACTATGTCCCAGCTGAACCCAAACTGGCCTTTGTGATCAGGATCAGAGGGTGAGTGGAGT

TCACTGTGGGAACACAACTGTCCCTGTTGAGCACAACGTTGTCAGCAACATTTACATGGATTACTGAGGGTATTACTGAG

TATGATTCAAATATTATATTCTTGAGTGAAGTTCATCCTGAAATCCTGTTGCTTTTATGCAATATCATGAAAGCTACAAG

TGTTAACGCTGTTTTAGTTACTCAGTGAAGTAACATGACAGTGATGGCCTCTTAAAGACTGCTTAAAACTCTGAACATGC

TTTTTTTATATATAAGTGAGGAACATTCATTCAGTAACTCCTCAATGTGGTTAACTATGCAATCCATGTGAATGTTGTGC

TGCGGCTCTCGTGGTTAATGATGTATTCTCTTTCCCCGACTGATCGACTATGGTGATTCATGTTCAAAATAAGCCAATTA

TATTCTGAAACCACACATAATGCTGCAGTTTGACAGAACTCTTGACACTGAATCATGCTAATCACATTGCACTCAATGTG

TTTTCCAGTATCAATGGCGTCAGCCCCAAAGTCCGCAAAGTTCTGCAGCTGCTCCGTCTGCGCCAGATCTTCAACGGTGT

GTTCGTCAAGTTGAACAAGGCTTCAATCAACATGCTGAGGATCGCCGAGCCGTACATTGCTTGGGGGTAAGACATTGTCT

GTTGGATACAAATGAACACGTTTTCGTTTTGAGTGCACACACTAGAATCAGGATTAACACATGAATGTTGATCATGGCAC

TGATTGCCTGTCTGGAATGTGGTTAGTGATGCTCAACTTTTTTCCCCATCTTATCGACCCTGGTGAATTTCGACTGAAAA

TAAGCCAATTTTGTCTGAAACTACATTCCATGACGAATAGATTTTAACACTATTTATATCCATATTTGCAACATGAAGTT

AATCTGTTCTCTCAATGGAGTACAGCCACAATCATGAAAAGCATTTGTGGTATTTGTTTTAAATATACACATCCATAAAG

GAGGGTGTAGCTTATCATAAGAGATGTGAATGTCCAATGCTACTAGCTGTGCTGCTTAATGAAATTAATGACCATTAATA

AGTGAGGTTCCTAGTTTTATGGTGATTGCTTTGTACATGAACTCATTATTTCACTGCTATGATTTTTGTCACCTGAAGTC

TTTCAAAGCTCATTCATTACATTTAATCTGAGTGTTGAGAGCACCAAACATTTGATTGTAGCCATTTTCTGTCTTCATGA
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TGATTTGGGTTCGTCTACTCATCTCACTGATGCTGACACGGCTTCATATTTTCAGCAAATGTCTAATTTTATGTTATGCA

GCGGGTCAGTGACACTTAGTAAAATTAGAGTTTGAAAATCGTTCCATTTCTTAATGATTTGCTTTATTTTAGTGTTGCTT

GTGTAAATCCCATGCTGTTGTGAAATGCATTTATTGGCTTGATTTGAACTTGTTTCAAATTGTCTGTGACCCACTTACAC

TCCCAGCTACCCCAACCTGAAGTCTGTGCGTGAGCTCATCTACAAGCGTGGCCATGGCAGGATGAGGAAACAGCGCATCG

CTCTCACAGACAATGCTCTGGTGGAGAAGGCTCTCGGTATGGCATTG 

 
>scaffold47636|size2110 REVERSE COMPLEMENT 

AGGAAACAGCGCATCGCTCTCACAGACAATGCTCTGGTGGAGAAGGCTCTCGGTATGGCATTGATTTAACATCTTGAAAT

GTTATATGCTTATATTTGTGTAGCTTTATCAGAGACCAAGCCATCATGCGTTATATATAGTACATGCAGGGTGAACTGTT

GCACNCATGCAGGGTGAACTGTTGCATAGTGATGGATTTGCATACTCATGTACTCAAACATGTATACGACACTGAGGCAC

AGCTGCATGTGGTTAATGATGCACACTTTTTTCCCCGTCTTATCGACTCTGGTGAGAAAACTGAAAACTAAGCCAGTTTG

GTCTGAAACCACATGTCAGTCTGACCTTACATCAGGATCTTCTTTATGTTCAATTTAAATCTGAGGAATGAGTCCCTGAA

GTCTGGGCTAAATGCACAATTGCTCTGCTAACCAGTCAGCCAGAATTTCCAATATTATACAGTTTGTGGCTTCCCTTTTT

TTTTTCCACATGGACAAATTGTCTTTTGCCTTCTGACACCAAGAAAAGGTAGTTTAGTGAAAAATAATTTGTTCAGTTAC

ACATCTAACACTTAAGTGTTTTTTTTTCTGCAGGCAAATATGGCATCATCTGCGTTGAGGACCTCATCCATGAGATTTAC

ACAGTTGGCAAGAACTTCAAGCCCGCCAACAACTTCCTGTGGCCCTTCAAACTGTCGTCACCCCGCGGTGGTATGAACAA

GAAGACCACACACTTTGTGGAGGGAGGAGACGCCGGCAACAGGGAGGATCAGATCAACAGAATGATCAGGAGGATGAACT

AAATTTATGGTGAGTTCAATGAACATGTGCAGGTGTTGACTCTAGGAATGTCTTTAGATGTGGTTAATGATGCATATTCT

TTTTTCCCCATCTTATCGACTATGGTGAAAACCTGCTGAAATTAAGCCAAAAATGTCTGAAACCACATCTCAAACCATTA

AGCATCAAATCACTCACTGCAAATATACAAGACAGTGAAGATGCATTGCAAGATCAAATCTAATTTTGTTCATCTTTCAT

TTTAAAAGATCTGGAATGAAAGTGGTCATGTTTAGTTTTTAATGGTGTCTTATTTTTCTTCCAGGTTTTCAAAGGACTCA

TTGTACAATAAAAAAGTTGAGAAAACCCACTTTTGTCAAGTTTGATCTTTCCTTTCAGTCCGTAATTTTATTTGGTGTCT

TTTCCGCCTCAACCTACGTTGTTTTATCGGTGTTGCCTTTTTTTTTCATGCTAAATGATAAGACAAAAAGGTGAGAACAT

GCAGATCACATGATCACTGCATATAAGAAATGTGCTGGGAAATATAGTGAAGGAATTCATAACCTAAAATGATCCTGTGT

GCTCGCCTCGTCCTCCATGTGATGCAAAATGTCATGAGTGTCTATCGAGCGTTTATCAAAGAAAACACTTGTAGCAGATA

AACATTTAGCGACACAGCACATTAAATTATCTCCTGAGCTTTCTACAGTAAAAACCTGTGGACCTGTCGCGTGGCAGGAG

TCGTGCAGTGGTAACCAGTTAAATTAAACATGTGGGTGAACCTCCATCTCCAGTGACGCGTTCACGGCCACCGGTAATGC

AATGAGCCCGTCACCATGGTAACCTGGTGTCGCAGCCTCGCCGCTCGGTGATGATCAGACTCCTCCGGTACAATGACACA

CTTATTCCCCGCTTCCGCTCAATAACGGGATGGGCCTGTCTCCATGGCGGCTCCCAGCATGACGACTTACCAGGCGAGCT

CCTCTTCAGCCGCCGCCGAGGCTCGAACAGCCCAGCGGGGCCCCGACGCCTCCGGACGCCTCGCGTACCGGAGCCTCGGG

ATGGGAGCGGGCGGAGGACGAGCCGCCTTCAGACAGAAGATCCACATGAGGAGGACGCTTCCTGCCACACAGCCGAGGAG

CAGTGAGTAAACACGCTACATACATGTGCTACGATACATGCAGCTAGCTAACATGTGAGTGAGGACCACCGTTCATGTGT

GTTGTAGAGTGCGGGGATGGGGAGTCCTTCATCGGAGGCCTCATGTTCAGGGGGTAAGATGTGTCGATGGCTTTTCTTCC

AGAGAAACGTGATTGAATCGGTAAACCTGC 

 
4. De los 2 Scaffolds detectados, se trabajo con el scaffold47636 por ser el mas largo con alta homología 
con otros Pleuronectiformes. 
 
Fragmento 2 
GGCAAATATGGCATCATCTGCGTTGAGGACCTCATCCATGAGATTTACACAGTTGGCAAGAACTTCAAGCCCGCCAACAA

CTTCCTGTGGCCCTTCAAACTGTCGTCACCCCGCGGTGGTATGAACAAGAAGACCACACACTTTGTGGAGGGAGGAGACG

CCGGCAACAGGGAGGATCAGATCAACAGAATGATCAGGAGGATGAACTAAATTTATGGT 

 
5. Se diseñaron un par de juegos de oligonucleótidos en el scaffold47636. Si bien ambos pares de 
oligonucleótidos, a priori,  cumplen los requisitos necesarios, se seleccionó el que presentó los mejores 
valores de temperatura óptima de hibridación. 
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Upper Primer: RPL7POFw1 20-mer 5' ATATGGCATCATCTGCGTTG 3'

Lower Primer: RPL7PORv 1 21-mer 5' TTGATCTGATCCTCCCTGTTG 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Overall Stability

Primer Location

50.9 ░C

-37.4 kc/m

6..25

51.4 ░C

-37.6 kc/m

185..165

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

26.7 ░C

0.5 ░C

54.7 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

180 bp

77.6 ░C

52.2%

99.2 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 49.4 42.9 36.4 16.9

10 0.051 0.062 66.0 59.5 53.0 33.5

50 0.256 0.312 77.6 71.1 64.6 45.1

165 0.846 1.031 86.2 79.7 73.2 53.7

330 1.692 2.062 91.2 84.7 78.2 58.7

500 2.564 3.125 94.2 87.7 81.2 61.7

1000 5.128 6.250 99.2 92.7 86.2 66.7

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 87.4 ░C

Upper Primer: RPL7POFw2 20-mer 5' ATATGGCATCATCTGCGTTG 3'

Lower Primer: RPL7PORv 2 20-mer 5' TGATCTGATCCTCCCTGTTG 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Overall Stability

Primer Location

50.9 ░C

-37.4 kc/m

6..25

49.5 ░C

-35.7 kc/m

184..165

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

28.2 ░C

1.4 ░C

54.3 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

179 bp

77.7 ░C

52.5%

99.3 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 49.5 43.0 36.5 17.0

10 0.051 0.062 66.1 59.6 53.1 33.6

50 0.256 0.312 77.7 71.2 64.7 45.2

165 0.846 1.031 86.3 79.8 73.3 53.8

330 1.692 2.062 91.3 84.8 78.3 58.8

500 2.564 3.125 94.3 87.8 81.3 61.8

1000 5.128 6.250 99.3 92.8 86.3 66.8

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 87.5 ░C  
 
 

RPL7POFw1:  5´ ATA Tgg CAT CAT CTg CgT Tg 3´  Tm= 50.9 ºC 
RPL7PORv1:  5´ TTg ATC TgA TCC TCC CTg TTg 3´  Tm= 51.4 ºC 
RPL7POFw2: 5´ ATA Tgg CAT CAT CTg CgT Tg 3´  Tm= 50.9 ºC 
RPL7PORv2: 5´ TgA TCT gAT CCT CCC TgT Tg 3´  Tm= 49.5 ºC 
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Anexo 4.Trabajo con las secuencias realizado para el diseño de oligonucleótidos del gen ß-actina en el 
lenguado negro. 
 
1. El primera paso fue obtener el/los Scaffold/s donde se encuentra localizado el gen ß-actina en el genoma 
del lenguado negro. 
 
>scaffold16250|size8618 

CTGCACTGTGCAACTGCTGTGAATTCACAGTCGGGTTATGTAGAGGAATTCATTTGTGTAGCTGCAAGTCAGAGCAAAGT

TTAAAGAATACTGAAGCAATTATGAAAAGTGAAGATGCATGACTGTGAAATCTTTCGAGCTGATAAACAGCCTGTGATCT

CATGACCCCACAAACAGCGTGATCAGCCCGtctcgagatgtcatgacaagaggcccgaggatgggaataaaattcttttt

tatgtgtgacaatCAGAGACTGTTCTGAGATCTGACTCTCCAGGGCCTGTGCTGACCTTCTCACTGCTTCAGGTTACAGG

TCAGCAGATATAGATTTGATGATGGTGAACAGGCTGGAAATCTTTGTATGTCTGCTAATTGTATTGAAAACATCGATTCC

TGAAACGGAACCAGCATTTTGAAGAAACACTGTGTTACAGAATAAAAGATAAAAGCTGTAGTCAGTGTCTGATCCGATTA

TACTACAGCTGCTGTTCTACTCACCCTGTGGATGTACATTGCTTGCATTGTTCTTATCTTATCTACCCTGAGCCCTTTGA

CTGCATCAGGACTGACAATAAAGTTGACTTTGACACTGTGTGTATTCTGAGGTTTCACATGTTCTGTGTATAACTTTACT

TCATGTCACTGATCCATGTATAAACTTCAACTTGTGACATATTTCTGACACCCTTGTGTCATCCAGGATGACACCTCTCA

CTTGTGTTTGACTGGGTTATGTCGTATCACTTCACTAAGAGCTGCAGAGGTCAGCAGTGATTATCAAATCCTAAAGTTTA

GAATGGTTTATATNTTCTGAGGTTTCACATGTTCTGTGTATAACTTTACTTCATGTCACTGATCCATGTATAAACTTCAA

CTTGTGACATATTTCTGACACCTCTGGACTCATCACCTCTCACTTGTGTTTGACTGGGTTATGTCGTATCGCTTCACTAA

GAGCTGCAGAGGTCAGCAGTGATTATCAAATCCTAAAGTTTAGAATGGTTTATATTCACATGTACTGTGAACATTATTGG

ACAACAGCTCAAATGAAATACCAGGTTTCATCTGTGTTTGTTGGCAGGATTACACAAAGACCACTCATGAAATGTGTGGT

CAACCAGAGCCTGTTCATGGGGGATTTTCATAATGTTCATTGACCTCCTCAGGGAAACTACCCCAGGTTGGGAAGAAGGG

GATGGTTCTTTTTTATCTGATATATACCTTAACTTGAAAGTTTTTATATTTTGTTAGGATTTTATGTGTTGCAAGTACCA

AAAGTAAAGTGTTGTATTTCTATAATACCACTAAACCATTGTCCTATTTGAAAACATCCGGCCATGTTTGAGTGTTGTTC

AAAAATTCTAATTTCAGCAGCATCAAAACATTTNCACCTTAACTTAAAATACTAACAAAATATAAAAACTTTCATGTGTT

GCAAGTACCAAAAGTAAAGTGTTGTATTTCTATAATACCACTAAACCATTGTCCTATTGGAAAACATCCGGCCATGTTTG

AGTGTTGTTCAAAAATTCTAATTTCAGCAGCATCAAAACATTTCAAAAGACAGACAAGAGTCAAACATCATGTCGGAACA

CATGTGCACTTTTATTGGGATTGTTTAGTCAGTGTACAGGTTGGCCCCACCGGTCTGGCACCCCATGTTACCCCATCACT 

TCAAGACCCCTTGCCCCACCACCCGGGGATGAAACCTCCAACAGGGGGAAGAAGAGGTCACGATTGGGTTTGCATAACAA

AAAACAAGAAAATTAACAGGACCAAGATATTTTTAAGGCTGAAAGTACAAAAAACCCCAGACATAATTTACATACAAGCG

ATACTACAACCATGTTTAAGTATGCGCCAACCACTGGGCAGCCTTCACAGAGGCGAATACGTGTCTGAACAATGCAGTTA

ACATTTGGAACCATGTGTCTGAACAATGCAGTTAACAAACATTTGGAATGACTCGAAAAAAATAAAACTAAAGAAAAAAA

ACAAATGTACATTTTTAAGTCCCCAGATGCAACTGCAGAACCTTGGGGTGCTTTTTGTTTTAAACCTAGCCAAACATTAC

TGTCTCCATCGTTCCAGTTTTAAAATCCTGAGTCAAGCGCCAAAAATAACTGAAGCCATGCCAATGAGTTGGTCATCAAG

GCTCTGCGCCTGAGTGTGTATGAGAGATGTGTGGTGTGGTTGTTTTGCACAGAGCTGAAGTTGTTGGGCGTTTGGTCGGG

GAGGGAGAGGAGGAACAGTCTGTTTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGGAGGGGCCGGACTCATCGTACTCCTGCTTGCT

GATCCACATCTGCTGGAAGGTGGACAGGGAAGCCAGGATGGAGCCTCCGATCCAGACAGAGTATTTACGCTCAGGTGGGG

CAATGATCTGCAGGGAGACAGAGCCAAACATTAGGATACCAGAGCATTTCGTTCTGATTTGAGACTTTCTGATCATTTCG

ATGCAAGCTGCAGGAGACTCTGCTGGTTGTGCAGCAGGTCAGCTCACCTTGATCTTCATGGTGGATGGGGCCAGAGCTGT

GATCTCCTTCTGCATCCTGTCAGCGATGCCGGGGTACATGGTGGTACCTCCAGACAGCACAGTGTTGGCGTACAGATCCT

TACGGATGTCGACGTCACACTTCATGATGCTGTTGTAGGTGGTCTCGTGGATTCCACAGGACTCCATACCTGAGGGAAGA

TTTGAAATACTTCATTAGTGGAAGTGCAGAACACCCATGAAAGGTAAAGTGGGTCAGTTAGCATGTGATGGATGTTGGAC

ATCAGTTTGGAAACCTACCGAGGAAGGAAGGCTGGAAGAGGGCCTCTGGACAACGGAACCTCTCATTGCCGATGGTGATG

ACCTGTCCGTCAGGCAGCTCATAGCTCTTCTCCAGGGAGGAGGAGGAGGCAGCAGTGCCCATCTCCTGCTCGAAGTCCAG

GGCGACGTAGCACAGCTTCTCCTTAATGTCACGCACGATTTCCCTCTCGGCTGTGGTGGTGAAGGAGTAGCCACGCTCTG

TCAGGATCTTCATGAGGTAGTCTGTGAGGTCGCGGCCGGCCAAGTCCAGACGCAGGATGGCGTGGGGCAGGGCGTAGCCC

TCGTAGATGGGCACTGTGTGGGTCACACCATCACCGGAGTCCATGACGATACCAGTGGTACGACCAGAGGCATACAGGGA

CAGCACAGCTTGGATGGCAACGTACATGGCGGGGGTGTTGAAGGTCTCAAACATGATCTGTCAGGGGAGAAGAGAACATT

TTAGTGCTTTCCAATCACAGAAGGGTTTAGCTTTTGTGGCCACTGCACCAAATACATGCAATAGAGTGAGGCTCAGACTG 

AAGTTAGTAGAAAAAAGGTGTAGAAAGTCAACATTCCTTCACACTAGTGCATGTCAGACACCCATTAGGTGCCAATCTAC

TGGCTCAGCTAACACATTAGTGCAGATAAGGCACACAGTCAAGAGAGACCTGTTGATGATAGCTCATCTTATAGGAGAGA

GGTCCTGGAGGAGAGGGGGGAGGAAGGAGCAGGTGAGAATGGAATAGAAGAGGAAACCAAGGAGGAAATCAATGAGGTAA

CTAATGTAGTCTGGCTGAAGTACAAATGAATGACTATGTGTGCACATGTAAGGGTTTATACCTGGGTCATCTTCTCCCTG

TTGGCTTTGGGGTTCAGGGGGGCCTCTGTGAGCAGGACAGGGTGCTCCTCGGGGGCGACTCTCAGCTCGTTGTAGAAGGT

GTGATGCCAGATCTTCTCCATGTCATCCCAGTTGGTCACAATACCGTGCTCGATGGGGTACTTCAGGGTCAGGATACCCC

TCTTGCTCTGGGCTTCATCACCTACGTAGCTGTCCTTCTGGCCCATACCCACCATCACTCCCTGAACACCAGAAAATAAG

TTTAATTAACAATGCCACAATAAAGACTAACACCTGCAAGAAAAAAAAAAATCAAATGCATTTTTAAATCAAAAGTTAAC

TTGATGTCGCTCACCTGATGCCTGGGGCGACCAACAATGGAGGGAAAGACAGCACGAGGGGCGTCGTCTCCGGCGAATCC

GGCTTTGCACATACCGGATCCGTTGTCAACAACCAGTGCGGCGATTTCATCTTCCATGGCTGAACTAAAGAGAGGAGAGA

AGAAGAAGAAAAGAAAAAGTTAGTTTCTCAAGTCACTCATCCACTGATGACGCGCTGTGTCACTTCCTGTTAGCGCTCCA

GCTGCAGTTCGCCACGTTGGCCGGTAGGTGGAGCTCTCGCCCTGCACATTCCGACCTCGCCAGACAAAAGGAAGTGGCGC
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TGCGTTCTGTTGTTACCATATAAGGACATGGTTCGGTTTTCAGCAGCTTTGCGGTTACCGGCGTCATGGCGCGAGGCCAA

AAAAAAAAACCACGCAACATNGCAACATTCGACACGATCGCAGCCCGAGCGACGGGACCACTCCCTCCGCTGGTCCACTG

CGGTCACCAGTTTGAGTCCGCCATCAGAAAACCTTCAGCGTCACTGCGTCACATCCATTCATTCATTCATCGCACACGAG

ACTTCACGCAGTCACCGCACAACGTCGCGTTTTTGTACGTTAACACAAAAAGACACGGTTGCATAACGACGTCATGTTTA

ATGTTCGAGTCCTTGACCGTTACTCCATTTCCTGGAGGCCACGCCTTTTCTGGGATTAGCGGATTTGTCATTCGCACTTT

CGTCACGTTCACATCGACGAATTCTGCAATTTAAGGAGGAATCTGTGCAACTCATCAAAGCCTTTAAAATGGATTTATAC

TTGTATTTCTGCAGGCCCCGTGCTCCATTAATTAAAGTCTAGTGATTAAAAGACAGACACGCCCTGAGAGTGCACATAAG

AATCGAGGGAATTCATTTTCATCTTGATTCAAAGCTGCTGTCGCTCCCGGTCTGTGTTAGCATGCTGCGGCTAAGCTAGG

AAGTTAAGTAGGTCACACCCCGCCGCATCGGGAGCACAAAGGGAGCAGCCGGGATCTGGACTCAGACCCCGGGGTGTCTC 

TCAGACCAGCCTGCCCGAGGTCCAGAGACTAAAACCCCGCGTCGCTGAAACTCTTCACAACCAGGAAGAGGGCGAGACAA

AGCCCGCAACGTACAAGGAGCTGCGAGCCGACTTCCTGTACGTAAAAAAAGAGAAAATGCACCTGTTATGTGTAACGGTC

CCCGGGCATCAGCTCAGCATCCACCCGGAGAAACACACCAGCGAGGCGGCACAACTAACGCGGATGTGTTTGTGACAGAC

AAAGAACCTCGTGGTCGGTGCCATCTTTTCCATTTTCTGTTCTTTAAACCCGCAAACAGGCAGAAACTCAAATTGGCCGA

GTCGATGTTGAAACGTTCACAGAAAACACAAACAGACATTCTCTCCTTTTCTCTCTTGCTTTTCTGGCGGTGGTCCTCTT

ACCTTTTTTGGGTGGGGGGGCTTTTCGCTTTAAGGGAACCGGTTCCAGGCAAGTGATATCCCGCACGAGCTGCGTGTGAC

GGCGCTCAGAGTGAATCCGTTAGCTGCGGGCGCGCGGCCTTTATACCGCGTCAGTCGCCCGGCTCGAGCCATAAAAGGTA

AACTTTCGGAATGGCGCGCTCCCATTGGTCCAGCGTCACACACTGGGGCACGACGCGCGCACGCCGCGGTGCACTGGGCG

CTCGCGAGTTTCAGGCAGCGATGATAGTGAAGGAGAGAATAAAGAGAGAGAGGGGGGGGGGGGGGGCCTAGTGAGGATAA

TGCATGAATGTGGGGTTTTGTGCAGATGTTTAATAGAGTTTAAACGTGTGAGAAGAACTTCCTGCACCTGCTCTTTATAA

CGGTCCTTCATTATTATTATTATTGTTCTGATCCTCTCCAGAGCTCGGCTGCAGGGCTCCTCCCTGTGAAGGCTGCAGAG

GCCCAGGACTGTTTTTCTCCACTTTCATGGAATCCTCCCGACACTGATATCTCGGACGATGGCCGGTGTTGTCATTGCAA

AGCAGCTGCAGACGCAGAGCTGGTCACACACATGGCACATGACAAACACACACTGGGGTGTGTGTGTGGGGGGTGACCAC

CGATTTTGTATGCGGTGCCTCCTCCTGCTCCACATGTGCTGCCAACGCCTGCTGATAATGTGCAGTGATCGATCAAGTAT

TCGTGGTCTCTGAAGACACGGCTCCACCTAAATCTCTCGCTCACACACACACACACACAAACGTCTCTCTATAGTTGTGA

GGCCAGTCACTGACAGAATGCATTCCTCAGCCCCTAACCTTCACAACTAAGTTGAGATAAGATGAGATAATCCTTTACCG

GTCCAACAGTGGGGACATTTGGGAAGTAAATGCCCAACCATAACCCTTATCCTAAATCTAACCCTGAAGTCTTCACCCTC

AAAAAAACCCTCTGAATTTGTGACAATGGACAAAATGTCCTCACAGTGATGGTATTGAAAATAGGCCCCAATAACTATAG

AAAGACAAGCACACACTGAAATGTTTAAAGGGAGGGTTAACTCACTCACTACCACTCTGATGCACATTTTCGTCACTACA

AGCAGGAAGTGCCTTAAAATCACAGTTTTCATTCACCTTCATCAAATACAACACACACACACACACACACACACACACGC

CGTCTTATTTTCCACTTGCGGCTGAACTTGTTAAATTTCGGGGCCTTTTTTCTTTCTGCAGTCGCCTCTTTCATGTCCAG 

ACTGATGAGGCCCATGTGAAACATTGTCAGACTGAGATTTCAGGGTTTTTGTTCCTGCAGGACAGTAACATTTCCATCCC

TGGTTCACCATATTAACATTCCACAGCCAACCAGGCCATGGCCTTATCACAAATGTATGCCACTCCTCTTCTTTCTAACA

CTTCTCCACCTCTTCTCATTTCCCCCTCTCTCTCTCTCCCCAATCCCCCACATCCCCCTCTCCTCTATCTCCTCTTTAAT

ATGCACTGCCTGGAATTTGCTTTTATTCATTTGCGTTTGCATTAGTAGTACTACAGGACGGCCTCAGTGCCACTTCAAGC

TGTAACTGCTTGTGGCCGCTGAGAGACACAGCAAGTTCTTCTCTTCCTCCTTTACCACTTCCTCTTCCTCTCTCTCCTAT

CACATCCTGTGTATCTGTTTGTGCCTCTTCCTCTCTTCCTTGTCTTCATTCATGCCGCTGGCTTTAAATGGACATTATTG

TCGTCCCCACATGACTCATATGACCCCTTTGATTTAGCTGCAGCTCGGTGACTCTCCAGCGTGAGACAGGGCTCTTTTCA

TTGCTCTAACCTTCCAGATTTGGATGAAGTTAAATTGAACTTTTAAAATCCGACAGAACCGCTTTTTCCAAACCCGGTTC

AACCTCACCGTGGTCCAAAACGAAAACAAAGATTTGAATAAAAGGTAGAAATCGGAGCTAGGATTCTTGTGACACACCCT

GCGTCGTTCAAGGGTTTACAGACGGGAGGGAAAGCACTCGAGATGGTCGAAGGTCCATTGGTTTACTTATTGATTTACAG

GCCTCAAGTCCCATTGTTCACAGTCACATCTCACACCCAGTCGTCTCTGTGTGACCTATGTGAGCCTGTGTTCAGTCAGA

TTTGGTGATAATGATGCGGAAAGTACAGGTGCGCCCAGGTGATGCTGTTAACAGAGATTTGAACAGAGGTGTGTTAACGC

TGTAAAGGCATGAGCAGGGATTGGCTGGGAAATGTTAAATCCAGCCTGGAGGGTGTGTGCACGTATGTGTGGCTCTAACT

ATGTGTTTGCACATACAAGGGTGAGTGAATCATTATTCCGGCCCAGCCCACTTTACTCCTGGACTCGCGGTCTACTGAAT

AAAGAATGAAATTAGAGTTCAAATATGTTTCATTGTGTTAAATCAGTGTCCAGTCAGCTTAGGTAAGCAGGACTTTGGAC

ATGCATGTATTTACGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGGTCCACTAGTAGTAAGTGAGAGGACTCTGGTTA

AGTGGCGTGTTGTCAACACTCATCAGAGGGAATTTACACGACAAGTGCTTGGAATACTGTNACACTCATCAGAGGGAATT

TACACGACAAGTGCTTGGAATACTGTCCTGGAAAGACTCCTCTCATGTATCATAACAGTGTGTGTGTGTGTTTATGTCCT

GGGTGCCAATGAAACACAAACTGTTTTTAGCCAGGCCTCACTGCCGAGGTCCTTAGTGCCATGAAGCCACCTAATGAATT

TTTCTCTGGATCTTGATCTCGTCCATACAACAGTTTATACACATACACTTGAGATGTTGATCGTTAGTTCTCCAAATAGA

CCACTTGTCAAGCTAAATGACACTTTAACAGCAGCAGCGAGTTTAAACCTGTCCTTTGTGGTCAGGGAGAGTCAGCGAGC 

GACTGAAAATAACTGTAATTTCGCTGTGAAAGTGCTGTTAAAAACACCTGGAGCGCCAGGTTCTGCGTAATGAGCGTTCA

GCAGCTCACCTGAGGCAGAGTCAGGTGGAACAAAGGTTTTCAAGCAGGTGAATTGTTGGGTTTGTGCCTAAAATATCCAT

TTAACTTTATCACATAAGTTGAATGTAAAGTCACATTTAATAAAGTGTTTTCTGTCAT  
 
2. Se realizó    “        C         ”    la secuencia del scaffold16250 para poner las secuencias en el 
sentido 5’→3’. 
 
>scaffold16250|size8618 REVERSE COMPLEMENT 

ATGACAGAAAACACTTTATTAAATGTGACTTTACATTCAACTTATGTGATAAAGTTAAATGGATATTTTAGGCACAAACC

CAACAATTCACCTGCTTGAAAACCTTTGTTCCACCTGACTCTGCCTCAGGTGAGCTGCTGAACGCTCATTACGCAGAACC
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TGGCGCTCCAGGTGTTTTTAACAGCACTTTCACAGCGAAATTACAGTTATTTTCAGTCGCTCGCTGACTCTCCCTGACCA

CAAAGGACAGGTTTAAACTCGCTGCTGCTGTTAAAGTGTCATTTAGCTTGACAAGTGGTCTATTTGGAGAACTAACGATC

AACATCTCAAGTGTATGTGTATAAACTGTTGTATGGACGAGATCAAGATCCAGAGAAAAATTCATTAGGTGGCTTCATGG

CACTAAGGACCTCGGCAGTGAGGCCTGGCTAAAAACAGTTTGTGTTTCATTGGCACCCAGGACATAAACACACACACACA

CTGTTATGATACATGAGAGGAGTCTTTCCAGGACAGTATTCCAAGCACTTGTCGTGTAAATTCCCTCTGATGAGTGTNAC

AGTATTCCAAGCACTTGTCGTGTAAATTCCCTCTGATGAGTGTTGACAACACGCCACTTAACCAGAGTCCTCTCACTTAC

TACTAGTGGACCACACACACACACACACACACACACACACACACGTAAATACATGCATGTCCAAAGTCCTGCTTACCTAA

GCTGACTGGACACTGATTTAACACAATGAAACATATTTGAACTCTAATTTCATTCTTTATTCAGTAGACCGCGAGTCCAG

GAGTAAAGTGGGCTGGGCCGGAATAATGATTCACTCACCCTTGTATGTGCAAACACATAGTTAGAGCCACACATACGTGC

ACACACCCTCCAGGCTGGATTTAACATTTCCCAGCCAATCCCTGCTCATGCCTTTACAGCGTTAACACACCTCTGTTCAA

ATCTCTGTTAACAGCATCACCTGGGCGCACCTGTACTTTCCGCATCATTATCACCAAATCTGACTGAACACAGGCTCACA

TAGGTCACACAGAGACGACTGGGTGTGAGATGTGACTGTGAACAATGGGACTTGAGGCCTGTAAATCAATAAGTAAACCA

ATGGACCTTCGACCATCTCGAGTGCTTTCCCTCCCGTCTGTAAACCCTTGAACGACGCAGGGTGTGTCACAAGAATCCTA

GCTCCGATTTCTACCTTTTATTCAAATCTTTGTTTTCGTTTTGGACCACGGTGAGGTTGAACCGGGTTTGGAAAAAGCGG

TTCTGTCGGATTTTAAAAGTTCAATTTAACTTCATCCAAATCTGGAAGGTTAGAGCAATGAAAAGAGCCCTGTCTCACGC

TGGAGAGTCACCGAGCTGCAGCTAAATCAAAGGGGTCATATGAGTCATGTGGGGACGACAATAATGTCCATTTAAAGCCA

GCGGCATGAATGAAGACAAGGAAGAGAGGAAGAGGCACAAACAGATACACAGGATGTGATAGGAGAGAGAGGAAGAGGAA

GTGGTAAAGGAGGAAGAGAAGAACTTGCTGTGTCTCTCAGCGGCCACAAGCAGTTACAGCTTGAAGTGGCACTGAGGCCG

TCCTGTAGTACTACTAATGCAAACGCAAATGAATAAAAGCAAATTCCAGGCAGTGCATATTAAAGAGGAGATAGAGGAGA

GGGGGATGTGGGGGATTGGGGAGAGAGAGAGAGGGGGAAATGAGAAGAGGTGGAGAAGTGTTAGAAAGAAGAGGAGTGGC

ATACATTTGTGATAAGGCCATGGCCTGGTTGGCTGTGGAATGTTAATATGGTGAACCAGGGATGGAAATGTTACTGTCCT

GCAGGAACAAAAACCCTGAAATCTCAGTCTGACAATGTTTCACATGGGCCTCATCAGTCTGGACATGAAAGAGGCGACTG

CAGAAAGAAAAAAGGCCCCGAAATTTAACAAGTTCAGCCGCAAGTGGAAAATAAGACGGCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT

GTGTGTGTTGTATTTGATGAAGGTGAATGAAAACTGTGATTTTAAGGCACTTCCTGCTTGTAGTGACGAAAATGTGCATC

AGAGTGGTAGTGAGTGAGTTAACCCTCCCTTTAAACATTTCAGTGTGTGCTTGTCTTTCTATAGTTATTGGGGCCTATTT

TCAATACCATCACTGTGAGGACATTTTGTCCATTGTCACAAATTCAGAGGGTTTTTTTGAGGGTGAAGACTTCAGGGTTA

GATTTAGGATAAGGGTTATGGTTGGGCATTTACTTCCCAAATGTCCCCACTGTTGGACCGGTAAAGGATTATCTCATCTT

ATCTCAACTTAGTTGTGAAGGTTAGGGGCTGAGGAATGCATTCTGTCAGTGACTGGCCTCACAACTATAGAGAGACGTTT

GTGTGTGTGTGTGTGTGAGCGAGAGATTTAGGTGGAGCCGTGTCTTCAGAGACCACGAATACTTGATCGATCACTGCACA

TTATCAGCAGGCGTTGGCAGCACATGTGGAGCAGGAGGAGGCACCGCATACAAAATCGGTGGTCACCCCCCACACACACA

CCCCAGTGTGTGTTTGTCATGTGCCATGTGTGTGACCAGCTCTGCGTCTGCAGCTGCTTTGCAATGACAACACCGGCCAT

CGTCCGAGATATCAGTGTCGGGAGGATTCCATGAAAGTGGAGAAAAACAGTCCTGGGCCTCTGCAGCCTTCACAGGGAGG

AGCCCTGCAGCCGAGCTCTGGAGAGGATCAGAACAATAATAATAATAATGAAGGACCGTTATAAAGAGCAGGTGCAGGAA

GTTCTTCTCACACGTTTAAACTCTATTAAACATCTGCACAAAACCCCACATTCATGCATTATCCTCACTAGGCCCCCCCC

CCCCCCCTCTCTCTCTTTATTCTCTCCTTCACTATCATCGCTGCCTGAAACTCGCGAGCGCCCAGTGCACCGCGGCGTGC

GCGCGTCGTGCCCCAGTGTGTGACGCTGGACCAATGGGAGCGCGCCATTCCGAAAGTTTACCTTTTATGGCTCGAGCCGG

GCGACTGACGCGGTATAAAGGCCGCGCGCCCGCAGCTAACGGATTCACTCTGAGCGCCGTCACACGCAGCTCGTGCGGGA

TATCACTTGCCTGGAACCGGTTCCCTTAAAGCGAAAAGCCCCCCCACCCAAAAAAGGTAAGAGGACCACCGCCAGAAAAG

CAAGAGAGAAAAGGAGAGAATGTCTGTTTGTGTTTTCTGTGAACGTTTCAACATCGACTCGGCCAATTTGAGTTTCTGCC

TGTTTGCGGGTTTAAAGAACAGAAAATGGAAAAGATGGCACCGACCACGAGGTTCTTTGTCTGTCACAAACACATCCGCG

TTAGTTGTGCCGCCTCGCTGGTGTGTTTCTCCGGGTGGATGCTGAGCTGATGCCCGGGGACCGTTACACATAACAGGTGC

ATTTTCTCTTTTTTTACGTACAGGAAGTCGGCTCGCAGCTCCTTGTACGTTGCGGGCTTTGTCTCGCCCTCTTCCTGGTT

GTGAAGAGTTTCAGCGACGCGGGGTTTTAGTCTCTGGACCTCGGGCAGGCTGGTCTGAGAGACACCCCGGGGTCTGAGTC

CAGATCCCGGCTGCTCCCTTTGTGCTCCCGATGCGGCGGGGTGTGACCTACTTAACTTCCTAGCTTAGCCGCAGCATGCT

AACACAGACCGGGAGCGACAGCAGCTTTGAATCAAGATGAAAATGAATTCCCTCGATTCTTATGTGCACTCTCAGGGCGT

GTCTGTCTTTTAATCACTAGACTTTAATTAATGGAGCACGGGGCCTGCAGAAATACAAGTATAAATCCATTTTAAAGGCT

TTGATGAGTTGCACAGATTCCTCCTTAAATTGCAGAATTCGTCGATGTGAACGTGACGAAAGTGCGAATGACAAATCCGC

TAATCCCAGAAAAGGCGTGGCCTCCAGGAAATGGAGTAACGGTCAAGGACTCGAACATTAAACATGACGTCGTTATGCAA

CCGTGTCTTTTTGTGTTAACGTACAAAAACGCGACGTTGTGCGGTGACTGCGTGAAGTCTCGTGTGCGATGAATGAATGA

ATGGATGTGACGCAGTGACGCTGAAGGTTTTCTGATGGCGGACTCAAACTGGTGACCGCAGTGGACCAGCGGAGGGAGTG

GTCCCGTCGCTCGGGCTGCGATCGTGTCGAATGTTGCNATGTTGCGTGGTTTTTTTTTTTGGCCTCGCGCCATGACGCCG

GTAACCGCAAAGCTGCTGAAAACCGAACCATGTCCTTATATGGTAACAACAGAACGCAGCGCCACTTCCTTTTGTCTGGC

GAGGTCGGAATGTGCAGGGCGAGAGCTCCACCTACCGGCCAACGTGGCGAACTGCAGCTGGAGCGCTAACAGGAAGTGAC

ACAGCGCGTCATCAGTGGATGAGTGACTTGAGAAACTAACTTTTTCTTTTCTTCTTCTTCTCTCCTCTCTTTAGTTCAGC

CATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGACGACGCCC

CTCGTGCTGTCTTTCCCTCCATTGTTGGTCGCCCCAGGCATCAGgtgagcgacatcaagttaacttttgatttaaaaatg

catttgatttttttttttcttgcaggtgttagtctttattgtggcattgttaattaaacttattttctggtgttcagGGA

GTGATGGTGGGTATGGGCCAGAAGGACAGCTACGTAGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTA

CCCCATCGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGATGACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAGAG

TCGCCCCCGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGAGGCCCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGATGACCCAGgta

taaacccttacatgtgcacacatagtcattcatttgtacttcagccagactacattagttacctcattgatttcctcctt
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ggtttcctcttctattccattctcacctgctccttcctcccccctctcctccaggacctctctcctataagatgagctat

catcaacaggtctctcttgactgtgtgccttatctgcactaatgtgttagctgagccagtagattggcacctaatgggtg

tctgacatgcactagtgtgaaggaatgttgactttctacaccttttttctactaacttcagtctgagcctcactctattg

catgtatttggtgcagtggccacaaaagctaaacccttctgtgattggaaagcactaaaatgttctcttctcccctgaca

gATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACGTTGCCATCCAAGCTGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTA

CCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACCCACACAGTGCCCATCTACGAGGGCTACGCCCTGCCCCACGCC

ATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGACTACCTCATGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCAC

CACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGG

GCACTGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGG

TTCCGTTGTCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCCTCGgtaggtttccaaactgatgtccaacatccatcacatgcta

actgacccactttacctttcatgggtgttctgcacttccactaatgaagtatttcaaatcttccctcagGTATGGAGTCC

TGTGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGATCTGTACGCCAACACTGT

GCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGGCATCGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCTCTGGCCCCATCCACCA

TGAAGATCAAGgtgagctgacctgctgcacaaccagcagagtctcctgcagcttgcatcgaaatgatcagaaagtctcaa

atcagaacgaaatgctctggtatcctaatgtttggctctgtctccctgcagATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTC

TGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGCTTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGT

CCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAAACAGACTGTTCCTCCTCTCCCTCCCCGACCAAACGCCCAACAACT

TCAGCTCTGTGCAAAACAACCACACCACACATCTCTCATACACACTCAGGCGCAGAGCCTTGATGACCAACTCATTGGCA

TGGCTTCAGTTATTTTTGGCGCTTGACTCAGGATTTTAAAACTGGAACGATGGAGACAGTAATGTTTGGCTAGGTTTAAA

ACAAAAAGCACCCCAAGGTTCTGCAGTTGCATCTGGGGACTTAAAAATGTACATTTGTTTTTTTTCTTTAGTTTTATTTT

TTTCGAGTCATTCCAAATGTTTGTTAACTGCATTGTTCAGACACATGGTTCCAAATGTTAACTGCATTGTTCAGACACGT

ATTCGCCTCTGTGAAGGCTGCCCAGTGGTTGGCGCATACTTAAACATGGTTGTAGTATCGCTTGTATGTAAATTATGTCT

GGGGTTTTTTGTACTTTCAGCCTTAAAAATATCTTGGTCCTGTTAATTTTCTTGTTTTTTGTTATGCAAACCCAATCGTG

ACCTCTTCTTCCCCCTGTTGGAGGTTTCATCCCCGGGTGGTGGGGCAAGGGGTCTTGAAGTGATGGGGTAACATGGGGTG

CCAGACCGGTGGGGCCAACCTGTACACTGACTAAACAATCCCAATAAAAGTGCACATGTGTTCCGACATGATGTTTGACT

CTTGTCTGTCTTTTGAAATGTTTTGATGCTGCTGAAATTAGAATTTTTGAACAACACTCAAACATGGCCGGATGTTTTCC

AATAGGACAATGGTTTAGTGGTATTATAGAAATACAACACTTTACTTTTGGTACTTGCAACACATGAAAGTTTTTATATT

TTGTTAGTATTTTAAGTTAAGGTGNAAATGTTTTGATGCTGCTGAAATTAGAATTTTTGAACAACACTCAAACATGGCCG

GATGTTTTCAAATAGGACAATGGTTTAGTGGTATTATAGAAATACAACACTTTACTTTTGGTACTTGCAACACATAAAAT

CCTAACAAAATATAAAAACTTTCAAGTTAAGGTATATATCAGATAAAAAAGAACCATCCCCTTCTTCCCAACCTGGGGTA

GTTTCCCTGAGGAGGTCAATGAACATTATGAAAATCCCCCATGAACAGGCTCTGGTTGACCACACATTTCATGAGTGGTC

TTTGTGTAATCCTGCCAACAAACACAGATGAAACCTGGTATTTCATTTGAGCTGTTGTCCAATAATGTTCACAGTACATG

TGAATATAAACCATTCTAAACTTTAGGATTTGATAATCACTGCTGACCTCTGCAGCTCTTAGTGAAGCGATACGACATAA

CCCAGTCAAACACAAGTGAGAGGTGATGAGTCCAGAGGTGTCAGAAATATGTCACAAGTTGAAGTTTATACATGGATCAG

TGACATGAAGTAAAGTTATACACAGAACATGTGAAACCTCAGAANATATAAACCATTCTAAACTTTAGGATTTGATAATC

ACTGCTGACCTCTGCAGCTCTTAGTGAAGTGATACGACATAACCCAGTCAAACACAAGTGAGAGGTGTCATCCTGGATGA

CACAAGGGTGTCAGAAATATGTCACAAGTTGAAGTTTATACATGGATCAGTGACATGAAGTAAAGTTATACACAGAACAT

GTGAAACCTCAGAATACACACAGTGTCAAAGTCAACTTTATTGTCAGTCCTGATGCAGTCAAAGGGCTCAGGGTAGATAA

GATAAGAACAATGCAAGCAATGTACATCCACAGGGTGAGTAGAACAGCAGCTGTAGTATAATCGGATCAGACACTGACTA

CAGCTTTTATCTTTTATTCTGTAACACAGTGTTTCTTCAAAATGCTGGTTCCGTTTCAGGAATCGATGTTTTCAATACAA

TTAGCAGACATACAAAGATTTCCAGCCTGTTCACCATCATCAAATCTATATCTGCTGACCTGTAACCTGAAGCAGTGAGA

AGGTCAGCACAGGCCCTGGAGAGTCAGATCTCAGAACAGTCTCTGattgtcacacataaaaaagaattttattcccatcc

tcgggcctcttgtcatgacatctcgagaCGGGCTGATCACGCTGTTTGTGGGGTCATGAGATCACAGGCTGTTTATCAGC

TCGAAAGATTTCACAGTCATGCATCTTCACTTTTCATAATTGCTTCAGTATTCTTTAAACTTTGCTCTGACTTGCAGCTA

CACAAATGAATTCCTCTACATAACCCGACTGTGAATTCACAGCAGTTGCACAGTGCAG 

 
3. El disponer de la secuencia completa del gen ß-actina (EU542580) en el lenguado negro nos permitió 
detectar la localización de los 5 exones del gen.  
 
> beta-actin [Paralichthys ogbignyanus] 
ATGGAAGATGAAATCGCCGCACTGGTTGTTGACAACGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGATTCGCCGGAGACGACGCCCC

TCGTGCTGTCTTTCCCTCCATTGTTGGTCGCCCCAGGCATCAGGGAGTGATGGTGGGTATGGGCCAGAAGGACAGCTACG

TAGGTGATGAAGCCCAGAGCAAGAGGGGTATCCTGACCCTGAAGTACCCCATCGAGCACGGTATTGTGACCAACTGGGAT

GACATGGAGAAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTGAGAGTCGCCCCCGAGGAGCACCCTGTCCTGCTCACAGA

GGCCCCCCTGAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCCGCCATGTACG

TTGCCATCCAAGCTGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCACTGGTATCGTCATGGACTCCGGTGATGGTGTGACC

CACACAGTGCCCATCTACGAGGGCTACGCCCTGCCCCACGCCATCCTGCGTCTGGACTTGGCCGGCCGCGACCTCACAGA

CTACCTCATGAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCCTTCACCACCACAGCCGAGAGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGG

AGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGATGGGCACTGCTGCCTCCTCCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTAT

GAGCTGCCTGACGGACAGGTCATCACCATCGGCAATGAGAGGTTCCGTTGTCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCCT

CGGTATGGAGTCCTGTGGAATCCACGAGACCACCTACAACAGCATCATGAAGTGTGACGTCGACATCCGTAAGGATCTGT
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ACGCCAACACTGTGCTGTCTGGAGGTACCACCATGTACCCCGGCATCGCTGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCTCTG

GCCCCATCCACCATGAAGATCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATCGGAGGCTCCATCCTGGC

TTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAAT

GCTTCTAA 

 
El ATG corresponde al codon de inicio del gen ß-actina y el TAA al codón de parada. Los colores amarrillo y 
verde indican los diferentes exones del gen ß-actina. Los oligonucleótidos se diseñan sobre dos exones 
distintos. El primer par de oligonucleótidos fue el diseñado por Meier et al. (2009). 
https://doi.org/10.1007/s10695-008-9287-1. El segundo fue diseñado en este trabajo anclando en otros 
exones (también diferentes). 
 
4. Se diseñaron un par de juegos de oligonucleótidos. Si bien ambos pares de primers, a priori, cumplen los 
requisitos necesarios, se seleccionó el que presentó los mejores valores de temperatura óptima de 
hibridación. 
 

Upper Primer: BetaActPOFw1 23-mer 5' AAGATCTGGCATCACACCTTCTA 3'

Lower Primer: BetaActPORv 1 22-mer 5' GGAGTCCATGACGATACCAGTG 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Ov erall Stability

Primer Location

52.3 ░C

-40.0 kc/m

250..272

53.3 ░C

-39.1 kc/m

465..444

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

27.9 ░C

1.1 ░C

56.9 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

216 bp

80.1 ░C

56.9%

101.7 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 51.9 45.4 38.9 19.4

10 0.051 0.062 68.5 62.0 55.5 36.0

50 0.256 0.312 80.1 73.6 67.1 47.6

165 0.846 1.031 88.7 82.2 75.7 56.2

330 1.692 2.062 93.7 87.2 80.7 61.2

500 2.564 3.125 96.7 90.2 83.7 64.2

1000 5.128 6.250 101.7 95.2 88.7 69.2

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 89.9 ░C

Upper Primer: BetaActPOFw2 20-mer 5' AGCTCTGGCCCCATCCACCA 3'

Lower Primer: BetaActPORv 2 20-mer 5' TTTGCGGTGGACGATGGAGG 3'

DNA 250 pM, Salt 50 mM Upper Primer Lower Primer

Primer Tm

Primer Ov erall Stability

Primer Location

61.1 ░C

-43.0 kc/m

954..973

60.2 ░C

-42.6 kc/m

1119..1100

Product Tm - Primer Tm

Primers Tm Dif f erence

Optimal Annealing Temperature

18.8 ░C

0.9 ░C

58.5 ░C

Product Length

Product Tm (%GC Method)

Product GC Content

Product Tm at 6xSSC

166 bp

79.1 ░C

56.6%

100.7 ░C

Product Melting Temperature (%GC Method)

Salt Formamide

mM xSSC xSSPE 0% 10% 20% 50%

1 0.005 0.006 50.9 44.4 37.9 18.4

10 0.051 0.062 67.5 61.0 54.5 35.0

50 0.256 0.312 79.1 72.6 66.1 46.6

165 0.846 1.031 87.7 81.2 74.7 55.2

330 1.692 2.062 92.7 86.2 79.7 60.2

500 2.564 3.125 95.7 89.2 82.7 63.2

1000 5.128 6.250 100.7 94.2 87.7 68.2

195 1.000 1.219 + 0.0 %f ormamide = Tm 88.9 ░C
 

 
Los oligonucleótidos son: 
 

βActPOFw1: 5´ AAg ATC Tgg CAT CAC ACC TTC TA 3´ Tm= 52.3 ºC 
βActPORv1: 5´ ggA gTC CAT gAC gAT ACC AgT g 3´  Tm= 53.3 ºC 
βActPOFw2: 5´ AgC TCT ggC CCC ATC CAC CA 3´  Tm= 61.1 ºC 
βActPORv2: 5´ TTT gCg gTg gAC gAT ggA gg 3´   Tm= 60.2 ºC 
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