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RESUMEN

La presente investigacion identifico el origen de los transgenes de fluorescencia roja y verde
producidos por los genes Red Fluorescent Protein (RFP) y Green Fluorescent Protein (GFP)
respectivamente en el pez Cebra (Danio rerio) obtenidos de los acuarios de Lima Metropolitana
donde es ampliamente comercializado como pez ornamental. Usando la informacion reportada
en el Genbank se compararon las secuencias consenso obtenidas de ambos transgenes de
fluorescencia los cuales coincidieron en alta homologia con la especie de anémona de mar del
género Discosoma. Ademas, ambos transgenes fueron introducidos al genoma del pez Cebra
por ingenieria genética a través de la insercion de plasmidos comerciales que existen en las
bases de datos moleculares. Un analisis bioinformatico posterior de las secuencias amplificadas
alineadas permiti6 establecer el flujo génico del transgén GFP a peces no transgénicos
fluorescentes, también fue detectada su presencia en peces transgénicos fluorescentes de color

rojo que dieron negativo para la fluorescencia verde ante luz UV.

Palabras clave: Danio rerio, flujo génico, GFP, transgénico, OGM, OVM, RFP
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ABSTRACT

The present research identified the origin of the red and green fluorescence transgenes
produced by the Red Fluorescent Protein (RFP) y Green Fluorescent Protein (GFP) genes
respectively in zebrafish (Danio rerio) in the aquariums of Metropolitan Lima where it is
widely commercialized as an ornamental fish. With the information reported in Genbank, we
compared the consensus sequences obtained from both fluorescence transgenes, which
coincided in high homology with the sea anemone species of the genus Discosoma. In addition,
both transgenes were introduced into the zebrafish genome by genetic engineering through the
insertion of commercial plasmids available in molecular databases. Subsequent bioinformatic
analysis of the aligned amplified sequences established gene flow of the GFP transgene to non-
transgenic fluorescent fish, and its presence was also detected in red fluorescent transgenic fish

that were negative for green fluorescence under UV light.

Keywords: Danio rerio, gene flow, GFP, transgenic, GMO, LMO, RFP



I. INTRODUCCION

Los experimentos iniciales para obtener peces ornamentales transgénicos a nivel
laboratorio se realizaron a comienzos del siglo XXI. Se utiliz6 el método de insercion de genes
que codifican para proteinas fluorescentes de color verde (GFP = Green Fluorescent Protein) y
rojo (RFP = Red Fluorescent Protein) (Gong et al., 2001; Wan et al., 2002; Udvadia y Linney,
2003), con la finalidad de ser comercializados como el pez Oryzias latipes - “Medaka” (Tanaka
et al., 2001) y Danio rerio - “pez Cebra” (Gong et al., 2003) considerandolos como mascotas
de acuario.

El pez cebra, conocido cientificamente como Danio rerio (Hamilton,1822) de la familia
Cyprinidae, es procedente de los ambientes acuaticos de la India que se distribuye por el rio
Ganges y Brahmaputra. Es una especie ictiologica muy llamativa por su coloracion (Barroso
et al., 2021) con una alta demanda comercial (mascota), lo que conlleva a que no se registre un
control en su adquisicion a pesar de ser considerado una especie importante para el desarrollo

de la ciencia (Vargas-Vargas, 2017).

Esta especie estd altamente desarrollada como organismo modelo para la ciencia,
debido a que su crianza y reproduccion presenta un bajo costo, por lo cual existen una amplia
gama de protocolos sobre su desarrollo y uso en la transgénesis de las proteinas que este posee
en su organismo (Vick et al., 2012), ademas de ello es utilizado ampliamente en el desarrollo

de la genética y neurofisiologia segin Lieschke y Currie (citado en Blom et al., 2022).

Se identificaron los primeros peces ornamentales transgénicos fluorescentes a nivel
laboratorio en el territorio peruano en el afio 2000, para luego reproducirse en cautiverio
lograndose ya para el ano 2013 la primera identificacion con la RFP de la anemona de mar,
mediante analisis de ADN, siendo actualmente el pez Cebra una de las especies ornamentales

de peces genéticamente modificados mas comercializados (Scotto, 2016).



La insercion de material genético exdgeno en genomas de animales para producir
“organismos transgénicos", es un método potente para implementar en programas de mejora
genética, orientado al desarrollo, crecimiento, maduracion y senescencia de los animales,
sumado a ello, si se lograra una comprension mas profunda sobre los mecanismos de regulacion
genética, la técnica tendria una mejor posibilidad de aprovechamiento en la produccion de
alimentos y fibras (Rexroad, 2015; Meyer y Heinrich, 2010).

Actualmente, existe una incertidumbre en torno al impacto ambiental que genera la
carencia de ciertos andlisis de riesgos respecto a la reproduccion e hibridacion y principalmente
la introducciéon (flujo génico) desmedida de este pez, con especies nativas relacionadas
(Magalhaes et al., 2023).

Los peces transgénicos pueden generar una serie de problemas ambientales si no son
regulados y/o avalados por investigaciones. Un estudio realizado por Muir y Howard (1999),
lo califican como un fenémeno denominado “ efecto del gen troyano”, en el cual observaron el
crecimiento rapido de los peces transgénicos, sobre los peces nativos, presentando poca
probabilidad de que las crias transgénicas alcanzaran el estadio adulto, ocasionando que las
poblaciones se extingan rapidamente; lo que evidencia, que no es posible garantizar el 100%
de esterilizacion en la poblacion de estos especimenes (The center for food safety, 2021).

Por el contrario, si se tuviera un mejor conocimiento respecto a la utilizacion de dichos
recursos genéticos directamente con fines transgénicos en otras especies, se ahorraria enormes
esfuerzos en la utilizacion de la transgénica en peces ornamentales, convirtiéndolo en una
practica factible y de mayor beneficio econdmico (Scotto, 2018).

En los ultimos afios se ha generado docenas de lineas transgénicas derivadas del pez
cebra utilizando diversos genes fluorescentes (Pan, et.al., 2008). Es asi que, en 2016, se logrd
realizar el flujo génico de transgenes GFP y RFP a partir de linajes parentales de la

descendencia F1 bajo ambientes controlados en peces cebra (Scotto y Chuan, 2018).



1.1.  Descripcion y formulacion del problema

En nuestro pais, se vienen introduciendo afio a afio diferentes especies de peces
fluorescentes transgénicos (Scotto y Serna, 2012; Scotto, 2016; Scotto, 2018) mediante
estudios moleculares en esta especie y otras especies icticolas ornamentales (Scotto et al.,
2020). Sin embargo, no se tiene estudios del cruzamiento o hibridacion (Flujo génico) de esta
especie fluorescente transgénica comercializada dentro del pais (Scotto, 2010; Scotto, 2012;
Scotto, 2016: Scotto, 2018). Por otro lado, la problematica principal en los peces ornamentales
transgénicos recae cuando estos se liberan accidental o intencionalmente en el medio natural
causando un impacto en el medio ambiente, el cual se tiene poco control puesto que no existe

un andlisis de riesgo a la fecha, segun lo detalla Scotto et al. (2018).

Por lo expuesto, en el presente trabajo el objetivo fue el secuenciamiento de los
transgenes (GFP y RFP) del pez ornamental Cebra (Danio rerio) colectados actualmente de
acuarios de Lima Metropolitana y secuenciados para el anélisis comparativo de sus secuencias
nucleotidicas con las secuencias reportadas en los Bancos de Datos (Genbank, EML, etc.) para
identificar su origen y obtener una explicacion de su posible flujo génico e hibridacion actual.
Esta informacion aperturard futuras investigaciones que contribuyan y fomenten el control y
vigilancia de este recurso hidrobioldgico transgénico y posiblemente dando inicio al analisis

de riesgo alin pendiente de este OVM o transgénico en territorio peruano.



1.2.  Antecedentes

La piscicultura se remonta al Antiguo Egipto, Grecia, el Imperio Romano y, sobre todo
a las civilizaciones orientales (Brunner, 2005). Sin embargo, los chinos son considerados los
pioneros en criar peces con fines ornamentales, los registros datan de 1.000 d.C. (Ribeiro et al.,

2010). Hoy en dia, el acuarismo es una practica con una gran acogida y potencial econdémico.

Entre los conjuntos de peces fluorescentes ornamentales mas apreciados a nivel
mundial se encuentran el pez Cebra (Danio rerio), estos peces se destacan por su belleza y
brillante colorido encontrandose distribuidos por todo el mundo en los acuarios o “Pet shop”
que los reproducen y venden. Diversos paises asidticos y USA han conseguido reproducir
exitosamente diversas variedades o lineas genéticas estables de estos peces ornamentales
transgénicos (Ministry of Foreign Affairs, Republic of China (Taiwan), 2015; Wan et al., 2002)
debido al desarrollo de caracteristicas distintivas, las que incluyen, desarrollo in vitro, alta
fecundidad, embriones Opticamente transparentes y métodos eficientes de mutagénesis y
cribado. En la actualidad, se venden muchas especies de peces ornamentales dulceacuicolas

fluorescentes modificadas genéticamente a nivel mundial como el pez Cebra (Hamilton, 1822).

Segin Prasher (1992) a partir de la medusa Aequorea victoria se logro la primera
clonacion de la proteina verde fluorescente (GFP), asi como las mutaciones creadas en la
secuencia de la proteina verde mejorada, las cuales han dado un ntimero considerable de
variantes, obteniendo una version perfeccionada de la proteina verde fluorescente (EGFP),
ademas, se han aislado otras proteinas fluorescentes de especies de anémonas de mar y medusas
con el mismo potencial aplicativo. Cabe resaltar que como gen reportero aplicado en terapia
génica garantiza la deteccion a través de vectores virales, utilizados en diversos modelos de

origen animal.



Una particularidad de la GFP es que presenta picos de excitacion y emision,
permitiendo captar y emitir el mayor espectro visible, asimismo es importante senalar que la
estructura terciaria de esta proteina consta de 238 aminodacidos descifrados por Prasher et al.

(1992) y sus colaboradores (Franco y Longart, 2009).

Ademas de ello la GFP fue motivo de estudio de Chalfie et al. (1994), quienes insertaron
en células de Escherichia coli y Caenorhabditis elegans, un fragmento de ADN
complementario a través de un vector de expresion, atribuyendo la cualidad de marcador

genético al poder ser localizador en diversas proteinas en los organismos vivos.

Por otro lado, respecto a su clasificacion, las variantes de la GFP se evidencian seglin
las caracteristicas referentes al cromoéforo, las emisiones y sondas intracelulares, descrito por
Zacharias, Sharner y Miyawaki; segln se detalla en el estudio realizado por Franco y Longart

(2009).

Poco después, Franco y Longart (2009) desarrollaron un pez cebra fluorescente rojo
mediante la introduccion de un gen de un pélipo de coral y un pez cebra fluorescente amarillo-
naranja a partir de un gen modificado de medusa. Los peces ornamentales transgénicos son la

primera mascota transgénica comercializada.

La proteina fluorescente que confiere el color rojo RFP deriva de la especie de anemona
Discosoma sp., la cual se utiliza en distintas variantes, segin lo describe Rehbein y Bogerd
(2007) ademas de ello indica que la proteina RFP se emple6 en la obtencion de nuevas variantes

de peces cebra de color rojo, verde, naranja, azul, morado y rosa (Scotto et al., 2018).

Chen (como se citdo en Scotto, 2013), indica que se han desarrollado otros peces
fluorescentes ornamentales, como el pez angel rosa fluorescente (Pterophyllum scalare)

presentado en 2012 por la Universidad Nacional Oceanica de Taiwan y el pez dorado cabeza



de leon rosa (Carassius auratus auratus), desarrollado por el Instituto de Biologia Celular y

Organismica de Taiwan (Chen et al., 2015).

En el ano 1999, en Peru, se promulg6 la Ley de Prevencion de Riesgos Derivados del
Uso de la Biotecnologia (Ley 27104), siendo uno de sus objetivos generales la proteccion de
la salud humana, el ambiente y la diversidad bioldgica, donde su reglamento vigente para todo
el territorio peruano, establece normas generales aplicables a las actividades de investigacion,
produccion, introduccion, manipulacion, transporte, almacenamiento, conservacion,
intercambio, comercializacion, uso confinado y liberacion con OVM (Organismos Vivos
modificados), bajo condiciones controladas (Ley 27104, Diario Oficial El Peruano. Mayo de

1999).

El Proyecto de Ley N° 12033, planteado por el presidente Alejandro Toledo también
llamado Ley de la promocién de la biotecnologia moderna en el Pert y el Plan de biotecnologia
e Ingenieria Genética, la cual norma e impulsa la practica del desarrollo e innovacion
biotecnoldgicay biotecnologia moderna a través de la investigacion cientifica, con la finalidad
de acrecentar el progreso econdmico para mejorar la calidad de vida de la poblacion, la
competitividad, la salud y preservacion del medio ambiente. En la actualidad, estas iniciativas
de la ley estan siendo adecuadas, actualizadas, pero lamentablemente en varias oportunidades
se han encontrado afectadas por el quehacer politico contribuyendo poco con este trascendental

tema de nuestro pais (Scotto, et al., 2018).

Actualmente, no obstante, la existencia de la Ley de la Moratoria en el Pera vigente
hasta el 2035 (Ley 31111, 2021), no se conoce el potencial impacto ambiental frente a la
desmedida liberacion de estos peces transgénicos principalmente debido a la carencia de un

analisis de riesgos del flujo génico. (Manzi, 2016).



1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

e Identificar y analizar molecularmente la secuencia nucleotidica de los transgenes
GFP y RFP involucrados en proporcionar la fluorescencia de color verde y roja
respectivamente de la especie ornamental pez Cebra (Danio rerio) en los acuarios
de Lima Metropolitana.

1.3.2. Objetivos especificos

e Ensayar el uso de primers especificos reportados para identificar los transgenes
GFP y RFP en la especie icticola ornamental (Danio rerio).

e Secuenciar los transgenes GFP y RFP de la especie de icticola ornamental (Danio
rerio).

e Analizar y comparar la filogenia de las secuencias amplificadas de los transgenes
GFP y RFP en la especie icticola ornamental (Danio rerio) con otros transgenes de
fluorescencia reportados en la literatura cientifica mundial.

e Determinar el posible origen bioldgico de los transgenes de GFP y de RFP
introducidos en el genoma de los peces Cebra comercializados en territorio
peruano.

1.4.  Justificacion

La acuicultura en Pert se da inicio como en diversos paises de Latinoamérica a inicios
del siglo pasado; sin embargo, esta practica era desarrollada de manera empirica a pesar de que
era una acuicultura de reclutamiento y mantenimiento de peces confinados, se consideraba
como un avance tecnologico para la época.

Siendo la acuicultura de peces dulceacuicolas ornamentales en nuestro Peri es una

alternativa de gran interés en aquellos peces que requieren realizar estudios de investigacion,

y determinar diversos factores relacionados principalmente a su desarrollo vital. Asi mismo, se



busca proveer una condicion de ingreso econdmico para el piscicultor principalmente en
organismos dulce acuicolas de importancia econémica.

Los genes de fluorescencia en peces ornamentales dulceacuicolas son los que van a
codificar la expresion de una proteina presente en las especies de estudio. Cabe resaltar que
este es uno de los genes de mayor aplicacion biotecnologica en el mejoramiento genético, por
lo cual la continuidad de estudios de investigacion en especies de importancia comercial resulta
beneficiosa por el consolidado de informacion que se obtiene durante un programa de mejora
genética.

Por lo mencionado, en el actual estudio cuyo objetivo es conocer nuevas variantes lo
que se realizo con el secuenciamiento de los transgenes de fluorescencia GFP y RFP.

1.5. Hipotesis
1.5.1. Hipdotesis nulas

Las secuencias de los transgenes GFP y RFP en el pez Cebra (Danio rerio) es diferente

a las secuencias de otros transgenes de fluorescencia reportados en la literatura cientifica

mundial.

1.5.2. Hipdtesis alternativas
Las secuencias de los transgenes GFP y RFP en el pez Cebra (Danio rerio) es igual o
similar a las secuencias de otros transgenes de fluorescencia reportados en la literatura

cientifica mundial.



II. MARCO TEORICO

2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion

El pez Cebra es una especie pequefia de agua dulce de 3 — 5 cm, llamado cientificamente
Danio rerio, presenta un aspecto fusiforme con boca stpera, ojos centrales y dos pares de finas
barbillas segun lo detallan Vishwanath y Spence (como se cit6 en Valifia, 2020).

Es considerado un animal atractivo y se emplea como modelo por sus diferentes
cualidades ya que posee una alta fecundidad con un desarrollo rapido en su ciclo vital, ademas
de considerar que para su crianza y reproduccion son econdmicos los insumos, infraestructura
y reactivos segun se detalla en Vargas-Vargas (2017).

Para la crianza de esta especie se requiere tener una poblacion de 5 individuos por litro
de agua en un pH de 6.8 — 7.5 con una temperatura constante de 23 a 30°C teniendo una red de
iluminacién con periodos de luz — oscuridad de 14 a 10 horas respectivamente. Este pequefio
se alimenta una a dos veces al dia con alimentos granulados o preparaciones comerciales, su
alimentacion varia en sus etapas temprana de vida ya que requiere consumir alimento vivo
como artemia salina (Koerber et. al, 2009).

Esta especie presenta una reproduccion continua, puesto que una hembra puede en cada
puesta producir alrededor de 200 6vulos con una fecundacion casi al 100%, cabe resaltar que
se deben separar los 6vulos y embriones de los adultos, ya que los peces se comen a su progenie.
Usualmente los reproductores, machos y hembras, conviene mantenerse aislados y inicamente
se ubican en un acuario Unico cuando la reproduccion esté planificada (Allende et. al, 2011).

En los ultimos afios se ha acrecentado la cantidad de investigaciones publicadas en las
cuales se utiliza al pez cebra como organismo modelo de investigacion siendo el area de
genética que lo incluye con mayor frecuencia. Actualmente el empleo del pez cebra como
organismo de estudio se ha acrecentado en centros de investigacion de EE. UU y Europa, en

Latinoamérica es medianamente desconocido y solo ciertos centros de investigacion en, Chile,
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México, Brasil, Argentina, Colombia y Uruguay usan esta especie como modelo segliin se
detalla en el estudio de Vargas-Vargas (2017).
2.1.1. Genes de Fluorescencia

Los transgenes Green Protein Fluorescent (GFP) y Red Protein Fluorescent (RFP)
fueron utilizados principalmente como modelos para estudios bioldgicos y ambientales,
coincidiendo con la apertura del siglo XXI, donde se inicia el desarrollo de los primeros peces

ornamentales transgénicos (Scotto y Serna, 2013).

2.1.2. Peces transgénicos fluorescentes

Chung (como se cito en Scotto y Serna, 2013) menciona que la técnica empleada para
la obtencion de estos OVMs (Organismos vivos modificados) de origen hidrobioldgico residid
en la insercion de genes que producen proteinas de colores: rojo, azul, amarillo, verde entre
otros, extraidos de diversas especies marinas como: medusa abisal (dequorea victoria),

anémona de mar (Anemonia manjano), etc.

Por lo cual la fluorescencia en los peces transgénicos en el ultimo periodo ha tomado
una importancia relevante gracias a la vistosidad y variabilidad de colores que se manejan en
el mercado como son el color rojo, amarillo, verde, rosado, anaranjado, morado, etc. (Scotto,

2018).

Cabe resaltar que segtn detalla Scotto (2016), en 2006 se identifico por primera vez el
ingreso de peces cebras fluorescentes a nuestro territorio, para luego darse su reproduccion e
hibridacion en aislamiento, lograndose en 2013 su identificacién por primera vez de peces
cebras con proteina roja fluorescente de la anémona de mar en nuestro pais utilizando analisis

de ADN (Scotto y Serna, 2013).
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Actualmente, muchas de estas especies modificadas genéticamente se encuentran en
comercio activo a nivel mundial, siendo las especies con mayor demanda el pez Cebra (Danio
rerio); Barbo tigre (Puntius tetrazona); Pez angel o escalar (Pterophyllum scalare); Ne6n chino

(Tanichthys albonubes); Tetra (Gymnocorymbus ternetzi); etc. (Scotto, 2016).

Figura 1

Pez Cebra (Danio rerio)

Nota. A. No transgénico sin fluorescencia. B. Transgénico fluorescente verde. C. Transgénico

fluorescente rojo.

Figura 10

Comparacion de la Fluorescencia del Pez Cebra (Danio rerio).

Nota. 1zquierda: No transgénico sin fluorescencia. Centro e Inferior: Transgénico

fluorescente verde. Derecha: Transgénico fluorescente rojo.
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2.1.3. Anadlisis de riesgos en peces ornamentales transgénicos

El analisis de riesgo de peces transgénicos ornamentales es un aspecto crucial en la
evaluacion de la seguridad ambiental y ecologica de estas especies modificadas genéticamente.
Segin Van Eenennaam y Olin (2006) destaca la importancia de evaluar cuidadosamente los
riesgos asociados con la liberacion de los peces transgénicos accidentalmente en el entorno
natural, asi como la necesidad de estrategias de contencion efectivas para prevenir impactos no
deseados en las poblaciones nativas. Ademads, se hace hincapié¢ en la evaluacion de riesgos
ecologicos Unicos para cada combinacion de transgén, especie y ecosistema receptor,
subrayando la complejidad y la importancia de abordar estos aspectos en la toma de decisiones
relacionadas con la biotecnologia de peces ornamentales transgénicos, asi como también
Magalhaes et al. (2020) manifiesta que Danio rerio como especie transgénica representa un
peligro significativo para la biodiversidad y la salud publica, puesto que su liberacion en
ambientes naturales o artificiales podria tener consecuencias impredecibles y potencialmente

dafiinas.

Este andlisis destaca la necesidad de implementar medidas efectivas para prevenir la
introduccion de especies transgénicas y no nativas en Brasil, al igual que Vandersteen et al.
(2019) en su estudio “Importance of Experimental Environmental Conditions in Estimating
Risks and Associated Uncertainty of Transgenic Fish Prior to Entry into Nature”, sugiere que
para alevines de salmon coho transgénico pueden tener un impacto en el medio ambiente si se
liberan en la naturaleza lo cudl deberia involucrar a todos los actores de la cadena comercial de
acuarios en la sostenibilidad de la biodiversidad y la acuética gestion responsable. Este enfoque
integral proporciona una base so6lida para la toma de decisiones en el campo y la investigacion
de la acuicultura y la biotecnologia de peces ornamentales transgénicos. Estudios recientes,
como el de Magalhaes et al. (2022), en su publicacion “The fluorescent introduction has begun

in the southern hemisphere: presence and life history strategies of the transgenic zebrafish
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Danio rerio (Cypriniformes: Danionidae) in Brazil” bajo sus resultados sugiere que se
desarrollen programas de concientizacion para educar a las personas que trabajan con peces

transgénicos.

Hoy en dia en nuestro pais, existe una preocupacion creciente ante la carencia de un
analisis de riesgos en contraste a Estados Unidos evidenciado en el estudio de Hill et al. (2014).
Esta preocupacion es especialmente pertinente debido a la introduccion, reproduccion e
hibridacion (flujo génico) desmedida por la modificacion genética de estos peces en sus colores

corporales debido a la accion de transgenes de invertebrados marinos (Ley N° 27104, 1999).
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II1. METODO

3.1. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de caracter exploratorio porque pretende investigar informacion
especifica de la especie en estudio. Asimismo, es una investigacion cualitativa por que se
enfocara en la obtencion de informacion principalmente sobre los transgenes de fluorescencia
GFP y RFP. De esta manera, por la manipulacion de variables también es una investigacion
experimental porque se pretende analizar la secuencia nucleotidica de los genes de
Fluorescencia GFP y RFP en la especie acuicola pez Cebra (Danio rerio). Ademas, esta
investigacion seglin su inferencia es hipotético — deductivo ya que los resultados obtenidos
permitirdn corroborar la observacion y experimentacion desarrollada de la hipotesis.
3.2.  Ambito temporal y espacial
3.2.1. Ambito temporal

La evaluacion el secuenciamiento de los genes GFP y RFP en pez Cebra (Danio rerio)
se realizd entre los meses de enero y julio del 2023.
3.2.2. Ambito espacial

El secuenciamiento de los genes GFP y RFP en pez Cebra (Danio rerio) fue evaluado
y realizado en el Laboratorio de Mejora Genética y Reproduccion Animal de la Escuela
Profesional de Biologia, perteneciente a la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica de la

UNFV.
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3.3. Variables
3.3.1. Variable independiente

Investigar la secuencia nucleotidica de los genes GFP y RFP en pez Cebra (Danio rerio)
procedentes de diversos acuarios de la ciudad de Lima Metropolitana, Peru.
3.3.2. Variable dependiente

Analizar secuencias nucleotidicas del promotor de los genes GFP y RFP en pez Cebra
(Danio rerio) procedentes de diversos acuarios de la ciudad de Lima Metropolitana, Peru.
3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion

Se utilizaron 15 muestras de tejido de las aletas caudales de especimenes en estadio
adulto en pez Cebra (Danio rerio) provenientes de diferentes acuarios de la ciudad de Lima
Metropolitana.

3.4.2. Muestra

Quince especimenes en etapa adulta del pez Cebra (Danio rerio).
3.5. Instrumentos
3.5.1. Materiales de Bioseguridad

. Cofia - R&G.

. Guardapolvo

. Mascarilla quirtrgica 3 pliegues - R&G.

. Guantes quirargicos talla L - R&G.

3.5.2. Material Biologico

v Muestras de adultos del pez Cebra (Danio rerio).
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3.5.3. Materiales de laboratorio

v

v

v

Tubo eppendorf de 0.2, 1.5, 2.0, ml
Bisturi estéril N° 23 Surgical Blades.

Tubo base conica de 50 ml.

3.5.4. Reactivos

3.5.5.

v Kid gSYNC DNA - extraction KIT- GENEaid.

v Buffer carga — Blue Juice Gel Loading (10x).

v Agarosa -Cleaver Scientific CSL- AG 500.

v Ladder Lambda HIND III — Thermo Scientific™
v Marcador Generuler DNA Ladder (100pb).

v Agua grado molecular BioRad de 500ml.

v Pcr 2X (i-STARMAX GH) — Master Mix — Intron
v Agente Intercalante ECO-READY to use (2 000x)
v Red Safe TM Nucleic Acid Staining.

v Etanol absoluto alisado Merck.

Equipos

v Cabina de Flujo Laminar

v Camara Electroforética horizontal

v Incubadora

v Centrifuga - Eppendorf

v Vortex Mixer - WIZARD. Velp Scientific

v Termociclador punto final (Marca SimpliAmp. Life tecnologies)
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3.6. Procedimientos
3.6.1. Diseiio de Primers

Se disefaron primers especificos para amplificar de las secuencias del GFP y RFP a
través de la PCR (Reaccion de Cadena de la Polimerasa) se utilizaron cebadores especificos ya
reportados por diversos investigadores extraidos de la plataforma virtual Genbank

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Los cebadores obtenidos bajo las condiciones y tamafo esperados, estan detallados en
la tabla 1, presentando una temperatura de anillamiento similares entre el par de cebadores.
Para la amplificacion de los transgenes de GFP y RFP mediante el PCR se utilizaron los

siguientes primers o cebadores mostrados en el Tabla 1:

Tabla 1

Secuencias de Primers GFP y RFP

Primer Forward (5’-3°) Reverse (5°-3’)

*GFP  TCGAGCTGGACGGCGACGT GGTGCTCAGGTAGTGGTTGTC

**RFP ACAACACCGTGAAGCTGAAGGTGACCAAG GGTGTAGTCCTCGTTGTGGGAGGTGATGTC

Nota. Primers comerciales disefiados para los transgenes de GFP reportado por Bielikova et al.

(2008) y RFP reportado por Rehbein y Bogerd (2007) que se utilizaron en la amplificacion.

3.6.2. Técnica de recoleccion de datos

Durante el presente estudio se analiz6 muestras recolectados de diferentes acuarios de
Lima Metropolitana. Se les extrajo el ADN a partir del tejido corporal para la identificacion
molecular de los transgenes GFP y RFP.

3.6.3. Toma de muestra de tejido.

Se tomo6 con una hoja de bisturi estéril una muestra de tejido muscular de los peces
Cebra sacrificados acorde a las 3Rs para la extraccion de ADN en un tubo de 2ml con buffer
GT (kit de extraccion: gSYNC DNA Extraction. Marca GENEaid). Las cuales fueron

colectadas y conservadas en frio a -20°C para su procesamiento posterior


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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3.6.4. Extraccion de ADN de tejido mediante gSYNC DNA Extraction Kit — GENEaid.

1. Se afiadio 100 uL. de muestra previamente homogenizada en un microtubo de
1,5 ml junto con 200 uL de buffer GT y 20 uL de Proteinasa K. A continuaciéon de agito la
mezcla en el vortex para luego incubar los microtubos por 40 minutos a 60 °C manteniendo
una continua agitacion a 80 RPM.

2. Concluida la incubacion se afiadio 200ul de buffer GTB y se incub6 nuevamente
por 20 minutos a 60°C con una agitacion constante de 80 RPM, finalizada la incubacion se
afiadi6 5 uL de solucidon Rnasa A (10mg/ml) y se agité enérgicamente por 10 segundos
dejandosé en incubacion durante 5 minutos a temperatura ambiente.

3. Terminando la incubacion, se agregaron 200 uL de etanol absoluto frio y se
mixed durante 10 segundos. Posteriormente la mezcla se transfirio a la columna GS evitando
verter impurezas. Posteriormente, se llevo a centrifugacion por 1 minuto a 14 000 RPM para
posteriormente descartar el tubo colector.

4. Se coloco en un nuevo tubo colector y se afiadieron 400 uL de buffer W1 para
llevarlo a centrifugar por 30 segundos a 14 000 RPM. A continuacion, el tubo colector fue
reemplazado por otro nuevo, afiadiéndole 600 uL de buffer de lavado para nuevamente
centrifugar en las mismas condiciones. Posteriormente se reemplazé nuevamente el tubo
colector y se centrifugd por 3 minutos a 14000 RPM dejando secar la columna GS durante 5
minutos aproximadamente.

5. Finalmente, la columna se transfirié a un microtubo de 1,5 mL y el ADN se
diluyo con 60 uL de buffer de elucion previamente calentado a 60 °C. Luego, se centrifugd por

30 segundos a 14000 RPM
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3.6.5. Determinacion de la calidad de ADN

Obtenido el ADN, se procedio a evaluar cualitativamente la calidad mediante un gel de
agarosa al 1% de la marca Cleaver Scientific CSL-AG500, para esto se tom6 2 uL de buffer
carga (Blue Juice Gel Loading 3X) afadiendo 1 uL del ADN. Utilizando como agente de
tincion 10uL de RedSafe™ Nucleid Acid Staining. Las muestras fueron sometidas a
electroforesis con las condiciones de 60 minutos a 90 voltios, por ultimo, revelamos el gel
usando el marcador peso molecular ThermoScientific™ Lambda DNA/HindIII Marker de para
comprobar la integridad del ADN.

3.6.6. Amplificacion mediante PCR

Para la amplificacion de los transgenes de fluorescencia a través de la PCR (Tabla 2) se

emplearon los cebadores o primers especificos previamente reportados por multiples

investigadores (Tabla 1).

Tabla 2

Componentes principales para el PCR.

Reactivo Concentracion Concentracion Volumen x
Inicial Final Muestra

2x PCR (i-STARMAX GH)

Master Mix — iNTRON 2X X > hL
Agua PCR - - 2 uL
Primer F 10uM 0.5uM 1 uL
Primer R 10uM 0.5uM 1ulL
ADN 1 plL

Volumen Final 10 uL
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3.6.7. Evaluacion del tamario del amplificado

La secuencia amplificada fue analizada en una corrida electroforética horizontal (50
min a 70V) en un gel de agarosa al 1 o 1,5 % mezclada con un colorante Syber (10 uL para
100ml de agarosa). Se tom¢é 2 uL del amplificado y se le adicion6 1 del agente intercalante
Eco-Ready (20 000X) junto con un 1 uL de marcador de bajo peso molecular (100 pb). Este
procedimiento permitié corroborar el tamafio del amplificado. El gel obtenido fue evaluado a
través de un transluminador de geles y la imagen se digitaliz6 y analiz6 las bandas obtenidas

para determinar la integridad del ADN amplificado.

3.6.8. Secuenciamiento

Las muestras tras ser purificadas se enviaron al extranjero junto con una solucion de los
primers. Los resultados de este secuenciamiento fueron remitidos via correo electronico para
su posterior analisis in silico.
3.7.  Analisis de datos

Las secuencias nucleotidicas de GFP y RFP fueron alineadas, editadas y se determin6
la diversidad nucleotidica de estas mediante el software de andlisis molecular Geneious ®
11.1.5 y el Software MEGA en sus versiones online gratuitas (Kumar et al., 2018).
3.8. Consideraciones éticas

En el presente trabajo los peces fueron sacrificados previa a la eutanasia por sedacion
con una solucion eugenol/etanol (1:9). Con una dosis estdndar de 60 mg/L de solucion de
eugenol/etanol se logrd su inconciencia a los 5 minutos por la pérdida completa de los reflejos
del animal y consciencia ocasionandose la muerte del animal en un periodo cercano a los 10
minutos (Llanos y Scotto, 2010; Millan-Ocampo et al., 2012).

La bioética es significativamente importante ya que abarca a todos los procesos y fases
de la investigacion, observandose desde la idea de investigacion cuyo objetivo principal es

proporcionar informacion que acreciente el bienestar de los animales, promueva el avance del
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conocimiento y eleve la calidad de la investigacion cientifica (Hoyos, 2000; Salazar et al.,
2018; Pardo, 2005).

Respetandose los principios basicos, como evitar el innecesario sufrimiento de los
animales, minimizar los riesgos del manipulador y promover la implementacion de la regla de
las 3Rs (Reemplazo, Refinamiento y Reduccion) (OIE, 2019). Esto es aplicable en casos donde
sea necesario sacrificar a los especimenes en condiciones controladas. Estas pautas han sido
admitidas para la experimentacion animal, con el motivo de minimizar el dolor durante los
procedimientos experimentales realizados en peces (Manrique et al., 2018).

Ademas, es importante resaltar que las pruebas realizadas con estos peces estan acordes
con todos los protocolos establecidos en la Guia del cuidado y uso de especimenes de
laboratorio (2017) la cual es avalada por la Asociacion para el Empleo y Bienestar Animal en

la Investigacion y Docencia del Pera (ASOPEBAID, 2017).
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IV. RESULTADOS

4.1. Extraccion de ADN, cuantificacion y calidad de ADN

La extraccion de ADN se realizo en el laboratorio de Mejoramiento Genético y
Reproduccion Animal de la Facultad de Ciencias bioldgicas de la UNFV, utilizando 15
especimenes adultos del pez Cebra (Danio rerio). Las condiciones para la amplificacion por

PCR estan detalladas en la Tabla 3.

Tabla 3

PCR convencional - Condiciones del ciclado.

Paso Tiempo Temperatura Ciclos
Denaturacion Inicial 2.5 min. 95°C 1
Denaturacion 15 seg. 94°C 40
Alineamiento 35 seg. 62.2 40
Extension 20 seg. 72°C 40
Extension final 10 min 72°C |
Conservacion ) 4°C 1

La calidad de ADN se determiné mediante el analisis cualitativo, ello se realizo
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, empleando el Ladder de peso molecular
fago Lambda DNA/HindIII que determina tamafos de fragmentos que van de 564bp a 23,130bp

con el fin de confirmar la presencia y medir el ADN extraido.
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Figura 19
Gel de electroforesis al 1% de muestras de ADN genomico con el marcador de peso

molecular de fago lambda digerido con Hind III.

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

"

Nota. Se visualiza una banda cerca de la banda de 23 130 bp que corresponde al ADN gendmico
purificado (M = Marcador Molecular). Muestras de pez Cebra transgénico rojo =1, 2, 5, 6, 9,

10, 13 y 14. Muestras de pez Cebra transgénico verde =3, 4,7, 8, 11, 12y 15.

4.2.  PCR punto final

Seguidamente, se realizo la amplificacion de los genes de fluorescencia (GFP y RFP),
mediante de una PCR punto final utilizdndose el par de primers con las condiciones
establecidas para la amplificacion.

Finalmente se pudo observar la amplificacion del amplicon de aproximadamente 550

pb para el gen de GFP y de 350 pb para el gen de la RFP.



Figura 28

Gel de electroforesis al 2% para amplicones de RFP y GFP.

Nota. En el gel superior se visualiza un amplicon de aproximadamente 350 pb para las que
corresponden al gen GFP. En el gel inferior se visualiza un amplicon de aproximadamente
550 pb para las que corresponden al gen RFP. Carril 1, 2, 3 y 4 = Pez Cebra transgénico de
color rojo. Carriles 5, 6, 7 y 8 = Pez Cebra transgénico de color verde. M = Marcador

Molecular de 100bp.
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4.3.  Analisis del secuenciamiento método Sanger
Para ensamblar las secuencias se utilizo el software CLC Genomics Workbench v3.6.5

(https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-

and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/) (Figura 5).

Figura 37

Configuracion de los parametros para el ensamblaje.

E Trirmn Sequences
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Sequence trimming
Ignore existing trim information
Trim using quality scores
Limit: 0,05 |
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L Vector trimming

'_b i = [] Trim contamination from vectors in Univec database
[] Trim contamination from saved sequences (to be chosen in the next step)
|
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Nota. Control de calidad de la secuenciacion con FastQC obtenido con la plataforma Illumina

Analisis con FastQC. (https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-

calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastg-obtenido-con-la-plataforma-

illumina)



https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/
https://digitalinsights.qiagen.com/products-overview/discovery-insights-portfolio/analysis-and-visualization/qiagen-clc-genomics-workbench/
https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina
https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina
https://sites.google.com/site/b22aggoabms1516/home/analisis-de-la-calidad-de-la-secuenciacion-de-un-archivo-de-secuencias-fastq-obtenido-con-la-plataforma-illumina
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Una vez definidos los parametros, se llevo a cabo el trimado (recorte de secuencias que
presenta una calidad baja) de los extremos previo al ensamblaje. Posteriormente, se aplico el
sobrelapamiento minimo de 50 nucleo6tidos de longitud entre los segmentos Forward y Reverse
de cada muestra.

Durante el ensamblaje identificamos zonas conflictos (“Conflict”), indicando
variaciones la secuencia de referencia y una base nitrogenada entre las lecturas. Se denoto el

recorte de calidad mediante una flecha roja (Figura 6).

Figura 46
Identificacion y correccion de conflictos de las bases en las lecturas pareadas.
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El siguiente paso fue corregir dichos conflictos para determinar la base exacta en la
secuencia Consenso (Consensus) con el fin de optimizar el analisis del ensamblaje con la
referencia. Después de ensamblar las secuencias, se verificaron los conflictos (diferencias
encontradas entre las lecturas Forward y Reverse) encontradas en la secuencia consenso. Estos
conflictos surgieron por diferencias en las bases o por la presencia de un gap en el solapamiento
de las lecturas. La correccion de estos conflictos se llevo a cabo revisando la calidad de las
lecturas de Forward y Reverse y los picos de las mismas, para conseguir la correcta base

nucleotidica (Figura 7).

Figura 55
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Estos conflictos se corrigen comparando las lecturas de Forward y Reverse, a fin de

obtener la base nucleotidica correcta a fin de obtener la base nucleotidica correcta (Figura 8).

Figura 64

Obtencion de la secuencia consenso.
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Resueltos los puntos de conflicto, se logrd obtener la siguiente secuencia consenso final

para el gen GFP en peces cebras transgénicos fluorescentes verdes (562 pb) fue:

5°-

AGATCTGGGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC
CTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGC
GAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC
ACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACC
TACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC
TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCT
TCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCG
ACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACG
GCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCT

ATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCC
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GCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGA
ACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGA

GCACCCAGTCCGCCCTG-3'.

Y la secuencia consenso para la RFP en peces Cebras transgénicos fluorescentes rojos
(337 pb) fue:

5'-
CACCCCGCCGACATCCCCGACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTC
AAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGAC
CCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCTGCTTCATCTACAAGGTGAAGTTCATC
GGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGC
TGGGAGGCCTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGC
GAGATCCACAAGGCCCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACCTGGTGGAG

TTCAAGTCCATCTACATGGCCAAGAAGCCCG-3’
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Después de obtener las secuencias consenso, se utilizd el programa informatico
BLASTnN (Basic Local Alignment Search Tool) para analizar la similitud (Altschul et al., 1997,

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cei) con las secuencias almacenadas en la base de datos del

NCBI (National Center for Biotechnology Information) en su sitio web, con el propdsito de

obtener informacidn sobre las secuencias ensambladas (Figura 8).

Figura 73

Analisis de similitud de las secuencias consenso obtenidas en el NCBI
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Finalmente, se realizo el alineamiento de las secuencias consenso usando el BLASTn,

con el objetivo de obtener las secuencias coincidentes mas precisas (Anexos 5y 6).

Los resultados del BLASTn conseguidos de las secuencias consensos del gen GFP
analizadas en los peces Cebras transgénicos con fluorescencia verde mostraron una

coincidencia con la secuencia nucleotidica del gen GFP del Vector plasmidico de Clonacion


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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pMSCV-syn-Gephyrin. FingR-GFP (No. acceso: MZ522125.1), cuyos resultados obtenidos
arrojaron una cobertura del 99% (Query cover) y una identidad del 99,64% (Per. Ident) en
comparacion con la secuencia nucleotidica reportada en el Genbank (Anexo 5). Por ende, la
secuencia ensamblada presenta una homologia alta con este vector comercial utilizado para
obtener peces Cebra transgénicos fluorescentes de coloracion verde.

Los resultados de BLASTn obtenidos de las secuencias consensos del gen RFP de todas
las muestras analizadas de peces Cebras transgénicos con fluorescencia roja coincidio con la
secuencia nucleotidica del Vector plasmidico de clonacion pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-
gfp-frt-lox-DsRed-lox-mkate2 (No. acceso: MN623118.1). Los resultados obtenidos revelaron
una cobertura superior al 99% (Query cover) y una identidad del 100% (Per. Ident) en
comparacion con la secuencia nucleotidica del Vector plasmidico de clonacion pColE-FRT-
lox2272-BFP-lox2272-gfp-frt-lox-DsRed-lox-mkate2 reportada en el Genbank (Anexo 6). Por
lo tanto, la secuencia ensamblada muestra una alta homologia con este vector comercial
utilizado para obtener peces Cebra transgénicos fluorescentes de coloracion roja.

Posteriormente, se realiz6 un blasteo de la secuencia consenso obtenida del gen GFP de
los peces Cebras de color verde fluorescente con las secuencias de dos genes de GFP reportados
en el GenBank para la anémona Discosoma sp. (No. de acceso en el GenBank: AY786536.1 y
AY786537.1). Encontrandose una identidad entre 71 y 73% (Per. Ident) y una cobertura del
16% (Query cover) (Anexos 9y 11).

Asimismo, se realizo un blasteo de la secuencia consenso obtenida del gen RFP de los
peces Cebras de color rojo fluorescente con las secuencias de tres genes de RFP reportados en
el GenBank para la anémona Discosoma sp. (No. de acceso en el GenBank: AY786536.1,
AY786537.1, AF168419.2). Encontrandose una cobertura del 100% (Query cover) y una

identidad no menor del 89.61% (Per. Ident) (Anexos 10y 12).
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4.4. Analisis Filogenético

Con la informacion molecular obtenidas de las secuencias consensos tanto del RFP y
GFP del pez Cebra, se analiz6 el alineamiento utilizando el programa Clustal X (Version 2.1)
(Larkin et al., 2007). Posteriormente, se construyo el arbol filogenético con el programa MEGA
X (Kumar et al., 2018) previamente eliminando los “Gaps”. Finalmente, las secuencias
nucleotidicas alineadas de los genes RFP y GFP se compararon con otras secuencias

nucleotidicas reportadas publicadas en el Genbank.

Figura 81
Arbol filogenético comparativo obtenido de las secuencias consenso del gen de GFP

identificados en el pez Cebra (Danio rerio).

Pez Cebra verde

-

——Pez Cebra rojo %

Pez Cebra rojo ﬁ‘

Pez Cebra verde

Pez Cebra gris

Nota. Se compararon cinco secuencias alineadas sin Gaps de la GFP de los peces Cebra
analizados. Se analizaron 520 nucledtidos en total. La historia evolutiva se infiri6 utilizando
el método Maxima Parsimonia. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et

al., 2018).
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Figura 11
Arbol filogenético comparativo obtenido de las secuencias consenso del gen de GFP
identificados en el pez Cebra transgénico de color verde (Danio rerio) versus secuencias de

GFP reportadas en el Genbank para la anémona marina de color verde (Discosoma sp.).

———Pez Cebra gris

L .PezCebraverde

Pez Cebra verde

Anémona Marina verde

Anémona Marina verde

Nota. Se compararon cinco secuencias alineadas sin Gaps de la GFP de dos peces Cebra de
color verde y uno de color gris analizados versus dos secuencias reportadas en el Genbank para
la anémona marina de color verde (Discosoma sp.) donde se analizaron 508 nucleotidos en
total. La historia evolutiva se infirid utilizando el método Méaxima Parsimonia. Los andlisis

evolutivos se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018).
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Figura 88
Arbol filogenético comparativo obtenido de las secuencias consenso del gen de RFP
identificados en el pez Cebra transgénico de color rojo (Danio rerio) versus secuencias de

RFP reportadas en el Genbank para la anemona marina (Anemonia majano).

-Pez Cebra rojo

|

Pez Cebra rojo W

Anémona Marina roja

Anémona Marina roja

Anémona Marina roja

Nota. Se compararon cinco secuencias alineadas sin Gaps de la RFP de dos peces Cebra de
color rojo analizados versus tres secuencias reportadas en el Genbank para la anémona
marina de color roja (Discosoma sp.) en la cual se analizaron 299 nucledtidos en total. La
historia evolutiva se infirio utilizando el método Mdaxima Parsimonia. Los andlisis evolutivos

se realizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018).
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Al llevar a cabo el analisis cualitativo de la extraccion mediante el gel de agarosa se
constata la presencia de ADN de un alto peso molecular ya que se observé una banda de
mas de 20 000 bp. Este analisis result6 util para identificar la ausencia de “smear” lo cual
indicaria la presencia de ADN degradado lo que podria interferir en el proceso de la PCR
(Figura 3).

Para el uso de los primers reportados de los genes GFP y RFP (Tabla 1) se indica que la
temperatura a usar para el anillamiento o hibridacion debe ser 5°C inferior a la
temperatura de fusion mas baja del par de cebadores empleados, la cual se obtuvo del
programa virtual de ThermoFisher Scientific, Tm Calculator
(https://www.thermofisher.com). Se tuvieron en cuenta las consideraciones de la cantidad
de uM de los primers adicionados y del kit de amplificacion en las condiciones de PCR
(Innis y Gelfand, 1990). Como referencia, se utilizaron las secuencias de los transgenes
RFP y GFP que ya han sido reportadas en la literatura cientifica (Rehbein y Bogerd,
2007; Bielikova et al., 2012).

La amplificacion por PCR del gen de fluorescencia GFP result6 aproximadamente 560
pb, mientras que la del gen de fluorescencia RFP fue de alrededor de 350 pb (Figura 4).
No obstante, para verificar que se tratan de las secuencias de interés se llevo a cabo la
secuenciaciéon Sanger para conseguir la secuencia completa de cada uno de los
amplicones obtenidos con el par de cebadores utilizados en esta investigacion.

Una vez obtenidas las secuencias consenso de ambos transgenes de fluorescencia para el
pez Cebra se utilizaron diversos programas mencionados anteriormente para el analisis
de similitud con el NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Por otro lado, se encontr6 peces Cebra no transgénicos fluorescentes de color gris que

dieron positivo a la GFP a pesar de que su fluorescencia de color verde fue negativa a la


https://www.thermofisher.com/
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luz UV, lo cual demuestra que existe cruzamiento y flujo génico (Scotto, C. y Chuan, R.,
2018) de la GFP de peces transgénicos de color verde a peces Cebra no transgénicos.
Asimismo, los peces con fluorescencia de color roja ante la luz UV dieron positivo para
la GFP denotandose un cruzamiento descontrolado entre los peces Cebra transgénicos
con fluorescencia de color verde y rojo (Figuras 10 y 11). Aunque no se sabria porque
los peces que presentan ambos transgenes (GFP y RFP) solo muestran coloracion
fluorescente verde y no la coloracion roja, este resultado también demuestra que existe
cruzamiento y flujo génico (Scotto y Chuan, 2018) entre peces Cebra transgénicos de
distintos colores.

El andlisis in silico de los secuenciamientos de los amplicones de los genes GFP y RFP
mostraron que son altamente conservados, con un porcentaje de similitud es
aproximadamente del 99.64 % para la GFP y del 89.61% para la RFP en todos los
secuenciamientos obtenidos, segtn los datos del NCBI. Lo cual también indica que existe
diferentes vectores plasmidicos comerciales para la GFP y RFP que son utilizados para
obtenerse peces Cebra transgénicos fluorescentes de coloracion verde y de coloracion

roja.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Selogro secuenciar e identificar con ayuda de los primers comerciales reportados de GFP
y RFP que ambos transgenes en los peces cebra D. rerio de Lima Metropolitana se
asocian a la capacidad de producir fluorescencia en colores verde y rojo respectivamente.

6.2. Se determindé que los primers comerciales reportados para ambos transgenes son
especificos tanto para los peces fluorescentes de color rojo (RFP) y de color verde (GFP).

6.3. Se obtuvo la amplificacion del transgén GFP de 562 pb y cuya secuencia fue:

5'-
AGATCTGGGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATC
CTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGC
GAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC
ACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACC
TACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGAC
TTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCT
TCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCG
ACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACG
GCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCT
ATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCC
GCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGA
ACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGA

GCACCCAGTCCGCCCTG-3’
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6.4. Se obtuvo la amplificacion del transgén RFP de 337 pb y cuya secuencia fue:

5'-

CACCCCGCCGACATCCCCGACTACAAGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTC

AAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGAC

CCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCTGCTTCATCTACAAGGTGAAGTTCATC

GGCGTGAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGC

TGGGAGGCCTCCACCGAGCGCCTGTACCCCCGCGACGGCGTGCTGAAGGGC

GAGATCCACAAGGCCCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACCTGGTGGAG

TTCAAGTCCATCTACATGGCCAAGAAGCCCG-3’

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

El secuenciamiento de los amplicones de GFP y RFP son altamente conservados con un
porcentaje de similitud de esta alrededor del 99.64 % para la GFP y del 89.61% para la
RFP en todos los secuenciamientos obtenidos.

La secuencia consenso obtenidas de GFP del pez Cebra analizado coincidio con la
secuencia nucleotidica de la GFP de la anémona marina de color verde (Discosoma sp.).
De igual forma, las secuencias consensos obtenidas de la RFP del pez Cebra analizado
coincidio con la secuencia nucleotidica de la RFP de la anémona marina roja (Discosoma
sp.).

El andlisis filogenético comparativo conseguido de las secuencias consenso del gen GFP
identificados en el pez Cebra (Danio rerio) se concluyd que existe peces Cebra de color
gris no transgénicos que no presentan fluorescencia alguna.

El andlisis filogenético comparativo obtenido de las secuencias consenso del gen de RFP
identificados en el pez Cebra (Danio rerio) determind que existe peces Cebra de color

rojo transgénicos que poseen GFP pero no presentan fluorescencia de color verde.



39

VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios similares en otros peces transgénicos comerciales en

territorio peruano:

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

Al igual que en el estudio realizado en peces cebra, es importante identificar y secuenciar
los transgenes presentes en otros peces transgénicos comerciales en Pera. Esto ayudard a
comprender mejor el origen de los genes introducidos en los peces ornamentales
comercializados en el Perti y el Mundo.

Realizar pruebas in silico y en el laboratorio para determinar la especificidad de los
primers utilizados para amplificar los transgenes en los peces transgénicos.

Investigar el flujo génico mediante andlisis de riesgos de los peces ornamentales no
transgénicos versus los peces transgénicos fluorescentes, sobre todo de especies nativas
similares. Esto ayudard a comprender como se propagan los transgenes en poblaciones
de peces no transgénicos.

Realizar estudios de monitoreo ambiental en acuarios y otras areas donde se encuentren
peces transgénicos comerciales, esto permitird evaluar posibles impactos ambientales y
la presencia de transgenes en el entorno natural.

Divulgar en forma transparente los resultados de estos estudios para que la sociedad
cientifica y el publico en general estén informados sobre los posibles impactos negativos

sobre la biodiversidad de los distintos peces transgénicos u OVMs hidrobioldgicos.
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Secuencia

nucleotidica

IX. ANEXOS

completa

del

Vector de

Clonacion

pMSCV-syn-

Gephyrin.FingR-GFP, complete sequence, reportado en el Genbank. Codigo de acceso al
Genbank MN443913.1 (Longitud 7231 pb)
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cagcatccag
cggtgaaact
tgctaccatc
gatcgaccac
cgattacaag
cgaggagctg
ccacaagttc
gaagttcatc
gacctacggc
caagtccgcc
caactacaag
gctgaagggc
ctacaacagc
cttcaagatc
gaacaccccc
gtccgccectg

ttgcaaggca
gagagacagc
cagggccaag
atcagatgtt
accaatcagt
agcccacaac
gtattcccaa
agggtctcct
gagatttgga
gcggtcecgttt
gcctgcegtcet
acgagttctg
tttgtggccce
ttctggtagg
tttggaaccg
tctgtctgac
taagtttgac
atgtcaagaa
gatggccgcg
tttcacctgg
tggcttttga
ttcctccatce
ccctttatcece
gggccctgceg
tacctgacga
catcccctat
gcttcagcac
agcactgaag
cttggtcgcg
ggggggcacyg
gcggtgggca
gagctcggat
atcagctggg
ggtggcaata
agcagcctga
tggaactacc
gatgacgacg
ttcaccgggg
agcgtgtccg
tgcaccaccg
gtgcagtgct
atgcccgaag
acccgcgccg
atcgacttca
cacaacgtct
cgccacaaca
atcggcgacg
agcaaagacc



2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481

ccaacgagaa
tcggcatgga
gtgaaagatt
ctttaatgcc
ataaatcctg
tggtgtgcac
agctcctttc
cctgceccttgce
tgtcggggaa
gcgggacgtc
gcctgctgcece
tctcecectttg
cccacctgta
cataactgag
gccaaacagg
tccccagatg
ccccaaggac
gcttctgttce
ggcgcgceecag
ttgcagttgc
gactacccgt
tctgagggta
acatactcca
taattcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttcctcg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcctgttccg
ggcgctttcet
gctgggctgt
tcgtcttgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttgce
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgcg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttccttttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggccc

gcgcgatcac
cgagctgtac
gactggtatt
tttgtatcat
gttgctgtct
tgtgtttgct
cgggactttc
ccgctgctgg
atcatcgtcc
cttctgctac
ggctctgcgg
ggcaataaaa
ggtttggcaa
aatagagaag
atatctgtgg
cggtcccgcece
ctgaaaatga
gcgcgcttcet
tcctccgata
atccgacttg
cagcgggggt
ggagtcgaat
atactcctga
tcatggtcat
cgagccggaa
attgcgttgce
tgaatcggcc
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccccecectg
ggactataaa
accctgccgce
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacccgg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgtc
atacgggagg
ccggctccag
cctgcaactt
agttcgccag
cgctcgtcgt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttcgtctcecg

atggtcctgce
taaaagctta
cttaactatg
gctattgctt
ctttatgagg
gacgcaaccc
gctttccccce
acaggggctc
tttccttggce
gtcccttcgg
cctcttcecge
gattttattt
gctagcttaa
ttcagatcaa
taagcagttc
ctcagcagtt
ccctgtgcect
gctcccecgag
gactgcgtcg
tggtctcgcet
ctttcatggg
attaagtaat
aatagttcat
agctgtttcc
gcataaagtg
gctcactgcc
aacgcgcggg
cgctgcgctce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccecegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcgcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgttc
gcttaccatc
atttatcagc
tatccgcectce
ttaatagttt
ttggtatggc
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggcgacc
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgcgtttcgg

tggagttcgt
tcgataatca
ttgctccttt
cccgtatggce
agttgtggcc
ccactggttg
tccctattgce
ggctgttggg
tgctcgcecctg
ccctcaatcce
gtcttcgcect
agtctccaga
gtaacgccat
ggttaggaac
ctgccccggce
tctagagaac
tatttgaact
ctcaataaaa
cccgggtacc
gttccttggg
taacagtttc
cctgactcaa
tatggacagc
tgtgtgaaat
taaagcctgg
cgctttccag
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gtttccccecct
cctgtccgcece
tctcagttcg
gcccgaccgce
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgcgcet
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
catgacatta
tgatgacggt

gaccgccgcc
acctctggat
tacgctatgt
tttcattttc
cgttgtcagg
gggcattgcc
cacggcggaa
cactgacaat
tgttgccacc
agcggacctt
tcgccecctcag
aaaagggggg
tttgcaaggc
agagagacag
tcagggccaa
catcagatgt
aaccaatcag
gagcccacaa
cgtgtatcca
agggtctcct
ttgaagttgg
ttagccactg
gcagaagagc
tgttatccgce
ggtgcctaat
tcgggaaacc
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gccgcegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctececcett
gtgtaggtcg
tgcgceccttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagc
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcc
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
tccggttcecce
agctccttcg
gttatggcag
actggtgagt
tgcccggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
gaaaacctct

gggatcactc
tacaaaattt
ggatacgctg
tcctecttgt
caacgtggcg
accacctgtc
ctcatcgccg
tccgtggtgt
tggattctgc
ccttccecgeg
acgagtcgga
aatgaaagac
atggaaaata
cagaatatgg
gaacagatgg
ttccagggtg
ttcgcttctce
cccctcecacte
ataaaccctc
ctgagtgatt
agaacaacat
ttttgaatcc
tggggagaat
tcacaattcc
gagtgagcta
tgtcgtgcca
ggcgctcttce
cggtatcagc
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggcg
tcgtgcegcetce
cgggaagcgt
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtcgtgta
taccgcgaga
gggccgagceg
gccgggaagce
ctacaggcat
aacgatcaag
gtcctccgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtgc
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgca



6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201

gctcccggag
gggcgcgtca
gattgtactg
ataccgcatc
gcgggcctcet
ttgggtaacg
gcatgcaagg
ccgaaacaag
gcgatatagg
gcgtagaggc
ttgactcaac
attttattta

Nota. Direccion: 5°— 3’

acggtcacag
gcgggtgttyg
agagtgcacc
aggcgccatt
tcgctattac
ccagggtttt
agatggcgcc
cgctcatgag
cgccagcaac
gattagtcca
aatatcacca
gtctccagaa

cttgtctgta
gcgggtgtceg
atatgcggtg
cgccattcag
gccagctggc
cccagtcacg
caacagtccc
cccgaagtgg
cgcacctgtg
atttgttaaa
gctgaagcct
aaagggggga

agcggatgcc
gggctggctt
tgaaataccg
gctgcgcaac
gaaaggggga
acgttgtaaa
ccggccacgg
cgagcccgat
gcgccggtga
gacaggatat
atagagtacg
a

gggagcagac
aactatgcgg
cacagatgcg
tgttgggaag
tgtgctgcaa
acgacggcgc
ggcctgccac
cttccccatc
tgccggcecac
cagtggtcca
agccatagat

aagcccgtca
catcagagca
taaggagaaa
ggcgatcggt
ggcgattaag
aaggaatggt
catacccacg
ggtgatgtcg
gatgcgtccg
ggctctagtt
aaaataaaag



Anexo B

Identificacion de parte de la secuencia nucleotidica del Vector de Clonacion pMSCV-
syn-Gephyrin.FingR-GFP reportado en el Genbank. Codigo de acceso al Genbank
MN443913.1. (Longitud 562 pb).

CTGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCATTTTGCAAGGCATGGAAAATAC
ATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTTAGGAACAGAGAGACAGCAGAATATGGGCCAAACAGGA
TATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGGTCCCCAGATGCGGTCCCGCCC
TCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGACCTGAAAATGACCCTGTGCCTT
ATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCTGCTCCCCGAGCTCAATAAAAG
AGCCCACAACCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGATAGACTGCGTCGCCCGGGTACCCGTATTCCCAA
TAAAGCCTCTTGCTGTTTGCATCCGAATCGTGGACTCGCTGATCCTTGGGAGGGTCTCCTCAGATTGATT
GACTGCCCACCTCGGGGGTCTTTCATTTGGAGGTTCCACCGAGATTTGGAGACCCCTGCCTAGGGACCAC
CGACCCCCCCGCCGGGAGGTAAGCTGGCCAGCGGTCGTTTCGTGTCTGTCTCTGTCTTTGTGCGTGTTTG
TGCCGGCATCTAATGTTTGCGCCTGCGTCTGTACTAGTTAGCTAACTAGCTCTGTATCTGGCGGACCCGT
GGTGGAACTGACGAGTTCTGAACACCCGGCCGCAACCCTGGGAGACGTCCCAGGGACTTTGGGGGCCGTT
TTTGTGGCCCGACCTGAGGAAGGGAGTCGATGTGGAATCCGACCCCGTCAGGATATGTGGTTCTGGTAGG
AGACGAGAACCTAAAACAGTTCCCGCCTCCGTCTGAATTTTTGCTTTCGGTTTGGAACCGAAGCCGCGCG
TCTTGTCTGCTGCAGCGCTGCAGCATCGTTCTGTGTTGTCTCTGTCTGACTGTGTTTCTGTATTTGTCTG
AAAATTAGGGCCAGACTGTTACCACTCCCTTAAGTTTGACCTTAGGTCACTGGAAAGATGTCGAGCGGAT
CGCTCACAACCAGTCGGTAGATGTCAAGAAGAGACGTTGGGTTACCTTCTGCTCTGCAGAATGGCCAACC
TTTAACGTCGGATGGCCGCGAGACGGCACCTTTAACCGAGACCTCATCACCCAGGTTAAGATCAAGGTCT
TTTCACCTGGCCCGCATGGACACCCAGACCAGGTCCCCTACATCGTGACCTGGGAAGCCTTGGCTTTTGA
CCCCCCTCCCTGGGTCAAGCCCTTTGTACACCCTAAGCCTCCGCCTCCTCTTCCTCCATCCGCCCCGTCT
CTCCCCCTTGAACCTCCTCGTTCGACCCCGCCTCGATCCTCCCTTTATCCAGCCCTCACTCCTTCTCTAG
GCGCCGGAATTAGATCTTCTAGACTGCAGAGGGCCCTGCGTATGAGTGCAAGTGGGTTTTAGGACCAGGA
TGAGGCGGGGTGGGGGTGCCTACCTGACGACCGACCCCGACCCACTGGACAAGCACCCAACCCCCATTCC
CCAAATTGCGCATCCCCTATCAGAGAGGGGGAGGGGAAACAGGATGCGGCGAGGCGCGTGCGCACTGCCA
GCTTCAGCACCGCGGACAGTGCCTTCGCCCCCGCCTGGCGGCGCGCGCCACCGCCGCCTCAGCACTGAAG
GCGCGCTGACGTCACTCGCCGGTCCCCCGCAAACTCCCCTTCCCGGCCACCTTGGTCGCGTCCGCGLCLCGL
CGCCGGCCCAGCCGGACCGCACCACGCGAGGCGCGAGATAGGGGGGCACGGGCGCGACCATCTGCGCTGC
GGCGCCGGCGACTCAGCGCTGCCTCAGTCTGCGGTGGGCAGCGGAGGAGTCGTGTCGTGCCTGAGAGCGC
AGTCGAGAACGCGTGGTACCGAGCTCGGATCCGCCGCCACCATGCTCGAAGTCAAGGAAGCATCACCAAC
CAGCATCCAGATCAGCTGGGGCAAGTACAAGGTCATGGTTCGCTACTACCGCATCACCTACGGTGAAACT
GGTGGCAATAGCCCTGTCCAGGAATTCACCGTGCCTGGCAGCAAGTCCACTGCTACCATCAGCAGCCTGA
AACCTGGTGTCGACTATACCATCACGGTGTACGCCGTCACGATCGACCACTGGAACTACCAGGACCCGAT
CCCGATCTCCATCAACTACCGCACCGGATCCGATTACAAGGATGACGACGATAAGGGTAGCGGCTCCAGT
AGATCTGGGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGG

CCAGTCCGCCCTG
AGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTC
TCGGCATGGACGAGCTGTACTAAAAGCTTATCGATAATCAACCTCTGGATTACAAAATTTGTGAAAGATT
GACTGGTATTCTTAACTATGTTGCTCCTTTTACGCTATGTGGATACGCTGCTTTAATGCCTTTGTATCAT
GCTATTGCTTCCCGTATGGCTTTCATTTTCTCCTCCTTGTATAAATCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGG
AGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACGTGGCGTGGTGTGCACTGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGTTG
GGGCATTGCCACCACCTGTCAGCTCCTTTCCGGGACTTTCGCTTTCCCCCTCCCTATTGCCACGGCGGAA
CTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGGGGCTCGGCTGTTGGGCACTGACAATTCCGTGGTGT
TGTCGGGGAAATCATCGTCCTTTCCTTGGCTGCTCGCCTGTGTTGCCACCTGGATTCTGCGCGGGACGTC
CTTCTGCTACGTCCCTTCGGCCCTCAATCCAGCGGACCTTCCTTCCCGCGGCCTGCTGCCGGCTCTGCGG
CCTCTTCCGCGTCTTCGCCTTCGCCCTCAGACGAGTCGGATCTCCCTTTGGGCAATAAAAGATTTTATTT
AGTCTCCAGAAAAAGGGGGGAATGAAAGACCCCACCTGTAGGTTTGGCAAGCTAGCTTAAGTAACGCCAT



TTTGCAAGGCATGGAAAATACATAACTGAGAATAGAGAAGTTCAGATCAAGGTTAGGAACAGAGAGACAG
CAGAATATGGGCCAAACAGGATATCTGTGGTAAGCAGTTCCTGCCCCGGCTCAGGGCCAAGAACAGATGG
TCCCCAGATGCGGTCCCGCCCTCAGCAGTTTCTAGAGAACCATCAGATGTTTCCAGGGTGCCCCAAGGAC
CTGAAAATGACCCTGTGCCTTATTTGAACTAACCAATCAGTTCGCTTCTCGCTTCTGTTCGCGCGCTTCT
GCTCCCCGAGCTCAATAAAAGAGCCCACAACCCCTCACTCGGCGCGCCAGTCCTCCGATAGACTGCGTCG
CCCGGGTACCCGTGTATCCAATAAACCCTCTTGCAGTTGCATCCGACTTGTGGTCTCGCTGTTCCTTGGG
AGGGTCTCCTCTGAGTGATTGACTACCCGTCAGCGGGGGTCTTTCATGGGTAACAGTTTCTTGAAGTTGG
AGAACAACATTCTGAGGGTAGGAGTCGAATATTAAGTAATCCTGACTCAATTAGCCACTGTTTTGAATCC
ACATACTCCAATACTCCTGAAATAGTTCATTATGGACAGCGCAGAAGAGCTGGGGAGAATTAATTCGTAA
TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAA
GCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCC
CGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGT
TTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAG
CGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACAT
GTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAA
GATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATA
CCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCG
GTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTAT
CCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAA
CAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCT
CTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAG
AAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCA
CGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAA
GTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC
ACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACG
ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAG
ATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTC
CATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTT
GTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCC
AACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGAT
CGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTA
TGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAA
AGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGT
TCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAG
CAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACT
CTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT
ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAA
CCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTCTCGCGCGTTTCGG
TGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCC
GGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGG
CATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAA
ATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCT
TCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTT
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCGCAAGGAATGGTGCATGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCC
CCGGCCACGGGGCCTGCCACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGCCCGAAGTGGCGAGCCCGAT
CTTCCCCATCGGTGATGTCGGCGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCCGGCCAC
GATGCGTCCGGCGTAGAGGCGATTAGTCCAATTTGTTAAAGACAGGATATCAGTGGTCCAGGCTCTAGTT
TTGACTCAACAATATCACCAGCTGAAGCCTATAGAGTACGAGCCATAGATAAAATAAAAGATTTTATTTA
GTCTCCAGAAAAAGGGGGGAA

Nota. Direcciéon: 5°— 3’



Anexo C

Secuencia nucleotidica completa del Vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-
FRT-lox-DsRed-lox-mKate2 reportado en el Genbank. Codigo de acceso al Genbank
MNG623118.1. (Longitud 5795 pb).

1 ttcatgtgca

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

acagtgccgt
gagggaagcg
gcgccatctc
cctgaagcca
aacgcggcga
gattctccgce
tccagctaag
cttcgagcca
tagcgttgcce
tctatttgag
cgatgagcga
aatcgcgccg
gcccgtcata
gcgcgcagat
cggcaaataa
gttccgcgaa
tccecttaacg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttcc
gacttgagcg
gcaacgcggc
ctgcgttatc
ctcgccgcag
tgatgcggta
tatgttgaca
caaatagtat
ttaaagagga
acatggaggg
cctacgaggg
ccttcgacat
agggcatccc
ccacatacga
gcctcatcta
agaagaaaac
tggaaggcag
tcaagaccac
atgtggacta
acgaggtggc
aactcgagca
ctgagttggc
gggtcttgag
ttcgtatagg
gcaagggcga
taaacggcca

gctccataag
tgatcgtgct
gtgatcgccg
gaaccgacgt
cacagtgata
gctttgatca
gctgtagaag
cgcgaactgc
gccacgatcg
ttggtaggtc
gcgctaaatg
aatgtagtgc
aaggatgtcg
cttgaagcta
cagttggaag
gatgccgctc
cgcgtaaagg
tgagttttcg
tcettttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagca
tggcgataag
gcggtcgggce
cgaactgaga
ggcggacagg

agggggaaac
tcgatttttg

ctttttacgg
ccctgattcet
ccgaacgacc
ttttctecett
gctagctcag
aggaacttca
gaaaggtacc
caccgtggac
cacccagacc
cctggctact
cgacttcttc
agacgggggce
caacgtcaag
actcggctgg
aaacgacatg
atatagatcc
cagactggaa
agtggccaga
ccaccaccac
tgctgccacc
gggttttttg
atactttata
ggagctgttc
caagttcagc

caaaagggga
atgatcgact
aagtatcgac
tgctggcegt
ttgatttgct
acgacctttt
tcaccattgt
aatttggaga
acattgatct
cagcggcgga
aaaccttaac
ttacgttgtc
ctgccgactg
gacaggctta
aatttgtcca
gccagtcgat
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgcctacat
tcgtgtctta
tgaacggggg
tacctacagc
tatccggtaa
gcctggtatc
tgatgctcgt
ttcctggect
gtggataacc
gagcgcagcg
acgcatctgt
tcctaggtat
taacttcgta
atgagcgagc
aaccatcact
atgagaatca
agcttcctct
aagcagtcct
gtgctgaccg
atcagagggg
gaggccttca
gccctgaagce
aagaaacccg
agaatcaagg
tactgcgacc
caccactgag
gctgagcaat
ctgaaaggag
cgaagttatg
accggggtgg
gtgtccggceg

tgataagttt atcaccaccg

gatgtcatca
tcaactatca
acatttgtac
ggttacggtyg
ggaaacttcg
tgtgcacgac
atggcagcgc
ggctatcttg
ggaactcttt
gctatggaac
ccgcatttgg
ggcaatggag
tcttggacaa
ctacgtgaaa
tggctgagct
agatcctttt
cgtcagaccc
tctgctgcett
agctaccaac
tccttectagt
acctcgcetcet
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagctatg
gcggcagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgctggcecce
gtattaccgc
agtcagtgag
gcggtatttc
aatgctagcg
taggatactt
tgattaagga
tcaagtgcac
aggtggtcga
acggcagcaa
tccctgaggg
ctacccagga
tgaacttcac
ccgagacgct
tcgtgggcgg
ctaagaacct
aggccaacaa
tccctagcaa
atccggcectgce
aactagcata
gaactatatc
atatcaaaga
tgcccatcct

agggcgaggg

gcggtggagt
gaggtagttg
ggctccgcag
accgtaaggc
gcttcccectg
gacatcattc
aatgacattc
ctgacaaaag
gatccggttce
tcgccgeeccg
tacagcgcag
cgcctgceccgg
gaagaagatc
ggcgagatca
catgaagttc
tgataatctc
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tctttttcecg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagc
agaaagcgcc
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgctcac
ctttgagtga
cgaggaagcg
acaccgtcta
gatccgaagt
tatacgaagt
gaacatgcac
atccgagggce
gggcggcecct
gaccttcatc
cttcacatgg
caccagcctc
atccaacggc
gtaccccgcet
gagccatctg
caagatgcct
cgagacctac
actggggcac
taacaaagcc
accccttggg
cggctgcaga
ggagaaaggt
ggtcgagctg
cgatgccacc

actatttgca
gcaatgtcat
gcgtcatcga
tggatggcgg
ttgatgaaac
gagagagcga
cgtggcgtta
ttgcaggtat
caagagaaca
ctgaacagga
actgggctgg
taaccggcaa
cccagtatca
gcttggcctce
ccaaggtagt
ctattccgaa
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgcttcccg
gagcgcacga
cgccacctcet
aaaaacgcca
atgttctttc
gctgataccg
gaagagcgcc
gaggatctca
tcctattett
tatgaattca
atgaagctgt
gaaggcaagc
ctccecctteg
gaccacaccc
gagagagtca
caggacggct
cctgtgatgce
gacggcggcec
atcgcaaaca
ggcgtctact
gtcgagcagc
aagctcaatt
cgaaaggaag
gcctctaaac
agcttataac
accatggtga
gacggcgacg
tacggcaagc



3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761

tgaccctgaa
ccaccctgac
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gcacccagtc
agttcgtgac
accaccacca
ctgctgccac
ggggtttttt
agtataggaa
gaggagaaag
aaggtgcgca
ggccgcccct
cccttecgect
caccccgcecg
cgcgtgatga
gacggctgct
gtaatgcaga
ggcgtgctga
gtggagttca
gtggactcca
gagcgcaccg
tgagatccgg
caataactag
ggaggaacta
tatgatatca
agaaaatatg
cacatccgaa
tgaaggtgga
taaaactttt
aggctttacc
agatacgagt
cccgagtaac
cttatatcct
aggcggtcat
ccttaaaatg
taaagaaacc
gaaattagga
caaagcccga
ccttggggcece
aagcttagat

Nota. Direccion: 5°— 3’

gttcatctgc
ctacggcgtg
gtccgccatg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccgc
cacccccatc
cgccctgagce
cgccgccggg
ccaccactga
cgctgagcaa
gctgaaagga
cttcataact
gtaccatggt
tggagggcac
acgagggcca
gggacatcct
acatccccga
acttcgagga
tcatctacaa
agaagaccat
agggcgagat
agtccatcta
agctggacat
agggccgcca
ctgctaacaa
cataacccct
tatccggctg
gtactgtcga
cacatgaaat
ggtgaaggta
cccctgecect
atcaatcaca
tgggaacgtg
ttacaagatg
ggacccgtaa
gcggacggtg
ttaatctgca
cctggagtat
tacgttgaac
catcgttgac
aaggaagctg
tctaaacggg
ctgatctatt

accaccggca
cagtgcttca
cccgaaggcet
cgcgccgagg
gacttcaagg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcc
aaagacccca
atcactctcg
gatccggctg
taactagcat
ggaactatat
tcgtatagca
gcgctcctcecce
cgtgaacggc
caacaccgtg
gtccccecceccag
ctacaagaag
cggcggcgtyg
ggtgaagttc
gggctgggag
ccacaaggcc
catggccaag
cacctcccac
ccacctgttc
agcccgaaag
tggggcctct
cagaagctta
cagaaaaaga
tatatatgga
aaccatatga
ttgcgtttga
cccaaggcat
taacaactta
gctgtctgat
tgcaaaaaaa
gcttagaagg
acctgaaaac
actatgttga
aacatgaagt
tcgagcacca
agttggctgc
tcttgagggg
accctgttat

agctgcccgt
gccgctaccc
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
aggacggcag
ccgtgctgcet
acgagaagcg
gcatggacga
ctaacaaagc
aaccccttgg
ccggaagctt
tacattatac
aagaacgtca
cacgagttcg
aagctgaagg
ttccagtacg
ctgtccttcc
gtgaccgtga
atcggcgtga
gcctccaccg
ctgaagctga
aagcccgtgce
aacgaggact
ctgtagctcg
gaagctgagt
aaacgggtct
taacttcgta
ggagaaaggt
aggtactgtc
aggcacacaa
cattctcgca
tcctgacttt
tgaagatggc
ttacaatgtt
aactcttggt
acgcgcagac
aacctatcgt
tcgtcgetta
agccgtagcec
ccaccaccac
tgccaccgcet
ttttttgctg
cccta

gccctggcecce
cgaccacatg
gcgcaccatc
gggcgacacc
catcctgggg
caagcagaag
cgtgcagctc
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag
ccgaaaggaa
ggcctctaaa
gaagttccta
gaagttatga
tcaaggagtt
agatcgaggg
tgaccaaggg
gctccaaggt
ccgagggctt
cccaggactc
acttcccctce
agcgcctgta
aggacggcgg
agctgcccgg
acaccatcgt
agcaccacca
tggctgctgce
tgaggggttt
tagcatacat
accatgtcag
aacaatcatc
acaatgcgca
acgagcttta
tttaaacagt
ggtgtactta
aaaatccgtg
tgggaagcat
atggcactga
tccaaaaaac
gaacgtatta
cgttattgtg
cactgagatc
gagcaataac
aaaggaggaa

accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgctgg
taactcgagc
gctgagttgg
cgggtcttga
ttcttcaaat
attcattaaa
catgcgcttc
cgagggcgag
cggccccectg
gtacgtgaag
caagtgggag
ctccctgcag
cgacggcccc
cccccgcegac
ccactacctg
ctactactac
ggagcagtac
ccaccaccac
caccgctgag
tttgctgaaa
tatacgaagt
aattaattaa
atttcaaatg
tcaaagcagt
tgtacgggtc
cctttcctga
cagcaactca
gcgtaaattt
caacagaaac
aattagttgg
ccgctaaaaa
aagaagctga
accttccgtce
cggctgctaa
tagcataacc
ctatatccgg



Anexo D

Identificacion de parte de la secuencia nucleotidica del RFP del pez Cebra que es
parte del vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate)
reportado en el Genbank. Codigo de acceso al Genbank MN623118.1. (Longitud 337 pb).

TTCATGTGCAGCTCCATAAGCAAAAGGGGATGATAAGTTTATCACCACCGACTATTTGCAACAGTGCCGT
TGATCGTGCTATGATCGACTGATGTCATCAGCGGTGGAGTGCAATGTCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCG
AAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGT
ACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTG
ACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTG
GAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTA
TCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCA
GCCACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTC
CAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAAC
GCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGG
TACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGG
CCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTC
GCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAA
GATGCCGCTCGCCAGTCGATTGGCTGAGCTCATGAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCGCGAACGCGTAAAGG
ATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAG
CGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTT
GCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCG
AAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACC
ACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAG
TGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGC
TGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGC
GTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGT
CGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCA
GCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATC
CCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACC
GAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGT
GCGGTATTTCACACCGTCTAGAGGATCTCATATGTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCG
GATCCGAAGTTCCTATTCTTCAAATAGTATAGGAACTTCATAACTTCGTATAGGATACTTTATACGAAGT
TATGAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGTACCATGAGCGAGCTGATTAAGGAGAACATGCACATGAAGCTGT
ACATGGAGGGCACCGTGGACAACCATCACTTCAAGTGCACATCCGAGGGCGAAGGCAAGCCCTACGAGGG
CACCCAGACCATGAGAATCAAGGTGGTCGAGGGCGGCCCTCTCCCCTTCGCCTTCGACATCCTGGCTACT
AGCTTCCTCTACGGCAGCAAGACCTTCATCGACCACACCCAGGGCATCCCCGACTTCTTCAAGCAGTCCT
TCCCTGAGGGCTTCACATGGGAGAGAGTCACCACATACGAAGACGGGGGCGTGCTGACCGCTACCCAGGA
CACCAGCCTCCAGGACGGCTGCCTCATCTACAACGTCAAGATCAGAGGGGTGAACTTCACATCCAACGGC
CCTGTGATGCAGAAGAAAACACTCGGCTGGGAGGCCTTCACCGAGACGCTGTACCCCGCTGACGGCGGCC
TGGAAGGCAGAAACGACATGGCCCTGAAGCTCGTGGGCGGGAGCCATCTGATCGCAAACATCAAGACCAC
ATATAGATCCAAGAAACCCGCTAAGAACCTCAAGATGCCTGGCGTCTACTATGTGGACTACAGACTGGAA
AGAATCAAGGAGGCCAACAACGAGACCTACGTCGAGCAGCACGAGGTGGCAGTGGCCAGATACTGCGACC
TCCCTAGCAAACTGGGGCACAAGCTCAATTAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGC
TAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGG
GCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGCTGCAGAAGCTTATAAC
TTCGTATAGGATACTTTATACGAAGTTATGATATCAAAGAGGAGAAAGGTACCATGGTGAGCAAGGGCGA
GGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGC
GTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA
AGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCC
CGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATC
TTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACC
GCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTA
CAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGC
CACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGALGGLCC
CCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCG



CGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG
TAACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGG
CTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTT
GCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAAGCTTGAAGTTCCTATTCTTCAAATAGTATAGGAACTTCATAACT
TCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGTACCATGGTGCGCTCCTCC
AAGAACGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCGCATGGAGGGCACCGTGAACGGCCACGAGTTCG
AGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCCACAACACCGTGAAGCTGAAGGTGACCAAGGG
CGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCCCAGTTCCAGTACGGCTCCAAGGTGTACGTGAAG

TGCAGCTGCCCGG
CTACTACTACGTGGACTCCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAGCAGTAC
GAGCGCACCGAGGGCCGCCACCACCTGTTCCTGTAGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGG
CTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCT
TGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGCTGCAGAAGCTTA
TAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATGATATCAGTACTGTCGACAGAAAAAGAGGAGAAAGGT
ACCATGTCAGAATTAATTAAAGAAAATATGCACATGAAATTATATATGGAAGGTACTGTCAACAATCATC
ATTTCAAATGCACATCCGAAGGTGAAGGTAAACCATATGAAGGCACACAAACAATGCGCATCAAAGCAGT
TGAAGGTGGACCCCTGCCCTTTGCGTTTGACATTCTCGCAACGAGCTTTATGTACGGGTCTAAAACTTTT
ATCAATCACACCCAAGGCATTCCTGACTTTTTTAAACAGTCCTTTCCTGAAGGCTTTACCTGGGAACGTG
TAACAACTTATGAAGATGGCGGTGTACTTACAGCAACTCAAGATACGAGTTTACAAGATGGCTGTCTGAT
TTACAATGTTAAAATCCGTGGCGTAAATTTCCCGAGTAACGGACCCGTAATGCAAAAAAAAACTCTTGGT
TGGGAAGCATCAACAGAAACCTTATATCCTGCGGACGGTGGCTTAGAAGGACGCGCAGACATGGCACTGA
AATTAGTTGGAGGCGGTCATTTAATCTGCAACCTGAAAACAACCTATCGTTCCAAAAAACCCGCTAAAAA
CCTTAAAATGCCTGGAGTATACTATGTTGATCGTCGCTTAGAACGTATTAAAGAAGCTGATAAAGAAACC
TACGTTGAACAACATGAAGTAGCCGTAGCCCGTTATTGTGACCTTCCGTCGAAATTAGGACATCGTTGAC
TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGC
TGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTG
AAAGGAGGAACTATATCCGGAAGCTTAGATCTGATCTATTACCCTGTTATCCCTA

Nota. Direccion: 5°— 3’




Anexo E

Obtencion de las secuencias nucleotidicas alineadas del GFP reportadas en el

GenBank con la secuencia consenso de la GFP del pez Cebra (Danio rerio).

Job Title Consensus 1_3 GFP Filter Results

RID BEDF4TIWOIN Search expires on 05-21 23:38 pm  Download All v

Program BLASTN@  Citation v Organism only top 20 will appear |:| exclude

Database ot See details v | Type common name, binomial, taxid or group name |

+ Add organism

Query ID IcljQuery_36939

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  dna ‘ | to | | | ‘ o ‘ | | ‘ to | |

Query Length 566

Other reports  Distance free of results  MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns - Show L
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Desciplion Scientmﬁ Hame ST:;; ST:;TIE g:jg w:ue \::r:t t:: Accession
- v - - v -

rnthetic construct eGFP-Neo fusion profein gene,_complete cds synthetic ¢onstruct 1027 1027 99% 00 9964% 2512 MZ5221251
Binary vector pZH84 _complste sequence Binary vector pZHB4 1027 1027 99% 00 9964% 11849 OLB70855 1
Binary vector pZH83 _complste sequence Binary vector pZHB3 1027 1027 99% 00 9964% 11882 OL870854 1
Mus musculus trensgenic EGFP (EGFP) gene, complele cds Mus mustulus 1027 1027 99% 0.0 9964% 8651 OKSB8152.1
Cloning vector pVMGO138 DT-y1by1 inw2 GFP, complete sequence Cloning vector pvMGD138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1027 1027 99% 00 9964% 8957 OLE3DT76.1
Cloning vector p\MG0131 IMCR y1-w2b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP 1027 1027 99% 00 9964% 8488 OLE3DTTS.1
Cloning vector p\MG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP 1027 1027 99% 00 9964% 8488 OLE3DTT4.1
Cloning vector p\MG0129 IMCR w2-y1-w2b-y1b in-w2 GFP,_complete ... Cloning vector pvMG0129 tMCR w2-y1-w2b-yib in-.. 1027 1027 99% 00 9964% 9645 OL83DTT3.1
Cloning vector pVMGQ128 IMCR wi-y1-wib in-w2 GFP _complete sequ... Cloning vector gvMGD1238 IMCR w2-y1-w2b in-w2 G... 1027 1027 99% 0.0 9964% 9380 OLE3D7FV2.1
Cloning vector pVMGO127 tMCR wi-y1-y1b in-w2 GFP. complefe seque... Cloning vector gvMGD127 IMCR w2-y1-yib inw2 G... 1027 1027 99% 0.0 9964% 9360 OLE3D7V1.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 550 to 1111 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1027 bits(556) 0.0 561/563(99%) 1/563(0%) Plus/Minus
e gttt
Sbjct 1111 GTGCT-CAGGTAGTGATTGTCEGECAGCAGCACGGEECCATCGCCEATGEGEATETTCTG 1853
Query 61 CTGATAGTGGETCGGCGAGCTEGCACGCTGCCAGTCCTCOATATTGTGECGEATCTTGAAGTT 128
FECERETEET T LT e e e e e e ey
Sbjct 1852 CTGETAGTGETCGGLGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTT 993
Query 121 CTGCTTATCOGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTT 188
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 992 TTCTGCTTGTCOGCCATGATATAGACGTTATGECTGTTGTAGTT 933
e ittt it
Sbjct 932 GTACTCCAGCTTGTACCCCAGGATATTGCCATCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTC 873
iR .
Sbjct 872  GATGCGGTTCACCAGGGTATCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGOGGATCTTGTAGTTGOC 813
Query 381 TCATCCTTGAAGAAGATGATGCGCTCCTGEACGTAGCCTTCGAGCATOACGEACTTGAA 368
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 812 TCATCCTTGAAGAAGATGATGCGCTCCTGEACGTAGCCTTCGEGCATOACGEACTTGAA 753
e I T T T
Sbjct 752 GAAGTCETGCTGCTTCATETGETCGEGEGTAGCGECTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAG 693
.
Sbjct 692  GGTGGTCACGAGGGTGOGCCAGGGCACGOACAGCTTGCCGATGATGCAGATGAACTTCAG 633
Query 481 GETCAGCTTGCCATAGETGECATCOCCCTCRCCCTCGCCGRACACGCTGAACTTGTGRCC 542
FELCEEEEEREE LR T R e LR LRV E L e L
Sbjct 632 GETCAGCTTGCCATAGETGECATCGCCCTCRCCCTCGCCGRACACGCTGAACTTGTERCC 573

e it

Sbjct 572 TTTACGTCGCCGTCCAGCTCGA 558




Job Title Consensus 1_4_GFP Filter Results
RID SFDRAEE2013 Search expires on 05-21 23:42 pm  Download All v -
. = Organism only fop 20 will sppear exclude
Program BLASTN @  Citation v 9 L) i L
- Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nt  See details v ‘ YR _ e
+ Add organism
Query ID IcllQuery_16737
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | | to ‘ | | | to | | | | to ‘ |
Query Length 567
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show e
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max | Total  CQuery E Per. Art.
D i Scientific M: F
esclp 2k e I: are Score Score Cover value | Ident | Len | Acesssion
- v - - v
Synthetic construct e GFP-Neo fusion protein gens, complete cds synthetic construct 1009 1009 56% 00 9946% 2512 MZ522125.1
Binary vector pZH24, complete sequence Binary vector pZHS4 1009 1009 968% 00 99.46% 11349 OL870855.1
Binary vector pZHE3, complete sequence Binary vector pZH23 1009 1009 S5% 00 99458% 11332 QOLAT0854.1
Mus musculus fransgenic EGFP (EGFP) gene, complete cds Mus musculug 1009 1009 968% 00 9945% 8651 OK588152.1
Cloning vector pvMG01353 DT-y1b-y1 in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pVMG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1009 1009 S53% 00 9946% 8957 OL&30776.1
Cloning vector pMGO0131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0131 tMCR y1-w2b inw?2 GFP 1008 1009 88% 00 9945% 3488 OLE3077S1
Cloning vector pMG0130 MCR w2-yib in-w2 GFP, complete sequence  Cloning vector pMG0130 IMCR w2-yib in-w2 GFP 1009 1009 98% 00 9946% 8468 OL6307T4.1
Cloning vector p'MG0129 tMCR w2-y1-w2b-yib in-w2 GFP_complete s... Cloning vector pMG0129 tMCR w2-y1-w2b-yib in-.. 1009 1009 98% 00 9948% 9645 OLE30T7T3.1
Cloning vector pMG0128 MCR w2-y1-w2b in-w? GFP_compiete sequ... Cloning vector pvMG0128 IMCR w2-y1-wab in-w2 G... 1009 1009 98% 00 9946% 9360 OL630772.1
Cloning vector p\MG0127 tMCR w2-y1-y1b in-w2 GFP complete seque... Cloning vector p\VMGD127 tMCR w2-y1-yib inw2 G... 1009 1008 B88% 00 9946% 9360 OLE3OTTI.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 557 t

o 1111 GenBank Graphics

Score

1009 bits{546)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 554/557(59%) 3/557(0%) Plus/Plus

Query 12
Sbjct 557
Query 71
Sbict 617
Query 131
Sbhjct &77
Query 191
Sbict 737
Query 251
Sbjct 797
Query 311
Shict 857
Query 371
Sbict 917
Query 431
Shict 977
Query 401
Sbjct 1837
Query 551

Sbict 1@97

GEAC-GCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCOTGTCOGGCGAGLGCGAGGGCGATGLCAL

[ ||||||||||||||||||||IIII CECLECEECEECEEC LR T Er |
GGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCAC

TACGGCAAGC TGACCCTRAAGT TCATCTGCACCACCGGECAAGCTGCCCGTGCCCTAnLC

CTACGOCAAGCTGACCCTAAAGT TCATCTGCACCACCGGECAAGCTGCCCATGCCCTAnLC

CACCCTCGTGACCACCCTRACCTACGGCATGEAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACAT

FECLELLEELEETEL L RELEE L T TELELTELTELT ]
CACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGLTTCAGCCGCTACCCCRACCACAT

GAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCOCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGRAGLGLACCAT

GAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGRCTACGTCCAGGAGLGIACCAT

TTCTTCAAGOACGACGACAACTACAAGACCCOCGLCGAGGTGAAGT TCGAGGGIGACAL

I|III|||I|I|||||||I|I|||IIIII CECCECEECEEC e et r |
CTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCOCCGAGETGAAGT TCGAGGRCEACAC

CCTGGETEAACCGCATCOAGCTGAAGGECATCGACTTCAAGRAGRACGECAACATCLTORG

TEETEAACCOCATCGAGCTGAAGRECATCGACTTCAAGGAGRACGECAACATCCTG

ACAAGITGOAGTA AACAGCCACAACGTCTATATCATGAECCGACAAGCAG

ACAAGCTGOAGTA CACAACGTCTATATCATGECCGACAAGLAL

GAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCAAGGACGECAGCGTGCAGLT

FECLELLELEEELELTELL LR LR LT T ELEETELTTT ]
GAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGLAGCT

COCCEACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCOGCGACGECCCCATACTACTGCCCGACAA

COCCOACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCOGCGACGECCCCATACTACTGCCCGACAA

CCACTACCTTOAAGCAC 567

[EELEELED [E L
CCACTACCT-GA-GCAC 1111

74
B8lé
13a
676
1%a
736
25a
796
3la
856
37a
916
43@
976
498
1336
55@

1896




Job Title Consensus 1_5 GFP Filter Results

RID BFDYFAGPO13 Search expires on 05-21 23:46 pm Download All v+

—— BLASTN®  Ciiation v Organism oniy top 20 will appesr [] excluce

Database il A | Type common name, binomial, taxid or group name ‘

<+ Add organism

Query ID Icl|Query_49001

Description Nane Percent dentity E value Query Coverage

Moleuletype _ana T o[ 1 [ o[ [ J=] |

Query Length 565

Other reports  Distance ree of resulls  MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ¥ Show e
select all 10 sequences sslected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Desc?llcn Sclentlﬁ: Mame ST;; ST:;IE g:;g v:'ue \zeil:l i;j] Accession

Synthetic construct e GFP-Neo fusion protein gene, complete cds synthetic construct 1016 1016 99% 00 9929% 2512 MZ5221251
Binary vector pZHE4, complete sequence Binary vector pZHa4 1016 1016 99% 00 ©920% 11849 OLE708551
Binary vector pZH33, complete sequence Binary vector pZH83 1016 1016 99% 00 9929% 11832 OLB70854 .1
Mus musculus transgenic EGFP (EGFP) gene, complete cds Mus musculus 1016 1016 99% 00 9825% 8651 OKSE61521
Cloning vector pvMG01358 DT-yib-y1 in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvVMG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1016 1016 99% 0.0 9925%% 8957 OLE30TT61
Cloning vector pvMGO131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP 1016 1016 99% 00 9925% 3468 OLE30T7SA1
Cloning vector p'MG0130 #MCR w2-y1b in-w? GFP, complete sequence Cloning vector pvMGD130 tMCR w2-yib in-w2 GFP 1016 1016 99% 00 992%% 6468 OLE30TT41
Cloning vector p'MG0129 tMCR w2-y1-wlb-yib in-w2 GFP _complete ... Cloning vector pWMG0129 tMCR w2-y1-w2b-yib in-... 1016 1016 99% 00 9929% 9645 OLE30773.1
Cloning vector p'MG0128 MCR w2-y1-w2b in-w2 GFP. complete sequ... Cloning vector pvMGD1258 tMCR w2-y1-wlb in-w2 G... 1016 1016 99% 0.0 9902%% 9360 OLe30TT2.1
Cloning vector pvMGD127 tMCR w2-y1-y1b in-w2 GFP,_complete seque... Cloning vector pvMG0127 tMCR w2-y1-yib inw2 G... 1016 1016 99% 00 9925% 9360 OLE30771.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 550 to 1111 GenBank Graphics

Score

1015 bits(550)

Expert Strand

0.0

Identities Gaps
5509/563(99%) 1/563(0%)

Plus/Plus

Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
sbict
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
shict
Query
Sbjct

3
558
63
6la
123
678
183
73@
243
75@
383
858
363
9la
423
a7e
483
1334
543
lag9a

AG

|
A

GOGAGGCOACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGOGCGAGEACG

TCGAGCTGG
COCLECLEE LRt e e i e e e e e n
TCGAGCTGGACGECGACGTAAACGECCACAAGTTCAGCGTGTCCGRCGAGEGCEAGEGLE
CTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGRCAAGCTGCCCGTGC
FEPCELEEETEET PR e EEPEE P EE P EE TR e e
CT4
(o

T — =

i
TECCACCTACGGCAAGC TEACCCTAAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTAL
G

|
<

ACCCTOATEACCACCCTOAC CTACGGUGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCG

LELELLELTELTETTEETErELT IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGLTACCCLG

a
c
|
c
CCTEECC
LI
CTaac
ACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAMGTCCGCCATGCCCGAAGGC TACGTCCAGGAGC

CECLEELEEE e et e e et e e i e ey
ACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGT

GCACCATCTTCTTCAAGGACGACOGCAAC TACAAGACCCOCGCCGAGETGAAGT TCGAGH

CECLEELEEE R e e e e e e ety
GCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAAC TACAAGACCCGCGLCGAGGTGAAGT TCGAGG

COACACCCTOATEAACCGCATCOAGLTEAAGGGCATCGACTTCAAGGAGOACGGCAACA

I||||I|I|||||||I|I||||I||||| ||I||||I||||I|I||I||I|IIIIIIIIII
GCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACA

GG CACAAGCTGOAGTACAAC TACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACA

TCCTEEGEC
FELPEELEEEEETELTELE T IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TCCTEEGECACAAGLTGGAGT ACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACA

AGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACT TCAAGAT CCGCCACAACATCGAGOACGGCAGCG

CECLECLEE et e e e bt e e iy
AGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCLGCCACAACATCGAGGACGGCAGCG

TGCAGCTCGLCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGLCCOGTGCTGCTGE

CECLECECEEE e e e et e e e e renn
TGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTECTET

COACAACCACTACTTOGAGCAC 565

|||I|I||||I||| [T
CCGACAACCACTACCTG-AGCAC 1111

62
a9
122
669
1582
729
242
789
382
349
362
989
422
969
432
1829
542
1289



Job Title Consensus 1_6_GFP Filter Results

RID SFET192F013 Search expires on 05-21 23:50 pm Download All v

Program BLASTN@  Citation v Organism  only top 20 will appesar [ ] exclude

Database 0l See details v | Type common name, binomial, taxid or group name ‘

+ Add organism

Query ID Icl|Query_3083

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule ype o] | [ o] [ o] |

Query Length 571

Other reports  Distance free of results  MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show e
select all 10 ssquences ssiected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Desciptian Scwermﬁ: Mame ST::{E ST:;TIE gj: v:ue I::r:t i; Arcession
v - - - v -

Synthetic construct eGFP-MNeo fusion protein gene, complete cds synthetic construct 1026 1026 98% 00 9947% 2512 MZ522125.1
Binary vector p7H&4 _complete sequence Binary vector pZHR4 1026 1026 98% 00 9947% 11843 OL370855 1
Binary vector pZH83. complete sequence Binary vector pZHE83 1026 1026 98% 0.0 9947% 11882 OL3708541
Mus musculus fransgenic EGFP (EGFP) gene, compleie cds Mus musculus 1026 1026 98% 00 9947% 8651 OK5361521
Cloning vettor pVMGD138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP complete sequence Cloning vector pvMGO138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1026 1026 98% 0.0 9947% 8957 OLE30776.1
Cloning vector p\MG0131 #MCR y1-w2b in-w? GFP_complete sequence Cloning vector ptMG0131 tMCR y1-w?h in-w2 GFP 1026 1026 98% 00 99.47% 5468 OLB307TVS 1
Cloning vettor pVMG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP, complete sequence  Cloning vector pvMGO130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP 1026 1026 98% 00 9947% 8468 OLE30TV4.1
Cloning vector p\VMGD129 IMCR w2-y1-w2b-y1b in-w2 GFP,_complete s... Cloning vector pvMG0129 IMCR w2-y1-w2b-yib in-.. 1026 1026 98% 0.0 9947% 9645 OLE307T73.1
Cloning vector pVMGD1258 tMCR w2-y1-wlb in-w2 GFP complete sequ... Cloning vector pvMGO1258 tIMCR w2y1-wlb inw2 G.. 1026 1026 98% 00 9947% 9360 OLE30T72.1
Cloning vector p\VMGD127 IMCR w2-y1-y1b in-w2 GFP, seque... Cloning vecior pvMGO127 tMCR w2-y1-yib in-w2 G... 1026 1026 98% 0.0 9947% 9360 OLE30771.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 550 to 1112 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1026 bits(555) 0.0 562/565(99%) 2/565(0%) Plus/Minus
et i
5bjct 1112 GGTGC-TCAGGTAGTGGETTGTCGEGCAGCAGCACGAGECCATCACCGATEEGEGTGTTCT 1854
R it
Shjct 1853 GCTGGTAGTAGTCOGCEAGCTGCACGCTGCCGTCCTCAATATTGTOACGGATCTTGAAGT 994
Query 122 TCACCTTGATGCCATTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGECTGTTGTAGT 181
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 993 TCACCTTOATGCCGTTCTTCTGCTTGTCGECCATGATATAGACGTTGTGECTGTTGTAGT 934
ittt
sbjct 933 TETACTCCAGCTTETGCCCCAGEATETTGCCAGTCCTCCTTAAAGTCGATGCCCTTCAGT 874
Query 242 GCEETTCACCAGEATATCGCCCTCOAACTTCACCTCAGCGCaAGTCTTGTAGT TG 381
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 873 COATGCGGTTCACCAGGETGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGOGOGRGTCTTATAGTTGC 814
e il it
sbjct 813 COTCOTCCTTEAAGAAGATEATGCGC TCCTEEACGTAGCCTTCGGGCATGECEGACTTA, 754
e T T T T TG
Sbjct 753 AGAAGTCGTACTACTTCATGTGOTCOGGOTAGCOOCTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCA 694
Query 422 GEaTEOTCACGAGGATEEGCCAGEECACGEECAGCTTGCCGGTGETGCAGATGAALT 451
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbijct %3 GOGTEETCACGAGGETGOGCCAGGGCACGEGCAGCTTACCAATGATACAGATRAACTT 634
Query 482 GOGTCAGCTTGCCGTAGGTOGCATCOCCCTCGCCCTCAGCCGGACACGCTGAACTTATEEC 541
. ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 633 GEaTCAGCTTECCATAGETGECATCGCCCTCACCCTCACCGGACACGCTEAACTTATAG 574
e I
Sbjct 573 TTTACGTCGCCGTCC-AGCTCGA 558
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BFEDAGACO16 Sesrch expires on 05-21 23:54 pm Download All v

BLASTN @  Citation v

Organism  oniy top 20 will sppear

[ exclude

nt See details v

‘ Type common name, binomial, taxid or group name

<+ Add organism

Icl|Query_52399

E value

Query Coverage

|

]

Naone Percent Identity
dna | | to |
551

Distance tree of results  MSA viewer @

Sequences producing significant alignments Download ~ selectcolumns ~ Show [ 10v | @
select all 10 sequences sslected GenBank Graphics Distance free of results ~ MSA Viewer
Dascn'plion Scierﬁiﬁ: Mame Sh::)r(e ST::IB g:: \I’Bflle I::;t ’E:; ST
- v - - - -
Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene,_complete cds synthetic construct 1011 1011 100% 00 9982% 2512 MZ5221251
Binary vector pZH24, complete sequence Binary vector pZH24 1011 1011 100% 00 99.82% 11849 OL870855.1
Binary vecfor pZHE3,_complete sequence Binary vector p7H83 1011 1011 100% 00 9932% 11882 OLS70854.1
Mus musculus fransgenic EGFP (EGFP) gene,_complete cds Mus musculus 1011 1011 100% 00 9982% 8631 OKS5361521
Cloning vector pvMG0138 DT-y1b-y1 in-w2? GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0138 DT-y1b-y1 in-w? GFP 1011 1011 100% 00 9982% 68957 OLBMTTE1
Cloning vector pvVMG0131 tMCR v1-w2b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMG0131 EIMCR yi-wZb inw? GFP 1011 1011 100% 00 9982% 85468 OL63077S5.1
Cloning vector pWMG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pvMGD130 tMCR wa-yib in-w2 GFP 1011 1011 100% 00 9982% 8468 OLE3DTT41
Cloning vector pyMG0129 MCR w2-y1-wlb-y1b in-w? GFP,_complsie s . Cloning vector pvGD129 IMCR wl-y1-w2b-yib in- 1011 1011 100% 00 9982% 9645 OLE30TT31
Cloning vector pMG0125 tMCR w2-y1-wlb in-w2 GFP,_complete sequ... Cloning vector pvMGD128 tMCR w2-y1-w2b in-w2 G... 1011 1011 100% 00 99.82% 9360 OLE3DTT2A1
Cloning vector pVMG0127 tMCR w2-y1-vib inw2 GFP _complete seque. .. Cloning vector pvMG0127 EMCR w2-y1-yib inw2 G... 1011 1011 100% 00 9982% 9360 OL63077F1.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 562 to 1111 GenBank Graphics

Score

1011 bits(547)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 550/551(99%) 1/551(0%) Plus/Minus

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Shjct
Query
Sbict

1
1111
6l
las2
121
G52
181
432
241
&72
3a1
al2
361
752
421
692
481
632
541
572

GTECTCCAGGTAGTGETTGTCAGECAGCAGCACGEGGCLaTCGCLGATAREEATETTCTG

CCLLE Leeeee e e e e LR E L EirtnLy |
GTGCT -CAGETAGTEATTGTCGEECAGCAGCACGGEECCGTCGCCGATAAGEATGTTCTG

CTGGTAGTGGT CEGCGAGCTGCACGCTGCCOTCCTOGATATTGTGGCGAATCTTGAAGTT

CLECEEEEE e eer e e e e e e e et e eeret |
CTGGTAGTGGT CGGCEAGCTACACGCTGCLGTCCTCGATGTTGTGGCAGATCTTGAAGTT

CACCTTGATGCCGTTCTTCTGCT TATCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTT

COLLEELEELe et e e L e e eprtey ]
CACCTTGATGCCGTTCTTCTGCT TATCGGECATGATATAGACGTTGTGGCTATTATAGTT

GTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATATTG CCTCCTTGAAGTCGATGLCCTTCAGLTE

CCGTCCT
CELLEELEE L Er e L e eE e L e e e R et e eereenl
GTACTCCAGCTTGTGLCCCAGGATGTTGLCGTCCTCCTTGAAGTCGATACCCTTCAGCTC

GATGCGGTTCACCAGGGTGTCACCCTCGAACTTCACCTCGRCGCAEATCTTATAGTTGEC
|||||||III|||||||||III||||||||III|||||||||III||||||||III||||

GATGLGGETTCACCAGGGTATCACCCTCGAACTTCACCTCOGLGCGGATCTTGTAGTTGLC

GTCATCCTTRARGAAGATGATGCGCTCCTAGOACGTAGCCTTCOGRCATORCGRACTTOAA

CELLREEEEREE LR e e e ee e e ee e ee e et et
GTCATCCTTGAAGAAGATGGTGCECTCC TGGACGTAGCCTTCGEGCATAECGGACTTGAA

T.T\.!liGlTCGTGCTGCTTCATGTGGT GGGl

CGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCOTAGETCAG
FEUEEREETECEE TR e e e e e e et e e e ey
GAMGTCGTGCTGCTTCATGTGGT CGGGGTAGCGGCTEAAGCACTECACGLCGTAGGTCAG
GGGTGGGECCAGGECACGGGCAGCTTGCCGETGETGCAGATGAACTTCAG

|||||||III|||||||||III||||||||III|||||||||III||||||||III||||
GAGGGTEGGCCAGGECACGGGCAGC TTECCGETGETGCAGATGAACTTCAG

GETCAGCTTGCCGTAGGTGECATCGCCCTCGCCCTOGLCGRACACGCTGAACTTGTGECC

CELLEELEEREECEELER e e ee e L e e e e e eerentl
GGTCAGCTTGCCGTAGETGGCATCGCCCTCGCCCTCECCGGACACGCTGAACTTGTGELC

GTTTACGTCGC 551

[LITEETETT
GTTTACGTCGC 562

L]
1853
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983
188
933
248
873
Jae
813
368
753
478
693
453
633
543

573




Job Title Consensus 3_1_GFP Filter Results
RID BFETSAYHOIN Search expires on 05-22 00:00 am  Download All v -
L Organism  oniy fop 20 will sppear | | exclude
Program BLASTN @  Citation v L —
S Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nt  See details v ‘ ype _ groue
<+ Add organism
Query ID lcljQuery_287375
Description None Percent Identity E value Query Coverage
olecue type _ana T o] | [ o[ 1] le[ |
Query Length 587
Other reports Distance tree of results MSA viewer 9 m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show e
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
_ S Max | Total Query E Per. Acc.
D i Scientific b -
Esclp ks & I: e Score | Score | Cover value | Ident  Len | Ateession
- - - - v -
Synthetic construct eGFP-Meo fusion protein gene_complete cds synthetic construct 1022 1022 85% 00 9947% 2512 MZ5221251
Binary vector pZH24 _complete sequence Binary vector pZHa4 1022 1022 95% 0.0 9947% 11849 OL8TD855.1
Binary vector pZH83, complsts sequence Binary vector pZHE3 1022 1022 95% 0.0 9947% 11882 OL870854.1
Mus musculus transgenic EGFP (EGFP) gene, complete cds Mus musculus 1022 102 95% 0.0 9947% 8651 OKS561521
Cloning vector pyWMGD138 DT-yib-y1 in-w? GFP_complete sequence Cloning vector p\MGD138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1022 1022 85% 00 9947% 8857 OL830776 1
Cloning vector pMG0131 EMCR y1-w2b in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pMGD131 IMCR y1-w2b in-w2 GFP 1022 1022 85% 0.0 9947% 8468 OLE30T7SA
Cloning vector pvMG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP_complete sequence  Cloning vector pMGD130 tIMCR w2-y1b inw2 GFP 1022 1022 5% 0.0 9947% 3468 OLE30TT4.1
Cloning vecfor pMG0129 HMCR w2-y1-w2b-y1b in-w? GFP_complete s - Cloning vector pVMG0128 HMCR wl-yl-wb-yib in- 1022 1022 85% 00 9947% 9645 OLE30TT3I1
Cloning vector pyWMGD125 HMICR wl-y1-wlb in-w2 GFP_complete sequ... Cloning vector pvVMGD128 IMCR w2-y1-w2b in-w2 G... 1022 1022 85% 00 9947% 8360 OLE307T721
Cloning vector pMGD127 tMCR w2-y1-yib inw2 GFP,_complete seque... Cloning vector pvMGD127 tMCR w2-y1-yib inw2 G... 1022 1022 95% 0.0 9947% 9360 OL&307T71.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 550 to 1111 GenBank Graphics

Score

1022 bits(553)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 560/563(99%) 1/563(0%) Plus/Minus

Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct

1
1111
6l
1851
121
991
181
931
241
871
el
&1l
361
751
421
691
481
631
541
571

GTGCTCCAGTAGTGETTATCGGECAGCAGCACGGGACATCGCCGATGORGATGTTCTGL

EECLEE LR e L e e Ee et e e e e e reryl
GTGCTCAGGTAGTGGETTGTCGEECAGCAGCACGEEECCATCGCCGATGGEGETATTCTAE

TGETAGTGGTCGRCGAGC TGCACGCTGCCATCCTCRATGTTGTAGCGGATCTTGAAGTT

TGETAGTGGTCGECGAGC TGCACGCTGCCATCCTCGATATTGTGGCGGEATCTTGAAGTTC

ACCTTEATGCCATTCTTCTGCTTATCGACCATGATATAGACGT TGTGECTGTTGTAGTTG

FECLEEEREEEEE R e e e et e e e renyl
ACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTETCEGCCATGATATAGACGTTGTEGCTGTTGTAGTTG

TACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATATTGCCATCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTLG

CECEECLEELELLEE LT L DL L ELLEtl
TACTCCAGCTTGTGC CCCAGGATATTGCCATCCT CCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCG

TCA GETGTCACCCTCEAACTTCACCTORGCGCGGETCTTGTAGTTGLCG

il |
GETGTCACCCTCEAACTTCACCTORGCGLGGATLTTGTAGTTGLLG

GCGETTCACCAG
[LCLELIEETELT
ATGCGGTTCACCAG
TCGTCCTTEAAGAMGATEATGCOCTCCTGRACGT AGCCTTCGGACATGGCGGACTTGALG
Iél}ll # II||II||||||I|||I||||||I|||I|||I||||||I|||I||||||I

[111
CTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGEECATAGCGGACTTGAA
BAGTCGT
H|I|||
TCaT

TT CATGTGGTCEGGATAGCGEC TRAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAGG

il
GCTGCTTCATETGETCEGEETAGCGGCTEAAGCACTECACGCCETAGGTCAGE
GTGETCACGAGEATGEGCCAGGECACGAGECAGCT TACCGGTEGATGCAGATGAACTTCAGG

H|I|||I||II||II||H||I|||I||||||I|HI|||I||||||IH|I||||||I
GTGGTCACGAGGGTGGGC CAGEGCACGGGCAGLT TGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAG

GTCAGCTTGLCGTAGGTGGCATCGLCCTCGLCCT CalCaGACACGCTAAACTTGTGGLCG

H|I|||I||II||II||H||I|||I||||||I|HI|||I||||||IH|I||||||I
GTCAGCTTGCCGTAGGTGGCATCGLCCTCGCCCTCRCCGEACACGCTGAACTTGTEELL

TTA(lﬁT
Ca

I >
TCGCCGTCC-AGCTCGA  55@

T
11
TTTA

&a
las52
128
9482
189
932
2448
872
388
812
369
752
428
602
488
632
544

572




Job Title

RID

Program
Database
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
Other reports

Consensus 3_2_GFP Filter Results

SFFOF6A301IN Search expires on 05-22 00:04 am Download All v

BLASTN@  Citation v Organism  only top 20 will appear |:\ exclude
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+ Add organism
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Nane Percent Identity E value Query Coverage
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Distance free of results  MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ~  Show e
selectall 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
. e Max | Total | Query E Per. Acc.
D i Scientific N

ESCT = Cen i ame Sore Score Cover wvalue  Ident | Len | Aceession

- v - - - -
Synthetic construct eGFP-Neo fusion profein gene,_complete cds synthetic construct 1022 1022 99% 00 9984% 2512 MZ5221251
Binary vector p7H&4 complete sequence Binary vector pZHE4 1022 1022 39% 00 9984% 11843 OLAT085S5 1
Binary vector p7H&3 _complete sequence Binary vector pZHE3 1022 1022 39% 00 9954% 11882 OLAT0854 1
Mus musculus fransgenic EGFP (EGFP) gene. complete cds Mus musculus 1022 1022 99% 00 9964% 6651 OKS86152.1
Cloning_vector p\WMG01358 DT-y1b-y1 in-w2 GFP_complete sequence Cloning_vector pvMG0138 DT-y1b-y1 in-w? GFP 1022 1022 39% 00 9964% B957 OL&30776 1

Cloning vector pvMG0131 HMCR y1-w2b in-w2 GFP, complete sequence Cloning vector pMG0131 tMCR yi-wab inw2 GFP 1022 1022 59% 00 9964% 8468 OL63077T51

Cloning vector pvMG0130 HMCR w2-yib in-w2 GFP, complete sequence Cloning vector pMG0130 tMCR w2-y1b in-w2 GFP 1022 1022 59% 00 9964% 8468 OL630774.1

Cloning vector pvMG0129 HMCR w2-y1-w2b-yib in-w2 GFP. complete s... Cloning vector pVMG0128 tMCR w2-y1-w2byib in-.. 1022 1022 59% 00 9964% 9645 OL630773.1

Cloning vector pvMG0128 HACR w2-yi-w2b in-w2 GFP_complete sequ... Cloning vector pVMGD1258 tMCR w2-y1-w2b in-w2 G... 1022 1022 959% 00 9964% 9360 OLE30772.1

N H< < H<E<E<H< <<

Cloning_vector p\MG0127 tMCR w2-y1-y1b in-w? GFP. complete seque... Cloning vector pvMGD127 tMCR wl-y1-yib in-w? G... 1022 1022 99% 00 9964% 9360 OL&30771.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 MNumber of Matches: 1

Range 1: 554 t

o 1112 GenBank Graphics

Score

1027 bits(556)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 559/560(99%:) 1/560(0%:) Plus/Minus

Query 3
Sbjct 1112
Query 63
Sbjct 1@s52
Query 123
Sbjct 992
Query 183
Shjct 932
Query 243
Sbjct 872
Query 333
Sbjct 812
Query 363
Sbjct 752
Query 423
Sbjct 692
Query 483
Sbjct 632
Query 543
Sbjct 572

GATGCTCAGGTAGTGGT TGTCGGGCAGCAGCACGGEGACLATLGCCGATGEGEGETGTTCTG 62

GOTGCTCAGGRTAGTGGTTGTCGGGLAGCAGCACGGEELCGTCGCCGATOEOEATGTTCTG 1853

CTGGTAGTOGATCGGCGAGCTGCACGCTGCCATCCTCGATGTTATGECGGATCTTGAAGTT 122

CECLEELEEEE R T et e e e e e e e r et ey
CTGATAGTGGTCGECAAGCTGCACGCTGCCATCCTCGATGTTGTGGCAGATCTTGAAGTT 983
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.
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GCACGCCGTAGETCAG 683

GAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTAG C(li
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|||||||||||||||||||||||||||||||| I

GAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTAGCRGT
GCCAGGGCACGGECAGCTTGCCGETGETGLAGATGAACTTCAG 482

||||||||||||||||I| CELEELEEEEEEEE e R En e Er e et
GAGGGTGGGECCAGGECACGGECAGCTTGCCGATGETGLAGATGAACTTCAG 633

GOTCAGCTTGCCATAGOTGECATCACCCTCGCCCTCGOCOGACACGCTAAACTTGTGGLC 542

GETCAGCTTACCATAGGTGECATCGCCCTCGCCCTCGOCGRACACGCTGAACTTETGGCC 573

GTTTACGTCGCCGTCCCAGC 562

GTTTACGTCGCCGTCC-AGC 554



Job Title

RID

Program
Database
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
Other reports

Consensus 3_3_GFP

BFFBESONOAIN sesrch expires on 05-22 00:08 am

BLASTN @  Citation v
nt See details v
Icl|Query_409751

None

dna

585

Distance free of results  MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments

Download All v

Taxonomy

Filter Results

Organism  only top 20 will sppesr [ exclude

| Type common name, binomial, taxid or group name |

<+ Add organism

Percent Identity E value Query Coverage

[ el L _Jel I Jel |

Download ~ Select columns ¥ Show o

selectall 10 sequences seiected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Desc:lrptmn Sclerrtmi Mame ST:J; ;—:;1 g:g vaIEue I::;l t; Arcession
- - - - - -
Synthetic construct eGFP-Meo fusion protein gene,_complete cds synthetic construct 1007 1007 96% 0.0 9394% 2512 MZ5221251
Binary vecfor pZH24,_complete sequence Binary vector p7H84 1007 1007 96% 0.0 93.94% 11849 OL870855.1
Binary vector pZHE3_complets ssquence Binary vector pZHE3 1007 1007 96% 00 08.84% 11882 OL8708541
Mus musculus frsnsgenic EGFP (EGFP) gene_complete cds Mus musculus 1007 1007 96% 00 9384% 38651 OK536152.1
Cloning vector pMG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP, Sequence Cloning vector pvMG0138 DT-y1b-y1 in-w? GFP 1007 1007 96% 00 9B884% {957 QLE30776 1
Cloning vector pvMG0131 IMCR yi-w2b in-wl GFP, complete sequence Cloning vector pvMGI131 tMCR yi-wdb inw2 GFP 1007 1007 96% 0.0 095.84% 3468 OLE3DTTSA
Cloning vector pMG0130 tMCR w2-yib in-w2 GFP, complete sequence Cloning vector pvMGI130 tMCR w2-y1b inw2 GFP 1007 1007 96% 0.0 095.84% 3468 OLE3DTT41
Cloning vector pMG0129 HMCR w2-yi-wEb-y1b in-w2 GFP, _cemplete s... Cloning vector pMG0129 tMCR wl2-y1-w2b-yib in-... 1007 1007 96% 0.0 ©5.94% 9645 OLE3DTT3A
Cloning vector pWMG0128 IMCR w2-y1-w2b in-w2 GFP,_complete sequ... Cloning vector pvMGD128 tMCR w2-y1-wab in-w2 G... 1007 1007 96% 00 G9384% 9360 OLE30772.1
Cloning vector pvMGD127 tMCR w2-yi-yib in-w2 GFP_complete seque... Cloning vector pvMGD127 IMCR w2-yi-yib in-w2 G... 1007 1007 96% 0.0 9394% 9360 OL630771.1

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 550 to 1111 GenSank Graphics

Score
1007 bits(545)

Expect Identities
0.0 560/566(99%:)

Gaps
5/566(0%)

Strand
Plus/Minus

Query 6
Sbijct 1111
Query 66
Sbjct 1852
Query 126
Sbjct 993
Query 186
Sbjct 933
Query 248
Sbjct 873
Query 388
Sbjct 813
Query 366
sbjct 753
Query 426
Sbjct 693
Query 4886
Sbict 633
Query 548

Sbjct 573

GTGCTCCAAGTAGTGGTTATCGGGCAGCAGCACGOGGCCATCGCCGATAGAGGATATTCTG 65

GTGCT-CAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGOGGCCGTCGCCGATORGGATGTTCTG 1853

CTGATAGTOGTCGOCGAGCTACACGCTGCCATCCTCCGATAGTTGTGGCGGATCTTGAAGT 125

CTGATAGTOGTCGOCGAGCTGCACGCTGCCATCCTC -GATAGTTGTGGCGEATCTTGAAGT 994

TCACCTTEATGCCGTTCTTCTGC T TGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGT 185

TCACCTTEATGCCGTTCTTCTGCTTATCGACCATOATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGT 934

TETACTCCAGCTTGTECCCCAGOATATTGCCATCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGLT 245

CECLECEEEEEEE e et e e e e e ree el
TGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCT 874

COATGCGETTCACCAGGETATCGCCCTCOAACTTCACCTCGGCGCGAGTCTTGTAGTTGE 385

COATGUGETTCACCAGGETGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGECGCGAGTCTTGTAGTTGE 814

COTCOTCCTTGAAGAAGATGATGCGCTCCTOGEACOTAGCCTTCGGGCATGACGGACTTGA 365

CECLEEEEEE R e e et r b reenenn
CGTCGTCCTTGAAGAAGATGETGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGEGCATGGCGGACTTGA 754

AGAAGTCGTGC TG T TCATGTGOTCGGGATAGCGGLTGAAGCACTGCACGCCATAGGTCA 425

AGAAGTCOTACTGCTTCATGTGETCGAGATAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCATAGGTCA 6584

GEGETEETCACGAGGETGEECCAGGREACGEGLAGCTTGCCGETGATGCAGATGAACTT 485

|||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GTEATCACGAGEGETEEEC CAGGECACGEGCAGCTTGCCGETGETGCAGATGAACTTCA 634

TGCCATAGGTGGCATCGCCCTCGCCCTCGOCGGACACGCTGAACTTGTGGE 545

|||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
GTAGETGECATCGCCCTCGLCCTCGCCGEACACGCTGAACTTGTGGE 574

COTTTACGTCGC-GTCCCAGCCTCGA  57@

CGTTTACGTCGCCGTCC-AGC-TCGA 550



Job Title Consensus 3_4_GFP Filter Results
RID BFFFTJ3101N Search expires on 05-22 00:12 am Download All v o
— Organism only fop 20 will appear | | exclude
Program BLASTN @  Citation v i —
= Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nt See details v | VI g
+ Add organisim
Query ID lclQuery_277115
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | | to | | | | to | | | | to | |
Query Length 582
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show e
select all 10 sequences selectsd GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
s ¥ Max | Total Query E Per. Arc
Desc?ll{m Sc\er‘dlﬁ: s Score Score Cover value | Ident | Len  Atcession
v - - - v -
Synthetic construct eGFP-Neo fusion profein gene, complete cds synthetic construct 1029 1029 96% 00 9965% 2512 MZ5221251
Binary vector pZHS4, complete ssquence Binary vector pZHS4 1029 1029 96% 00 9965% 11849 OL370855.1
Binary vector pZH83, complete sequence Binary vector pZHB3 1029 1029 96% 00 9965% 11882 OL870854.1
Mus musculus transgenic EGFP (EGFR) gene, complete cds IMus musculus 1028 1029 Se% 00 9985% 8651 OKSES1521
Cloning vector p\MG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP _complete sequence Cloning vector pvMG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1029 1029 96% 00 9965% 8957 OLe3gTTe.1
Cloning vector pMG0131 #MCR v1-w2b in-w? GFP_complete sequence Cloning vecfor pvMG0131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP 1029 1029 96% 00 99&5% 5468 OLE30TTS51
Cloning vector pMG0130 #MCR w2-yib in-w2 GFP_complete sequence Cloning vector pVMGD130 tMCR w2-y1b inw2 GFP 1028 1028 96% 00 9965% 5468 OLE3OTT4.1
Cloning vector pMG0129 #MCR w2-y1-w2b-y1b in-w? GFP_complefe s... Cloning vector pvMG0129 IMCR w2-y1-w2b-y1b in- 1029 1029 96% 00 9965% 9645 OL8307731
Cloning vector p'MG0128 tMCR wi2-y1-w2b in-w2 GFP,_complete sequ... Cloning vector pvMG0123 tMCR w2-y1-wlb inw2 G... 1029 1028 96% 00 9965% 9360 OL8307721
Cloning vector pMG0127 #MCR w2-yi-yib in-w? GFP_complste seque... Cloning vector pvMG0127 tMCR w2-y1-y1b inw2 G... 1029 1029 96% 00 9965% 9360 OL630FT11

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Mumber of Matches: 1

Range 1: 550 to 1112 SenBank Graphics

Score

1029 bits(557)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 562/564(99%) 1/564(0%) Plus/Minus

Query 1
Sbjct 1112
Query &1
Skjct 1853
Query 121
Shjct 993
Query 181
sbjct 933
Query 241
Sbjct 873
Query 381
Shict 813
Query 361
Sbjct 753
Query 421
sbjct 693
Query 481
Sbjct 633
Query 541
Shjct 573
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Consensus 3_5 GFP Filter Results

SFFKZPO301N  Search expires on 05-22 00:14 am Download All v

BLASTN@  Citation v

Organism  only fop 20 will sopear

[ | excluge

nt  See details v

‘ Type common name, binomial, taxid or group name

<+ Add organism

Icl|Query_ 300001

Evalue

Query Coverage

o]

]

None Percent ldentity
dna | | to | | |
551

Distance tree of resulis  MSA viewer @

Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns - Show e
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of resulis ~ MSA Viewer
Dy S S | e O ok | it | Lo | Accenin
- - - - - -
Synthetic construct eGFP-Meo fusion profein gene, complete cds synthetic construct 1018 1018 100% 00 100.00% 2512 MZ522125.1
Binary vector pZH24_complste sequence Binary vector pZHE4 1018 1013 100% 00 100.0D% 11843 OLB708551
Binary vecfor p7H83 _complete sequence Binary vecfor pZH23 1018 1018 100% 00 10000% 11832 OLB70854 1
Mus musculus fransaenic EGFP (EGFP) gene, complete cds Mus musculus 1013 1013 100% 00 100.00% 8631 OK536152.1
Cloning vector pyMG0135 DT-y1b-y1 in-w2 GFP, Sequence Cloning vector pVMG0138 DT-y1b-y1 in-w2 GFP 1018 1018 100% 00 100DD% 8957 OL630776 1
Cloning vector pvMG0131 tMCR y1-w2b in-w2 GFP,_complete sequence Cloning vector pVMGO131 tMCR y1-w2b inw2 GFP 1048 1018 100% 00 100.00% 8483 OLE30775.1
Cloning vector pvMG0130 tMCR w2-yib in-w2 GFP, complete sequence Cloning vector pMGD130 tMCR w2-yib inw2 GFP 1018 1018 100% 00 100.00% 8468 OLE30774.1
Cloning vector pvMGI129 IMCR w2-y1-w2b-yib in-w? GFP complete ... Cloning vector pWMGD129 IMCR w2-yi-w2b-yib in-... 1018 1015 100% 00 100.00% 9645 OLE3OTT3.1
Clening vector pvMG0128 tMCR w2-y1-w2b in-w2 GFP_complete sequ... Cloning vector pMG0128 tMCR w2-y1-wlb in-w2 ... 10M8 1018 100% 0.0 100.00% 9360 OLE30772.1
Cloning vector pyMG0127 tWMCR w2-y1-y1b in-w2 GFP, sequ... Cloning vector pVMG0127 tMCR w2-y1-y1b in-w2 108 1018 100% 00 100D0% 9360 OL6307711

Synthetic construct eGFP-Neo fusion protein gene, complete cds
Sequence ID: MZ522125.1 Length: 2512 Number of Matches: 1

Range 1: 561 to 1111 GenBank Graphics

Score

1018 bits(551)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 551/551(100%) 0/551(0%) Plus/Minus
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992
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[ECLEELEEEEE e e e ee e e e e e e e e errent
ACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCAECCATGATATAGACGTTATGECTGTTGTAGTTG 932

TACTCCAGCTTGTGCCCCAGRATATTGCCATCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCG 248

£CTTC
H|||||||||||||H|||||||||||||||H|||||||||||||||H|||||||||
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GCTTCATETGETCGGEGT AGCGGL TGAAGCAC TGCACGCCGTAGGTCAGE 692
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[TLLELLE
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GTGGTCACGAGGGTGGGCCAGEGCACGEGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGG 488

CECLEELEEEEEEELEEE e Ee e e e e e e e e et
GTGGTCACGAGGATGAECCAGGECACGEECAGCTTECCGGTAGTACAGATGAACTTCAGE 632

GTCAGCTTGLCGTAGGTGECATCGCCCTCACCCTCRCCGGACACGCTGAACTTGTGGCCG 549

H||I|||I|||I||H||I|||I||||||I|HII||I|||I||II||HIIIIIIIII
GTCAGCTTGLCGTAGGTAGCATCGCCCTCGCCCTCACCGGACACGCTGAACTTGTAGCLG 572

TTTACGTCGLC 551

LELIEETET
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Anexo F

Obtencion de las secuencias nucleotidicas alineadas del RFP reportadas en el

GenBank con la secuencia consenso de la GFP del pez Cebra (Danio rerio).

Job Title Consensus 1_1_RFP Filter Results

RID SFDBMTRMO13 Sesrch expires on 05-21 23:33 pm  Download All v -

Organism top 20 will exclude
Program BLASTN@ Citation v L oty 20wl cepes) U

Type commen name, binomial, taxid or group name ‘

Database nt See details v | YRE i

<+ Add organism
Query ID lcl|Query_B4483
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Moleculetype _ana T e[ 1 [ o[ [ e[ |
Query Length 330
Otherreports  Distance iree of results MSA viewer ] m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download > Select columns >  Show e
select all 10 sequences ssiscted GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Descpon St L [ e [ | e
- - - - v
Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mkKate2_ complete. .. Cloning vector pColE-FRT-lox227 610 610 100% 4e-170 100.00% 5795 MMNE231181
Cloning vector pCRII-attB-Red 1rp-a TubCasSbTub-US3g4-DeRed-attB, complete sequence Cloning vector pCRII-attB-Red1mp-... 610 610 100% 4e-170 100.00% 12089 KY171963.1
Cloning vector pCRII-attB-aTubCasobTub-Ue3g4-dsRed-atts, complete sequence Cloning vector pCRI-attB-sTubCa... 610 610 100% 4e-170 100.00% 11162 Ky171962.1
Chioroplast transformation vector pTCH-RSZ, complete sequence Chiloroplast transformation vector ... 610 610 100% 4e-170 100.00% 7672 KN426960.1
Chioroplast fransformation vector pTCH-MRS, complete sequence Chioroplast transformation vector ... 610 610 100% 4e-170 100.00% 7659 Ky426950.1
Cloning vector 10690-rab11, lete sequence Cloning vector 10890-rab11 610 1126 100% 4e-170 100.00% 13313 MWS40524.1
Cloning vector 1069E-spoil, complete sequence Cloning vector 1069E-spoil 610 1126 100% 4e-170 100000% 14037 MWS40523.1
Cloning vector 1065C-rabs. complete sequence Cloning vector 1063C-rabs 610 1126 100% 4e-170 100.00% 13315 MWS40522.1
Cloning vector 10694-prosalpha2, complete sequence Cloning vector 10694-prossipha? 610 1126 100% 4e-170 100000% 13941 MWS40521.1
Synthetic construct fransgenic._complete sequence synthetic construct 610 610 100% 4e-170 100.00% 1936 KC733875.1

Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate2, complete sequence
Sequence ID: MN623118.1 Length: 5795 Number of Matches: 1

Range 1: 4208 to 4537 GenBank Graphics

Coore Expect Identities Gaps Strand
610 bits(330) 4e-170 330/330(100%) 0/330(0%) Plus/Plus
Query 1 CCOACATCCCCOACTACAARAAGCTOTCCTTCLCCGAGGGCTTCAAGTAGOAGLGCATGA &2

Sbjct 4288 CCGACATCCCCGACTACAAGRAGCTGTCCTTCCCCGAGGACTTCAAGTGEOAGCOCGTGA 4267

Query 61 TGAACTTCOAGOACGECaECaTEATEACCATOACCCAGRACTCCTCCCTGLAGRACGGLT 128

Sbict 4268 TGAACTTCGAGGACGGCGGCATOATGACCATRACCCAGGACTCCTCCCTGCAGRACGRCT 4327

Query 121  GCTTCATCTACAAGGETGAAGTTCATCGGCATGAACTTCCCCTCCGACGOCCCCGTAATGE  18a

Sbjct 4328 GCTTCATCTACAAGGTGAAGTTCATCGGCATGAACTTCCCCTCCORACGRCCCCATAATGE 4387

Query 181  AGAAGAAGACCATOGEGLTGOGAGGCCTCCACCGAGCGCCTATACCCCLOCOACGRCAGTGL 24@

Sbjct 4338 AGAAGAAGACCATOGGCTGGEAGGCCTCCACCGAGCGCCTATACCCCCGLOACGOCATAE 4447

Query 241 TGAAGGECOAGATCCACAAGGCCCTOAAGCTGAAGGACGOCGECCACTACCTGGTGGAGT 302

Sbjct 4448 TGAAGOGCOAGATCCACAAGACCCTOAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACCTAETGRAGT 4587

Query 3@l TCAAGTCCATCTACATOACCAAGAAGCCCG  33@

Sbjct 4588 TCAAGTCCATCTACATGGCCAAGAAGCCCG 4537



Job Title Consensus 1_2_RFP

Filter Results

RID S8FDBDSEVO16E Sesrch expires on 05-21 23:36 pm  Download All v

Program BLASTN@ Citation v Organism only top 20 will sppear ‘:| exclude

Database . | Type common name, binomial, taxid or group name |

<+ Add organism

Query ID lel|Query_28581

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Motecule e ana T Tel | [ o[ [ e[ |

Query Length 342

Other reports  Distance tree of results  MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show e
selectall 10 sequences sslected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

- v - - - v

Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate2. complete. .. Cloning vector pColE-FRT-lox227... 632 632 100% 8e-177 10D.00% 5795 MME23118.1
Cloning vector pCRII-attB-Red 1rp-aTubCasShTub-US3g4-DeRed-stS complete sequence Cloning vector pCRIl-attB-Red1mp- 632 632 100% Be-177 100.00% 12089 KY171963.1
Cloning vector pCRIl-attB-aTubCas9bTub-US3g4-dsRed-attB, complete sequence Cloning vector pCRIl-attB-aTubCa... 632 632 100% 8e-177 100.00% 11162 KY171962.1
Chloroplast transformafion vector pTCH-RSZ, complete sequence Chioroplast transformation vector ... 632 632 100% B8e-177 100.00% 7672 Ky426960.1
Chicroplast fransformation vector pTCH-MRS _complete sequence Chioroplast transformafion vector ... 632 632 100% B8e-177 100.00% 7658 KY428959.1
Clening vector 10690-rab11, complete sequence Cloning vector 10890-rab11 632 1171 100% B8e-177 100.00% 13313 MWE4D524 1
Cloning vector 1085E-spo11, complete sequence Cloning vector 1083F-spo11 632 M71 100% Be-177 100.00% 14037 MWS405231
Cloning vector 1069C rabS, complets sequence Cloning vector 1069C rabs 632 1171 100% B8e-177 100.00%% 13315 MWE40522.1
Cloning vector 10694-prosalpha?, complete sequence Cloning vector 1083A-prosalpha? 632 171 100% Be-177 100.00% 13941 MWS540521.1
Synthetic construct fransgenic,_complete sequence synthetic construct 632 632 100% 8Be-177 100.00% 1936 KC733875.1

Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate2, complete sequence
Sequence ID: MN623118.1 Length: 5795 Number of Matches: 1

Range 1: 4196 to 4537 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
632 bits(342) 8e-177 342/342(100%) 0/342(0%) Plus/Minus
Query 1 COGaCTTCTTGGCCATGTAGATGEACTTRAACTCCACCAGATAGTGECCGCCGTCCTTCA 68
oy it ittt
Query 61 QCTTCAGGOCCTTATEEATCTCACCCTTCAGCACGLCGTCACOGROaTACAGECGLTCGE 12d
LEELERTEETEET e e e e e e e e e e et
Shbjct 4477 GCTTCAGGGCCTTGTGEATCTCRCCCTTCAGCACGCCATCACGAGEETACAGGCGITCGE 4418
Query 121 TEEAGGCCTCCCAGCCCATAATCTTCTTCTGCAT TACGEGECCATCGGAGEAGAAGTTCA  18a
et ittt iitiminiisge
Query 181 COCCoATOAACTTCACCTTOTAGATGAAGCAGCCATCCTACAGGRAGGAGTCCTGRETCA  24d
Rt i it it v AL LT
Query 241 CoaTCACCACOCCOCCaTCCTCOAAGTTCAT CACGLGCTCCCACTTOAAGLCCTOGEOGA  38d
R it i i b g i) 0 e
Query 391  AGGACAGCTTCTTGTAGTCGGGGATGTCOGCGERATACTTCA 342

Shbijct 4237 AGGACAGCTTCTTGTAGTCGGGEGATGTCGGCGEGATGCTTCA 4196



Job Title Consensus 2_1_RFP Filter Results
RID BFEJBEEXO1N sesrch expires on 05-21 23:56 pm  Download All v =
B Organism  only top 20 will sppesr | | exclude
Program BLASTN @  Citation v g —
Type common name, binomial, taxid or group name |
Database nt  See details v ‘ ype - L
<+ Add organism
Query ID Icl|Query_246333
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | | to | | | | 10 | ‘ | ‘ o | ‘
Query Length 339
Other reports  Distance tree of results  MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show L]
selectall 10 sequences ssiscted GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
. . Max | Total Cuery E Per. Acc
D Scienific N -
escn'ptlon e .c. T Score Score Cover  value  Ident Len Accession
- - - - - -
Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DeRed-lox-mKate?, complete. .. Cloning vector pColE-FRTA0x227... 827 627 100% 4e-175 10D.00% 5795 MMNEZ31181
Cloning vector pCRII-attB-Red1rp-aTubCasSbTub-US3g4-DsRed-attS, complete sequence Cloning vector pCRII-atiB-Red1rp-... 627 627 100% 4e-175 100.00% 12088 KY171963.1
Cloning vector pCRII-attB-aTubCas9bTub-US3g4-deRed-atth, complete sequence Cloning vector pCRII-attB-aTubCa... 627 627 100% 4e-175 100.00% 11162 KY171962.1
Chieroplast transformation vector pTCH-RS2_complete sequence Chiloroplast transformation vector ... 827 627 100% 4e-175 100.00% 7672 KY426960.1
Chieroplast transformation vector pTCH-MRS, complete sequence Chioroplast transformation vector ... 827 627 100% 4e-175 100.00% 7658 KY426958.1
Cloning vector 10690-rab11, complete sequence Cloning vector 10690-rabi1 627 1160 100% 4e-175 100.00% 13313 MWS540524.1
Cloning vector 1069E-spotll, complete sequence Cloning vector 1069E-5po1t 627 1160 100% 4e-175 100.00% 14037 MWS540523.1
Cloning vector 1069C rabS _complete sequence Cloning vector 1069C rabS 627 1160 100% 4e-175 100.00% 13315 MWS54D522.1
Cloning vector 10694-prosalphaz, complete sequence Cloning vector 10694-prosalpha2 627 1160 100% 4e-175 100.00% 13941 MWS40521.1
Synthetic construct fransgenic, complete sequence synthetic construct 627 627 100% 4e-175 10D.00% 1936 KC733875.1

Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate2, complete sequence
Sequence ID: MN623113.1 Length: 5795 Number of Matches: 1

Range 1: 4199 to 4537 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
627 bits(339) 4e-175 339/339(100%) 0/335(0%) Plus/Minus
Query 1 COGGCTTCTTOGCCATGTAGATGEACTTAAACTCCACCAGATAGTOGCCGCCGTCCTTCA 64
oy it i
Query 61 TTCAGGOCCTTATAEATCTCOCCCTTCAGLACGLCATCOOGGREATACAGGCGCTCGE 128
. I|I||III|III||I|I|II|||I||||I|||II|||I|||II|I|I||I|I||III|II
Sbhjct 4477 GQCTTCAGGOCCTTGTRGATCTCOCCCTTCAGCACGLCATCOCGOGRATACAGGLGCTCGE 4418
Query 121 AGGCCTCCCAGCCCATGATCTTCTTCTGCAT TACGEEECCETCGEAGEGEAAGTTCA 1580
ittt mminge
Query 181 COCCOATOAACTTCACCTTOTAGATOAAGCAGCCAGTCCTGCAGGRAGGAGTCCTORGTCA 249
gt i it o ] e
Query 241 COGTCACCACGCCGCCATCCTCOAAGTTCATCACGCGCTCCCACTTRAAGCCCTCGGAGA 389
R it i
Query 381 AGGACAGCTTCTTGTAGTCGGROATATCGRCOGOATGCT 339

Shbjct 4237 AGGACAGCTTCTTGTAGTCGGGGATAGTCGECGAGETGCT 4199



Job Title Consensus 2_2_RFP Filter Results
RID BFENTUTMO13  Search expires on 05-21 2358 pm  Download All v -
) organism  oniy top 20 will appear | | exclude
Program BLASTN@  Citation v o —
r Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details v ‘ ype 8 § group
+ Add organism
Query ID Icl|Query_55461
Description Nane Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | ‘ 1o ‘ | | |to | | | | to | |
Query Length 347
Other reports Distance free of results MSA viewer 9 m
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~ Show (]
selectall 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
iy L Max | Total Query E Per. Acc.
Description Scientific Name £
,p - Score | Score | Cover walue | ldent | Len Apcession
- - - - -
Cloning vector pColE-FRT-lex2272-BFP-10x2272-GFP-FRT-lox-DeRed-lox-mKate2, complete ... Cloning vector pCOlE-FRTI2272-.. 634 634 100% 2e-177 98.71% 5795 MME23118.1
Cloning vector pCRIl-attB-Red 1rp-aTubCasSbTub-Us3g4-DeRed-atts, complete sequence Cloning vector pCRII-attB-Redirp-a... 634 634 100% 2e-177 S5.71% 12089 KY171963.1
Cloning vector pCRI-attB-aTubCas9bTub-Us3g4-dsRed-atth,complete sequence Cloning vector pCRIl-attB-aTubCas... 634 634 100% 2e-177 98.71% 11162 KY171962.1
Chloroplast transformation vector pTCH-RS2, complets sequence Chloroplast transformation vector p... 634 634 100% 2e-177 S8.71% 7672 KY426960.1
Chloroplast transfonmation vector pTCH-MRS, complete sequence Chloroplast transformation vector p... 834 634 100% 2e-177 S8.71% 7658 KY426955.1
Cloning vector 10690 rab11, complete sequence Cloning vector 10880-rab11 B34 1189 100% 2e-177 S8.71% 13312 MWS40524.1
Cloning vector 1069E-spo11, complete sequence Cloning vector 1068E-spoii B34 1189 100% 2177 S98.71% 14037 MWS40523.1
Cloning vector 1069C rab5,_complete sequence Cloning vector 1089C rabs B34 1189 100% 2e-177 S98.71% 13315 MWS40522.1
Cloning vector 10894-prosalpha2_complete sequenc Cloning vector 10884-prosalpha? B34 1183 100% 2e-177 S8.71% 13941 MWS540521.1
Synthetic construct fransgenic_complete sequence gynthetic construct B34 634 100% 2e-177 98.71% 1936 KC7338751

Cloning vector pColE-FRT-lox2272-BFP-lox2272-GFP-FRT-lox-DsRed-lox-mKate2, complete sequence
Sequence ID: MN623118.1 Length: 5795 Number of Matches: 1

Range 1: 4200 to 4545 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
634 bits(343) 2e-177 346/347(99%) 1/347(0%) Plus/Minus
Query 1 CAGCTGCCACGAECTTCTTAGCCATATAGATGRACT TGAACTCCACCAGETAGTGACCGE 68
oy i ittt g
Query 61 COTCCTTCAGCTTCAGRELCTTATGRATCTCACCCTTCAGCACGCCOTCGCGAGAATACA 128
CELLETEEETERREE YL e e e e e e ey e e e iy |
Sbict 4486 CGTCCTTCAGCTTCAGGECCTTOTEGATCTCGCCCTTCAGCACGICATCAGCGAREATACA 4427
Query 121 GECGCTCaaTEEAGECCTCCCAGCCCATGATCTTCTTCTGCATTACGGOGCCGTCGGAGE 1580
o ittt g
Query 181 GOAAGTTCACOCCOATOAACTTCACCTTGTAGATGAAGCAGCCGTCCTOCAGOOAGRAGT 249
oy it ottt mn it i e
Query 241 CCTGOaTCACOATCACCACGCCGrCaTCCTCOAAGTTCATCACGCACTCCCACTTGAAGL 389
s ses HUAMEIIIC I HE T .
Query 321 CCTCOGEGAAGEACAGCTTCTTATAGTCGRGEATGTCGGCGEGETAGE 347
oy i rnitiitiitittiiitiichige



Anexo G

Obtencion de las secuencias nucleotidicas de GFP similares al del pez Cebra

analizado con otras especies marinas reportadas en el GenBank.

I € Your search is limited to records that include: anthozoans (taxid:6101)

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 3UWAAD48016 Search expires on 04-19 00:18 am Download All v -
_ Organism only top 20 will appear exclude
Program BLASTN@ Citation v H vioe kP L
- Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  See details v ‘ e aroup
+ Add organism
Query ID IcllQuery_39427
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ to ‘ ‘ to ‘ ‘ to ‘
Query Length 630
QOther reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select columns > Show (2]
select all 2 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max = Total Query E Per.  Acc
Descripti Scientific N ;
ascip on ek 5 ame Score Score Cover value | Ident Len Accession
v | - - - - -
Di a sp. LW-2004 fluorescent protein raspberry mRNA, complete cds Discosoma sp. LWW-2004 581 581 16% 1e-05 7364% 681 AY786536.1
Discosoma sp. LW-2004 fluorescent protein plum mRNA, complete cds Discosoma sp. LW-2004 545 545 16% 2e-04 7156% 681

Nota. Uso del BLASTn para el alineamiento.

AY7865371 |



Anexo H

Obtencion de las secuencias nucleotidicas de RFP similares al del pez Cebra
analizado con otras especies marinas reportadas en el GenBank.

I € vour search is limited to records that include: anthozoans (taxid:6101)

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 3UPBOVSI0IN Search expires on 04-18 2234 pm  Download All v -
ly top 20 will
Program BLASTN@  Citation v Organism only top 20 will appear [ ] exclude
Database nt See details v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name ‘
4 Add organism
Query ID IcllQuery_314645
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Query Length 337

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download v Selectcolumns v Show [ 100v | @

[ selectall 0sequences selected

Description Scientic Name S'\i:’r‘a ;f::; g;':g v:ue I::;l Ace.Len  pgcession
- - - - -
|:| Discosoma sp. LW-2004 fluorescent protein raspbemry mRMNA, complete cds Discosoma sp. ... 451 451 100%  3e-124 8961% 681 AYTE6536.1
|:| Discosoma sp. LWW-2004 fluorescent profein plum mRMA, complete cds Discosomasp. ... 446 446 100% de-123 89.32% 631 AYTEE537.1
[} Discosoma sp. fluorescent protein FP553 mRNA, complete cds Discosomasp. 284 294 99% Se77 79.40% 859  AF163419.2
|:| Discosoma sp. RC-2004 enhanced red fluorescent protein R+ mRMA, complete cds Discosomasp. ... 285 285 99% Je-T4 TEE1% m AYBTI07.1
|:| Discosoma sp. JW-2002 orange flucrescent profein FP586 mRNA, complete cds Discosomasp. ... 285 285 99% 3e-74 T851% 678 AFS545828.1
I:I Discosoma sp. RC-2004 red fluorescent protein gene, complete cds Discosomasp. ... 276 276 99% le-T1 78.21% 5388 DQ301560.1
|:| Discosoma sp. RC-2004 red fluorescent protein R1 mRMA _complete cds Discosoma sp. 271 271 9% 2e-T0 TTO1% 921 AYE79106.1
|:| Discosoma sp. SSAL-2000 red fluorescent protein (FP593) mRMA  complete cds Discosomasp. ... 243 243 99%  9e-62 76.49% 876 AF2T2711.1

Nota. Uso del BLASTn para el alineamiento.



Anexo I

Alineamiento de la secuencia nucleotidica consenso del RFP del pez Cebra (Danio

rerio) con dos secuencias de GFP reportadas en el GenBank de la anémona marina del

género Discosoma.

X Download ~ GenBank Graphics

Discosoma sp. LW-2004 fluorescent protein raspberry mRNA, complete cds
Sequence |D: AY786536.1 Length: 681 Number of Matches: 1

Range 1: 3 to 108 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
58.1 bits(63) le-05 81/110(74%) 8/110(7%) Plus/Plus

e IR

Sbjct 3 GOTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGT -GCGCATGGAGE 61
Query 68  GCGACGTAAACGGCCACAAGTTC---AGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGC 114

CE UL CEEEEEErr Tt e b LELLEEELL LT
Sbjct 62  GCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAG- - -GGCGAGGGCGAGGGC 108

X Download GenBank Graphics

Discosoma sp. LW-2004 fluorescent protein plum mRNA, complete cds
Sequence ID: AY786537.1 Length: 681 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 108 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
54.5 bits{59) Ze-04 78/109(72%) 6/109(5%) Plus/Plus

Query 9 GOTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGRGETGGTGCCCATCCTGATCGAGCTGLACGG 68

I
Sbjct 3 GOTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGAGCACATGLAGGG 62
Query 69  CGACGTAAACGGCCACAAGTTC---AGCGTGTCCGGCGAGGGLGAGGGE 114

Sbjct 63  CTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAG---GGCGAGGGLCGAGGGE 188

Nota. Uso del BLASTn para el alineamiento.



Anexo J

Alineamiento de la secuencia nucleotidica consenso del RFP del pez Cebra (Danio
rerio) con tres secuencias de RFP reportadas en el GenBank de la anamona marina del

género Discosoma.

& Download ~ GenBank Graphics
Discosoma sp. LW-2004 fluorescent protein raspberry mRNA, complete ods
Saguencs 1D AYTEESAE.1 Lengin: 831 Mumbsrof Makomss: 1

Mamgw 1: 226 to 562 ConBark  Grachics

=Ty Enpazct [T Cagra Sararal
451 bins(asd) Sx-134 302/ 33D %] DY 33T 05| PlusPhas
Qucry 1 [l e S ED:EAE1#:AAE!AGCTEFCE1TEED:EA.E3:11EAAG1GK#E

: IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LLOLELLEInErntn II IIIIIIIIIII
Sbjct I3 CACCCC TARCTTEASEI TETOCT TEDODEA! 285
Qucry Bl CATGAECT TOGRG Al GEIEE TEADCCAREACTC TECAG 128

. ||IIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIII|IIIII|IIIIII||
Shjct 3125 R

Quory 121 GACGECTECT TCATCTACAAGGTGAAGT TCATCEE0E TEARCTTCCOCTCCEACESECICE 188

) LI RARNRNRARNRERA R . ] 1L A
shjct 325 EL.DBEEEFEHIL!L"ELMJ;L'IESTGLLE TGCELGECALCARCTT EI:I:E HHI.DGGH::
Qucry 151 GTAATGLAGARGAARACCATEGECTEEEAGELCT OCALCEAGOGICTGTACCOCOGIEAL 238

sojer s SHAMUMAMMA LU AL UL B el e

0

282

Duory 241 EEOETEC T GANGEEIEAEAT DLYCAAEEOOC T EASGE T BANGEAT G 38
y LUOL LEA0ELRERnreer | II|IIIII|IIIII|||IIIIIIIII|
Shjct 455 GEOGCLCTGAAGEELGAGATGAMGATGAGECT TEASGEAL 525
Quory 281 GHEEs TCCATC TACATEE CARGAAGDOE
; | ||| ||||| JET TRLRRREREnarnrnenn
Shjct 536 GOOGAEETCAMGALCACC TACATGELCAMEAAECOOS

& Downlozd~  GenBank Graphics
Discosoma sp. LW-2004 fluorescent grotein plum mREMA, complete cds
Seguencs 1D AYTEESAT. 1 Lengin: 831 Mumbsrof Matorss: 1

MRangs 1: 228 wo 582 ConBark Grachics

ik Enprinct [z, Gapra Shrarad
GiE bS] =133 S01/33TEDS] Dy 33T0%e| PlusFius
Qucry 1 COCGACERCTTOSAGTGERAG G
1111 IIII l | JILLTLLLD 1l
ssjes 225 T T T T T .,
Qucry  E£1 CEOGTEATGARC T TOGAEEACGE CECETEE TEAOOE TEADCCARGACTCCTOOCTECAG 128
: TERETEEERET et et e e et
Ehjct 126 CEOGTEATGASCTTOGAEEACGEICECETEE TEADOE TEADCCARGACTOCTOOCTECAG 345
Qucry 121 GAOGGCTECT TCATCTACSADGTEAANT TCATCLEOE TEAACTTCCOCTCCEAOEEI0TE 188
F [ e e
Eojct 326 CACEECEAGT TCATCTACAARGTEAARETEIEIEECACCARCTTCCOCTCCEACEEI0ID 2B
Qucry 121 ELAGARGAARSOAT EEl T EEEAEE 00 rD:hEEEMEE[G]hEEEU:GE._AE 24
I III! IIII! !IIII LILLLEINN 1l 111
EI:I_'iI:". 405 |' |' ‘ILESH&L |'D:1LEE-E\!E..AI'G‘IAEE LES
Ducry 221 GEOETELTGAMGEEOGENEAT CCRTAAREITT CEEOGECCACTALLTG 2B
< [Nl |1 111 111 1]
shjct 455 H’E—.#L‘l Gﬁ;l."“l.rﬁ’ﬁi”fi.ﬁ"im!m;!m L_AE 535
Quory 281 GIEEACTTCARGTLCATCTACATEELCANGEAADIOOS 237
3 | IIIIIIII||||I|||III||IIIII|||II
Sbhjct 526 GOOGEEE CLOASEZRADCTTE  ShZ

& Downlosd~  GenBank Graphics
Discosoma sp. fluorescent protein FPS83 mRMA, D{:-rnp[ete cds
Sagoancs ID: AF1EEA15.2 Langth: 955 Mumbsrof Matchasa:

Mamge 1: 276 o 610 ConBark Grachics

ik Exprrl (= Slr arl
I3 bts(325] Se77 25573355 O3 5{ 0y Plus/Plus

Qucry 1 LA Lo OEaC AT LD CAL TAT AR TETOCT rI:I:EI:Eﬁ..m:'HmG'IG..{ﬂE ap
shjct 27& I'_ACD! ‘I'IDZI:LJ_'F!IJ'#.DJ'_A..\.-'I.E TA1 .-!l.-ll.ﬁ.lL..-ﬁ_l I |'E.5|‘I |'TEE1E¢|AES.5|'I1T.-|I.L!| ..\\LL’. 335
Qucry 51 CE0ET QFMIFEGNEMMZEEEE1GE EADCCACCACTOCTOOOTELAG 128

smjcr 23 abaktchhMHrALLULL, TN Y T R

Ducry 121 GACGECTECTTCATET T TTCATCEE0E TEASCT TEEOC TCDEACGEOOCD 188
g LU TTOND LITEE T e rny el COrnieearey re pineny n 1
Shjct 29§ GATGECTGTTTCATCT T TTCATTEECETEAACTTTCCTTCOEATGEACCT 255

|
=
Quory 121 GEASTELAGRAGAARSDCATBEGC T EEESGECCTOCAILESE0GCTGTACCDOOGOEAL 248
. L OETEE TTEErerr Ceenme i eeen eer e enenr penr e
Shict 456  GITATELARASGAAGSCAATGEGCTEEEAAECCAGCALTEAG0GT TTGTATCCTOGTEAT 515

Qucry 241 Ei:GEI:I:AE1AI:I:rE El=]

oy e LG IE T T T T I T, o

d

5

Nota. Uso del BLASTn para el alineamiento.



Anexo K
Vector Plasmidico con GFP (Resaltado de color verde) pCAG _GPHN.FingR-eGFP-

CCR5TC (Plasmid #46296)
(21) PshAl Spel(53)

(7383) Sspl
b BsaAI- SnaBI (334)
/

8) Amp-R
\‘.

LTy

romoter |

CMV ep,
hanee

- BlpI(11a9)

- Mrel - SgrAI(:346)

pCAGGS-5 (1
r//pCiG»F
Acc651(17563)
—_ KpnI(:767)
~ TspMI- Xmal(:774)

N\ Smal(1776)
Pvull(1629)

846) pBR3220ri-F
(5794) DrdI —

93) L4440

= PpuMI *2016)
T BglII{2092)

pPCAG_GPHN.FingR-eGFP-CCR5TC
7457 bp

(5570) BspQI - SapI _
{5465 .. 5 QEE‘-"I’EV S
(5454) BsmI
...5430) SV40pA-R
EGFP-N (2143 . 2164

>

(s393) Psil 7/,

(5353) AvrIl //
(5352) Stul /
{5306) Sfil

R

! : y = / ‘0‘9
{ e ' b
(4982) HindIII | O/y}'(
(4577) Pstl 14); _
Q FSlonai chimeric Into" *‘
N WPRE

s 9000

. BspEI (3085)
— EcoRV (3123)
T BspDI- ClaI(3123)

—— Mlul(3379)

. BsrGI(33s85)
PaeR7I- PspXI- XhoI(3:08)

9) rbglobpA-R
d

(4497) BstXI  /
(4448) Bsu361
1194) BGH-rev
{4164) Sacl
(4162) Eco53kI

pMT2-F

WPRE-R



Anexo L

Vector Plasmidico con RFP (Resaltado de color rojo) pLV-CMV-LoxP-DsRed-LoxP-
eGFP (Plasmid #65726)
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