UN]@®

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

FICHAS DESCRITIVAS DOS
SERVIZOS PRESTADOS POLA
PLATAFORMA DE SERVIZOS

XENETICOS, XENOMICOSE
PEIXE CEBRA

Version O1_marzo 2025



Paso 1: Consulta os servizos que se ofrecen na plataforma. Se tes dubidas, le a
ficha descriptiva de cada servizo especifico (os datos estan disponibles na web
ou na propia ficha). Se non atopas o que precisas, contacta directamente co
persoal da plataforma.

Paso 2: Se precisas asesoramento no deseno do teu experimento, contacta por
correo electrénico co/coa investigador/a responsable. Se xa sabes o que
precisas, contacta co técnico responsable.

» Plataforma de Servizos Xenéticos e Xenémicos
Facultade de Veterinaria Pavillén 2 planta O
Avda. Carballo Calero s/n, 27002 Lugo

Investigadores responsables

- Belén Gémez
belen.gomez@usc.es

Ext.- 22234 (externos 982822234)

- Paulino Martinez
paulino.martinez@usc.es
Ext.- 22425 (externos 982822425)

Técnico de investigacion

- Lucia Insua

lucia.insua@usc.es

Ext.- 22228 (externos 982822228)

Responsable de xestion

- Mdnica A. Otero
Mmonicaafrica.otero@usc.es

Ext.- 22427 (externos 982822427)

» Plataforma de Servizos Peixe Cebra
Facultade de Veterinaria Pavillén 2 planta O
Avda. Carballo Calero s/n, 27002 Lugo

Investigadora responsable

- Laura E. Sanchez Pinon
lauraelena.sanchez@usc.es

Ext.- 22429 (externos 982822429)

Investigadora asociada responsable do acuario Peixe cebra
- Marina Pampin Iglesias

marina.pampin.iglesias@usc.es

Ext.- 22428 (externos 982822428)
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Paso 3: As mostras deben entregarse na seguinte direccion:

PLATAFORMA DE SERVIZOS XENETICOS, XENOMICOS E PEIXE
CEBRA
A/A (persoa de contacto para o servizo solicitado)
Facultade de Veterinaria de Lugo, PAVILLON 2, PLANTA O
Avenida Carballo Calero s/n, CP 27002 Lugo
Teléfonos de contacto: 982822228 / 982822427

Asegurate de enviar as mostras nas condicions requeridas (esta informacion
sera proporcionada polo persoal da Plataformma no momento de contratar o
servizo).
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DESCRICION

Paulino Martinez Portela

Belén Gomez Pardo

Lucia Diaz Insua

| FICHA SERVIZO | 01

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
EXTRACCION E PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

A extraccién de acidos nucleicos (ADN e ARN) é unha técnica
fundamental en bioloxia molecular e biotecnoloxia, cunha ampla
variedade de aplicacidns cientificas, clinicas e tecnoldxicas. Serve
para illar e purificar o material xenético de células, tecidos ou
outros tipos de mostras, permitindo o seu estudo e manipulacién
posterior para multiples aplicaciéns como: amplificaciéon por PCR
de segmentos concretos do xenoma, secuenciacién, xenotipado,
diagndstico molecular, estudo da regulacion e expresion xenética,
terapia xenética...

O persoal técnico da plataforma conta con moita experiencia na
extraccién de acidos en diferentes especies, tecidos e condicions.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia
molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

PUBLICACIONS

PROXECTOS

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 02

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
EXTRACCION E PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS
CUANTIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

En bioloxia molecular a cuantificacion dos acidos nucleicos
realizase habitualmente para determinar as concentracidons medias
de ADN ou ARN presentes nunha mestura, asi como a sua pureza.
E un paso chave tras a extracciéon de ADN ou ARN para asegurar a
calidade e cantidade do material xenético antes do seu uso en
aplicaciéns posteriores. Isto permite determinar se a mostra é apta
para PCR, secuenciacién, analise de expresion xenética...

Na plataforma céntase con diferentes tecnoloxias para realizar
estas medicions:

-Electroforesis en xeles de agarosa para evaluar a integridade do
ADN.

-Espectrofotométrica baseada na medicion da absorbancia de luz
ultravioleta (UV) a 260 nm y 280 nm mediante espectrofotémetro
NanoDrop ND-1000.

-Fluorometria na que se empregan fluoréforos que se unen
especificamente ao ADN ou ARN e emiten fluorescencia en funcién
da concentraciéon mediante Qubit 2.0.

-Informacién do tamafo, cuantitativa e cualitativa do ADN e ARN co
Bioanalizador Agilent 2100.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular
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FICHA SERVIZO 03

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
REACCION EN CADEA POLIMERASA
PCR singleplex

PCR multiplex

A PCR é un dos avances cientificos mais importantes no campo da
Bioloxia Molecular, xa que reduciu radicalmente o tempo e o
numero de pasos necesarios para xerar grandes cantidades de ADN
para o seu uso en diversas aplicacions. O seu maior impacto
produciuse no ambito do diagndstico. A PCR non s6 mellorou a
velocidade e a precision dos diagnodsticos, sendon que tamén foi
clave na identificacion e diagnostico de enfermidades causadas por
bacterias, virus e fungos, moitos dos cales son dificiles ou
imposibles de identificar por métodos convencionais.

Ao desefiar un ensaio de PCR, é preciso ter en conta o desefio dos
cebadores, as condicidons da reaccién e a seleccidon das encimas.
Ademais de configurar os parametros do ensaio, tamén ¢é
fundamental determinar que tipo de ensaio se debe realizar. Por
exemplo, dependendo da secuencia diana que se queira detectar, o
ensaio PCR pode ser un ensaio singleplex ou multiplex. A
continuacion, definese cada un destes tipos de ensaio:

A PCR singleplex utilizase para detectar unha secuencia diana de
ADN ou ARN. Este tipo de ensaio pode ser empregado para detectar
un virus ou bacteria especificos ou para determinar se un individuo
presenta un xene de interese.

A PCR multiplex empregase para detectar duas ou mais secuencias
diana de ADN ou ARN ao mesmo tempo, empregando unha unica
preparacion e amplificacion da mostra. Neste caso, incliense
multiples conxuntos de cebadores e sondas para permitir a
deteccién de mais dianas ou analitos nun unico ciclo.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular
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FICHA SERVIZO 04

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION SANGER en Secuenciador Capilar 3500XL (Applied
Biosystems)

SECUENCIACION SANGER

A plataforma conta cun secuenciador automatico de dultima
xeracion, o modelo 3500XL Genetic Analyzer de Applied Biosystems
(Thermo Fisher Scientific). E un secuenciador automatico de tipo
electroforese capilar, amplamente empregado en laboratorios de
bioloxia molecular para anélises xenéticos de alta precisién como:
secuenciacion do ADN por Sanger, andlises de fragmentos
(microsatélites, mutacions,...), deteccion de polimorfismos (SNPs).
Tratase dun secuenciador de alto rendemento de 24 capilares,
cunha capacidade de lonxitude de lectura de 500 a 900 bases por
mostra.

Esta infraestrutura ten capacidade para o estudo de microsatélites
en perfis xenéticos, polimorfismos de lonxitude variable, analise e
validacion de SNPs.... A secuenciacion Sanger € un método clasico
para determinar a secuencia exacta de nucleétidos en fragmentos
de ADN a pequena escala. A pesar do auxe de tecnoloxias como a
secuenciacion masiva (NGS), segue sendo esencial debido a sua
precision, complementando estas  técnicas avanzadas
desenvolvidas para estudos a gran escala ou para analizar xenomas
completos. Basease na sintese de novas cadeas de ADN a partir
dun molde (produto de PCR ou produto clonado nun vector),
utilizando unha mestura de nucledtidos normais (dNTPs) e
nucledtidos terminadores de cadea modificados (ddNTPs) cada un
marcado cun fluoréforo. Os ddNTPs carecen do grupo 3'-OH
necesario para a elongacién do ADN, o que provoca a terminacion
da sintese cando se incorporan. Os fragmentos xerados (de
diferentes tamafios) separanse mediante unha electroforese capilar
no secuenciador automatico, que detecta as sinais fluorescentes
de cada ddNTP que se incorporou ao final de cada fragmento. O
software do secuenciador interpreta os picos de fluorescencia para
xerar a secuencia do ADN.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia
molecular.
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FICHA SERVIZO 05

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS

Analise de Fragmentos no Secuenciador Capilar 3500XL (Applied
Biosystems)

XENOTIPADO DE MICROSATELITES

E unha técnica que se utiliza para identificar variaciéns xenéticas en
individuos ou poboaciéns mediante a analise de secuencias curtas
de ADN compostas por repeticiéns en tdndem de 2 a 6 nucledtidos
(por exemplo: CA, TTA, GATC), que se distriblen por todo o xenoma.
Estas repeticiéns poden variar en numero entre individuos, o que
permite diferencialos xenéticamente, proporcionando informacion
detallada sobre a variabilidade xenética.

O xenotipado de microsatélites é un método utilizado para
identificar estas variaciéns especificas no ADN dun individuo,
centrado na electroforese dos fragmentos de ADN previamente
amplificados por PCR.

O proceso comeza coa extraccion e cuantificacién da cantidade e
calidade do ADN da mostra, seguido da amplificacién do segmento
de interese mediante PCR (reacciéon en cadea da polimerasa).
Despois, realizase a separacion dos produtos de PCR segundo o
seu tamano (nimero de repeticidns) mediante- electroforese capilar
e identificacion mediante fluorescencia no secuenciador
automatico 3500XL Genetic Analyzer.

Co Secuenciador Automatico 3500XL Genetic Analyzer Biosystems
(Thermo Fisher Scientific) pdédense utilizar ata 5 marcadores
fluorescentes simultaneamente: 6-FAM, VIC, NED, PET e LIZ, sendo
este ultimo reservado para o marcador de tamafos moleculares, e
combinar diferentes tamafos alélicos na mesma mostra. Deste
xeito, nun unico capilar e cunha soa electroforesis, pédense
analizar multiples fragmentos.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia
molecular.
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FICHA SERVIZO 06

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
XENOTIPADO

XENOTIPADO CON SNPs (Plataforma MassArray)

Os SNPs (polimorfismos de nucleétido Unico) son variaciéns nunha
posicién unica do ADN onde un nucledtido especifico (A, T, C, G)
pode diferir entre individuos. Poden estar situados en rexiéns
codificantes, non codificantes ou reguladoras do xenoma e
permiten a identificacidon de variantes xenéticas. O MassARRAY é
unha tecnoloxia innovadora para o xenotipado de SNPs baseada na
espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization — Time of Flight). Utilizase amplamente para a
identificacién de variantes xenéticas en estudos clinicos,
farmacoxendmicos e poblacionais. Tratase dunha ferramenta
intermedia entre o xenotipado a pequena escala e as plataformas
de secuenciacidon masiva, proporcionando unha solucién potente
para estudos especificos e aplicaciéns clinicas que requiren
xenotipado eficiente e preciso. Na plataforma MassArray, os SNPs
detéctanse a través dun proceso cofiecido como "extensién de
cebadores".

Unha das vantaxes principais do xenotipado con SNPs na
plataforma MassArray é a sua alta capacidade de multiplexacién, o
que permite analizar multiples SNPs nunha soa reaccién, o que
incrementa a eficiencia e reduce os custos. Ademais, a técnica é
conecida pola sua alta precision, eficiencia, flexibilidade e
reproducibilidade, o que a converte nunha ferramenta ideal para
estudos de xenética, investigacions biomédicas e diagndstico
molecular.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia
molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO
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FICHA SERVIZO 07

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
XENOTIPADO
XENOTIPADO CON ARRAY (Plataforma Axiom)

O Axiom Multi-Species SNP Array é unha plataforma de analise xenética
baseada en SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms, ou Polimorfismos de
Nucleétido Unico), que son variaciéns xenéticas nun sé nucleétido (a
unidade bdsica da secuencia de ADN). Un SNP pode ter unha gran influencia
nas caracteristicas dun organismo, incluindo a sua resistencia a
enfermidades, adaptacidons ambientais e produtividade.

O Axiom Array é unha ferramenta de xenotipificacion masiva que permite
estudar miles de SNPs no xenoma de diferentes especies, neste caso,
adaptada para estudar varias especies de peixes, moluscos e crustaceos
(arrays de desefio propio) ou otras especies animais e vexetais (catalogos
comerciais). As mostras de ADN dos organismos son analizadas para
detectar variacions especificas nos SNPs, o que permite obter un perfil
xenético detallado de cada individuo.

As aplicacion deste xenotipado son:

Identificacién da variabilidade xenética: O array permite examinar o perfil
xenético de multiples especies. Isto é Util para comprender a variabilidade
xenética entre individuos dentro dunha poboacidén ou entre diferentes
poboaciéns de peixes, moluscos ou crustaceos, ou otras especies de
interese incluidas en catalogo, o cal ten implicaciéns para a seleccion
xenética.

Mellora xenética: Identificar SNPs asociados a caracteristicas desexables
como resistencia a enfermidades, crecemento rapido ou adaptabilidade a
condiciéns ambientais extremas. Isto pode axudar a mellorar programas de
cria e producién.

Conservacion de especies: Nos estudos de conservacioén, o analise de SNPs
pode ser util para comprender a diversidade xenética de distintas especies e
xestionar programas de preservacion xenética.

Axiom custom (deseno propio) Multi-Species SNP Array en peixes,
moluscos e crustaceos:

Este tipo de array foi especialmente desefado para investigacions que
requiran de miles de datos xenéticos (xenotipos) de especies diferentes,
como no caso de moluscos (por exemplo, mexilléns, ostras, ameixas) e
peixes (rodaballo, troita arcoiris).

12
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RESPONSABLES
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FICHA SERVIZO 08

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)

SECUENCIACION DO XENOMA Whole Genome Sequencing
(WGS)

A secuenciacion do xenoma completo (whole genome sequencing,
WGS) é unha técnica avanzada que permite determinar a secuencia
completa do ADN dun organismo. En vez de centrarse sé en partes
especificas do xenoma, como ocorre noutras técnicas de
secuenciacién dirixida, o WGS analiza todo o xenoma, o que inclue
tanto as rexidns codificantes de proteinas (exdns) como as non
codificantes (intréns, secuencias reguladoras, repetidas, etc.).

Este proceso permite identificar variantes xenéticas, como
mutaciéns, polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs), insercidns
ou deleciéns (indels), variantes estructurais e outras alteraciéns
xenéticas no ADN. Grazas & sUa capacidade para secuenciar todo o
material xenético dun individuo, o WGS proporciona unha vision
completa e detallada da informacién xenética, o que resulta util
para estudos de identificacidon de variantes xenéticas e estructurais
asociadas a caracteres de interés, estudos evolutivos e de
diversidade xenética, analises funcionais...

O proceso do WGS inclue varios pasos chave:

Extraccién de ADN: obtense ADN de alta calidade das células da
mostra, como células, tecidos ou outros tipos de mostras.

Envio & plataforma de secuenciacién: as librerias secuencianse
utilizando plataformas de secuenciacion masiva (Illumina, PacBio,
Oxford Nanopore...), secuenciaciéon de nova xeracion (NGS), que
xenera a secuencia de milldns de fragmentos simultdneamente.
Anadlise de datos mediante ferramentas bioinformaticas avanzadas
e interpretacion dos resultados.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigaciéon Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia
molecular.
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UNIVERSIDADE

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

FICHA SERVIZO 09

PLATAFORMA SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
NOME DO SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SERVIZO

TIPO DE ANALISE SECUENCIACION DE LIBRERIAS DE ADN: RADseq

DESCRICION A secuenciacion de librarias de ADN RADseq (Restricting site-associated
DNA sequencing) € unha técnica de secuenciacidn que se utiliza para
estudar as variaciéns xendmicas (principalmente SNPs) en multiples
individuos de maneira eficiente, sen necesidade de secuenciar todo o
xenoma. RADseq permite obter informacién detallada dunha porcion
representativa do ADN, centrando a atencidn nas rexiéns asociadas a sitios
especificos de restricién.

O proceso inclue os seguintes pasos:

e Extraccion de ADN: obténse ADN de alta calidade das células da
mostra, como células, tecidos ou outros tipos de mostras.

e Dixestion enzimatica: o ADN xendmico cértase en secuencias
especificas recofecidas pola enzima de restricidn seleccionada
(corte infrecuente).

e Construccion das librarias: aos fragmentos de ADN xerados pola
dixestion engadense adaptadores especificos, que son secuencias
curtas de ADN que permiten que s se seleccionen e amplifiquen
os fragmentos préximos a estes sitios de corte. Os fragmentos de
interese enriqguézense mediante amplificacion por PCR.

e Secuenciacion: as librarias secuéncianse utilizando plataformas de
secuenciacion masiva lllumina, secuenciacién de nova xeracién
(NGS), que xera a secuencia de millbns de fragmentos
simultaneamente.

e Anélise de datos mediante ferramentas bioinformaticas avanzadas
e interpretacion dos resultados para identificar variacidns xenéticas
(SNPs).

Aplicaciéns de RADseq:

e Estudos de diversidade xenética e estrutura de poboacidns:
RADseq é especialmente Util para estudar a variabilidade xenética e
a estructuracién nas poboaciéns naturais, incluso en especies non
modelo e sen xenoma de referencia, debido a sua capacidade para
xerar informacion sobre unha gran cantidade de loci (sitios
especificos no xenoma).

e Estudos de evolucion e ecoloxia: Esta técnica permite analizar
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como as poboaciéns de diferentes especies se relacionan
xeneticamente, como evolucionan ao longo do tempo, o fluxo
Xxénico e como os cambios xenéticos poden estar relacionados con
adaptacions ecoléxicas.

e Investigacions sobre enfermidades xenéticas: RADseq tamén pode
ser Util para identificar variantes xenéticas asociadas con
enfermidades en humanos e animais, xa que permite obter unha
gran cantidade de datos de variacion xenética a un custo mais baixo
que o secuenciamiento do xenoma completo.

Ventaxes de RADseq:

e Eficiencia e custo: Ao centrarse s6 nunha parte representativa do
xenoma, RADseq é mais econédmico e menos esixente en termos de
recursos computacionais que outras técnicas como o
secuenciamiento do xenoma completo (WGS).

e Alta resolucion: Ofrece unha resolucion suficientemente alta para
moitos estudos xenéticos, permitindo a identificacién de milleiros
de variantes xenéticas nun sé experimento.

o Versatilidade: Pode aplicarse a especies que nhon tefien un xenoma
de referencia completo, o que a fai Util en investigacidns sobre
especies menos estudadas.

En resumo, RADseq é unha técnica eficiente e potente para estudar a
variabilidade xenética en moitas especies diferentes, sen necesidade de
secuenciar o xenoma completo. Permite identificar e analizar un gran
numero de variantes xenéticas asociadas a sitios de restricién, o que
resulta valioso en investigacions sobre xenética, evolucion, ecoloxia e
medicina.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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UNIVERSIDADE

DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

FICHA SERVIZO 10

PLATAFORMA SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
NOME DO SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SERVIZO

TIPO DE ANALISE SECUENCIACION LIBRERIAS ADN: ATACseq

DESCRICION A secuenciacién de librarias de ADN ATAC-seq (Assay for Transposase-
Accessible Chromatin with high-throughput sequencing) é unha técnica
utilizada para identificar as rexiéns da cromatina accesibles no xenoma,
proporcionando informacién sobre a regulacidon xenética e a estrutura da
cromatina. En lugar de centrarse na secuenciacion do ADN codificante,
ATAC-seq enfécase nas rexiéns do xenoma accesibles a proteinas, o que
reflicte as dreas do ADN activamente implicadas na expresion xénica.

O proceso inclue os seguintes pasos:

1. Extraccién de nucleos: homoxenizacidon da mostra e lisado suave
das células para manter a estrutura nuclear intacta.

2. Construccion das librarias:

o Transposicidn: a chave de ATAC-seq é o uso dunha enzima
chamada transposasa (Tn5), que corta o ADN nas rexidns
accesibles da cromatina e introduce directamente
secuencias adaptadoras especificas, permitindo a sua
amplificacién e secuenciacién posterior.

o Amplificacion do ADN: os fragmentos xerados amplificanse
por PCR.

o Seleccidondetamanos: seleccidnanse fragmentos de ADN de
entre 180 e 700 pb.

3. Secuenciacion: os fragmentos de ADN seleccionados séquese
utilizando plataformas de secuenciacién masiva Illumina,
secuenciacion de nova xeracidén (NGS), que xera a secuencia de
milléns de fragmentos simultdneamente. Isto permite obter lecturas
dasrexions do xenoma accesibles, é dicir, aguelas que estan activas
en termos de expresién xénica.

4. Analise de datos: realizase mediante ferramentas bioinformaticas
avanzadas, que inclien o alineamento co xenoma de referencia e a
interpretacién dos resultados, permitindo identificar rexiéns libres
de nucleosomas asociadas con promotores, potenciadores e outros
elementos reguladores.
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Aplicaciéns de ATAC-seq:

Estudos de regulacion xenética: ATAC-seq permite identificar as
rexions do xenoma accesibles para a maquinaria de transcricién,
axudando a mapear enhancers (potenciadores), promotores e
outras secuencias reguladoras.

Estudos da estrutura da cromatina: a técnica é util para comprender
como se organiza a cromatina no nlcleo e como esa organizacion
inflie na expresién xenética.

Andlise comparada: permite comparar os estados da cromatina
entre distintos tipos celulares ou condiciéns, como diferenciacion

celular ou enfermidades.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 11

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SECUENCIACION DE LIBRERIAS DE ADN: ChlPseq

A secuenciacién de librarias de ADN ChIP-seq (Chromatin
Immunoprecipitation Sequencing) é unha técnica utilizada para estudar a
interaccidn entre proteinas especificas e o ADN na cromatina. Esta técnica
combina a inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP) coa secuenciacién de
nova xeracion (NGS), o que permite identificar as rexidons especificas do
Xxenoma nas que as proteinas (como factores de transcricién, histonas
modificadas ou complexos de remodelaciéon da cromatina) se unen ao ADN.

O proceso inclue os seguintes pasos:

1. Extraccién de nucleos: homoxenizacién da mostra e lisado suave
das células para manter a estrutura nuclear intacta.

2. Fixacion con formaldehido (crosslinking): os nucleos tratanse con
formaldehido para crear enlaces covalentes entre as proteinas e as
secuencias de ADN coas que interactuan.

3. Fragmentacién da cromatina: a cromatina (ADN asociado a
proteinas) fragméntase mediante sonicacién, obtendo fragmentos
de tamafios manexables para a sua analise (100-600 pb).

4. Inmunoprecipitacidn: utilizase un anticorpo especifico que se une a
proteina de interese (por exemplo, un factor de transcricién ou unha
histona modificada). O anticorpo unese & proteina e, a través dun
proceso de inmunoprecipitacién, illase o complexo proteina-ADN
correspondente de toda a mostra celular.

5. Reversién do crosslinking: os enlaces covalentes rompense para
liberar o ADN asociado &s proteinas.

6. Purificacién do ADN: o ADN purificase, eliminando as proteinas e
outros contaminantes.

7. Construccién das librarias: a xeracién de librarias, nas que aos
fragmentos de ADN se lles unense adaptadores especificos,
realizase mediante kits comerciais como MicroPlex Library
Preparation Kit ou pChlPmentation Kit (Diagenode), dependendo da
cantidade de material obtido. Unha vez purificadas e cuantificadas,
as librarias indexadas estan listas para a secuenciacion.

8. Secuenciacion: as librarias séquese utilizando plataformas de
secuenciaciéon masiva lllumina, secuenciaciéon de nova xeracion
(NGS), que xeran a secuencia de milldéns de fragmentos
simultaneamente.
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9. Anélise de datos: finalmente, os datos de secuenciacidon obtidos
alinanse co xenoma de referencia para identificar as rexidns
especificas de unién das proteinas ao ADN. Isto permite mapear
sitios de unidn, patrons de modificacion de histonas ou localizar
rexions reguladoras do xenoma que interactian con proteinas
especificas.

Aplicaciéns de ChlP-seq:

e Estudo da regulacién xenética: ChlP-seq é crucial para mapear a
localizacion de factores de transcricion, complexos de
remodelacién da cromatina e outras proteinas reguladoras no ADN.
Permite estudar como se regulan os xenes mediante a unién de
proteinas a rexiéns especificas do xenoma.

e Estudo das modificaciéns epixenéticas: ChlP-seq utilizase para
investigar modificaciéns postraduccionais de histonas (como a
metilacion, acetilacién, fosforilacidon) que estan asociadas coa
activacion ou represién xénica.

e Estudos da estrutura da cromatina: esta técnica tamén axuda a
comprender como se organiza a cromatina no nucleo e como esa
organizacion influlie na expresion xenética.

¢ Investigacion de enfermidades: ChlP-seq emprégase para identificar
alteraciéns nas interaccidons proteina-ADN en distintos contextos,
onde os factores de transcricion e as modificaciéns da cromatina a
middo estan alterados.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO
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FICHA SERVIZO 12

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SECUENCIACION LIBRERIAS ADN: metiloma

A secuenciacion de librarias de ADN metiloma é unha técnica avanzada
utilizada para estudar as modificaciéns por metilaciéon presentes no ADN
dunha célula ou tecido nun momento especifico. Esta metodoloxia permite
identificar as rexions metiladas e cuantificar o grao de metilacién do
xenoma, proporcionando informacién esencial sobre a regulacion
epixenética en diversos procesos bioldxicos, como o desenvolvemento, a
diferenciacion celular, as enfermidades e as respostas a cambios
ambientais. A metilaciéon do ADN, principalmente na posicién 5 do carbono
das citosinas (5mC; 5-metilcitosina) enillas CpG de promotores e primeiros
intréns, constitie unha modificacién epixenética crucial que regula a
expresion xénica sen alterar a secuencia do ADN.

O proceso inclue os seguintes pasos:

1. Extracciéon do ADN: obtencién de ADN de alta calidade a partir de
mostras bioldxicas, como células ou tecidos.

2. Metilacién enzimatica (EM-Seq; Enzymatic Methyl Sequencing):
empregando enzimas especializadas, esta metodoloxia converte as
citosinas non metiladas en uracilos, mentres que as citosinas
metiladas permanecen intactas. Trala secuenciacion e alinamento
dos datos, realizase a analise das rexions metiladas.

3. Construccion das librarias:

o Fragmentacion do ADN: Realizase para preservar a
informacién da metilacion.

o Unién de adaptadores especificos ao ADN para permitir a
amplificacion.

4. Amplificacion do ADN: os fragmentos de ADN tratados amplificanse
por PCR, asegurando a recuperacion da marca epixenética.

5. Secuenciacion: os fragmentos seleccionados séquese utilizando
plataformas de secuenciacién masiva, xerando datos de alta
resolucion sobre os patréns de metilacién xenémicos.

6. Analise de datos: créase un pipeline bioinformatico para a analise
das lecturas, incluindo o alineamento ao xenoma de referencia e a
identificacion de rexidons diferencialmente metiladas, asociadas con
procesos reguladores.
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Aplicaciéns de EM-Seq:

e Mapeo de patrons de metilacion: identificacién das rexiéns
metiladas no xenoma, proporcionando informacién sobre a
regulacion epixenética.

e Estudos de cambios epixenéticos: andlise das modificacidns
epixenéticas asociadas a distintos factores ambientais e bioléxicos,
incluindo a diferenciacion celular e o desenvolvemento.

e Investigacion en enfermidades: identificacion de alteracions nos
patréns de metilacién vinculadas con enfermidades como o cancro,
enfermidades neurodexenerativas e trastornos metabdélicos.

e Identificacion de biomarcadores epixenéticos: descubrimento de
marcadores de metilacidon utiles para diagndéstico, prognodstico e
desenvolvemento de terapias personalizadas.

e Aplicacions en biotecnoloxia e agronomia: estudo da regulacion
epixenética en organismos de interese agricola para mellorar a
produtividade e a adaptacién ao ambiente.

A analise do metiloma estase a converter nunha ferramenta fundamental na
investigacion biomédica e na bioloxia molecular, permitindo unha
comprension profunda da regulacién xénica e da interaccion do ambiente
coa expresion dos xenes, abrindo novas posibilidades en medicina
personalizada e biotecnoloxia.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.
INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones
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FICHA SERVIZO 13

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SECUENCIACION LIBRERIAS ADN: Metaxenémica

A secuenciacion de marcadores xenéticos € unha técnica avanzada utilizada
para estudar as comunidades microbianas presentes en diferentes
ambientes sen necesidade de cultivar os microorganismos. A sUa principal
vantaxe é que permite analizar a biodiversidade microbiana dun ambiente
de maneira global e directa, identificando a diversidade taxondémica
presente e a abundancia relativa dos distintos taxéns identificados.

Dentro desta &area, duas das secuenciaciéns mais comuns son a
secuenciacion do 16S rRNA para bacterias e a secuenciaciéon dos ITS
(Internal Transcribed Spacer) para fungos. Cada unha destas
secuenciacidéns permite centrarse en diferentes grupos microbianos, e
xuntas proporcionan unha visién detallada das comunidades microbianas
dun ambiente.

Secuenciacion 16S rRNA (bacterias):

O 16S rRNA é unha rexidon do ADN que se atopa en todas as bacterias e que
forma parte da subunidade ribosémica 30S. Dado que esta rexién é
conservada entre as diferentes especies bacterianas, pero tamén presenta
areas variables que permiten distinguir entre xéneros e especies, a
secuenciacion do 16S rRNA é unha das metodoloxias mais utilizadas para
identificar e clasificar bacterias en mostras ambientais, sen necesidade de
cultivalas.

¢ Coémo funciona?

A secuenciacién do 16S rDNA amplifica as rexiéns hipervariables desta
secuencia do ADN, que despois se secuencian e se comparan cos bancos
de datos de secuencias cofiecidas. Esta técnica tamén pode empregarse
para estudar as interaccidns bacterianas, a sda funcién no ecosistema ou
mesmo para detectar bacterias patdéxenas en ambientes agricolas,
acuaticos ou no tracto intestinal de animais.

Secuenciacion ITS (fungos):

O ITS (Internal Transcribed Spacer) é unha rexién do ADN que se atopa entre
os xenes que codifican os ARN ribosémicos 18S e 28S, e que tamén é moi
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variable entre os diferentes grupos de fungos. A secuenciacion ITS permite
identificar as especies de fungos presentes nunha mostra ambiental e obter
informacidn sobre a sua diversidade e abundancia.

¢.Cémo funciona?

Amplificanse as rexions variables do espazo interno transcrito (ITS), que se
secuencian e se comparan con bases de datos de referencia. Esta técnica é
especialmente Util para a identificacion de especies de fungos, tanto
cultivables como non cultivables, que forman parte da microbiota do solo
ou das plantas, ou para detectar fungos patéxenos en cultivos ou na
acuicultura. Tamén se usa para estudar as relaciéns ecoldxicas entre fungos
e outras especies, como as plantas ou as bacterias, e como contriblen &
saude do ecosistema.

Beneficios:

e Deteccidn sen cultivo: Permite identificar microbios que non poden
ser cultivados facilmente en laboratorio.

e Gran capacidade de resolucién: A secuenciacién 16S e ITS permiten
facer unha asignacion taxonémica a un nivel moi detallado.

e Andlise ecoldxica: Permite estudar como o0s microorganismos
interactuan entre si e co seu ambiente.

e Seguimento e control: Util para controlar a presenza de patéxenos e
monitorizar a calidade ambiental ou sanitaria de diferentes
ecosistemas.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306
Doctor especialista
https://www.zebrabiores.com/juan-rubiolo
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SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SECUENCIACION TRANSCRIPTOMA: RNA-SEQ

A secuenciacion RNA-seq (secuenciacion de ARN, ARN-seq) é unha técnica
de secuenciacién de alto rendemento empregada para analizar o
transcriptoma dunha célula, tecido ou organismo nun momento dado.
Permite cuantificar, perfilar e caracterizar todas as moléculas de ARN
presentes, incluindo o ARN mensaxeiro (ARNm) e o ARN non codificante
(ARNnNCc).

E unha técnica de alta sensibilidade e precisién, capaz de detectar
transcritos de baixa abundancia, ofrecendo unha visién mais completa do
transcriptoma en comparacién con tecnoloxias anteriores, como os
microarrays.

O proceso inclue os seguintes pasos:

1. Extraccién e cuantificacion de ARN da mostra bioléxica.

2. Enriquecemento ou eliminacién de ARN ribosémico (segundo o tipo
de ARN de interese).

3. Conversién a ADN complementario (ADNc) mediante
retrotranscricion.

4. Preparacion da biblioteca: fragmentacion do ADNc, adicién de
adaptadores e amplificacion por PCR.

5. Secuenciacion das bibliotecas utilizando plataformas de
secuenciaciéon masiva lllumina, secuenciacién de nova xeracion
(NGS), que xeran a secuenciacion de millébns de fragmentos
simultaneamente.

6. Andlise de datos mediante ferramentas bioinformaticas avanzadas
que inclien calidade e filtrado de datos, alineamento e ensamblaxe
ao xenoma de referencia, cuantificacion de expresion, analise de
expresion diferencial, andlise funcional e enriquecemento, asi como
deteccidn de variantes.

Aplicacions de RNA-seq:

e Cuantificacidon da expresion xénica: Permite medir os niveis de
expresion de xenes en diferentes condicidns bioldxicas.
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e Identificacidon de novos transcritos: Detecta variantes de empalme
alternativo (splicing alternativo), ARN de fusion e ARNs non

codificantes.

e Anéalise de isoformas e edicion de ARN: Identifica variacidns na

transcricion dun mesmo xen.

e Perfilado de expresion diferencial: Compara a expresion xénica entre

condiciéns (por exemplo, sano vs. enfermo).

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 15

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
SECUENCIACION MASIVA (NGS)
SECUENCIACION TRANSCRIPTOMA: single cell/nuclei RNA-SEQ

A secuenciacién de célula/nucleo Unica (scRNA-Seq) é unha técnica
avanzada que permite analizar a expresion xénica a nivel individual en
miles de células simultaneamente. Isto proporciona unha visién
detallada da heteroxeneidade celular en tecidos complexos, do
desenvolvemento celular e das respostas a enfermidades.

O proceso inclue os seguintes pasos:

1. Aillamento de células/nucleos individuais.

2. Fixacion e permeabilizacion das células/nucleos mediante Kkits
comerciais de Parse Biosciences.

3. Preparaciéon das bibliotecas mediante kits comerciais de Parse
Biosciences.

4. Secuenciacion das bibliotecas utilizando plataformas de
secuenciaciéon masiva lllumina, secuenciaciéon de nova xeracion
(NGS), que xeran a secuenciacion de milléns de fragmentos
simultaneamente.

5. Anélise de datos mediante ferramentas bioinformaticas avanzadas
implementadas na pipeline Trailmaker de Parse Biosciences ou
outras pipelines desenvolvidas para esta tecnoloxia.

Aplicacions de single cell/nuclei RNA-seq:

e Caracterizacidon detipos e estados celulares: Identificacién de novos
tipos celulares e subpoboacidons en tecidos, creacién de atlas
celulares, analise da plasticidade celular e dos estados de
activacion en diferentes condicions.

Ten aplicacions revolucionarias en moitas enfermidades, como o cancro, as
enfermidades neurodexenerativas, cardiovasculares, metabdlicas,
infecciosas... asi como en desenvolvemento e diferenciacién celular, no
estudo de tecidos e 6rganos complexos (como o cerebro) e na medicina
personalizada.
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RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 16

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
OUTRAS TECNICAS
DETERMINACION XENETICA DO SEXO

A determinacién xenética do sexo en vertebrados é un proceso cientifico que
permite identificar o sexo bioléxico dun individuo baseandose no seu ADN.
Este analisis realizase a través da deteccién de variantes xenéticas
asociadas co sexo presentes nas células do organismo, unha ferramenta
clave para estudos de biodiversidade, conservacién e mellora xenética.

Nos mamiferos e aves, 0 sexo esta determinado por un par especifico de
cromosomas sexuais, que seguen un modelo XX/XY e ZZ/ZW,
respectivamente, pero nos vertebrados de sangue fria, poiquilotermos, os
sistemas de determinacién sexual son moito mais diversos. A determinacién
xenética do sexo proporciona unha maneira precisa de identificar o sexo
bioldxico, incluso en especies onde o dimorfismo sexual non é facilmente
observable.

Como funciona a determinacion xenética do sexo?

O anélise da determinacidn xenética do sexo realizase mediante a extraccién
de ADN dunha mostra bioldxica (como sangue, tecido, plumas, escamas ou
saliva, dependendo da especie). Identificase o xenotipo asociado co sexo a
través de técnicas avanzadas de PCR (reaccién en cadea da polimerasa) e
secuenciaciéon de ADN, que permiten establecer a correspondencia entre o
xenotipo e o sexo bioldxico do individuo.

Aplicacioéns do servizo:

Investigacion en Bioloxia e Ecoloxia: Utilizase para estudos de reproducion,
ecoloxia de poboaciéns e comportamentos sexuais de diversas especies de
vertebrados.

Conservacion de especies: En programas de conservacion, especialmente
en especies en perigo de extincion, para monitorizar a estrutura xenética das
poboacidns e a proporcion de sexos.

Zooloxia e Ciencia Animal: Fundamental para estudos sobre a evoluciéon dos
sistemas de determinacién sexual en diferentes grupos de vertebrados,
como réptiles, aves, mamiferos e peixes.
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Aplicaciéns en Acuicultura e Ganderia: Importante no control de sexos en
especies de interese comercial, como peixes e gando, para mellorar a
producion ou realizar programas de reproducién controlada.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 17

SERVICZOS XENETICOS E XENOMICOS
OUTRAS TECNICAS
ANALISE DE DETECCION DE TRIPLOIDIA CON MICROSATELITES

A triploidia é unha condicién xenética na que un individuo posue tres
conxuntos completos de cromosomas, en lugar dos dous habituais nas
especies diploides. Esta anomalia cromosémica pode ocorrer de forma
natural ou ser inducida por choques de presién ou temperatura. E un
fendmeno comun en alglns grupos de peixes, moluscos e outras especies
animais ou vexetais. A analise para a deteccién de triploidia utilizando
microsatélites ofrece unha ferramenta precisa e fiable para identificar esta
condiciéon e comprender mellor as suas implicacidéns na bioloxia e na
reproducion de diversas especies.

Que son os microsatélites?

Os microsatélites son secuencias de ADN curtas que se repiten e que se
atopan en diversas rexions do xenoma. Estas repeticiéns varian no nimero
de unidades repetidas entre individuos, o que as converte en marcadores
xenéticos Utiles para estudar a variabilidade xenética. Na deteccién de
triploidia, os microsatélites empregaronse para analizar o nimero de alelos
dun locus particular presentes nunha mostra de ADN, permitindo a
identificacion precisa dos individuos triploides nunha poboacion.

Como funciona a analise para a deteccion de triploidia con microsatélites?

A analise para a deteccidn de triploidia baséase na comparacidén dos perfis
xenéticos obtidos a través dos microsatélites nas mostras bioléxicas (como
sangue, escamas, tecidos ou células). Nun individuo diploide normal, cada
microsatélite amosa dous alelos (un herdado de cada proxenitor). Con todo,
nos individuos triploides, o perfil xenético amosara tres alelos en lugar de
dous, o que indica a presenza dun conxunto adicional de cromosomas.

Esta analise realizase mediante técnicas avanzadas de PCR (reaccién en
cadea da polimerasa) e electroforesis, que permiten separar e visualizar as
diferentes secuencias de microsatélites, detectando de maneira fiable a
presenza de triploidia.
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Aplicaciéns do servizo:

Investigacion en xenética e reproduciéon: Empregada en estudos
sobre a reproduciéon de especies acuaticas e terrestres,
especialmente na acuicultura, onde a triploidia se induce para evitar
a maduracion gonadal e mellorar o crecemento dos organismos.
Conservacién de especies: Usada en programas de conservacion e
manexo de poboaciéns para monitorizar a triploidia en especies en
perigo de extincion ou en programas de cria controlada.

Acuicultura e agricultura: No cultivo de especies como peixes,
mariscos e moluscos, onde a triploidia se emprega para evitar a
maduracién gonadal e favorecer o crecemento, ao tempo que se
evitan os efectos negativos nas poboaciéns salvaxes debido as
fuxidas das granxas ao medio natural.

Estudos xenéticos avanzados: Permite analizar e comprender mellor
as consecuencias evolutivas e xenéticas datriploidia, asicomo o seu
rol na diversidade xenética das poboaciéns.

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 18

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
OUTRAS TECNICAS
PCR CUANTITATIVA EN TEMPO REAL_qPCR

A RT-gPCR é unha modificacién da técnica de PCR convencional, cunha alta
sensibilidade e especificidade, que combina a amplificacién e a deteccién
nun Unico paso, permitindo cuantificar a cantidade inicial dun fragmento
diana presente na mostra orixinal, xa sexa ADN ou ARN (cDNA). Mediante a
inclusion de fluorocromos pdédese monitorizar o progreso en tempo real da
reaccion de amplificacidon, medindo a fluorescencia liberada cada vez que
se realiza unha copia do ADN molde, posto que o incremento da intensidade
desta é proporcional & cantidade de ADN xerado. Os instrumentos de RT-
gPCR miden aacumulacién da sinal fluorescente durante a fase exponencial
da reaccioén para a cuantificacidon rapida e precisa dos produtos de PCR nun
amplo rango dinamico e a analise dos datos.
Aplicaciéns:

¢ Estudos de expresion xenética

¢ Deteccidon de SNPs.

¢ Deteccidn de microorganismos e patéxenos

¢ Determinacién da carga viral

¢ Diagndstico molecular

¢ Discriminacién alélica e xenotipado

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305

Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.
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Paulino Martinez
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FICHA SERVIZO 19

SERVIZOS XENETICOS E XENOMICOS
OUTRAS TECNICAS
Sintesis de cDNA

Asintese de cDNA (cDNA = ADN complementario) é un proceso fundamental
en estudos de expresion xenética, diagndstico molecular e biotecnoloxia.
Basease na conversion de ARN en ADN mediante a transcriptasareversa (RT,
Reverse Transcriptase), enzima que permite copiar o ARN nunha molécula
de ADN de cadea simple, que é mais estable que o ARN, podendo ser
estudada.

O proceso inclie os seguintes pasos: Extraccion do ARN: O primeiro paso é
illar o ARN total de células, tecidos ou mostras bioldxicas. Neste paso
l[émbrase a eliminacidon do ADN xendmico mediante tratamento con DNasa.
Avaliacién da cantidade, calidade e integridade do ARN: mediante
espectrofotometria (Nanodrop, absorbancia a 260/280 nm) e electroforesis
microfluidica (Bioanalizador).

Reaccioén de retrotranscripciéon: Este proceso converte o ARN en cDNA
mediante a transcriptasa reversa. A retrotranscriptasa usa o mRNA como
molde para sintetizar unha cadea de ADN complementario (cDNA).

Sintese da cadea complementaria: Nunhas aplicaciéns pddese realizar
unha segunda fase de sintese de cDNA onde se sintetiza a cadea
complementaria do primeiro cDNA, creando unha dobre cadea de ADN
(cDNA de dobre hebra).

Aplicacidns:
e PCReRT-gPCR
e Secuenciacion de ARN (RNA-seq)
e Clonacién

RESPONSABLES

Coordinador grupo de investigacion Acuigen
https://orcid.org/0000-0001-8438-9305
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Responsable da Plataforma
https://orcid.org/0000-0003-3548-6306

Técnico Superior de Investigacion especialista en bioloxia molecular.
INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/publicaciones

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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FICHA SERVIZO 21

PEIXE CEBRA
ANALISE DE TOXICIDADE (PROTOCOLO OECD 236)

Determinacion da toxicidade aguda en peixe cebra ata as 96 horas post
fecundacion, Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test, OECD 236.

Test OECD (2013), Test No. 236: Fish Embryo Acute Toxicity (FET) Test, OECD
Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 2, OECD Publishing, Paris,
https://doi.org/10.1787/9789264203709-€en)

RESPONSABLES

Responsable cientifica da Plataforma peixe cebra
https://orcid.org/0000-0001-7927-5303

Investigador Doutor responsable
https://orcid.org/0000-0002-7820-7365

Técnico Especialista de Investigacion
https://orcid.org/0000-0003-4380-2727

Investigadora asociada
https://orcid.org/0000-0003-3114-9759

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO
https://www.zebrabiores.com/

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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Laura E. Sanchez
Pifién

Juan Rubiolo
Gaytan

Maria Villar Lépez

Marina Pampin
Iglesias

WEB DO GRUPO

PROXECTOS

FICHA SERVIZO Z2

PEIXE CEBRA
ANALISE DE TOXICIDADE REPRODUTIVA

Determinacién da toxicidade reproductiva utilizando 3 estratexias
experimentais. (1) Toxicidade sobre o desenvolvemento do peixe cebra
determinando o indice teratoxénico. (2) Neurotoxicidade durante o
desenvolvemento analizando alteraciéons no comportamento. (3) Disrupcién
enddcrina por analise de expresion xenética diferencial (RNA-Seq) durante o
desenvolvemento embrionario.

RESPONSABLES

Responsable cientifica da Plataforma peixe cebra
https://orcid.org/0000-0001-7927-5303

Investigador Doutor responsable
https://orcid.org/0000-0002-7820-7365

Técnico Especialista de Investigacion
https://orcid.org/0000-0003-4380-2727

Investigadora asociada
https://orcid.org/0000-0003-3114-9759

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

https://www.zebrabiores.com/publications

https://investigacion.usc.gal/grupos/4537/proyectos
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Laura E. Sanchez Pinén
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FICHA SERVIZO Z3

PEIXE CEBRA

DESENVOLVEMENTO DE MODELOS DE XENOGRAFT EN
EMBRIONS DE PEZ CEBRA

A plataforma cientifica de xenotransplante en peixe cebra ofrece un
enfoque innovador e eficiente para o estudo de células cancerosas
nun modelo in vivo. Este servizo permite a implantacion de células
tumorais humanas ou de orixe animal en embridns de peixe cebra
transparentes, proporcionando un entorno éptimo para avaliar a
progresion tumoral, a invasion celular e a resposta a terapias en
tempo real. Ademais, a plataforma incliue a proba de compostos
quimioterapicos, permitindo identificar tratamentos potenciais
mediante estudos de toxicidade e eficacia personalizada. Tamén é
posible realizar probas con células knock-out, o que facilita o analise
funcional de xenes especificos implicados na progresién do cancer e
na resistencia terapéutica. Este modelo combina rapidez,
escalabilidade e relevancia bioléxica, sendo unha ferramenta
poderosa para a investigacidon oncoléxica e o desenvolvemento de
tratamentos personalizados.

RESPONSABLES

Responsable cientifica da Plataforma peixe cebra
https://orcid.org/0000-0001-7927-5303

Investigador Doutor responsable
https://orcid.org/0000-0002-7158-4459

INFORMACION DAS CAPACIDADES DO SERVIZO

WEB DO GRUPO

PUBLICACIONS

https://www.zebrabiores.com/

https://www.zebrabiores.com/publications
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Laura E. Sanchez Pindn

Alvaro Jesus Diaz Arana

FICHA SERVIZO Z4

PEIXE CEBRA

CREACION DE LINEAS CRISPR DE PEIXE CEBRA PARA
ENFERMIDADES HUMANAS

Ofrecemos un servizo especializado na xeracién de linas celulares de
distintas especies, incluindo células humanas e de peixes, mediante
a tecnoloxia CRISPR-Cas. Utilizamos electroporacién e lipofeccion
para introducir os compofentes necesarios na célula, adaptandonos
as caracteristicas de cada tipo celular para maximizar a eficiencia da
edicion.

O proceso baséase nun estudo xenético detallado da secuencia para
seleccionar as guias CRISPR mais eficientes. A ediciéon en lifias
celulares pode presentar dificultades debido & variabilidade xenética,
4 resposta celular & reparacion do ADN, & accesibilidade da
cromatina ou a eficiencia da transfeccidn, factores que poden afectar
a eficacia e reproducibilidade do proceso. Ademais, as células en
cultivo estan sometidas a presions selectivas, o que pode favorecer
subpoboacidns con resistencia & edicibn ou con mecanismos
alternativos de reparacidon. Por este motivo, se o investigador o
require, pddense realizar estudos mais detallados da secuencia para
identificar posibles limitaciéns e optimizar a estratexia de edicion.
Este servizo tamén inclue a creacion de lifias celulares modificadas
para investigacion biomédica, o analise funcional de xenes e o
desenvolvemento de modelos in vitro para estudos de enfermidades
e screening de farmacos.

RESPONSABLES

Responsable cientifica de la Plataforma pez zebra
https://orcid.org/0000-0001-7927-5303

Investigador Doctor responsable
https://orcid.org/0000-0002-9857-3469
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Laura E. Sanchez Pifidn

Alvaro Jesus Diaz Arana

FICHA SERVIZO Z5

PEIXE CEBRA

Creacion de linas CRISPR de peixe cebra para enfermidades
humanas

Ofrecemos a xeneracién de modelos de piexe cebra editados con
CRISPR para o estudo de enfermidades humanas e a evaluacién de
estratexias terapéuticas. Adaptamos o proceso as necesidades de
cada investigacién, con dous enfoques principais:

As lifias estables permiten estudos a longo prazo, coa necesidad de
mantemento para a suUa caracterizacion fenotipica e/ou andlise de
comportamento. A sla xeraciéon require mais tiempo, pero garante
resultados homoxéneos e reproducibles.

Os CRISPANTs son mutantes mosaico nos que a edicidon xénica
producese nalgunhas células do organismo sen que todas
compartan a mesma modificacion. Este enfoque permite obter
resultados en menos tempo sen anecesidade de establecer unhallifia
estable, ainda que os efectos poden ser mais variables entre
individuos. Tamén ofrecemos a sua caracterizacion fenotipica e de
comportamento, asegurando unha analise detallada do impacto da
edicién xenética.

Estes modelos poden empregarse para screening de farmacos e
estudos de toxicidade, permitindo avaliar a resposta a distintos
compostos nun organismo vertebrado in vivo.

Este servizo proporciona ferramentas versatiles e adaptadas para
analizar o impacto de mutaciones xenéticas e evaluar posibles
tratamentos en modelos funcionas e fiables.
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