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RESUMEN 

Aplicación de lJ lcemca de Despliegue Diferencial para C\<1h1ar el dcelo r<.:gul;idor 
de la dicta <.:!\ <.:amarón blanco f.1/o¡unac""-' vamwme1 (~o\>n<.:. l'J:\ 1) 

El interés en conocer las modificaciones en las poblaciones de los ARN n1ensajeros del can1arón 

blanco del Golfo de México (litopenaeus vannamei), mediante la implementación de una técnica 

que permita percibir la expresión génica de Ja glándula digestiva (hepatopáncreas), para ser 

analizados por fraccionamiento electroforético del Despliegue Diferencial en geles de 

poliacrilarnida teñidos con nitrato de plata. Por lo que el presente trabajo centró su objetivo en 

probar una técnica de Biología Molecular para evaluar el posible efecto de la dicta en la 

expresión genética de ca1narones pcneidos Litopenaeus vann(11nei. 

Larvas de Litopenaeus vanncnnei fueron alin1entadas desde postlarva 15 hasta juveniles de 65 

días, con cuatro diferentes dietas: dos elaboradas con proteína anin1al al 20% y 40o/o y las dos 

restantes con proteína vegetal al 20º/o y 40o/o. Las cuales intluyeron directan1ente en la 

sobrevivcncia y el crecüniento de los organisn1os durante el experin1ento. El tratamiento #3 dieta 

con 40o/o proteína ani111al produjo el n1ayor crecin1iento. 

En la sobrevivencia, por un lado no se observó una <lit~rencia entre los tratanlientos #2 y #3 

(dictas con 20% proteína anin1al y 40% proteina animal rt:spectívan1entc). Mientras que por t:l 

otro lado el tratamiento #4 (dieta con 40% proteína vegetal) presentó un ligera diferencia respecto 

del tratamiento#] (dieta con 20% proteína vegetal). 

Los camarones se sacrificaron para la extracción del ARN total de la glándula digestiva o 

hepatopáncreas de acuerdo con una variación al protocolo de ('hon1czynski and Sacchi (1987): 

Valenzuela et al. (2005). con el uso de lsopropanol :y una n1e1.cla dt: Citrato de Sodio 0.8 M, 

con1probando en geles de agarosa al 1 %. 

('on la finalidad de conoci.:r las adaptaciones que los carnarones presentaron en los patrones de la 

expresión genica al alin1cntarles con las diferentes dictas, se utilizo la tecnica del Despliegue 

Dittrencial descrita por Liang y Pardee ( 1992). Este análisis no requil.~re niás dc 0.2 pg de ARN. 

Con el uso del Despliegue Diferencial, los resultados obtenidos son sin1ilarcs a los que describe 

1 !uvct et al.. (2003 ). 
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Se detecto expresión ditCrcncial y se constato de que en por lo meno~ una di:: las secuencias de un 

gen, no correspondió con nada de !a base de datos existentes, así la técnica del Despliegue 

Diferencial fue estandarizada para ser utilizada en el can1arón blanco Litopenaeus vanna1nei en 

estudios futuros, lo que adeniás representa un avance para los estudios en crustáceos; en 

particular al iniciar una línea de investigación novedosa, que vincula la nutrición, la genética 

poblacional y las herran1ii::ntas moleculares, en un campo tan importante con10 lo es la 

camaronicultura. 
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Aplicación de la tccnieJ de Despliegue DilCrcnc1al para evaluar el cfcc!ü regulador 
de la dicta en camnrón blanco /.11opemww· wmmm1.:1 (Boonc, l'X\ t) 

l. INTRODUCCIÓN 
La demanda del camarón en el n1ercado internacional y las ganancias que este genera. han 

requerido del estudio de aspectos nutricionales de estos organisn1os a fin de obtener 

alimentos que fomenten un desarrollo adecuado en estos crustáceos b4jo condiciones de 

cultivo (Gal indo et al., 2001 ). 

El crecimiento de los crustáceos está detenninado por factores intrínsecos y extrínsecos. La 

talla de los can1arones está por un lado genéticamente deternlinada y por otro depende del 

aporte alimenticio; para el caso de organismos sometidos a cultivo tan1bién influyen 

factores ambientales y la manipulación artilicial (Bro\vdy, 1998). 

Litopenaeus vannan1ei. Penaeus juponicus y Penaeus n1onodon son las .::spccics 111ás 

estudiadas (Fox et al.. 1995). f:xistc la tendencia a asuinir que los resultados obtenidos 

durante el cultivo para las especies antes 1ncncionadas pueden ser extrapola<los 

directan1ente para otros peneídos: sin c1nbargo, desde el punto de vista cuantitativo existt.:n 

diferencias, en 1nuchos casos n1uy marcadas lo que hact.: reco1nendable elaborar el alimento 

basándose en los requerimientos de la especie a la cual se sunlinistrani (García, 1996). 

Uno de los retos de las técnicas n1odernas de nutrición. consiste en comprender las bases de 

las diferencias en cuanto a los rcquerilnientos nutricionaks: en especia! evaluando por un 

lado las características genéticas de cada individuo o grupo poblacional (De las ('agigas el 

al .. 2002) y por el otro lado evaluando el efecto rt.:gulador que los nutrientes tienen sobre la 

expresión génica (Paoloni et al.. 2003). 

Las herran1ientas n1oleculares son clave en d estudio bidireccional de la inh.:racción entn: 

nutrientes y la expresión de genes, lo cual pennite profundizar en el efecto de los nutrientes 

en Ja síntesis de enzinu.ts, receptores, transportadon:s y honnonas (Paoloni et al.. 2003 ). 

La intt.:racción entre la nutrición y !a t.:xpresiún gl.!nica se puede estudiar en dos sentidos: la 

influencia que los nutrientes ejercen sobre la expresión génica y la sínk:sis de proteínas y la 

influencia de los requerin1ientos nutricionales. A fin de explicar esas interacciones se han 

desarrollado diversos estudios: 1) estudios sobre la naturaleza de los genes que son 
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regulados por factores nutricionales; 2) estudios sobre la detenninación de los e!Cctos de 

factores particulares sobn: la regulación d1.: la expresión de los genes y: J) estudios sobre el 

entendimiento de cón10 se involucra la expresión de genes en el n1etabolis1no y en el 

aprovechamiento de los nutrientes (De las ('agigas et al.. 2002). 

En el caso particular del cultivo de camarones la nutrición juega un papel fundamental, 

debido a que la forn1ulación de los alimentos es la base del éxito de cada unn de las fases de 

desarrollo de estos organisn1os, aden1ás del elevado costo q11e representa en el total de 

inversión en la producción, del in1pacto ecológico de los desechos dd alin1ento y de los 

productos del n1etabolis1110 al 1nedio ainbiente. Por esta razón, la ti::ndi..:ncia de los últin1os 

años ha sido buscar fuentes alternativas de proteínas y de otros coinponcntcs de h1s dietas 

con la finalidad de producir ali1ncntos anligables con el n1edio an1biente (Ga!indo et al.. 

2001 ). Así, el conoci1niento d.: tos procesos de nutrición y alin1cntaciún pcrrnitirú lograr un 

incren1ento en la tasa de crecinliento en el cultivo del can1arón (Carrillo et al.. 2000). 

1.1. litopenaeus vannan1ei 

l. l. l. Distribución geográfica: 

El camarón blanco del Pacífico (Litopenaeus vannarnei). se encuentra distribuido a lo largo 

de la costa del Océano Pacifico en México, desde el estado de Sonora hasta llegar a Perú en 

Tumbes (Pérez-Farfante y Kenslcy. ! 997). 

1.1.2. Hábitat: 

Tiene una preferencia por fondos con scdin1ento suave que puede ser di..:sde la línea costera 

hasta los 72 n1 de profundidad (Dore y Frin1odt i987), es una especie eurihalina que va 

desde cero hasta 50 ups y a una tcn1peratura que va desde 22 ''C hasta 32 ''C (Pi!lay, 1997). 

1.1.3. 1-lábito alimentario: 

Los camarones peneidos son on1nívoros con tendencias can1ívoras o herbivDras (Me Tigue 

y Zimn1ern1an. 1991). Pero cn especial L. vannan1ei ticncn húbitos ornnívoro herbívoro 

(Marte, 1980: Hunter y Fcllcr, 1987). Para la digestión del ali111cnto, presenta un tracto 

digestivo anterior que representa solainente del 2 al 3(Yo del peso corporal (Martt:. 1980: 

Wassenberg y Hill. 1987), ingiriendo su ali1nento en pequeñas cantidades y consun1en una 
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nueva ración cuando una previa esta siendo digerida (Schwamborn y Criales 2000). Se 

adaptan n1uy bien a los ca1nbios en la con1posición de la dieta 1nediante la inducción de un 

conjunto de enzimas digestivas (Le Moullac et al., 1996) sintetizadas y secretadas por la 

glándula digestiva o hepatopáncreas (Ceccaldi, 1997). 

1.1.4. Morfología: 

Presenta espinas hepáticas y antenales muy pronunciadas en el cefalotórax con un arreglo 

de ocho o nueve dientes en el borde superior del rostrum y de uno a dos dientes en el borde 

interior (Gamboa. 2001 ). 

1.1.S. Reproducción: 

Los 1nachos adultos presentan espermatóforos, estructura con1pkja de reproducción 

mientras que las hetnbras presentan télico abierto, la producción de huevecillos depende del 

tamaño de la hembra, hen1bras de 30 g a 45 g de peso producen entre 100 111il y 250 mil 

huevecillos por desove (Gan1boa, 2001 ). 

1.1.6. Producción: 

Para J 996 la producción global del cultivo de camarón estuvo cercana a 700.000 TM y 

provenían de granjas que cubrían una extensión de 1.37 millones de Ha (Rosenberry, 1996). 

F:'n el continente americano Litopenaeus vannarnei representó más del 90o/o de la 

producción en 1998 cuando alcanzó las 132,000 TM (Rosenberry 1998). 

1.2. OESPUEGlJE DIFERENCIAL 

Esta técnica se diseii.ó en el año de 1992 por Pcng Lian y .t\rthur Pardee. con10 un niétodo 

para analizar la expresión diferencial de genes mediante PC'R con cebadores al azar (Liang 

el al .. 1993). PartiL'ndo de una a1np!ificación dt: scgn1L'ntos de ARN n1ensajero, qut: 

proviene de la región tenninal 3 ·-OH. seguido por un fraccionanliento de seg111entos de 

los ADNc a111plificados en un gel de secuenciación. Prin1cra1nente se obtiene un Al)Nc de 

cadena sencil!a por trascripción reversa (RT) rnediante el uso de cebadores oligo (dt). los 

cuales contiene un nucleótido de anclaje en la posición 3'. 1nientras que los cebadores se 

anclan en posición 5 · del ARN 1nensajero. especificrnnente en la cola poli-A (Ron1an et al. 

1997). La ainplificación del ADNc mediante PCR se realiza por el uso de un cebador de 
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anclaje y un cebador con secuencia arbitraria. Las secuencias de ADNc (productos) 

corresponden a fragn1entos de los extren1os 3 · del ARN n1ensajero, que en general son 

menores de 100 pb, aunque no exclusivan1cnte. Los productos del PCR se fraccionan por 

electroforesis mediante geles desnaturalizantes <le poliacrilamida, observándose por 

detección de fluorescencia o por autoradiografía. Otra opción es la tinción con plata, que 

permite hacer una detección de las bandas amplificadas de forma directa en el gel, además 

de que se puede cortar para la extracción de la banda genética de interés para su 

reamplificación y su ligación en vectores plasmídicos (Pienta and Schwab, 2000). 

l.2.1. Importancia de la técnica: 

El despliegue diferencial es empleado para analizar la expresión de genes en una n1uestra 

cuyo genoma no se ha conocido, una técnica siinple y aplicable a muestras de cualquier 

origen, que requiere tan solo 0.2 µg de ARN para aplicarse (Pienta and Schwab. 2000). Los 

can1bios de expresión se pueden evaluar directan1i.;ntc dcsdi.; el pri1ner paso, en un gel de 

poliacrilamida. Adcn1ás, esta técnica pern1ite la detección de genes que se rcpnn1e1L se 

inducen o que modifican sin1plemente sus niveles de expresión co1no respuesta a los 

factores de estudio. Otra ventaja es la de poder clonar estos fraginentos para conocer su 

secuencia y su uso para la generación de sondas para el escrutinio de bancos de ADNc. que 

a su vez permite mediante el northem1 blot o ensayos de protección a nucleasas monitorear 

los niveles de transcripción (Zúñiga y Godoy, 2005). 

1.2.2. Inconvenientes de la técnica: 

Un inconveniente experimental es el elevado número de análisis necesario para estudiar los 

cambios totales en la expresión de genes de una rnuestra y la cantidad elevada de falsos 

positivos que se presentan (Matz and Lukyanov, 1998: 1 luvet et al.. 2003; Sánchez. et al.. 

2003; Lu el al.. 2004: Vieites f!l al.. 2005). 

1.2.3. Áreas de aplicación: 

El despliegue diferencial se ha utilizado en diversas áreas de estudio con10 !o es la biología 

del desarrollo, la biología de las células y de tun1ores, en inmunología, así con10 en otras 

areas de especialización en la que los biólogos buscan con-1prender la expresión de genes 

diferenciados (Matz and Lukyanov, 1998). 
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1.3. EXPRESIÓN GÉNICA. 

La expresión génica es el proceso por n1edio del cual todos los organisn1os procariontes y 

eucariontes transforman la información codificada en los ácidos nucleicos en las proteínas 

necesarias para su desarrollo y funcionan1icnto. En todos los organisn1os, inclusive los 

eucariontes el contenido del ADN de todas sus células es idéntico. Esto quiere decir que 

contienen toda la información necesaria para la síntesis de todas las proteínas. Pero no 

todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas las células. Hay sólo un grupo de 

genes que se expresan en todas las células del organisn10 y codifican proteínas que son 

esenciales para el funcionamiento general de las células y son conocidos con10 genes de 

mantenimiento. El resto de los genes se expresan o no en los diferentes tipos de células, 

dependiendo de la función de la célula en un tejido particular. Tan1bién existe especificidad 

temporal, esto quiere decir que los diferentes genes en una cdula se encienden o se apagan 

en diferentes mon1cntos de la vida de un organisn10. Adenias, la regulación de los genes 

varía según las funciones de éstos (Züíliga y Ciodoy. 2005). 

1.3.1. Definición de expresión génica: 

Un proceso altamente específico en el cual un gen se "enciende" en un n101nento 

determinado y comienza la producción de su proteína (De la Cagigas et al.. 2002: 

http: //\V\ V\V. 2enome. g o v Is gl ossarv). 

1.4. Hepatopáncreas: 

En camarones juveniles de Litopenaeus vannen1i, se estima que la gl<'indula digestiva o 

hepatopáncreas corresponde al 4.4 ± 0.02 o/o (Ga'Xiola et al .. 2005) del peso total en fresco 

del animal, y se conoce como indice hepatoso1nático. Este órgano presenta tres funciones 

principales: 1) secreción y síntesis de enzin1as digestivas, 2) retención te111poral y cíclil;a de 

reservas y 3) la absorción de nutrientes productos de la digestión (Gibson y Harker, 1979: 

Rosas el al., 2000). La estructura de las células digestivas del hepatopáncreas en crustáceos, 

fue descrita por estudios previos nu;diantc 1nicroscopía electrónica (Jacobs. 1928: llirsch 

and Jacobs. 1928: /\1-Mohanna et al.. 1985''), dcliniendo cinco tipos de células: L 

(en1brionarias). F (Fibrilares), 8 (cÜn forma de a111pula o de aln1acenan1iento), M (enanas o 

secretoras) y R (receptivas o absorción). Vogt et al. ( 1989) sugiere que todas las células 

presentes en la glándula digestiva derivan de las células E y células B. 
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2. ANTECEDENTES 

El factor alirnento en el cultivo del can1arón representa nlás del 60º/o de los costos de 

producción, por lo que se trata de un tema de gran relevancia para los productores. Además 

de los costos, los alimentos tienen que poseer propiedades específicas con10 el olor, la 

textura, el sabor y propiedades físicas con10 el tan1año de partícula. Los alin1cntos deben 

contener todos los nutrientes esenciales para los organismos cultivados, deben ser 

costeables, con alta digestibilidad que pennita la asin1ilación de los nutrientes y poco 

contaminantes (Akiyan1a el al., 1992: Sarac et al., 1993: Sudaryono el al.. ! 995). 

Por otra parte, desdt: hace ya varias décadas, en la industria de la fi:Ibricación de alin1cntos 

balanceados para can1arón se han cn1pleado fuentes de proteína vegetal (Tacon. 1990: 

Tacon and Akiya1na, 1997). La posibilidad de la inclusión de estas rnatcrias pri111as se debió 

esenciahnente a que una de las especies rnás herbívoras (L!fopenaeus vonnanu.!1) ha sid•J 

seleccionada para su cultivo a nivel mundial. Muy diversas niatcrias primas di;: origen 

vegetal (harina de soya, harina de chícharo, pasta de soya, gluten de trigo. etc.) han sido 

usadas para sustituir la harina de pescado para abaratar los costos de producción del cultivo 

de camarón. Tanto en el alimento natural como en las dietas diseñadas y preparadas en el 

laboratorio, las proteínas son el ingrediente rnás abundante, éstas juegan un papel n1uy 

importante en el crecinliento y el desarrollo de los can1arones (Sn1ith el al.. 1985; 

Sudaryono et al .. 1995: Lemos et al.. 2000). 

Por lo tanto, entender la digestión. los requerimientos y la respuesta a difere:1tes fuentes de 

proteínas, y el reparto de energía asociado a la alin1entación es relevante en e! proceso de 

producción de can1arones. Ya que durante el ciclo de vida de los peneidos, existen can1bios 

de niorlOlogía y desarrollo, Cl)!l can1bios de hábitos alin1enticios de la herbivoría a la 

omnivoría, estos can1bios ontogénicos están acon1pafiados de can1bios significativos en las 

tasas n1etabólicas y en las actividades de !as enzin1as digestivas (Lovett and Fe!der. 1990: 

Chu and Kouliko\.vsky, 1994: Laubicr-Hornichon et al.. 1977: Len1os et al.. 1999). 

Dado que la supervivencia y el funcionan1iento de los organisrnos depende de la 

disponibilidad an1biental del alin1ento. existe una dependencia del funciona1nitnto de !a 
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n1aquinaria transcripcional con los nutrientes. En este sentido los nutrientes pueden 

influenciar el desarrollo o la selección de determinados genotipos en los individuos 

(Paoloni et al., 2003). Es por esta razón que las condiciones de cultivo juegan un papel muy 

importante en la calidad final del producto, y la aliinentación es un factor crucial pues se ha 

observado que los cambios en el peso, en la talla y en la textura del tejido están 

relacionados con las características del alimento, incluyendo la concentración de proteína 

en la dieta (Ezquerra et al.. 2003). 

El crecimiento total y en algunos casos el tainaño de las células están también atectados por 

la disponibilidad de nutrientes_ Muchos organisn1os han desarrollado estrategias especiales 

de sobrevivcncia en periodos de deficiencias alimentarías (Hohni et al.. 1999). 

La presencia del exocsqueleto viejo y la síntesis del nuevo exoesqueleto es el resultado de 

un con1plejo conjunto de mecanisml)S, en el centro Je los cuales esta la activación de genes 

específicos 1nediados por los ecdisteroides. estos son hormonas esteroides existenles en los 

artrópodos_ específicamente en crustáceos que n:gulan la 1nuda ecdisona (u -ecdisona) y 

20-0H ecdisona (~-ecdisona)_ durante un prJceso dependiente de la sintesis proteica y que 

es inhibido por la honnona inhibidora de la 1nuda, mediado por un aumento del AMPc 

(Adenosin Monofosfato cíclico) y antagonizado por e! sistema calcio-cahnodulina). Se ha 

postulado que una pequeiia liberación de la honnona dispara Ja transición de la expresión 

geni.':tica de la intermuda a la pren1uda (Huberman, 1990). 

C'ruz Suárez y Guillautne ( 1987) encontraron un efecto estimulador del crecin1iento en la 

har¡na de calan1ar en dietas para 1-'enaeus japonicus. Los autores separaron tres fracciones 

de calan1ar fresco y encontraron que la fract:ión proteica estin1uló el crecin1iento sin 

aumentar e! consumo. Al tratar de explicar el 1neca1lisn10 de acción encontraron que el 

contenido total del l)NA de !os can1arones no can1biaba pero et de RNA y la relación 

RNNDN1\ variaba en el nlisn10 scntido que la ganancia de peso. por lo que sugirieron que 

esta últin1a era debida a una hipcrtrolia de !os células y no a una hiperp!asia (Carrillo et al.. 

2000). 
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Si bien las técnicas de biología molecular se han desarrollado en los tiltin1os aíi.os. los 

mecanismos relacionados con la expresión genética no están del todo estudiados en los 

camarones; sin embargo. se sabe que los aminoácidos pueden jugar un papel importante en 

la modulación de la expresión de ciertos genes, en el control de la trascripción y la 

estabilización del J\RN 1nensajero (ARNm) fungiendo con10 un modulador. Por 

consiguiente. el conocimiento de los mecanismos de regulación de la expresión proteica 

contribuirá al conocin1iento de las bases moleculares de la regulación de procesos con10 el 

crecin1iento (Huberman, 1990). 

Los niveles de expresión génica se pueden analizar a nivel proteico. n1idiendo la cantidad o 

la actividad de producto génico producido. o bien a nivel del J\RN mensajero. Los niveles 

de ARNm de un gen concreto no dependen sólo del ritn10 al que se transcriba, sino ta111bién 

de la vida media de la niolécula y del ritmo en que se degrade. Por otro lado, la traducción 

proteica también puede estar regulada. haciendo que los niveles de ARNn1 no sean 

extrapolables a los niveles de proteína producida. La tecnología del ADN recon1binante 

hace n1ucho 1nás fácil analizar los niveles de i\RNm que los de proteína. por lo que se ha 

gP.neralizado la medición de ARNm como indicador del nivel de expresión génica. Por c:sto 

es que ha existido gran interés en analizar, en paralelo, respuestas globales de los niveles de 

trascripción de todos los genes a un determinado cambio ambiental (De Risi et al., 1997). 

La expresión génica es un proceso muy complejo mediante el cual se logra la síntesis de 

una cadena polipeptídica a partir de la inforn1ación hereditaria. contenida en un gen 

correspondiente. Potencialmente, la expresión de un gen puede ser regulada en cualquiera 

de las etapas que transcurren desde su transcripción hasta la síntesis de la proteína y la 

n1anifestación de su actividad y está influenciado entre otros ractorcs por el estado 

nutricional Jcl individuo (De las ('agigas et al.. 2002). 

El n1étodo de análisis de la expresión diferencial dt: (Jenes 1111..::diantc P('R (Reacción en 

Cadena dt: la Poli1nerasa) utilizando cebadores con secuencias aleatorias (Difl~rt:ntial 

Display) es una herran1ienta de la Biología Molecular desarrollada para estudiar la 

expresión génica. se puede aplicar a muestras de cualquier origen y ta1naño y los can1bios 

de la expresión se pueden evaluar directamente desde el primer paso. L'.sta técnica puede ser 

J>oncr: A!árqur:z A/arco rl11tonio. 8 



Aphcne1ón de la técnica de Despliegue Dil"crcneial para c•aluar el cli:cw regulador 
de I~ di cea en camarón blanco /.11o¡u:nm!"-' nmno111<!1 (Boonc. !'>~ 1) 

en1pleada en muestras cuyo genon1a no es conocido y también analizar genes ya conocidos 

(Vieites et al., 2005). El identificar genes individuales puede permitir deternlinar una 

relación de funciones, para genes específicos, con procesos del desarrollo, y con 

actividades n1etabólicas o n1oleculares (Kozian and Kirschbau1n, 1999). 

Estudios sobre enzimas digestivas en hepatopáncreas de crustáceos, afírn1an que la 

actividad enzimática está en función de la ali1nentación, tal y como lo den1ostró Hirsch and 

Jacobs (1928) en estudios histo-químicos con Astacus leptodacrylus, niidiendo la actividad 

de la caseína, de la ami lasa y de la peroxidasa. Estas actividades fluctúan rítnlicamente por 

naturaleza, sin en1bargo, llegan a presentan dos picos de incre1nento al haber transcurrido 

casi 6 horas de la ingcsta de alimento, esta regulación se alcanzaría vía transcripciona! o 

post transcripcional por los nun1crosos can1bios que sufre el ARN de las enzi1nas digestivas 

en las células. El J\RN111 sc:ría un indice de respuesta de: !os can1bios aln1act:nados por el 

ARN de: las enzin1a'> digestivas en las c¿lulas. generado por -.:1 a!itncnto (Lchncrl and 

Johnson. 2002.). 

Otros estudios, conio en saln1ones por Torstensen et al.. {2006), en 111etabolisrno y !a 

asimilación de lípidos de origen vegetal, buscan con1prender !a expresión de genes del 

ARNm en hígado. En el bacalao del atlántico, Froystad et al. (2006) centraron su interés er. 

el t3.ctor que dispara la e.xprc:sión génica del ARNn1 del intestino. con el uso de: harina de 

pescado y de soya en su alimentación. 

Tomando en cuenta lo anterior, el presente trab<tjo ti..::ne e! objetivo de conocer si la técnica 

de Despliegue Diferencial para el J\RN revela ditCrcncias en la expresión genica en 

can1arones Lilopenaeus vannan1ei con10 resultado de la ali111cntación con distintas dictas. 

}'once Alún¡ue= 1\./art·o A11to11io. 9 



Aphcación de la técnica de DCJ>plicguc Diferencial para c>·aluar el dccto regulador 
de la dicta en camarón blanco f,1/o¡H!ntl<'l1.1· 1•i:mnwn<'1 (Boonc, 1 '>31) 

3. JUSTIFICACIÓN 

El establecin1iento de un protocolo para estin1ar la expresión diferencial asociada a las 

dietas en camarones per111itirá aportar conocimiento tiindan1ental en el campo que vincula 

los estudios de nutrición y de la genética en la can1aronicultura. 

4. HIPÓTESIS 

La expresión génica de juveniles de camarón blanco (L. vannan1ei) presentará cambios en 

las poblaciones de ARN mensajeros como resultado de la alin1entación con diferentes 

dietas. 

5. OBJETIVOS 

5.1 General 

Estandarizar y probar la técnica de Despliegue Ditt::rencial para n1ostrar can1bios en el ARN 

mensajero en camarones (Li!openaeus vannun1ei) con10 diferencias en la expresión génica 

n::sultado de la alimentación con distintas dietas. 

5.2 Particulan::s 

1. Estandarizar la técnica de Despliegue [)iferencial para can1arones. 

2. Probar cuatro dietas artificiales en can1arones (Litopenaeus vannatnei) con distintos 

o/o de proteína de origen anin1al o vegetal en su con1posición. 

3. Evaluar los can1bios presentes en los ARN mensajero de la glándula digestiva 

··hepatopáncreas'' mi;;:diante la técnica de! Despliegue f)iferencial. 

Ponce Alárque:: Marco Antonio. 1 O 



Aplicación de la técnica de Despliegue Dil"creneial para C\'.'.llu;ir el efecto regulador 
de la dicta en cmnarón bloneo l.11op.:n<1<:us wmnam<'t -(Boonc. 193 J) 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

Este trabajo fue dividido en dos partes: 1 ª parte (Experiinento Biológico) observando la 

respuesta de los camarones ante la dieta subministrada y 2" parte (Análisis Molecular) 

identificando cambios en el ARN 1nensajero de la glándula digestiva (hepatopáncreas), 

para camarón blanco (litopenaeus vannamei). 

6.1. Experimento Biológico. 

l,os organismos se colocaron en un sistema sen1icerrado de flujo continuo de recirculación 

en un an1biente bajo condiciones controladas. Con temperatura del agua promedio de 29 ± 

1.5 º C, salinidad de 36 ± 1 %0, concentración de Oxígeno> 6 mg/L y recan1bio de agua de 

50 %-70 o/o diario. 

El sistema (Figura 1 ), funciona con un tanque colector de 400 litros. este rcservorio colecta 

el agua de retorno del sisten1a, tratándola con luz UV_ en el reservorio se utiliza un 

espumador_ para facilitar la liberación de restos de comida concentrados en el sisten1a. 

l'igur<i 1 Sistema de e"perimentación para el mantenimiento del camarón blanco(/,_ 1w111w11<'1) 

Entrada ' 
Aguayo11 

En tinas de 40 L se colocaron 20 postlarvas de 1,;ainarón, dos tinas por cada tr2tan1icnto y se 

alimentaron ad líbitun1 con el 20o/o de su bion1asa distribuida en tres raciones, 111ediante 

dietas artificiales rica en proteína (C~uzdros 1 y 2), fr)r111u!ada en el laboratorio de Nu1rición. 

/'once A4án¡ue;; A-fun.:o A111011io. l J 



Aplicaóón de la técnica de Dcsplicgu..: Dif..:rcncial para evaluar el c!Ccto n::gulador 
de la die la en camarón blanco f.1lopo:m1~us vannmm:1 (Boonc, 19) 1) 

Cuadro l Composición de dictas artificiales para probarse en/ .. 1·a111u11110:1 

Elementos de la dicta º/o de la dieta. 

• Concentrado proteico de pescado • 4.5 

• Gluten de trigo • 7 

• Lyzan1ina. • o 
• Espirulina • 4.5 

• Concentrado de Soya • 15 

• Canela. • o 
• Pre1nezcla vitaininica • 1 1 

• Vitan1ina C • 0.45 

• Caro fila • 0.015 

• Colesterol • 0.5 

• Lccitina. • 2 

• Aceite de hígado de bacalao. • 6 

• Almidón • 40 

• A!ginato • 1 

• Talco • 18.035 

Los camarones se sometieron a un periodo de adaptación a las dietas artificiales en cada 

uno de los tratamientos por 15 días y se alimentaron hasta alcanzar los 65 días, los 

camarones se sacrificaron para la extracción de la glándula digestiva (hepatopáncreas). 

Cuadro 2 Dit>tas aniticiah!s protiad¡is con cuatro !ratamicmos parn cama1·oncs dc (Í_. 1·w;11wm·1) 

--

Ti·atamicnto (1) ( 2) (3) 141 

Dicta~ Protl.':ica Prott>Íc:.i Proteica Proteio.:a 

(20 "lo Vegetal) (20 "o Anima!) (--10 %, Animal) ( ,.t() O,-o \\::gél~lj) 

Fo11ce A!úri¡ue= /\;/arco .--1111011io. 12 



Aplicación de la lccnica de Despliegue Di!Crrnctal p;ir;o evaluar el clCclo regulador 
de la dicta ~n c;11narón blanco l.110¡1.:n<1e11.' \'t1mw111.:1 (Boonc. 19~ 1 ). 

6.2. r\n.álisis l\tlolecular. 

Obtención de fuentes para electroforesis. 

La glándula digestiva fue inn1ediatanu~ntc congelada en nitrógeno líquido de forma 

individual y manteniendosc a -30 "C hasta su análisis. 

63. Mezcla de muestras para obtención de ..-\RN total. 

Con la finalidad de obtener la n1ayor infonnación posible y no medir variaciones 

individualmente, se decidió hacer 1nezclas de tejidos con más de una glándula digestiva 

(genon1a acumulado) correspondiente a 8 can1arones alimentados con una 1nis1na dicta. Las 

glándulas fueron pesadas en una balanza analítica xadan1 (Moddo 250L) y se n1aceraron 

los tejidos en contacto con nitrógeno líquido 

6.4. Extracción del ."\R!\ total mediante una adaptación en la técnica de \ialenzuela et 

al. (2005). 

6.4.1. Fase de separación. 

• .1\dicionar un 111L de trizo! por cada 100 n1g de 111uestra n1acerada. 

• 1\dicionar 200 ~tL de ('/oroforn10 por cada n1 L de trizo! utilizado en et tejido. 

• Agitar por 10 seg. 

• Centrifugar a 4 ºC, por 1 O nlin a 10,000 rpm. 

• ()btener toda la fas.: clara acuosa superior =sobrcnadantc. 

6.4.2. Precipitación del /\RN. 

• Adicionar 500 pL de lsopropuno/ por cada n1L de Trizo! utilizado. 

• Mezclar un n1L de 111ezcla de ( "itratu de ,\"odio (0.8 M) y ('/oruro de Sºodio ( 1 M) 

por cada 111L de lsopropanol. relaciún /:l. 

• Agitar suave1nente. 

• Incubar por 10 1nin a te1nperatura an1bicntc. 

• Centrifugar a-1- ºC por 10 111in a !2.000 rpn1. 

6.4.3. ler. Lavado del ARN. 

El ARN precipitado en el fondo en un botón o pastilla. 

/'once 1'vfúri¡111!::. A/arco .-1.ntrmio. 13 



Aplicación de la tCcmca <k Despliegue Diferencia! para evaluar el efecto regulador 
de la dicta en camarón blanco l.1/opt!no.:11., 1·tmn(lme1 (Boonc, 193 l) 

• Retirar el lsopropanol y la niezcla de ('ifrato de Sodio {0.8 M), con Cloruro de 

Sodio (1 M). 

• Lavar ARN con 1000 ~1L Etanol al 80 o/o a-20 ºC por niuestra. 

• Centrifugar a 4 ºC por 1 O min a 12,000 rp1n. 

6.4.4. ler. Disolución del ARN. 

Retirar Etanol al 80 o/o y adicionar lo siguiente: 

• En 50 ~LL de agua ultra pura a 50-55 ºC. 

• 125 µL de C'loruro de /)tío (4 M) 

• Incubar por 2h a temperatura ambiente o 1 Y1 ha -20 ºC. 

6.4.5. 2" Precipitación del AR.N. 

• Centrifugar a 4 ºC por l Omina l 0,000 rpm. 

• Retirar todo el sobrenadante. 

6.4.6. 2" Lavado del /\RN. 

• Lavar la pastilla con 200 ~LL Etunol al 80 o/o a -20 ºC. 

• Centrifugar a 4 ºC por 1 O n1in a 10,000 rpn1. 

• Retirar sobrenadante, no tirar la pastilla. 

6.4.7. 2~ Disolución del ARN. 

Hidratar la pastilla con Agua ultra pura a 50-55 ºC por 3-5 n1in. 

6.5. FRACCIONAMIENTO DEL ARN EN GELES NATIVOS DE AGAROSA. 

Muestra de ARN para correr en gel de agarosa al 1 % con 1 ~tL de bron1uro de etidio. 

Preparación de n1uestras de ARN a cargar en gel de J\garosa. 

Preparación de AR1V total 1nuestra ,.ViJ-1. se cargo intercalando la siguiente concentración: 

• ! ~tL ARN + 4 pL Buffer de carga {an1ortiguador 2X). 

• 3 µL ARN + 4 ~LL Buffer de carga (an1ortiguador 2X). 

• 4 µL ARN + 4 ~tL Buffer de carga {an1ortiguador 2X). 

Se elaboró en un fraccionamiento ckctrotOrético a 90 V, por 30 n1in. 

/'once 11.!árque= /\Jurcv An1011io. 14 



Aplicación de la h~cnica de Dcsplic¡1,t1c D1fcrcnc1al para C\'aluar el efecto rcgula<lor 
de la dicta en camarón blanco l.1/o¡xn,,,m.1· \'tmnomo:i (Boonc, 193 l) 

6.5.1 Revelar el fraccionamiento del 1\RN total en gel y fotografiar. 

• Revelar el gel con transilun1inador de luz ultra violeta (VILBER LOURMAT, N'.! 

Serie V03-875 I. Rango 312-254 nn1). 

• Fotografia digital con cámara (KODAKTM, EDAS 290) 

• Editar in1agen con programa Kodak 10 Imagen Análisis Soft\vare. versión (3.6). 

Eastman Kodak Company. Rochester, NY 14650(185431O10-11/02). 

• NOTA: Esta misma n1etodología fue repetida durante la extracción de /\RN total en 

todos los tratamientos. 

6.5.2. (:uantificación del 1\l{N total. 

Se tornaron tres lecturas a diferentes longitudes de absorbancia, con un pico rná:x!1no de 

absorbancia a 260 11111 (Zúfi.iga y Godoy. 2005). 

6.6. Protocolo para evaluar la concentración del AllN total. 

En espectrofotón1etro '"GENESYS IOUV'' (Catalogo 335902). 

• Calibrar celda de cuarzo con agua destilada ( 1000 ~tL). y Lotnar lt.::cturas a 230 11111. 

260 nm y 280 nm. 

• 1\t'orar a un volun1en final de 3000 ~ti, (3 ~LL AJ?.1V total + 1997 ,LtL agua destilada). 

• Tornar lecturas de muestras de /\RN total a 230 nn1, 260 11111 y· 280 nin. 

6.6.1. Fórmula para calcular la concentración de 1\RN total. 

Cua<lro 3 fórmula para evílluar l;i con.:t;:ntra~·1ón de i\RN total en lecCuras a '.:60 nm 

(.t1g./~1L) de :\RN ----+\DO 260 nm) i•O pgimL do ARN~~ 
{:>;1L) __j 

• !)() 260n1n .......................... Lectura obtenida por el espectrolótó1ne1ro 260 nn1. 

• 40 ug de ARNlmL .... ., ........................ i:actor de concentración cn1pírico a 260 nni. 

• 3 ni L. . ..... Voltnncn total presente de la cubeta de cuarzo. 

• 3 ~tL. . ................ Yolun1cn lota! de absorción para la solución de ARN total. 

• Resultados de conversión para lc<.:tura a 26011111. 



Aplicación de !a técnica de Despliegue Difcrcncrnl paro C\·alu;ir el efecto regulador 
de lo dicta en camarón bl~nco l.1/o¡h!na.:m '"'"'""'""'' (Boonc. !931) 

6.6.2. l'ratamiento del ARN total con DNasa l. 

Colocar 25 µL de ARN total por 111uestra en tubos. 

Elaborar mezcla de la siguiente fonna: 

• ( 1 OX DNase Buffer) .. . .. 0.1 Volumen de ARN total a tratar. 

• (DNase 1, RNase-free (2 units/~1L) .. 1 ftL 

• Mezclar suavemente (con pipeta) 

• Incubar a 37 ºC, de 20-30 min 

• Realizar fraccionanliento electroforético en un gel de agarosa al (7 o/o) 

• Cargar n1uestras (0.9 µL ARN + 4 µL Buffi:r de carga) .. a111ortiguador 2X". 

6.7. Desnaturalización del RNA .. 

Se efectuó de acuerdo al protocolo N~ 18080-93 de la casa lnvitrogcn·r.\t para la cnzin1a 

SuperScripfrM 111 (RT-PC'R), en tubos para PCR dt:: !a siguiente forn1a: 

• ! µL .............. Oligo (dT)211. (Catálogo 18418-20). 

• 1 ftL ............... 10 mM dNTP Mix (Catalogo 18427-013) 

• 13 ~tL ............. Agua Slgn1a (N.lv'ase:free). 

• l ~tL.. .. ....... ARN total de !a n1uestra tratada (DN'A-free), volun1cn tina! 16 ~tL. 

• Mezclar suavemente 

• Pa<>ar a PCR. "'Thermo hybai<l Px2" (N"-Seric 34214) a 65 ºC por 5 nlin. 

• Colocar muestras en hielo por ! n1in. 

6.7.1 s:ntcsis de la lª caden<::.. 

Para un volun1en final de 6 pi. un tubo para PCR, tnezclar (con ayuda de pipeta). realizar 

de la siguiente forma: 

• 4 ,LtL ......... 5 X Firts-Strand Burt~r 

• 1 µL ......... DTT (0.1 M) 

• 1 pL ......... SuperScriptTM_ !11 RT (200 units/~tL) 

• Incubar n1uestra en tcrn1ocic!adl>r (PCR) a 50 º(~,por 60 1nin. 

/>0110: Alún1111::= Alarco .-!nlonio. 16 



Aplicación de la 1.!cniea de Despliegue D1fcrcnc1al para.;:, ~luar el dCcto r.::gulador 
de la dicta en camarón blanco l.11op.:mwus 1w11w111~1 (Boom:. I')~ 1) 

6.7.2. C:omprobar la amplificación de ADNc. 

• En tubo Eppendorf de 2 mL 

• Agregar 20 ~tL de agua ultra pura (R1Vase-.free) por cada 4 ~tL de cDNA. 

• Aforar a un volumen final de 40 µL 

• Almacenar a -20 ºC hasta que se requiera su uso. 

• Tomar alícuota. 

• Fraccionar muestras electroforeticamente con gel de agarosa al 7o/o. a un voltaje de 

80 v por 25-30 1nin. 

• Revelar en transiluminador de UV. 

• Fotografiar. 

6.8. A.plicaciún c!el despliegue diferencial. 

Se utilizaron cebadores arbitrarios (P) y cebadores de anclaje con una sola base (T). 

En tubos para PCR de 500 µL elaborar n1ezcla de la siguiente forn1a: 

• 1 µl. de cDNA elaborado en la síntesis de lª cadena (punto 6.7.1) 

• 1 ~ti. cebador (P) 

• 1 µl. cebador (T) 

• Mezclar con pipeta. 

• Enzimas y amortiguador(*) 

Nota: *Combinaciones de cebadores utilízados (P 1 T L P9T6 y P9T7) y 18 pL (PCR Mix) 

Esta 1netodología se estandarizó con la n1uestra #3 contra et control (Cainarón 

adulto alimentado con dieta co111crcial) 

6.8.1. Preparación de muestra testigo ne~ativo para caso de contaminación por 1\DN 

gcnún1ico. 

• En tubo para PCR (500 ~1L) 

• 1 ~tl. J\RN total (de donde se extrajo el J\l)N<.:). 

• 1 pL cebador (P). 

• 1 ~ti. cebador (T). 

• f\1cz<.:!ar con pipeta. 

f'onei.: Afúr1¡111!::: 1\ !u reo A11101110. 17 



Aplicación de la técnica de Despliegue Diferencial para evaluar el efecto regulador 
de la dicta en camarón bl:mco l.1ll!J><:na~11s 1•tmnwn~1 (Boonc. l')J 1) 

• Enzimas y amortiguador(*) 

Nota: *Combinaciones de cebadores utilizados (PITI, P9T6 y P9T7) y 18 pL (PCR Mix). 

Esta metodología se estandarizó con la n1uestra #3 contra el control (Can1arón 

adulto alimentado con dieta con1crcial). 

6.8.2. Preparación de muestra testigo para determinar reacciones inespecíficas por 

cebadores. 

• En tubo para PCR (500 ¡1L). 

• 1 ~tL Agua Sign1a (Ri'v'ase:free). 

• 1 ¡1L cebador (P). 

• 1 ¡1L cebador (T). 

• Mezclar con pipeta. 

• Enzimas y amortiguador(*) 

Nota: *Combinaciones de cebadores utilil'ados (PITL P9T6 y P9T7) y 18 ~tL (P('R Mix). 

Esta metodología se estandarizó con la nu1estra #3 contra .:1 control (Can1arón 

adulto alin1entado con dieta con1ercial) 

6.9. Prueba electroforética de poliacrilamida. 

Se utilizó una cámara electroforética 810-RAD, ''Sequi (Jen Cell'" (21 x50). Nº- Serie 

366BR4151 (3000YCD), y el Ca/a/ogo (K/810-1) del proloco/o (PTI 173-!). versión 

(PR/932-1) 

6.9.1. Preparación de los vidrios. 

Lavar vidrios en tres pasos: 

1.-Con NaOH 0.2 N. 

2.- Con agua destilada. 

3.- Con Etanol al 70 o/o. 

Secar a temperatura ainbicnte (evitar el polvo). 

l'o11cl! A1úrq11e= l•larco A11ro1110. 18 



i\plicae1011 de la 1Cen1e;1 de DcsplLcguc Diforcnc,;il par,1 c•alu<1r el cl'c~to regulador 
de la dicta en ~amarón blan~o /.1/o¡J<!na,·m 1·11mw111.·1 (Boonc, ] ')~ l) 

6.9.2. Adhesivo y Repelente para los vidrios de la electroforesis. 

Preparar adhesivo B!/'lD-S!LANE. 

En tubo Eppcndorf de 1000 ~LL n1czclar: 

• 900 µL de agua ultra pura (RNasejree). 

• 1 O ¡tL Adhesivo (Bind-Si/ane) N" 2530-85-0. 

6.9.3. Aplicación del Adhesivo BJND-SJL_4NE para los vidrios de la electroforesis. 

Aplica adhesivo con pipeta en dos pasos: 

a) Distribuir de manera paralela al borde del vidrio. 

b) Distribuir adhesivo en frlrma de "S'". 

• Secar a te1nperatura an1biente durante 15-20 1nin. 

• No exponerlo a corrientes de aire. 

6.9.-f.. .'\plicación del repelente SI(;i\-11\-(~0'fE a los vidrios de la electroforesis. 

• Aplicación de 1000 ~1L SICA-JA-C'OTE con pipeta de la siguiente fonna en dos 

pasos: 

a).- Aplicar de manera paralela al borde del vidrio. 

b).- Distribuir en forn1a de ··s--. 

• Secar a ten1pt:ratura ambiente durante 15-20 nlin 

• No exponerlo a corrientes de aire. 

6.9.5. Armado del S<indlvich para la electroforesis. 

• Untar vaselina a scraradores. 

• Colocar separadores cntn: vidrios. 

• Poner vidrins dentro de 1nolde !PC/g!ass plate Sandwich 

• Colvcar clips sobre vidrios. 

• Alinear vidrios. 

• Sujetar vidrios a base de ensan1blc del IPC. 

• Colocar peine de fonna invertida. 

• Verificar el correcto alinean1icnto de vidrios en la base de ensan1blc del !PC. 

l'o11n: 1\ !úri¡11e= A/orco .~nromo. 19 



Aplicación de la técnica de Despliegue Diferencial para C\'alunr el efecto rcgulodor 
de la dicta en camarón blunco l,1toprnt1<"1l\ 1·tmm1mc:1 (Boonc, ! 931) 

6.10. Elaboración del gel desnaturalizante. 

• Disolver 29.4 g de urea (7 M), en 14 mi (Tl3E 5X). 

• Agregar 1 O mL de agua destilada. 

• Filtrar la solución en en1budo de porcelana y pasarla por papel filtro con bomba de 

vació a un matraz de l 00 mL. 

• Adicionar 10.5 mL de la solución de acrilamida (6 % acrilan1ida-bis- 40 °/o 

acrilamida). 

• Desgasificar con bon1ba al vació por 3 min, mezclando la solución. 

• Aforar solución a 70 niL con agua destilada. 

• /\dicionar 200 ~1L TEMED. catalogo 161-0801 (1310-R/\D) 

• Mezclar hasta disolver y agregar 400 ~tL de pcrsulfato de a1nonio a! ! O 0/o. 

6.10.1. (:argado del gel IP(:/glass plate Sándlvich. 

• Llenar con el gel desnaturalizante el IPC/glass plate Sánd\vich. 

• Dejar polimerizar por 4 h. 

6.10.2. Elaboración del amortiguador de corrida elcctroforética (soíución TBE lx). 

• 400 n1L de amortiguador TBE 5x y aforar a 2 L con agua destilada. 

• Mezclar la solución. 

6.10.3. Elaboración del amortiguador de carga para desnaturalizar ;-\Dl\'c. 

• En tubo para PCR 500 p L. 

• Adicionar 10 ~tl. de cADN por cada 5 ~tL de Buffer desnaturalizante. 

• Desnaturalizar en tem1ociclador a 95 ºC por 5n1in. 

• Colocar en hielo hasta su uso. 

6.10.4. Preparar corrida electroforética (DD). 

1. LI gel polin1erización. se coloca en la base de soporte del !P('/glass platc Sánd\vich. 

2. Llenar con an1ortiguador de corrida y extraer el peine. 

3. Marcar las pozas para fricilitar la carga. 

4. Precalentar gel a 50 W ó 1751 Volts hasta alcanzar 40 ºC - 50 ºC'. 
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Aplie;ieión de la tCcnica de Despliegue D1l'crcncia! para e' aluar el ctCcto regulador 
de la dict;i en c;imarón blanco f,1/op.:m1cus l'wmwn.:1 (Boonc~\ l'Xl ! ) 

6.10.5. Carga de muestras desnaturalizadas. 

• Precalentar el IPC/glass plate Sand\vich a 40 ºC - 50 ºC. 

• Retirar la cobertura de seguridad (GT-TOP). 

• Lavar pozas con amortiguador de corrida por varias ocasiones antes de cargar. 

• Cargar poza por poza limpiando previamente la urea que se deposita en las pozas. 

• Desarrollar el fraccionamiento clectroforético a un voltaje de 50 W por 4-5 h o hasta 

que el azul de Xilencyanol haya migrado todo el gel. 

6.1 L Lavado de gel desnaturali1..ante. 

Se utilizo el siguiente protocolo PTJ 173-1. (PR(JAIE(J,·I PR/932-1). 

6.11.1. Fase de Fijación. 

• Utilizar una tina con tapa. 

• Colocar sobre una agitadora ··rtataforn1a oscilante Y\VR". 

• Agregar solución con ácido acético lf'ix-.\'top). 

• Lavar gel por 20 mino hasta que el colorante desaparezca. 

6.11.2. Fase de Lavado. 

• Retirar el acido acético. 

• Lavar 3 veces con agua destilada por 2 min. 

6.11.3. Fase de '['inción. 

Lavar con solución de plata (Staining Solu1ion) por 30 nlin en agitación constante 

6.1 1.4. Fase de Revelado. 

• Lavar con agua destilada por 30 seg. 

• Lavar con solución reveladora por 5 n1in o hasta que las bandas ya estén presente. 

6.11.5. Fase Neutralizadora. 

• Retirar solución reveladora 

• Lavar con ácido act:tico 2 rnin. 
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Aplicación de lo técnico de Despliegue DilCrcnc1al parn C\ altrnr el efecto regulador 
de la dictJ en camarón blanco L1topo!!Wo!11s 1·am1m11o!1 (Boonc. J<)J 1) 

• Lavar tres veces con agua destilada por 2 min, e/u de las muestras. 

• Secar a temperatura a1nbicntc. 

• ldentilicar bandas diferenciales y se cuantificar (en transilu1ninador), de luz blanca. 

6.12. Protocolo de extracción de bandas de interés. 

Con una navaja/bisturí, cortar las bandas diferenciales y colocar en tubos de ( 1000 µL) y 

seguir la siguiente 1netodología: 

1. Rotular los tubos. 

2. Centrifugar bandas 1 O seg. 

3. Hidratar bandas en agua ultra pura (ADN-Free). por 30 1nin. 

4. Calentar n1uestras a 100 ºC, por 5 n1in. (tern10-btock, bailo i'v1aria ó p(_~R). 

5. Enfriar a temperatura atnbiente 1 h. 

6. Centrifugar por JO seg. 

7. Extraer solución en tubos para PCR de 500 ~t! .. 

6_12.l. Reamplificación dl' los .'\DNc "'diferenciales". 

La síntesis de primera cadena (!\DNc)_ a partir de !os productos de bandas <l~ 1nt..::res_ se 

realizo de la siguiente forn1a: 

• 1 pL ............. üligo(dT)20.(Catálogo !8418-20) 

• 1 pL ............. 10 mM dNTP Mix. (Catálogo 18427-013) 

• 9 ~tL ............. Agua ultra pura (Rlváse7/ree). 

• 1 ~tL ............ !\l)N (Producto de bandas cortadas). 

• Correr PCR a 65 ºC por (5 111in)_ colocar en hielo y adicionar lo siguiente: 

• 4 ~tL ............ 5X Firts-Strand Buffer. 

• 2 [Ll .............. DTT(ll.l M) 

• Mezclar Y' dejar incubar por 2 nlin. a 37 ::l('. 

• Adicionar 1 pL de cnzi1na (M-MLV-RT) e incubar por ! h. 

• Verificar síntesis de prin1era cadena en g~I de agarosa al 2 °/o. 
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Aplicación de la técnica de Despliegue DilCrcncial para evaluar el c!Cclo regulador 
de la dicrn en camarón blanco L11o¡xnm:11.' mnnaml!1 (Boonc. 193 ! ) 

6.12.2. Preparación lle n1uestras. 

En Parafihn preparar cada 3 ~tL de ainortiguador de carga + 4 ~tL con cada muestra de 

ADN prin1era cadena. 

6.12.3. Síntesis con cebadores ""P" Y ••T", (a partir de ADN lle segunda cadena). 

Elaborar n1ezc!a nueva en tubos de PCR de 500 ~1L la siguiente 1nezcla: 

• 2 µL (Oligo P) 

• 2 ~tL (O ligo T) 

• 16 ~tL (PCR Mix) 

• 1 O ~tL (ADN de 1 cr cadena) Para e/u de las 111ucstras 

• Correr PCR (Cuadro 4). 

• Colocar en hielo las n1uestras. 

• Comprobar expresión de bandas en gel de agarosa al 2 o/o. 

• Cargar 1nucstras de ADN 5 ~LL con 3 ~tL de a1nortiguador de carga. 

• Correr :raccionamiento electroforético a 90 volts. por 20-30 min. 

Cuadro 4 .Programa de PC'R para correr la síntesis de primer cadena 
en muestras de AkN de(! .. n11111w11<!1.) 

,".!> J,, T.;mpN"uLJV"CI. d" '"'"""~'J.-

f---'-·,,_·:v_'_+-_ C>mp¡~f<c_"_''-º-"-+-·>mpb.ficac.ón 

30 

'-~ 

94 o,:: 
(De;;riatur a h~,,c ,.', ri) 

"'4º•:: 

(De<n.:i.~';"':~~a,1.:.n) 11 

(~ltm~""~"'''') 
158 v,: 

if·o[in,~• '~"' ,¿,_¡ 

" , -r 

l n\H. 

: ""'· 
~ JJHH 

6.13. l'rasforn1aciún (protocolo pgen1QO -t casy veclnr systern 1 ). 

1. ln tubos de 1000 p L preparar reacción. 

2. Trasfonnación por toda la noche a 4 ºCoa 1 v~ hr a tcn1peratura an1bientt:. 

3. Se utilizó la bacteria E. coli ()ne Shot TC)P 1 O. 
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Aphcac1ó11 de l:i técnica de Despliegue Diferencial par:i naluar defecto rcguiJd.;>r 
de la d1cla en camarón blanco f,1/opo:na.:u.,· vamwm.:1 (Boonc. l'H J) 

6.13.1 Preparación de células competentes. 

• Descongelar en hielo las células (One Shot® TOP 1 O). 

• Adicionar 1 ~1L del producto de ligación, a cada tubo con bacterias. 

• Incubar en hielo por 30 min. 

• Incubar a baño Maria a 42 ºC, por 50 seg. 

• Incubar en hielo 2 min. 

• Adicionar 900 µL de medio LB. 

• Incubar a 37 ºC por 1 hr con agitación suave. 

• Sembrar E. coli en placas con n1edio LB An1picilina 100 ~tg}n1!. 

• Crecer bacterias E. coli, a 37 ºC por 24 h. 

• Seleccionar clones tres colonias, ton1ar con palillos. 

• Sen1brar bacterias t.:. coli, en tubos de l'.nsayc con rosca con n1edio LB con 

penicilina 100 µg/111! 

• Crecer bacterias E. coli, por 24 h a 37 ºC..', en agitación suavi:. 

• Se puede aln1aci:nar en refrigeración, lejos de la luz. 

6.13.2. Elaboración de resguardo de plásmidos. 

FI resguardo se realizó 1nezclando: 

• 200 ,uL de glicerol al 1 OOo/o. 

• 800 µL de plásnlido celular de bacterias E. co/i. 

• Conservar a -80 ºC. 

6.13.3. Extracción del ,L\ON plasmídico de las bacterias rccon1binantes '"AJini-prep kit· 

Se elaboró con t!l kit ·'Gen Elute Plasmid Mini-Prep Kit" de S!UMA. 

• Ton1ar 3 mL de células. 

• Centrifugar a 1 G,000 rp1n un volumen de 1-2 rnL. 

• Retirar sobrenadantc. 

• Adicionar solución de resuspensión 200 ~tL. 

• Resuspender la pastilla, mezclar suavcn1ente con pipeta arriba y abajo. 

• Adicionar solución de lisis 200 ~tL. 

• Mezclar suavernente, hasta que la solución aclare_ por 5 nlin. 
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Aplicaeton Je la lccniea Je Despliegue Diferencial para c>"lu.tr el clCc10 rcgubJor 
de la <licia en camarón bbnco l.11o¡ie1we11s 1'w11"""''' (Bm>llc. 1•n 1 J 

• Neutralizar con Neutralization/Binding Buffer (S3) 350 ~tL. 

• "'No vortex", mezclar de 4-6 veces el tubo. 

• Centrilügarpor 10 n1in a 14,000 revoluciones. 

• Preparar tubos colun1na y adicionar 500 ~11. <le solución preparadora de columnas. 

• Centrifugar por 1 111in y desechar la solución dd fondo. 

• Extraer la fase clara de las muestras. 

• Colocar muestras en colu1nnas ya preoaradas 

• Centrifugar por l n1in. 

• Tirar fast: clara que se precipita en el fondo. 

• Ren1over conta1ninank:s con solución de lavado, adicionar 750 ~tL en el tubo 

colun1na y centrifugar por 1 111111. 

• Retirar tubo colurnna. 

• Purificar ADN p!asnlÍdico. 

• Adicionar a tubu colun1na solución de fluir 100 ~LL. 

• Centrifugar por ! inin. 

• Retirar tubo coluinna. 

• ADN listo en sobn:::nadante. 

• Verificar bandas clonadas en gel de agarosa a! 2 o/o. 

• Almacenar ADN por debajo -20 ºC. 

6.13.4. Reamplificación de los ,\DNc diferenciales. 

Se preparó la n1ezcla di.:: la siguiente l()rn1a: 

• 2 ¡tL (Oligo P) 

• 2pl.(C)ligoT) 

• 16 ,nL (PCR Mix) 

• 10 ¡tL (i\DN Mini-Prcp) 

• Correr PCR. (Cuadro:'). 

• Cuanrillcar ;\l)N. 

• Pri.::parar nnicstra para enviar a secuenciar. 

• 1:1 resto de la n1uestra puede ser guardado a -20 º(', husta que se requiera 

nuevarncnte su uso. 
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Aplicación de la técni,;;:i de Despliegue D1fcrene1al para e\'aluar el clC,;to regulador 
de la dicta en ca morón blanco l,1/opena.:1'.\ vann<1me1 (Boonc, 1931) 

Cuadro." Programa para correr PCR de amplificación 
!.k Dc~plicgue Diferencial, para (L 1·w1mmw1) 

]{,·de Ciclos Temperatura de 
amp/1jir11c1ón 

1~empo. 

-194 º~ (de:;uaturalización) 4 miu. 

~---~ i 
9,¡ ºC (d~'.liaturalización) 1 miu. 1 

60 ºC (aliniamil11to) 1 miu 1 

6<1 ºC (polimerización) ? min. 
1 - - J 

~---;-----------+----

- 1 

--- -
'_º_"_llll.J 

Tern>i11a -1 ºC 

ót:'"C 
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AplicJc1ón de IJ técmca de Dc•plicg11c Difcre11c1al para evaluar el efecto regulador 
de b dicta en camarón blnncci f.11op~n11<:us 1·t1nnam~1 {Boone. 19} 1) 

7. RESlJL TADOS. 

7.1. Experimento Biológico. 

Durante el mantenimiento de los juveniles de Lllopenaeus vannatnei. se observó que las 

dictas suministradas tuvieron un efCcto en la sobrevivencia de los camarones en cada 

tratamiento de la siguiente manera: las dietas con proteína vegetal ( 1) y ( 4) resultaron ser 

las mejores con 90 o/o y 92 o/o de sobrevivencia, respectiva111ente. nlientras que las dietas 

con proteína animal (2) y (3) fueron las que menor sobrevivencia mostraron (Fig. 2). 

Sobrevivencia de L. vannamei 

D1elu(1) D1el<1(2) O"::l<i(3} 01da(4) 

Ve<Jelal Amnlitl Armnal Vegetal 

20% 20% 40% 40% 

Tratamientos 

Figura 2 Sobrevivcncia de J.1top<!.Jl<1<:11s n11111w11,·1 <ó"\)lll~~l05 

a los cuatro tratami.:rnos por 65 días 

El efecto de las diet'1S en el cn;ciinicnto en los carnaroncs -.;e evaluó con el pt.·~o de la 

glándula digestiva (hepatopáncreas): la dieta {3) con -1-0 o/o de proteína anin1al, den1ostró ser 

Ja dieta que aportó una 1nayor ganancia en peso de los cc11naron.:s \.:Pll 186 1ng. contra la 

dieta (4) con 40 % de proteína vegctaL con 139 111g: es Jecir. una ganancia del 25.2 o/o. lo 

que es igual a 47 n1g (Fig. 3). 
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Aplicación de la técnica de Dcspllcgu<: D1fcrcnctJI para <:\aluar d d'ccto r<:guln<lur 
de la dicta en camarón blanco f.il"f'.:nu.:11.,· 1·11nname1 (Boonc. l 'J:> 1) 

r 200 

Crecimiento de Litopenaeus vannamei 

186 

D Pro!eina 20%vegetal 

D Proleina 20% animal 

! 
150 129 

e; 107 
.§. 
o 100 
• • ~ so (3) (2) 

o 

L 
Glandula d1gest1va (hepatopancreas} 

Tratamientos 

----

Figura 3 Tasa de crecimi..:ntl> dd ..:a marón hlanco / .. \'l//lllW11t'I dur;mt..: ..:! ..:xpt·r irn..:1110 

•)\jota. la ev¡1luación füe con la gliindula digc~tiva=h..:patopáncrcas que repres..:nta d..¡..¡ 

_LO 02 % (Ga:-;iola eta/, 2005). dd reso total de organismo en fresco 

7.2. ,·\nálisis l\lolecular. 

Los an<ilisis n1oleculares se llevaron a cabo para vt:rificar si dentro de !as atlaptai..:iones que 

los can1arones presentan bajo las diferentes dictas existen can1bios en los patrones de 

expresión genética. Para ello, se decidió co1nparar las poblaciones de ARN-. n1ensajcros de 

poblaciones de camarones expuestos a las diferentes dietas, n1ediante la t~cnica del 

despliegue diferencial de ARN. 

En la preparación de los tejidos pura aplicar t.:cnicas n1olcculares. se decide hacer una 

agregado de hepatopáncrcas aislados de cmnaroncs sujetos a diferentes trata1nicntos 

(('uadro 6) y aislar el ARN total Je cada poza para poder ohtcner el e!'ectu Je cada 

trataniicnto global y evitar un resultado por individuo, lo cual poJría r~sultar en 

desviaciones estadísticas. así que se pesaron de la siguiente n1anera: 
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Aplicación de la técnica de Despliegue Diforcncial parn C\ aluar el efod o regulador 
de la dicta en camarón blanco !,11upi:n<11ni.1· >'(m1w111~1 (Boonc, 1931) 

Trutamie11ttJs 

1 

2 

3 

4 

Cuadro 6. Peso obtenido de un ag1·cgado de ocho 
glándtilas digestivas (hcpatopáncreas) 

Tipa de Dieta Genoma ilC11m11!t1úo- 8 hept1ltJptÍ11cret1.\' 

Proteica Vegetal 20 o/o 107 mg 

Proteica Animal 20 o/o 129 mg 

Proteica Animnl 40 ~'Ó 186 mg 

Proteica Vegetal 40 o/ó 139 mg 

7.3. Extracción de «\Ri\' total. 

l)urante el proceso de extracción del i\RN total se cn1plcaron dos n1étodos: 

a) El tnétodo def.fenol ácido de Chon1c::insky y Sacht ( 1987). 

b) {!na adaptación al n1étodo anterior. publicada por f 'alen::uela et al (2005) . 

. 4RN con mezcla de Fenol: lsotiocianato de guanidina. 

Con10 pue<ic observarse en la figura 4_ mediante la extracción de ARN total con tri7ol se 

obtuvieron buenas muestras de ARN, par<? los tratan1ientos (1) y (4), con proteína vegetal al 

20 o/o y 40 o/o respectivamente_ mientras que los tratamientos (2) y (3) con dictas con 

proteína animal 20 ~/o y 40 % respectivamente no se obtuvieron buenos resultados. 

1. Tratamiento 1 (1/10) 1 µL 
2. Tratamiento 1 (1110) 3 µL 
3. Tratamiento 2 (1/10) 1 µl 
4. Tratamiento 2 (1 /1 O) 3 µl 
5. Tratamiento 3 (1/10) 1 µL 
6. Tratamiento 3 (1/10) 3 µL 
7. Tratamiento 4 (1110) 1 µl 

n<S 
8. Tratamiento 4 (1/10) 3 µl -
9. Centrar (1110) 1 µl 28S -~ 1HS 

10. Control (1/10) 3 µl '"' -
'Todas con 4µl de 

Buffer de carga 

Figura 4 Extracción de ARN total de hcpatopáncn;as por el m-!todo de Chomczinsky y Sachi ( J 987) 
~ll /.!lop<!lhll.'11_\ l'(llll/0/111..'I 
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Apli..:ación de la tCcnica de Despliegue Diforencial para C\ al u ar el ..:focto regulador 
d.:: la dicta en camarón blan..::o f.!lo¡km1.:11.,· 1•annmm:1 (Boonc. 19~ 1) 

Debido a que los tejidos aislados son fuentes ricas en nucleasas y podrían estar 

contan1inadas con nletabolitos propios de la glándula digestiva (hcpatopáncreas), decidin1os 

adicionar un paso de extracción orgánica con una mezcla de clorofonno y alcohol 

isoamílico, lo cual permitiría eliminar proteínas y grasas contaminantes de las niuestras de 

ARN. Los resultados se muestran en la figura 5. 

285 ______,. 

185 ________,. 

1. Tratamiento 1 
2. Tratamiento 2 
3. Tratamiento 3 
4. Tratamiento 4 
5. Control 

'Todas con 3 µL de 
ARN total y 4µL de 
Buffer de carga. 

Figura 5 Extracción de ARN total por d método de Chomczinsky y Sachi (_ l 987). par:.i !a 
glándula digestiva (hepatopáncreas) de /.uopenae11s 1·111111ume1 extrucciones lavadas 
con clorofonno-isoamílico 

Como puede observarse la extracción del ARN total, por la técnica de clorofon110-

isoan1ílico (Figura 5) el ARN se degradó en tres de los cuatro tratamientos evaluados, 

fmuestras (2), (3), y (4)J. Por lo tanto, se desistió en el uso de esta metodología. 

Se buscó en la literatura la existencia <le nit!todos alternativos para extraer ARN de- tejidos 

ricos en grasas y carbohidratos con1plejos. Uno de estos n1étodos es el reportado por 

Yalenzucla et al. (2005). Este niétodo es una derivación del n1étodo de Chon1czinsk.y y 

Sachi en d qut:: se adicionan ur. par <le pasos destinados a la clin1inación de clcn1entos 

contaminantes niedianlc lavados con soluciones salinas y prccipilación selectiva con 

cloruro <le litio. 

7.4. Extracción de f\RN mediante el método de \'alenzuela et al. (2005). 

Esta n1etodología se aplicó inicialn1cnte al tratan1iento (4) antes de ser aplicada al resto <le 

las niuestras (figura 6). 
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Aplicación de la \cenica de Dcsplicgt•~ Djfcrcnc1al p3rn evaluar d cl'ccto regulador 
de Ja dicta en canrnrón blanco l.11op<!na,·1i.' vunnulll<!I ( Boonc, J<)J J ). 

1. Tratamiento 4 (1 µL ARN) 
2. Tratamiento 4 (3 µL ARN) 
3. Tratamiento 4 (dilución 111 O) 
4. Control 

"Todas con 4µL de 
Buffer de carga. 

28S -

18S -

Figura 6 Extracción de ARN total de la glándula digestiva (hcpatopúncreas) en /.11opi:11ue11s 

n1111111mi:1, con una variación en la mdodología de Yalcnzuela. en el trat:m1icnto 114. 

Al observar buenos resultados con esta 1netodo!ogía se decidió aplicar al resto de las 

n1uestras (Figura 7). 

1. 
2. 
3. 
4. 
5. 
6. 
7. 
8. 

Tratamiento 1 (1 µL) 
2 3 4 5 6 7 8 Tratamiento 2 (1 µL) 

Tratamiento 2 (3 µL) 
Tratamiento 3 (1 µL) 
Tratamiento 3 (3 µL) 
Tratamiento 4 (1 µL) 

~-·= Tratamientc 4 (3 µL) '" - ;;:,_ .... ) 

Control (0.5 µL) ~itJ!lP '65 - t' ~ - '-·~ ~,; 
'Todas con 4µL de .. 

Buffer de carga 

Figura 7 Extracción d..: AR'\ total en J lf'ifil.'/1ue11.1 1·111111(1mi:1 poi 
la mdodología Je: V11lc11zuda para !üdos tratmnicntos. 

"' -
'" -

!'.n an1bas (Fig. 7). se observó una e:-.:cdente pre::.L'ncia de las sub-unidades 28S y !SS para 

cada unos de los tratanlientos, con !o que se culn1ina con una excelente extracción de ARN 

total rncdiante esta n1etodologia. 
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Aplicación de In 1Ccnicn de Despliegue Diforcneial pnr<i evaluar defecto rcgul:idor 
de l:i die La en camarón blanco I.11o¡wna..:u., vanm1m..:1 (Boon~. 1931) 

7.5. C:uantificación del ARN total. 

El ARN se cuantifica n1cdiante su absorción espectrofoto1nétrica a 260 nm, tomando en 

cuenta que por relaciones empíricas se ha detenninado que 1 unidad de densidad óptica 

equivale a 40 microgramos de ARN por cada mililitro de solución. 

Cuadro 7. Lecturas a 260 mn para evaluar la concentración dd ARN total en cada w1a dt: los tratamientos. 

Tratamientos Lectura Lectura a Lectura a Concentración Concentración del 

a 230 nm 26C nm 280 nm del ARN en la ARN total (25 µL) 

cubeta 

1 0.015 0.040 0.020 1.6 ¡Lg/¡LL 40 ¡1g/¡1L 

2 0.027 0.056 0.028 2.24 ¡tg/¡tL 56 ~tg/~tL 

3 0.036 0.064 0.037 2.56 ~tg/pL 64 ¡tg/¡tL 
f---

4 0.031 0.067 0.034 2.68 ¡tg/¡tL 67 ,Ltg/¡LL 

5 Control 0.029 0.058 0.031 2.32 ~tg/~tL 58 ¡tg/¡tL 

diern comercial 

En (Cuadro 7), se observan las lectura~ ()htenidas a 260 nn1 para cada uno de los 

tratanlientos en l. vannan1ei, ya que a esta lectura el ARN ton1a su mayor excitación. 

Con base en lo anterior, las muestras de ARN quedaron listas para su comparación 

nic<liante el despliegue diferencial, el cual comprende los siguientes pasos: 

a) L!inlinación de tra¿:as de ADN gcnón1ico contanlinante. 

b) Transcripción reversa del /\RN a ADN con1plen1cntario con un cebador oligo-dT. 

e) /\mpliticación por P('R de los ADNc de cadena sencilla con cebadores aleatorios. 

d) Fraccionarniento de los productos de PC'R t:n un ge! dcsnaturalizante de poliacri!n1nida. 

e) /\islanúcnto d.: los ADNc diferenciales:: su n.:an1pliticación en una nueva PC'R con los 

rnismos cebadores originaks. 

J) Clonación en vecton::s plasinídicos de los frag1ncntos de ADNc rcan1plilicados. 

g) .Secuenciación de los insertos de J\DNc. 

h) Corroboración de la expresión diferencial para cada uno de los ADNc ditCrencialcs 

detectados originaln1ente en el gel <le poliacrila1nida. 
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ApheJe1ón Je la Lécmea de Despliegue Diferencial p:ira c-.1lunr el di:cto regulador 
de ln <l•c!:l en camarón bbnco /,11op.,na~111· ,,,,,,nam~1 ( Boonc. l 'n 1 ¡ 

Eliminación de AD1V conlatninante de las rnuestras de AR1\' total. 

Debido a que la comparación de las poblaciones de ARN total de cada tratanliento i1nplica 

la an1plificación exponencial mediante la técnica de PCR, es in1prescindible elin1inar 

cualquier traza de ADN para evitar resultados falsos positivos. Esto se logra mediante el 

tratamiento de tas muestras de ARN con la enzima D1Yasa l. que elinlina selectivan1ente al 

ADN sin alterar Ja integridad del ARN. En este trabajo se utilizó un protocolo comercial de 

la casa Ambion (DNA-free'l). A continuación se presenta el resultado del tratamiento de 

DNasa. 

1. Tratamiento 1 
2. Tratamiento 2 
3. Tratamiento 3 
4. Tratamiento 4 
5. Control 

Mezcla: 

( 0.9 µL) + ( 4 µL) 

ARN total Buffer de carga 

Figura 8 Comprobando la inte,b'lidad del ARN total tratado con Di\:\-free en f,1tope11a!'11s 1·111111111/h'I. 

En la figura 8 se observa que existe una buena presencia del J\RN ya tratado con ia DNasa. 

para cada uno de los tratamientos. Puede observarse la ausencia de I)NJ\ y· que las n1uestras 

de ARN total conservan su integridad 

7.6. Síntesis de la prirnera cadena de .'\.l)l\ co1nplcn1cntario. 

El prin1er paso en el análisis del despliegue dili.!rl.':ncial es la Ct.lnvcrsión de cada n1olécu!a 

de i\RN a su J\l)N con1plc1ncntario. rnediante !a acción de una transcrlptasa n.::versa 

Para cornprobar sí se consiguió ta transcripción de !as 1nuestras de J\RN a su .1\DN 

con1plen1entario, los productos de Ja reacción fueron fraccionados en geles de agarosa 

antes de proseguir con su análisis en geles de secuenciación. Los resultados se n1ucstran en 

las figuras 9 y ! O. 
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Aplicación Je la técnica de Despliegue Diferencial para e\'alt1ar el cfod'1 regulador 
Je la J1eta en camarón blanco l.llop<'nnem nmnnm<'I (Boonc, l'H l) 

1. Escalera 1 Kb (1.5 µL) 
2. Tratamiento 1 (3 µL) 
3. Tratamiento 2 (3 µL) 
4. Tratamiento 3 (3 µL) 
5. Tratamiento 4 (3 µL) 
6. Control (0.5 µL) 
7. Escalera 1 Kb (1.5 µL) 

"Todas con 4µL de 
Buffer de carga 

Figura 9 Comprobación de la cADN en muestras de la gh'u1dula 
digestiva (hepatopáncreas) de /.11opctlf.l•'ll.\" 1·amwme1. 

1. Tratamiento 2 (1 µL) 

12345678 
2. Tratamiento 3 (3 µL) 
3. Tratamiento 4 (1 µL) 
4. Control 
5. Callo embriogénico Coco nuciferus 
6. Hoja in Vftro Coco nuciferus 
7. Embrión cigótico chile (habanero) 
8. Hoja in Vitro chile (habanero) 

Mezcla: 

(0.9µL) + (4µL) 

ARN total Buffer de carga 

Figura l O Comprobación de b intc::gridad de ARN tornl de 
f.11opi:11aeu.1· 1'w11m111e1 contra otras muo..:stras 

En los carriles 2 a 6 de la ligura 9 y en los c;irriles l a 3 de !a figura 1 O se observa niu) 

clara1ne11te la presencia di.:! J\I)N con1plen1entario en cada carril, pma cada uno de los 

tratamientos. utilizando n1arca<lor de 100 pb corno ref(:rencia. 

('orno puede con1probarse, si existe una sintt.:sís adecuada de i\DN co1npkn1entario. por lo 

que después de esta corroboración se decidió realizar el fraccionarnienio en los geles de 

secucnciación. lo que pernlite una separación de n1oléculas <le .!\DN con di!erencias en 

tamafios aún de una sola base. 
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Aplicación Je la técnica de Dcsphcgnc Diferencial p;ira C\':aluar el cl"ccto regulador 
de la dicta en c;unarón blanco l.11o¡wnuc11.,· 1'<mna111c1 (Boonc. 1'>~1) 

7.7. Despliegue Diferencial. 

Se cargaron las n1uestras correspondientes a la dieta 

# 3 ( 40o/o proteína ani1nal) y Ja dieta control, al 

nlornento de correr el 

electroforético por Despliegue 

acuerdo con el orden dd cuadro 8. 

fraccionan1iento 

diferencial, de 

Pu7.a 

"' 11 

Cuadro 8. Despliegue Diferencial 
de /)topenaues vannal!J. 

C:arv:a utifü.ada 
Tratamiento dicta# J con cebadores P'JT6 
Tra1:1micntn dil'l:l 11 J con cebadores P9T6 
ARN dicta control"º" ccbadorci; l"JT6 
ARN dict:1 control con cebadores l">T6 

ARN (!icta control 
Tratamiento dicta 11 J con cebadores l"JT7 
Tratamiento dicta 11 J con cebadores P9T7 
ARN dicta control con cebadores P9T7 
A RN dicta control con ccb;1dorcs l"JT7 

ARN tlic·ta control 

1--.11 Trarnmicnto dicta 11 J con cebadores PlTl 

1500 (Pb) 
Mu8"St #3 

400 (Pb) 
Muest #·1 

1¡¡,~¡¡1!1111nVttU1il/111! 

t3(H) (Pb) 
Mu8St #4 

¡-:¡ Tr¡itamicnlo dict:a 11 J con ccb<1dorcs PITI 
l.t 1 ARN dict¡i contr01l con ccb<1dorcs P\Tl 
15 ARN dkrn nrntrol con ~cbadorcs PITI 

aplicó I" prueba del 

250 (Pt•) 
Muest #5 

200-300 (Pb) 
-~~+-- Muest #2 

Dcsplicgue Diferencial para 

con1parar la expresión gl'.:nica 

cn ca1naro11e:; expuestos ai 

140 (Pb) 
Muest #9 

·130 (Pb) 
IV1ue-st #8 

-· . ···•' ,; ..... 
¡ ... -~· 

·. :.-.· 

-~d r 

1 1 l J S ' 1 • g ID !ltJ1l1J111'1l1!11 

150(Pt)) 
MU8St #5 

150 (Pb) 
Muest #6 

Figura 11 Aplicación dc la l~cnH.:a dd Despliegue Difc.:rc.:111.:ial, c.:n 
/.11opc11<1e11s 1·0111101111!1 para C.:\ aluar d ckcto dc la dieta 

tratan1iento #3 vs dieta control 

#5. arrojando nueve bandas 

<lit~rcnciali..:-s (Figura 11 ). Las 

bandas diferenciales fueron 

cortadas del gel y se extrajo el 

/\[)N, se rean1plificó por PCR 

(Figura 12) V ligó 

{Figura. 13). 
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Aplicación de la técnica de Dcspl1cgue D1!i.:rcneial para evaluar el efecto regulador 
de la dicta en camarón blonco !.11openae11., wmnmne1 {Boonc, 1931} 

1. Muestra 1 (5 µL) 
2. Muestra 2 (5 µL) 
3. Muestra 3 (5 µL) 
4. Muestra 5 (3 µL) 
5. Muestra 6 (3 µL) 
6. Muestra 7 (3 µL) 
7. Muestra 8 (5 µL) 
B. Muestra 9 (5 µL) 
9. Control (0.5 µL) 
1 O. Escalera 1 Kb (2 µL) 

*Todas con 4µL de 
Buffer de carga 

Figura 12. Rcamplificación por PC'R a partir d..: los productos di!i!rcnciaks en 
!.1rope11ae11.1· i·w111a111<'1. para tratamiento #3 contra control #5 

Las bandas rean1plificadas se ligaron en un plásmido y con los plásnlido recombinantes 

obtenidos se transforn10 la cepa l)J-15a de E. coli. En la ligura 13 se observad anúlisis de la 

clonación de! fragmento #4 mediante an1p!ificación por PCR e1npleando co1no n1olde el 

p!ásnlido recon1binante. Puede observase en el carril 5 que el tamaño del inserto en el 

plásnlido es igual al de la banda rean1plifícada que se aisló del gel de po!iacrilamida. por lo 

que se concl1.rye que sí se pudo clonar. 

1. Escalera 100Pb 
2. Muestra 1 (400 Pb) 
3. Muestra 2 (200-300 Pb) 
4. Muestra 3 (1500 Pb) 
5. Muestra 4 (600 Pb) 
6. Muestra 5 (250 Pb) 
7. Muestra 6 ( 150 Pb) 
8. Muestra 7 (150 Pb) 
9. Muestra 8 (130 Pb) 
10. Muestra 9 (140 Pb) 
11. Escalera 100Pb 

Figura 13 Rcamp!i!ic:ición d..: bandas dikrcm::iaks en !.lfo¡N11ac11s 1·0111101110. dd tratami<:nto 113 

[)e la nlisrna rnanera se analizaron las otras bandas re<1n1plificadas. lo que se 1nucstra en la 

figura !4. Los carriles de! gel corresponden al siguiente orden nun1erado: tnuestras 2, 3, 4_ 

5, 6. 7 y 9, respectivan1cntc. 
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Apl1c;1c•on Je b técnica de Üe>.pli<:guc D1!Crcn<:1al par;i C\ alu"r d c!Cc\o r<:gulador 
de la Ji eta en <:amarón blanC<' l.11op.:nu.:1J_1· vann<11110:1 ( Boonc. l 'J3 l) 

Escalera 1 Kb 
2. Escalera 1 00 Pb 
3. Muestra 4 
4. Escalera 100 Pb 
5. Muestra 4 clan 

"*"Todas con 4µL de 
Buffer de carga 

2 3 4_. 100 5 

Figura l .t Clona contr~ mue::;tra ii4 de J.11ur>'-·11uv11s 1·111111u111e1 

7.8. Clonación de los fragmentos diferenciales. 

10000 

=~~;::::: 
$000:::::: 

~-~ 
·~ lOOO= 
2500-

~--
Hoo-

'°ºº 
"" ,. 
2SO -

.1 ;. ·3. 4 s 6 '. s 9 ·10· 11 12 13 14· 

U 1i.l•íill.ii•~~El L ._ - .'' . , - . ~ . 

. '·""' 

J.Escakra J Kb (l.3µL) 
2.MUti;tra 2 (5 µLDNA+3 µL buffer_) 
3 .. Muestra 2' (5 µLDNA+3 µL tmffer) 
4. :Muestra 3 (5 µLDN.'\-t-3 µL buffer) 
5. Mue,:;l:i,13' (5 µLDNA+3 µL buffer) 
6. l\!uestra 5 (:' ;.tLDNA+3 µL b1•fft'!") 
7. ~luestrn 5· (5 µLDNA.+3 µL buffer) 
8. 1Iuestra 6 (5 µLDNA+3 µL buffer) 
9. :Muestra 6" (5 µLDNA+3 µL buffer) 
10. r-.luti;lra 7 (5 µLDNA+3 µL butfer) 
11. r-.Iuestra 7· (5 µLDNA+3 µL buffe1) 
l.?..Muestra 9 (5 ¡J.LDNA+ J µL buffer) 
13. I"l-Iuestra 9· (5 µLDNA+3 µL buffer) 
14. Escalera 1 Kb (1.3µL) 

Figura 15 Productos de mini preparación phismídica de dones de /.1rop1!1111e11s 1·u111wllll!J. por 

electroforesis <::n gei de agarosa ::1 l~O. t.::riido ¡,;on l pg·mL· 1 de bromuro de ctidio 

Dt:spués de ver que t:I plásnlido de la bacteria estuvo pn .. ~scntc en todos los productos de la 

nlini prepnración (Figura 15). éste fue lincarizado para íktenninar la presencia Je insertos 

en cada uno de ellos. n1ediant.: su corte Cl)n las siguientes cnzin1as de restricción. 

• !:'ca RI 

• Mezcla de ..Jpa 1 y Pst 1 

• ,Vol 1 
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Aplicación de la 10:cn1ca de Dcsphcguc Difcrcnc1al ¡>ara c,·alu;1r el ci-.:cio rcgl1kufor 
de la dicta en can1arón blanco l.11upi:nai:11.,· •·annmn.:1 ( Buonc, 1 '>31) 

7.9. Análisis de restricción de diferentes plásmidos rccombinantes. 

Corte con la en::ilna Eco Rl. 

Debido a que en el plásmido pGEM-T-Easy, específico para la clonación de productos de 

PCR n1ediante la estrategia TA se encuentra un sitio de la enzima Eco RI en cada extren10 

flanqueante del sitio niúltiple de clonación, bastaría un solo corte con esta enzima para 

liberar el inserto. Con esta enzima se trabajaron las muestras bajo las siguientes 

condiciones: 37 ºC por 1 h. 

1 .-Escalera 1 Kb ( 1.3µL) 
2.-fliluestra 2 (3 µL) 
3.-Muestra 2 (5µL) 
4.-Muestra 3 (SµL) 
5.-Muestra 5 (5pl) 
6.-Muestra 6 (SµL) 
?.-Muestra 7 (SµL) 
8.-Muestra 9 (SµL) 
9.-Escalera 1 Kb. (1.3µL) 

~3µL Buffer de carga 

10000 

:~gg;:::: 
5000:::::::: 
1000 ..___. 
)500 
'°M 
2~llU --
2000 -

1000-

750 

'"' 
''" -

Figura 16 Rt::stricción de muestras con enzima L.:o R 1. para todos los clones di.': J.11opethll.'/1.1· 1·w11111mc1 

Con10 puede observarse. para ninguna de las clones pudo obtenerse el fragn1ento clonado, 

pero es probable que sola1nente se haya lincarizado el p!ásn1ido. La razón podría deberse a 

!a pérdida de uno de Jos dos sitios Eco RL algo que se ha detectado en el laboratorio. Por 

cs1~ razón, se detenninó intentar !a extracción de los insertos con otras enzin1as de 

restricción presentes en el sitio inúlt!plc de clonación. decidirnos ernplear ,.\'01 1 y tan1bién la 

1nezcla de Apa ! y Pst l 

7.10. (:orte con la mezcla de enzi1nas A.pa 1 y Pst l. 

/\rnbas enzin1as tienen un solo sitin de restricción bordeando al inscno. Se incubó por 1 h a 

37 "C. 
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Apli..:ación <le la te..:111..:a de Despliegue Difcrcnci;il p;ira C\alu;ir el cl'cc10 r~gt1la<lor 
de la dicta en camurón blanco l.1lopc:m1t•11_, l'<mnam<!J {Boonc, i<J:l 1) 

1.-Escalera 100 Pb 
2.-Muestra 2 
3.-Muestra 3 
4.-Muestra 5 
5.-Muestra 6 
6.-Muestra 7 
?.-Muestra 9 
8.-Escalera 100 Pb 

Figura ! 7 Restricción de:: mu..:scras con enzima .~pu J J\t f. para todos los dones dt: /,1ro¡)('llt1i'11s 1·111111u111e1 

7.1 L <:orte ron la enzirna Not l. 

Con esta cnzin1a .. Vot 1 se trabajó a 37 ºC por 1 h. 

2 3 4 5 6 7 8 

1-Escalera 100Pb 
2-Muestra 2 
3-Muestra 3 
4-Muestra 5 
5-Muestra 6 
6-Muestra 7 
7-Muestra 9 
8-Escalera 1 OOPb 

- --
-

:000 

···ü'I 
llJL''' 
'HllJ 
''JU 

•·UU 
~·)[I 

0 ICH) 

""10 
é'JU 

Figura l 8 Rt:strict:ión <.ic muestras con enzima Not L para codos los clont:s de f.!l11pn1"'''1' r<11111u11h'I 

Una vez que se c1nplearon distintas enzin1as de restricción y al ver que úniean1ente se liberó 

un fragn1ento de ta clona 1nostrada en el carril .:J. se decidió an1plificarlos n1ediante f)CR. 

Los resultados inuestran que en ninguna <le !as clonas puede an1p1ificarsl' ..:1 in:-.1.!rto <le 

interés. corno puede observarse en la figura !9 Para cada clona s1..· ;unpli!le('l el 

corn;spondicnti..: J\J)N original extraído dd g.eL cn1110 tes1ig.,1 positivo 
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:\pl1cac1on Je b tCcnica Je Dcsplocgu..: D1li.:rcnc,al pano C\"luar d cli.:cto rcgtolador 
de la dicta en camarón blanco l.11opo!n11<!11., 1·ann11111"1 ( Hoonc. 1931) 

1.-Escalera 1 OOPb ( 1 µL) 
2.-Muestra 2 Amp DO (SµL) 
3.-Muestra 2 ADN Plásmido(2µL) 
4.-Muestra 3 Amp DO (SµL) 
5.-Muestra 3 ADN Plásmido(2µL) 
6.-Muestra 6 Amp DO (5µL) 
?.-Muestra 6 AON P!ásmido(2µL) 
8.-Muestra 7 Amp DO (SµL) 
9.-Muestra 7 ADN Plásmido(2µL) 
10.-Muestra 9 Amp DO (SµL) 
11.-Muestra 9 ADN Plásmido(2µL) 
12.-Escalera 100Pb (1µL) 

Cebadores utilizados: 
*P9T6 (~w1uestras #2,#3 y #9) 
*P1T1 (r~1uestras #6 y #7). 

Figuru 19 Comparación de muestras. Clmtra lllliescras <l<.! PCR amplificadas 
y ADN don de l.lfopena('11.1· 1·a111w111t·1 

De esta n1anera, es probable que para cada una de las nuevas n1uestras se haya perdido el 

ADN, por lo que e! ensayo concluyó con la an1p!ificación del fragn1cnto #4 descrito 

antcriorn1ente. 
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Aplicncu'm de !a técnica de Despliegue Difcrcnc1:1I para C\alu:ir el cfc~to regulador 
de Ja dicta en com:irón bl:inco f,1/afJt'na.:11,,· 1·wmmn.:1 {Boonc. 1'131) 

8. DISCUSIÓN. 

8.1. Experimento Biológico. 

La sobrevivencia de los camarones en este estudio, con el uso de la dieta a base proteica 

vegetal, demostró ser alta y se vio determinada por los hábitos alin1enticios, de acuerdo con 

los estudios realizados en pene idos por Me Tigue y Zi111111erman ( 1991 ), indican que son 

on1nívoros y que algunas especies presentan tendencias carnívoras o herbívoras. Esto es 

muy importante, pues la tendencia actual es probar dictas con proteína vegetal como fuente 

alternativa, la cual nlinimiza costos de producción y disnlinuye el afluente de 

contaminantes. Sin cn1bargo, por un lado estudios con10 el presente trabajo son pioneros y 

establecen las bases para continuar con esta linea de investigación, y por otro lado el 

siguiente paso es ana!i:1.ar la calidad del tejido en los organisn1os nutridos b:;tjo este régiinen 

alilnenticio. 

Se ha observado en general, que las especies del subgénero /·ór:fán!epenaeus (J< duoron1n1. 

F. a::/ecus. ¡;· brasiliensis) presentan hábitos on1nívoro-carnívoros. nlicntras que las 

especies del subgénero í.itopenaeus (L. setiferus. L. vanna111ei, l. sclunifli) tienen hábitos 

01nnívoro-herbívoros (Marte 1980; Hunter y Feller, 1987). 

El crecinliento de los camarones se evidenció 1ncdiante el uso de la dicta a base proteica 

anin1al Me. Tigue y Zin1111en11an ( 1991) afinnan qu..: estas preferencias estan asociadas con 

los distintos su111inistros de n1ateria de origen anin1al o vegetal en la dicta. J\ún que 

rcclentementt: se ha observado diferencias en los húhitos alin1enticios y en los 

rcquerirnientos nutricionalcs que están asociadas tan1bién cun la capacidad de las especies 

para utilizar en diferentes proporciones a las prl)teínas co1110 sustrato 111-.:tabó!ico (Rlisas e/ 

al.. 1995). 

8.2 .-\n~ílisis :\lolecular. 

Siguiendo el protocolo descrito por (Jll)JnczynsKi and Sacchi ( !987), basado en la 

desnaturalización y en la separación de proteínas mediante una 111ezcla de Ft.:nol: 

lsotloc!anato de Guanidina. no se pudo extraer el ARN total. 
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Aphcac1ón de l.11éen1ea de Despliegue Diferencial para C\'aluar defecto regul:idor 
de la d1c1a en camaron blanco I.11op.:na.:11s "nnm111J.:1 (Boonc. ! 'X' l) 

Para la obtención de n1uestras intactas de ARN de alta calidad, el paso n1ás crítico en los 

experimentos de biología molecular (Zúñiga y Godoy, 2005). La extracción del ARN total 

mediante isopropanol y una 1nezcla de citrato de sodio (0.8M), con cloruro de sodio ( 1 M), 

fue bastante bueno, mediante una variación en la técnica descrita por Vaknzuela et al .. 

(2005). De acuerdo con Romf and Kahl ( 1997) y Romero y Estrada (2005 ), se comprobó la 

integridad del ARN en geles de agarosa, observándose una buena calidad con la presencia 

de las sub unidades l 8s y 28s (Ziniiga y Godoy, 2005). 

La cuantificación del ARN es siinilar a la reportada para los decápodos \()Ha and Landry, 

1984; Anger and Hirche, 1990~ Lemn1ens, 1995) y en L. sclunilli por l.en1os et al.. (2002), 

n1edido por espectrofoton1etría di.; acui..:rdo con Satnbrook et al.. ( 1989). 

Se efectuó la síntesis de prin1era cadena mediante oligo-dT, 1..:01110 lo inenCÍl)na 1 .lang et ol.. 

( 1993) y siguiendo las recon1endaciones de lkonomov and Jacon { 1996), para obtener un 

ARN en buenas condiciones para ser analizado por n1cdia11tc la tó.:nica dt: Despliegue 

l)iterencial, ya que en geles de agarosa es difícil confirn1ar la retrotranscripción del ARN 

(Colonna-Romano et uf., 1998). 

83. Despliegue Diferencial 

Desde la invención de !a técnica de Despliegue Diferencial por Liang y Pardee ( 1992), esta 

técnica se ha utilizado para analizar e! ARN. son suficientes (0.2 ~Lg) de ARN total para el 

uso de esta técnica con10 lo dt:scribe Liang et al .. { 1993). 

La identificación de genes que se expresan <lifen.::ncialn1cnte es posibk: gracias a esta 

técnica tal y con10 lo 1ncncionan {Liang el uf .. 1993: lkono1nov and .lacob. 1996: (Jraf e1 

a!.. 1997; Spencer and Christenscn. 1999: Pienta and Sch\vab. 2000: Ch\.'."n et oí.. 2001: 

Aittokallio el al .. 2003). Se detectaron nueve bandas dil~rcnciales de r'\DNc (!:ig. 1 ! ). estos 

resultados obtenidos son sirnilares a los que describe tluvct et o/.. (2003) rnedíante la 

identificación de dos genes di.; u-anli!asa en ('rossotrea gigas. con1parúndnst: el RN;\ 

extraido de una glándula digcstiva por efecto de <los difcrentcs raciones de a!iinentación. 

De los productos obtenidos del despliegue diferencial. se logró Ja clnnación Je una banda 

de aproxin1adan1cntc 2000 pares de bases, 111cdiante las recorni.:nJaciones dadas por 
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Sambrook et al.. (1989) (Fig. 14); sin embargo la secuencia demostró que esta clona no 

tiene similitud con ninguna reportada en la literatura. Es iinportante señalar que no se logró 

la clonación de las detnás bandas diferenciales a pesar de haber logrado su reamplificación, 

por lo que no se pudieron conocer sus secuencias. 

A pesar de que se detecto la expresión diferencial y que la secuencia de al menos un gen no 

presentó similitud con bases de datos este trabajo aporta un gran avance al lograr la 

estandari?ación de la h::cnica, tal y como ocurrió en estudios en vegetales (Tesis de 

Doctorado de Gabriel Lizmna para C'ocos nucifer. ) .. A.den1ás en Mcdlinc existen 18 lO 

publicaciones registradas hasta e! año 1999, de las cuales 1215 publicaciones incluyen la 

técnica de expresión diferencial: es decir el 67 o/o de las publicaciones recientes analizan la 

expresión génica. 

Finaln1cnh::, este trabajl1 n::prcsenta un avance para los estudios en crustáceos, deja abierta 

una cnorn1e serie de preguntas por contestar al dejar abierta una línea de investigación 

novedosa, que vin<.:ula la nutrición. la genética poblacional y !as herran1ientas moleculares. 

en un can1po tan in1portantc con10 lu es la ca1naronicultura y por otro lado queda 

estandarizada la técnica para la extracción de ARN en el can1arón blanco Lilopenaues 

vunna1nei. 
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9. CONCLUSIÓN. 
• Durante el experimento biológico con Litopenaeus vanna1nei, el tratan1lcnto # 4 

(dieta con el 40 o/o de proteína vL"gctal) arrojó la mayor sobrevivencia con respecto 

al resto de los trata1niento mientras que el tratamiento # 3. proporcionó el mayor 

crecimiento mediante el uso de 40 ~lo de proteína animal en su dieta, durante su 

alimentación. 

• El emplear isopropanol y una mezcla de citrato de sodio con cloruro de sodio para 

extraer y conocer el ARN total del can1arón blanco (L. vanna111ei). t~1voreció la 

estandarización de la técnica 

• La técnica del Despliegue Difercncial, cs una excelente herrmnicnta para buscar la 

t:xpresión de genes, n1ediante el uso e.le algunos nanógra1nos de ARN, aún cunado 

no se conozca la secuencia de algün gen en específico. He incluso para 111onitorear 

e! encendido, apagado o sobre expresión de !os misn1os genes cstirnu!ados por 

agentes externos. 

• Se observaron ca1nbios en el ARNn1 de lilopenaeus vanncunei n1cdiante la técnica 

del (DDRT-PCR), aunque no se logró con1parar el ARNn1, con el rcsto de los 

tratamientos. 

• La aplicación de técnicas nlolcculares con10 e! [)cspliegue l)ifcrcncial en ~eles de 

poliacrilan1ida tefi.idos con bro111uro de plata Cl)llStituycn el priiner trabajo para el 

estudio del efecto regulador de !a dicta en e! ca1narón blanco /,i1openae11s \'a11nan1ei. 

• Se den1ostró que la técnica de! J)cspiit'guc Diferencial (Dl)R.T-PCR) con las 

adaptaciones rcaliz<!das, es eficiente para seleccionar A!)Nc difcrcnciales de 

individuos so1netidos a una dicta durante su ali111i.::ntación y Jina!n1cntc quedó 

estandarizada la extracción del ARN total en Li1upenaeus van11an1ei y abre una gran 

serie de preguntas por resolver en esta línea de investigación 
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Aplicación de la técnica de Despliegue Diferencial para evaluar el efecto rcgubdor 
de In dicta en camarón blanco /.ilo!J<!na~11., wmntm1~1 (80<.lne, l 'J3 I ). 
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Aplicac1ón de la lccnic~ de Dc.>plicg11c Diferencial para evaluar el dedo rcgulad0r 
de fa dicta en camarón blanc0 !.uop,:1w.:11., "'mnmn.:1 (Boonc. l '>31) 

13. APÉNDICE 

Gel nativo de azarosa al l %. 
• 30 mi ................ de Buffer TAE 1 X. 
• 0.3 gr ................ de Agarosa grado biología 1nolecular. 
• ! O ~tg/n1l ........... de Bromuro de Etidio (BrEt). 

Síntesis de la prhner cadena en=ilna con SuperScriprTM fil. 
(Para un vohunen de 20 ~ti). 

• 1 ¡ti .. .. Oligo (dT) 20. i 
• 1 "l. . .. .. 1 O mM dNTP Mix. --
• 13 ul ............. Agua Sig1na (RA'ase-free). 

• 5 ~d .. . . ..1\RN total de la n1ucstra tratada (Di'vA-free). 

Gel desnatura/i::ante 
-------. 

1 

(6% acrihunida-bis-acrila1nida 40%). 
Reactivos \lolumen a utilizar 

, TBE5X 14 mi 

• 7 M Urca 29.4 gr -
• (6 o/o) Acrilamida-bis-acrilamida (40 o/o) 10.5 rnl 

• Agua destilada Aforar a 70 01! 

• TEMED 200 ~ti 
·~ 

• Persulfato de an1onio ( 1 O%) 400 ~ti 

e-----~---8_11"'-'ff<_er_(~l_A_t_· !_.\~')_. --------1 
\\'orkin Solution _J_ Stock Solution/Liter ! ----
-+O 1nM Tris-acetato I • 242 gr Tris base 
1 n1M l'.I)TJ\ 

1

•• 57.1 111! Ácido acerico g:acial 
100 mi (0.5 M) llJTA. (pi 1 8) 

• 
• 
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Aplicac10n de la 1ccnic~ de Despliegue Diforcncinl para C\;llt1ar e! efecto rcg1ila<.lor 
de la dicta encamaron blanco l.11<1p.;n,1c11_, •·wmam.:1 (Boonc. 19~ 1 J 

Buffer de car'>!,a (A1norti2uador ],\'). ~ 
TAE 1 Glicerol (50 o/o) 1 .Azul de bromofcnol 
2X 1 500 ul 1 500 ul 

IOX DNase Bu er. 1 
• 100 mM (Tris-CI) Ph 7.5 
• 25 n1lvl (MgCI) 
• 1 mM (CaCl2) 

~·---Bu(jer TBE 5X (A rorar 11 / í/J ___ 
Elcn1ento (:<1ntidad (':it:ih 

• Tris 54 gr 161-IJ -
• Acido bórico 27.5 gr 161-0 

• (O 5 M) FDTA (Ph 8) 20 n1t 161-0 
--

-· 
Persu{fato de An1onio (/() %) ==i 

Ele1nento Cantid· ad ! 

• Agua destilada 1 n1t 

• Pcrsulfato de a1nonio 010~ ~ r . 

Bufler TBF: !Ox !Aforar a 1 /t). 
Elen1ento ('antithuJ 

f---

• Tris ! 08 gr 
~-

• /\cido Bórico 55 gr 

• EDT!\ 9.3 gr 
_. 

• Agua d~sionizada 
'-----------'-------·-·-

1\türar a 1 !t 

---, 
' 

)go 1 

716 
("at:-th 
161-IJ 

161-IJ 
161-IJ 

----

_ _75(J__j 
728 ! 

_J 
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Aplic;ic1ón Je la té<:nn:;i de Dcsphcgt1c Difcrcnci;il para c>·alu;ir el ci'ccto rcgu!JJor 
<le la <licl<i en c;im:irón bl;inco f1/<J¡>en<1-:11.I' wmnmm:1 (Boonc, l 931) 

Solución Fiiadora fF'Lr-S/on). 
Acido acético 1 200 mi 

Aeua destilada 1 Aforar a ( 1800 mi) 

~ 

Solución de Tinción (Stainin1 5'olulion). 

• (A2 N03) Nitrato de Plata 2 gr 

• Formaldehido (37 %) 3 n1l 

• A.oua Destilada Aforar a (2 lts). 

Solución de Revelado. 
(l'i'a2COJ\ Carbonato de Sodio 60 gr 

;\gua Destilada 11 ero. Disolver Na2COJ) 2 lts(a IOºC) 

Formaldehido (37 %) 3 n1! 

Tiosulfato de Sodio llO m•/ml) 400 pi 

Medio LB (111). 

• Triotona (Bacto®) 10 gr 

• Extracto de levadura (Saeto(@) 5 gr 

• (]oruro de sodio 5 gr 

• .. lidróxido de Sodio Ajustar (Ph 7) 

laboración_de placas con 111e. dio LB 
(An1 1c1/1na!OO µg/n1/) 

Medio LB 500 mi 
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Aplic:ición de la técnica de Dcspl1cguc Diferencial para c'ahrnr el efecto regulador 
de la dicta en camarón blanco l11op.:n"':us vamwm.:i (Boonc. l '!31) 

Preparación de rnedio LB con Arnpicilina (500nz/) 

• Trintona iBacto®l 5 gr 

• Extracto de levadura (Bacto®) 2.5 gr 

• Cloruro de sodio 2.5 gr 

• Hidróxido de Sodio Para ajustar (Ph 7) 

Cebadores/Prifner. para prueba del Despliegue /Jiferencial. 

Cevadores/Primers. Secuencia. 

• Oligo (P IT 1) 5' -AITAACCCTCACTAAATGCTGGGGA- 3" 
5' -CATT ATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTAA- 3· 

• Oligo (P9T7) 5· -ATTAACCCTCACTAAA TGTGGCAGG- 3 -
5' -CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTCT- 3 - i 

• Oligo (P9T6) 5· -A TTAACCCTCACTAAATGTGGCJ\GG- 3· 
5· -CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTTGJ\- 3' 
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