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Aplicacion de la iéenicn de Dosplicgue Diterencial para evaluas <l ulecto regulador
de la dicta en camardn blanco Litopenaeus vannamer (Boong, 193 1)

RESUMEN

El interés en conocer las modificaciones en las poblaciones de los ARN mensajeros del camardn
blanco del Golfo de México (Liropenaeus vannamei), mediante la impltementacion de una téenica
que permita percibir la expresion génica de la glandula digestiva (hepatopancreas), para ser
analizados por fraccionamiento electroforético del Despliegue Diferencial en geles de
poliacrilamida teftidos con nitrato de plata. Por lo que el presente trabajo centrd su objetive en
probar una técnica de Biologia Molecular para evaluar el posible efecto de la dicta en la

expresion genética de camarones peneidos Liropenaeus vannamed.

Larvas de Litoperasus vannamei fueron alimentadas desde postlarva 15 hasta juveniles de 65
dias. con cuatro diferentes dietas: dos elaboradas con proteina ammal al 20% y 40% vy las dos
restantes con proteina vegetal al 20% vy 40%. Las cuales influyeron directamente en la
sobrevivencia y el crecimiento de los organismos durante ¢l experimento. i tratamiento #3 dieta

con 40% proteina animal produjo el mayor crecinmiento.

En ia sobrevivencia, por un lado no sc observd una diferencia entre fos tratamientos #2 y #3
{dictas con 20% proteina animal v 40% proteina animal respectivamente). Mientras que por el
otro lado el tratamiento #4 (dieta con 40% proteina vegetal) presento un higera diferencia respecto

del tratamiento #1 (dicta con 20% proteina vegetal).
P g

Los camarones se sacrificaron para la extraccion del ARN total de la glandula digestiva o
hepatopéanereas de acuerdo con una variacion al protocolo de Chomezynski and Sacchi (19871
Valenzuela et af. (2003). con el uso de Isopropanol ¥ una mexcla de Citrato de Sodio 0.8 M,

comprobando en geles de agarosa al 1%.

Con la finalidad de conocer las adaptaciones que fos camarones presentaron en los patrenes de la
expresion génica al alimentarles con las diferentes dictas. se ulilizo la éenica del Despliegue
Diterencial descrita por Liang v Pardec (1992). Este andlisis no requicre mas de 0.2 g de ARN.
Con el uso del Despliegue Diterencial, tos resultados obtenidos son similares a los que describe

Huvet er af.. (2003).

Ponce Mdrguez Morce Amtonio. X




Aplicacion de Lz téenica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l cfeclo regulador
de la dicta en camaron blanco Luopenaens vonnamei {Boone, 1931).

Se detecto expresion diferencial v s¢ constato de que en por to menos una de las secuencias de un
gen, no correspondid con nada de fa base de datos existentes, asi la técnica del Despliegue
Diferencial fue estandarizada para ser wlilizada en el camaron blanco Litopenaeus vannamel en
estudios futuros, o que ademis representa un avance para los estudios en crusticeos; en
particular al iniciar una linea de investigacion novedosa, que vincula la nutricion, la genética
poblacional y las herramicntas moleculares, en un campo tan importante como lo es la

camaronicuitura.

Ponce Mirgnez Marco Aniomo. X1




Aphicacién de la téemica de Desplicgue Dilgrencial para evaluar el electo regulador
de la dicta en camaron blance Litopenaeus vannamei (Boone, 1931).

L
> i

1. INTRODUCCION
[.a demanda del camaron en el mercado internacional y las ganancias que este genera, han

requerido del estudio de aspectos nutricionales de estos organismos a fin de obtener
alimentos que tomenten un desarrollo adecuado cn estos crusticeos bajo condiciones de

cultivo (Galindo ef al., 2001).

El crecimiento de los crustaceos esta determinado por factores intrinsecos y extrinsecos. La
talla de los camarones esta por un lado genéticamente determinada y por otro depende del
aporte alimenticio; para el caso de organmismos sometidos a cuitivo también influyen

factores ambientales v la manipulacién artilicial (Browdy, 1998).

Litopenaeus vannamei, Peracus japonicus ¥y Penaeus monodon son las especies mas
estudiadas {(Fox er «f., 1993). Existe la tendencia a asumir que los resultados obtenidos
durantc el cultivo para las especies antes mencionadas pueden ser extrapolados
directamente para otros penetdos: sin embarge, desde ¢l punto de vista cuantitativo existen
diferencias, en muchos casos muy marcadas lo que hace recomendable ¢laborar el alimento

basandose en los requerimientos de la especie a la cual se suministrard (Garcia, 1996).

Uno de los retos de las técnicas miodernas de nutricion, consiste en comprender las bases de
las diferencias en cuanto a los requerimientos nutricionales: en especial cvatuando por un
lado las caracteristicas genéticas de cada individuo o grupo poblacional (De las Cagigas et
al.. 2002) y por el otro lado evaluando ¢l efecto regulador que 10s nutrienies tienen sobre 1a

expresion génica (Paotoni er al., 2003).

Las herramientas moleculares son clave en el estudio bidireccional de la migraccion entre
nutrientes v la expresion de genes, lo cual permite prefundizar en el efecto de los nutrientes
¢n la sintests de enzimas, receptores, transportadores y hormonas (Pacloni er af., 2003).

La interaccion entre la nutricion v la expresion génica se puede estudiar en dos sentidos: |
inffuencia que los nutrientes efercen sobre la expresion génica v la sintes:s de proteinas v la
influencia de los requerintientos nutricionales. A tin de explicar esas interacciones se han

desarrollado diversos estudios: 1) estudios sobre la naturaleza de los genes que sen

Ponge Merguez Marco Amenic. ]




Apheacion de ta téenica de Desplicgue Dilgrencial para evalvar ¢l cfecto reguludor
de la dicta cn camardn blance Litopenaens vannamyei (Boone, 193 1) N

regulados por factores nutricionales; 2) estudios sobre la determinacion de los efectos de
factores particulares sobre I regulacion de la expresion de los genes y; 3) estudios sobre el
entendimiento de como se involucra la expresion de genes en el metabelismo y en el

aprovechamiento de los nutrientes (De las Cagigas er af., 2002).

En el caso particular delb cultivo de camarones la nutricion juega un papel fundamental,
debido a que la formulacién de los alimentos es la base del éxito de cada una de las fases de
desarrollo de estos organismos. ademas del elevado costo que representa en ¢l total de
inversion en la produccion, del impacto ecoldgico de los desechos del alimento v de fos
productos det metabolismo al medio ambiente. Por esta razdn. la tendencia de los Gltimos
afos ha sido buscar fuentes alternativas de proteinas v de olros componentes de las dietas
con la finalidad de producir alimentos amigables con ¢l medio ambiente (Galindo er ol
2001). Asi, el conocimiento de los procesos de nutricién y alimentacion permitird lograr un

incremento en la tasa de crecimiento en el cultivo del camardn (Carrillo er o, 2000).

1.1, Litopenaeus vannamei

1.1.1. Distribucidén geogrifica:

El camardn blanco det Pacifico {(Litopenaeus vannamei). se encuentra distribuido a lo largo
de la costa del Océano Pacitico en México. desde el estado de Sonora hasta legar a Pert en

Tumbes (Pérez-Farfante y Kensley, 1997).

1.1.2. Hibitat:
Tiene una preterencia por fondos con sedimento svave que puede ser desde la linea costera
hasta los 72 m de profundidad (Dore v Frimodi., 1987), es una especie eurthalina que va

desde cero hasta 50 ups v a una temperatura que va desde 22 °C hasta 32 °C {Pillay. 1997).

1.1.3. Hdbito alimentario:

l.os camarones peneidos son ommivores con tendencias carmivoras o herbivoras (Mc Tigue
y Zimmerman. 1991). Pero en especial Lo vannamei tienen hidbitos omnivoro herbivoro
{Marte, 1980; Hunter v Feller, 1987). Para la digestion del alimento. presenta un tracto
digestivo antcrior que representa selamente del 2 al 3% del peso corporal (Marte, 1930
Wassenberg v Hill, 1987). ingiricndo su alimento en pequefias cantidades y consumen una
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nueva racién cuando una previa esta siendo digerida (Schwamborn v Criales 2000). Se
adaptan muy bien a los cambios en la composicidn de 1a dicta mediante la induccién de un
conjunto de enzimas digestivas (Le Moullac ef af., 1996) sintetizadas y secretadas por la

glandula digestiva o hepatopéncreas (Cecealdi, 1997).

1.1.4. Morfologia:
Presenta espinas hepdticas y antenales muy pronunciadas en el cefalotérax con un arreglo
de ocho 0 nueve dientes en el borde superior del rostrum y de uno a dos dientes en ¢l borde

inferior (Gamboa, 2001).

1.1.5. Reproduccion:

Los machos adulios presentan espermatdforos, estructura compleja de reproduceion
mientras que las hembras presentan télico abierto, la produceion de hucvecillos depende del
tamaio de !a hembra, hembras de 30 g a 45 g de peso preducen entre 100 mil y 250 mil

huevecillos por desove (Gamboa, 2001).

1.1.6. Produccién:

Para 1996 la produccién global deb cultivo de camardn estuvo cercana a 700.000 T™ v
provenian de granjas que cubrian una extension de 1.37 millones de Ha (Rosenberry, 1596).
En el continente americano Litopenceus vannamei representd mias del 90% de la

produccion en 1998 cuando alcanzo las 132,000 TM (Rosenberry 1698).

1.2. DESPLIEGUE DIFERENCIAL

Esta técnica se diserio en ¢l afio de 1992 por Peng Lian v Arthur Pardee. como un método
para analizar la expresion diferencial de genes mediante PCR con cebadores al azar (Liang
et al. 1993). Partiendo de una amplificacion de segmentos de ARN mensajere. que
proviene de la regién terminal 3°-OH. seguido por un fraccionamiento de segmentos de
tos ADNc amplificados en un gel de secuenciacion. Primeramente se obtiene un ADNe de
cadena sencilla por trascripeion reversa (RT) mediante el uso de cebadores oligo (di), los
cuales contiene un nucledtide de anclaje en la posicion 37, mientras que los cebadores se
anclan en posicion 3 del ARN mensajero, especificamente en Ia cola poli-A (Roman er al.

1997). La amplificacion del ADN¢ mediante PCR se realiza por ¢l uso de un cebador de

. . el
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anclaje y un cebador con secuencia arbitraria. Las secuencias de ADNc (productos)
corresponden a fragmentos de fos extremos 37 del ARN mensajero, que en general son
menores de 100 pb, aungue no exclusivamente. Los productos del PCR se fraccionan por
electroforesis mediante geles desnaturalizantes de poliacrilamida, observandose por
deteccion de fluorescencia o por autoradicgrafia. Otra opcidn es la tincion con plata, que
permite hacer una deteccion de las bandas amplificadas de forma directa en el gel, ademas
de que se puede cortar para la extraccion de la banda genética de interés para su

reamplificacion y su ligacion en vectores plasmidicos (Pienta and Schwab, 2000},

1.2.1. Importancia de la técnica:

El despliegue diferencial ¢s empleado para analizar la expresion de genes en una muestra
cuyo genoma no se ha conocido, una téenica simple y aplicable a muestras de cualguier
origen, que requiere tan solo 0.2 pg de ARN para aplicarse (Pienta and Schwab, 2000). Los
cambios de expresion se pueden evaluar directamente desde el primer paso, en un gel de
poliacrilamida. Ademds, esta técnica permite la deteccion de genes gue se reprimen, se
inducen o que modifican simplemente sus niveles de expresion como respuestia a los
tactores de estudio. Otra ventaja es la de peder clonar estos fragmentos para conocer su
sgcuencia y su uso para la generacion de sondas para el escrutinio de bancos de ADNc. que
a su vez permite mediante el northerm blot o ensayos de proteccidn a nucleasas monitorear

los niveles de transcripcion {(Zafiiga v Godoy, 2003).

1.2.2. Inconvenientes de la técnica:

Un inconveniente experimental es el elevado numero de analisis necesario para estudiar los
cambios totales en la expresion de genes de una muestra v la cantidad elevada de falsos
positivos que se presentan (Matz and Lukyanov, 1998; FHuvet er of, 2003; Sanchez, et al..

2003; Lu et af., 2004; Vieites et al.. 2003}

1.2.3. Areas de aplicacion:

El despliegue diterencial se ha utilizado en diversas dreas de estudic como o ¢s la biologia
del desarrotlo, la biologia de las células y de tumores, en inmunologia, asi como en otras
areas de especializacion en la que los bidtogos buscan comprender la expresion de genes

diferenciados (Matz and Lukyanov, 1998).
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1.3. EXPRESION GENICA.

La expresion génica es el proceso por medio del cual todos los organismos procartontes y
cucariontes transforman la informacion coditicada en los dcidos nucleicos en las proteinas
necesarias para su desarrollo y funcionamiento. En todos los organismos, inclusive los
eucariontes el contenido del ADN de todas sus células es idéntico. Esto quiere decir que
contiencn toda la informacién necesaria para la sintesis de todas las proteinas. Pero no
todos los genes se expresan al mismo tiempo ni en todas las células. Hay sélo un grupo de
genes que se expresan en todas las células del organismo y codifican proteinas que son
esenciales para el funcionamiento general de las células y son conocidos como genes de
mantenimiento. El resto de los genes se expresan o no en los diferentes tipos de células,
dependiendo de la funcidn de la célula en un tejido particular, También existe especificidad
temporal, esto quiere decir que los diferentes genes en una ¢élula se encienden ¢ se apagan
en diferentes momentos de la vida de un oreanismo. Ademas, ta regulacion de los genes

varia segtin las funciones de éstos {(Zufiga y Godoy, 2005).

1.3.1. Definiciéon de expresion génica:
Un proceso altamente especifico en el cual un gen se "enciende” en un momento
determinado y comicnza la produccion de su proteina (De la Cagigas ef al, 2002:

hitp://www.genome. 2ov/salossarv).

1.4. Hepatopincreas:

En camarones juveniles de Litopenaeus vannemi, se estima que la glandula digestiva o
hepatopancreas corresponde al 4.4 = 0.02 % (Gaxiola er af.. 2003) del peso total en fresco
del animal, v se conoce como indice hepatosomatico. Este organo presenta tres funciones
principales: 1) secrecion y singcsis de enzimas digestivas, 2) retencion temporal v ciclica de
reservas y 3) la absorcién de nutrientes productos de la digestion (Gibson y Barker, 1979:
Rosas et al., 2000). La estructura de las células digestivas del hepatopncreas en crustaceos,
fue descrita por estudios previos mediante microscopia electronica (Jacobs, 1928: Hirsch
and Jacobs. 1928: Al-Mohanna er «f. 1985"), definiendo cinco tipos de células: b
{embrionarias), F (Fibrilares), B (con forma de ampula o de almacenamicnto), M (enanas o
secretoras) ¥ R (receptivas o absorcion). Vogt e+ af. (1989) sugtere que todas las células

presentes ¢n la glandula digestiva derivan de las células E y células B.
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2. ANTECEDENTES

El factor alimento en el cultivo del camardn representa mas del 60% de los costos de
produccion, por lo que se trata de un tema de gran relevancia para los productores. Ademas
de los costos, los alimentos tienen que poseer propiedades especificas como el olor, la
textura, ¢l saber y propiedades fisicas come el tamafio de particula. Los alimentos deben
contener todos los nutrientes esenciales para los organismos cultivados, deben ser
costeables, con alta digestibilidad que permita la asimilacion de los nutrientes v poco

contaminantes (Akivama er al, 1992: Sarac er /., 1993; Sudaryono et af.. 1993).

Por otra parte, desde hace va varias décadas. en la industria de la fabricacion de alimentos
balanceados para camaron se han ¢cmpleade fuentes de proteina vegetal (Tacon. 1990:
Tacon and Akiyama, 1997). La posibilidad de 1a inclusion de estas materias primas se debi¢
esencialmente a que una de las especies mas herbivoras (Litopenaens vannamer) ha sido
seleccionada para su cultive a nivel mundial. Muy diversas materias primus de origen
vegetal (harina de soya, harina de chicharo. pasta de soya, gluten de trigo. ete.) han sido
usadas para sustituir la harina de pescado para abaratar los costos de produccion del cultivo
de camardn. Tanto en el alimento natural como en las dictas disehadas v preparadas en el
laboratorio, las proteinas son el ingrediente mas abun(jame, éstas juegan un papel muy
importante en el crecimiento v ¢ desarrolle de los camarones (Smith er of. 1983

Sudaryeno er af., 1993, Lemos et af.. 2000).

Por to tanto, entender la digestion. los requerimientos y la respuesta a diferentes fuentes de
proteinas, y el reparto de energia asociado a la alimentacion es relevante en el proceso de
produccion de camarones. Ya que durante el ciclo de vida de los peneidos, existen cambios
de morfologia y desarrollo. con cambios de habitos alimenticios de la herbivoria a la
omnivoria, estos cambios ontogenicos estan acomparnados de cambios significativos en las
tasas metabolicas y en las actividades de las enzimas digestivas (Lovett and Felder. 1990:

Chu and Koulikowsky. 1994: Laubier-Bornichon er al.. 1977 Lemos e/ af.. 1999},

Dado que la supervivencia v ¢l funcionamiento de los organismos depende de la

disponibilidad ambiental del alimento, existe una dependencia del funcionamiento de [a
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maquinaria transcripcional con los nutrientes. En este sentido los nutrientes pueden
influenciar ¢l desarroflo o la seleccion de determinados genotipos en los individuos
(Paoloni et /., 2003). Es por esta razén que las condiciones de cultivo juegan un papel muy
importante en la calidad final del producto, y la alimentacion es un factor crucial pues se ha
observado que los cambios en el peso, en fa talla y en la textura del tejido estan
relacionados con las caracteristicas del alimento, incluyendo la concentracion de proteina

en fa dieta (Ezquerra er af., 2003).

El crecimiento total y en algunos casos el tamario de las células estan también afectados por
ta disponibilidad de nutrientes. Muchos organismos han desarrollado estrategias especiales

de sobrevivencia en periodos de deficiencias alimentarias {Bohni er af.. 1999).

La presencia det exocsqueleto vigjo v la sintesis del nuevo exoesqueleto es ¢l resultado de
uni complejo conjunte de mecanismos, en el centro de los cuales esta la activacion de genes
especilicos mediados por los ecdisteroides. estos son hormonas esteroides existentes en 1os
artropodos. especiticamente en crustaceos que regulan la muda ecdisona (1 —ecdisona) v
20-OH ecdisona (B-ecdisona), duranie un proceso dependiente de la sintesis proteica y que
es inhibido por la hormona inhibidora de la muda, mediado por un aumento del AMPc
{Adenosin Monofosfato ciclico) v antagonizado por e! sistema calcio-calmodulina). Se ha

postulade que una pequenia Liberacion de la hormona dispara la transicion de la expresion

gendtica de la intermuda a la premuda (Huberman, 1990).

Cruz Sudrez v Guillaume (1987) encontraron un efecto estimulador del ceecimiento en la
harina de calamar en dietas para Penaeus japonicus, 1.0s autores separaron tres fracciones
de calamar fresco v encontraron que la fraccion proteica estimuld el crecimente sin
aumentar e consumo. Al tratar de explicar ef mecanismo de accion encontraron gue ¢l
contenido total del DNA de los camarones no cambiaba pero el de RNA v la relacion
RNA/DNA variaba en el mismo sentido que la ganancia de peso, por lo que sugirieron que
esta ultima ¢ra debida a una hipertrofia de los células v no a una hiperplasia {Carrillo ef o/,

2000).
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Si bien las téenicas de biologia molecular s¢ han desarrollado en los ultimos afios. los
mecanismos relacionados con la expresién genética no estan del todo estudiados en los
camarones; sin embargo, se sabe que los aminoacidos pueden jugar un papel importante en
la modulacién de la expresion de ciertos genes, en ¢l control de la trascripcion y la
estabilizacion del ARN mensajero (ARNm) fungiendo como un modulador. Por
consiguiente, el conocimiento de los mecanismos de regulacién de la expresién proteica
contribuird al conocimiento de las bases moleculares de la regulacion de procesos como ¢l

crecimiento (Huberman, 1990).

Los niveles de expresion génica se pueden analizar a mivel proteico, midiendo 1a cantidad o
la actividad de producto génico producido. o bien a nivel del ARN mensajero. Los niveles
de ARNm de un gen concreto no dependen sélo del ritmo al que se transcriba, sino también
de la vida media de la molécula y del ritmo en que s¢ degrade. Por otro lado, la traduccion
proteica también puede estar regulada. hacicndo que los miveles de ARNm no sean
extrapotables a los niveles de proteina producida. La tecnologia del ADN recombinante
hace mucho mas facil analizar los niveles de ARNm que los de proteina. por lo que se ha
generalizado ta medicion de ARNm como indicador del nivel de expresion génica. Por esto
es que ha existido gran interés en analizar, en paralelo, respuestas globales de los niveles de

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

LLa expresion génica es un proceso muy complejo mediante el cual se logra ia sintesis de
una cadena polipeptidica a partir de la informacion hereditaria, contenida en un gen
correspondienie. Potencialmente, la expresion de un gen puede ser regulada en cualquicra
de las etapas que transcurren desde su transcripcién hasta la sintests de la proteina vy la
manifestacion de sy actividad y estd influenciade entre otros factores por el estado

nutricional del individuo (De las Cagigas ef af., 2002).

El método de anatisis de la expresion diferencial de Genes mgdiante PCR {Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) utilizando cebadores con sccuencias aleatorias {Differential
Display) es una herramienta de la Biologia Molecular desarrollada para estudiar la
expresion génica, se puede aplicar a muestras de cualquier origen v 1amafio y los cambios
de fa expresion se pueden evaluar directamente desde el primer paso. Lsta técnica puede ser

Pornce Mdarguez Marco Anionio. 8




Aplicacién de la 1écnica de Desplicgue Diferencial para evaluar el clecte regulador
de fa dicta en camardn blanco fiopenaeus varmamet {Boone, 1931}

empleada en muestras cuyo genoma no es conocido y fambién analizar genes ya conocidos
{(Vieites er «/,, 2005). El identificar genes individuales puede permitir determinar una
relacion de funciones, para genes cspeciticos, con procesos del desarrollo, y con

actividades metabolicas o moleculares (Kozian and Kirschbaum, 1999).

Estudios sobre enzimas digestivas en hepatopancreas de crustaceos, afirman que la
actividad enzimatica esta en funcion de la alimentacion, tal v como lo demostrd Hirsch and
Jacobs (1928) en estudios histo-quimicos con Astacus leprodactylns, midiendo la actividad
de la caseina, de la amilasa y de la peroxidasa. Estas actividades fluctdian ritmicamente por
naturaleza, sin embargo, llegan a presentan dos picos de incremento al haber transcurride
casi 6 horas de la ingesta de alimento, esta regulacion se alcanzaria via transcripcional ©
post transcripcional por los numerosos cambios que sufre el ARN de las enzimas digestivas
en las células. EIl ARNm seria un indice de respuesta de los cambios almacenados por ¢l
ARN de las enzimas digestivas en las células. generado por < atimento (Lehnert and

Johnson, 2002).

Otros estudios, como en salmones por Torstensen et al. {2006), en metabolismo v la
asimilacion de lipidos de origen vegetal. buscan comprender la expresion de genes del
ARNm en higado. En ¢l bacalao del atlantico, Freystad er al. (2006) centraron su interés en
el factor que dispara la expresion génica del ARNm del intestino. con el uso de harina de

pescado y de soya en su alimentacién.
Tomando en cuenta lo anterior, el presente trabajo tiene et objetivo de conocer si la téenica

de Despliegue Diferencial para el ARN revela diferencias en la expresidn génica en

camarones Litopenaens vannamei como resultado de la alimentacion con distintas dictas,
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3. JUSTIFICACION
El establecimiento de un protocolo para estimar la expresion diferencial asociada a las
dietas en camarones permitird aportar conocimiento fundamental en el campo que vincula

los estudios de nutricién y de la genética en la camaronicultura.

4. HIPOTESIS
La expresién génica de juveniles de camarén blanco {L. vannamei) presentard cambios en
las poblaciones de ARN mensajeros como resultado de la alimentacion con diferentes

dietas.

5. OBJETIVOS

5.1 General
Estandarizar v probar la técnica de Despliegue Diterencial para mostrar cambios en el ARN
MENSAJEre en camarones (Liopenges vannumei) como diferencias en la expresion génica

resultado de la alimentacion con distintas dietas.

3.2 Particulares
1. Estandarizar la técnica de Despliegue Diferencial para camarones,
2. Probar cuatro dietas artiticiales en camarongs (Litopenaeus vanpamei) con distintos
% de proteina de origen animal o vegetal en su composicion.

Evaluar los cambios presentes en los ARN mensajero de la glindula digestiva

L

“hepatopancreas™ mediante la téenica del Despliegue Diferencial.
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6. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo fue dividido en dos partes: 1" parte (Experimento Biolégico) observando la
respuesta de fos camarones ante la dieta subministrada y 2* parte (Analisis Molecular)
identificande cambios en el ARN mensajero de la glandula digestiva (hepatopancreas),

para camarén blanco (Litepenaeus vannamei).

6.1. Experimente Biologico.

f.os organismos se colocaron en un sistema semicerrado de flujo continuo de recirculacion
en un ambiente bajo condiciones controladas. Con temperatura del agua promedio de 29 +
1.5 ¢ C, salinidad de 36 £ 1%e, concentracion de Oxigeno > 6 mg/L. y recambic de agua de
50 %-70 % diario.

El sistema (Figura 1), funciona con un tanque colector de 400 litros, este reservorio colecta
el agua de retorno del sistema, iratandola con luz UV, en el reservorio se utiliza un

espumador, para facilitar la liberacion de restos de comida concentrados en el sistema.

ﬂﬂ%ﬂ 1717

/
Lf!etornc de agua con desec hos pa './

o

-
[Lampara uv |

Figura 1 Sistema de experimentacion para el mantenimiento del camardn blanco (/.. vanncunei)
Ln tinas de 40 L se colocaron 20 postlarvas de camaron, dos tinas por cada tratamiento y s

alimentaron ad libitum con el 20% de su biomasa distribuida en tres raciones, mediante

dietas artificiales rica en proteina (Cuadros 1 y 2). formulada en ¢l laboratorio de Nutricion.
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Cuadro | Composicion de dictas artificiales para probarse en L. vanname

Elementos de la dieta % de la dieta.
e Concentrado proteico de pescado | 4.3

e Gluten de trigo . 7

s Lyzamina. e 0

+ Espirulina e 453

« Concentrado de Soya e 15

« Canola e 0

e Premezcla vilaminica « |

e Vitamina C e 0453

« Carofifa ¢ 0.015
o Colesterol ¢ 03

e lecitina. « 2

e Aceite de higado de bacalao. * 6

+  Almiddn e 40

+« Alginato s 1

« Talco e 18033

Los camarones se sometieron a un periodo de adaptacién a las dietas artificiales en cada
uno de los tratamientos por 13 dias y se alimentaron hasta alcanzar los 65 dias, los

camarones se sacrificaron para la extraccion de la glandula digestiva (hepatopancreas).

Cuadre 2 Dietas artificiales probadas con cuatro tratamicnlos para camarones de (1. veviramed).

[ Tratamiento (1) (2) {3 (4

Dietas Proteica Proteica Proteica Proteica

(20 % Vegetaly | (20 % Amimal) | {40 % Animal) | (40 % Vegetal)
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6.2. Anilisis Molecular.
Obtencidn de _fuentes para electroforesis.
La glandula digestiva fue inmediatamente congelada en nitrogeno liquide de forma

individual y mantenténdose a -30 ° C hasta su analisis.

6.3. Mezcla de muestras para obtencion de ARN total.

Con la finalidad de obtener la mayor informacion posible y no medir variaciones
individualmente, se decidio hacer mezelas de tejidos con mas de una glandula digestiva
(genoma acumulado} correspondiente a 8 camarones alimentados con una misma dicta. Las
glandulas fueron pesadas en una balanza analitica ®adam (Modelo 250L) y se maceraron

los tejidos en contacto con nitrogeno liguido.

6.4. Extraccion del ARN total mediante una adaptacién en la téenica de Valenzuela er
al. (2005).
6.4.1. Fase de separacion.

« Adicionar un ml. de wizot por cada 100 mg de muestra macerada.

¢ Adicionar 200 pl. de Cloroformo por cada mbL de trizol utilizado en 2l tejido.

* Agitar por 10 seg.

+ Centrifugar a 4 °C, por 10 min a 10,000 rpm.

e (btener toda la fase clara acuosa superior =sobrenadante,

6.4.2. Precipitacion del ARN.
e Adicionar 300 ul de fsopropunol por cada mL de Trizol wilizado.
e Mezetar un ml. de mezela de Citrate de Sodio (0.8 M) v Clorure de Sodio (1 M)
por cada mi. dc Isopropanol. relacion 11,
e Agitar suavemente.
e [Incubar por 10 min a temperatura ambiente.

o  Centrifugar a4 °C por 10 min 2 12.000 rpm.

6.4.3. [er. Lavado del ARN.

EI ARN precipitado en ¢l fondo en un botén o pastilia.

. T
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Aplicacién de la téenica du Busplicguc Diferencial para evaluar el ¢focio regulador
4 | s
dc la dicta en camaron blanco Litepenowus vannamei {Boone, 1931), o

= Retirar el Isopropanol v la mezcla de Citrato de Sodio (0.8 M), con Cloriro de
Sociio {1 M).

= Lavar ARN con 1000 ub Etanol al 80 % a -20 °C por muestra.

e Centrifugar a4 °C por 10 min a 12,000 rpm.

6.4.4. ler. Disolucidn del ARN,

Retirar Etanol al 80 % y adicionar lo siguiente:
* [:n 50 pb de agua ultra pura a 50-35 °C.
e 125 0Ll de Cloruro de Litio (4 M)

e Incubar por 2h a temperatura ambiente 0 1%2 h a -20 °C.

6.4.5. 2% Precipitacion del ARN.
e (Centrifugar a4 °C por 10 min a 10,000 rpm.

e Retirar todo ¢l sobrenadante.

6.4.6. 2" Lavado del ARN.
e Lavar la pastilla con 200 ul, Erarof al 80 % a 20 °C.
e Centrifugar a4 °C por 10 min a 10,000 rpm.

» Retirar sobrenadante, no tirar la pastilla.

5.4,7. 2* Disolucton del ARN.

Hidratar la pastilla con Agia wltra pura a 30-33 °C por 3-3 min.

6.5. FRACCIONAMIENTO DEL ARN EN GELES NATIVOS DE AGAROSA.
Muestra de ARN para correr en gel de agarosa al 1% con 1pL de bromuro de etidio.
Preparacion de muestras de ARN a cargar en gel de Agarosa.
Preparacion de ARN total muesira Ned, se cargo intercatando la siguiente concentracion:
o | uL ARN + 4 pL Bufter de carga (amortiguador 2X).
e 3 ul. ARN+ 4 L Butter de carga (amortiguador 2X).
e 4pl ARN +4 ul Bufter de carga {amortiguador 2X).

Se elabord en un fraccionamiento electroforético a 90 V, por 30 min.

Ponce Mdrguez Marce Antonio. 14
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Aplicacion de 1a téenica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢t efecto regulador R » _;a" :
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de la dicta e camardn blanco Litopenaens vannamei (Boone, 1931). ! AN =N

6.5.1 Revelar el fraccionamiento del ARN total en gel y fotografiar.
+ Revelar el gel con transiluminador de fuz ultra violeta (VIL.BER LOURMAT, Ne
Serie V03-8731. Rango 312-234 nm),
+ Fotogralia digital con cimara (KODAK™, EDAS 290)
« Editar imagen con programa Kodak 10 Imagen Andlisis Software, version (3.6).
Eastman Kodak Company. Rochester, NY 14650 (IB5431010-11/02).
» NOTA: Esta misma metodologia fue repetida durante la extraccion de ARN total cn

todos tos tratamientos.

6.5.2. Cuantificacion del ARN total.

Se tomaron tres lecturas a diferentes longitudes de absorbancia, con un pico maximo de

absorbancia a 260 nm (Zuniga y Godoy, 2003).

6.6. Protocolo para evaluar la concentracion del ARN total,
En espectrofotometro “GENESYS 10UV {Cataloge 335602).
+ Calibrar celda de cuarzo con agua destitada (1000 pi). v tomar lecturas a 230 nm,

260 nm y 280 nm.

e Aforar a un volumen final de 3000 pi. (3 pL ARN rotal + 1997 ul. agua destilada).

e Tomar lecturas de muestras de ARN total a 230 nm, 260 nm v 280 nm.

6.6.1. Formula para calcular la concentracion de ARN total.

Cuadro 3. Férmula para evaluar la concentracion de ARN total vn lecturas a 260 nm

(ug/pl) de ARN — »{1DO 260 ) (40 pp/mL de ARN} (3 ml) ‘
|

(3ul)
—
e DO260NM.. o ...Lectura obtenida por ¢l espectrofotémetro 260 nn:,
o d0uode aRNImb o Factor de concentracion empirico a 260 nm,
o 3mb...........................Volumen total presente de la cubeta de cuarzo.
o Spl.. ... Volumen total de absoreidn para la selucion de ARN total.

« Resultados de conversion para lectura a 260nm.
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Aplicacion de 1z téenica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l efecto repulador ihes ;‘. R ’:‘Q"'L
de la dicta en camardn blanco fupenavas vannomer (Boone, 1931} ORI TR
6.6.2. Tratamiento del ARN total con DNasa 1.
Colocar 25 pl. de ARN total por mucstra en tubos.
Elaborar mezcla de la siguiente forma;
e (10X DNase Buffer)........... [ (.1 Volumen de ARN total a tratar.

+ (DNase ], RNase-free (2 units/ubL).................. 1 ul.

* Mezclar suavemente (con pipeta )

+ Incubar a 37 °C, de 20-30 min

e Realizar fraccionamiento electroforético en un gel de agarosa al (7 %)

e Cargar muestras {0.9 uL. ARN + 4 pL Buffer de carga) “amortiguador 2X™.

6.7. Desnaturalizacion del RNA.
Se¢ efectud de acuerdo al protocole Ne 18G80-93 dc la casa Invitrogen™ para la enzima

SuperScript™ [ (RT-PCR), en tubos para PCR de la siguiente forma:

o Tul.... Oligo (dThe (Catdlogo 18418-20).

e lploa.. 10 mM dNTP Mix. (Catéglogo 18427-013),

« 13pb.... Agua Sigma (RNase-free).

o lul....... ARN total de la muestra tratada ( DNA-free), volumen Bnal 16 uL.

+ Mezclar suavemente
o Pasara PCR. “Thermo hybaid Px2” (N-Seric 34214} a 65 °C por 3 nun.

e {Colocar muestras en hielo por Imin.

6.7.1 Sintesis de 1a 1" cadena.
Para un volumen final de 6 pl. un tubo para PCR, mezclar (con avuda de pipeta). realizar

de la siguiente forma:

o 4l 3 X Firts-Strand Buffer
e lpl.... DTT (0.F M)
e lul...... SuperScript™. 1 RT (200 units/pl)

+ Incubar muestra en termociclador (PCR) a 30 °C, por 60 min.
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Aplicacion de la Ienica de Desplicsue Diferencial para evaluar el ¢fecto regulador
de la dicta cn camarén blanco Lifopenactes vannomet (Boone, 1931) PO

6.7.2. Comprobar la amplificacién de ADNc.
« Entubo Eppendorf de 2 mL.
» Agregar 20 ul. de agua ultra pura (KNase-free) por cada 4 pl. de cDNA.
o Aforar 2 un volumen final de 40 pl.
« Almacenar a —20 °C hasta que se requiera su uso.
» Tomar alicuota.
s Fraccionar muestras electroforeticamente con gel de agarosa al 7%. a un voltaje de
&0 v por 25-30 min.
s Rewelar en transiluminador de UV.

¢ lFotografiar.

6.8. Aplicacion del despliegue diferencizl.
Se utilizaron cebadores arbitrarios (P) ¥ cebadores de anclaje con una sola base (T).
En tubos para PCR de 300 pl efaborar mezela de la siguiente forma:

s | ui. de cDNA elaborado en la sintesis de 1" cadena {punto 6.7.1)

+ 1 ul. cebador (P)

! ul. cebador (T)

+ Mezclar con pipeta.

Enzimas y amortiguador (*}

Nota: *Combinaciones de cebadores utitizados (PITL, POT6 v P9I7) y 18 ul. (PCR Mix)
Esta metodologia se estandarizo con la muestra #3 contra el control (Camardn

adulto alimentado con dieta comercial}

6.8.1. Preparacion de muestra testigo negativo para caso de contaminacion por ADN
gendomico.

e Entebo para PCR (300 ul).

¢« 1 pb ARN total {de donde se extrajo el AIXNC).

o | uL cehador (P).
e | ul cebador (1.
*  Mezclar con pipeta.
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Aplicacion de Ia téenica de Despliegue Diferencial para evaluar ol efscte regatador
de la dieta en camarén blance Litupenaens veomamei (Beone. 1931), e

* Enzimas y amortiguador (*)

Nota: *Combinaciones de cebadores utilizados (PI1T1, PO9T6 y P9T7) y 1§ pk (PCR Mix).
Esta metedologia se estandarizd con la muestra #3 contra ¢l control (Camarén

adulto alimentado con dieta comercial).

6.8.2. Preparacién de muestra testigo para determinar reacciones inespecificas por
cebadores.

e En tubo para PCR (500 pL).

¢ | ul. Agua Sigma (RNase-free).

* | ul cebador (P).

e | pul cebador (7).

+ Mezclar con pipeta.

+ FEnzimasy amortiguador (%)

Nota: *Combmaciones de cebadores utihizados (PETI. PYTO y POTT7) v 18 pl. {PCR Mix).
Esta metodologia se estandarizOd con la muestra #3 contra ¢l control {Camardn

adulto alimentado con dieta comercial)

6.9. Prueba electroforética de poliacrilamida.

Se utilizdé una camara electroforética BIO-RAD, “Sequi Gen Cell”™ (21x50), N°- Serie
366BR415T (3000VCD), v el Caraloge (KI810-1) del protocolo (PTHI73-1). version
(PRIB324).

6.9.1. Preparacién de los vidrios.,
Lavar vidrios en tres pasos:
1-Con NaOH 02 N,

2.- Con agua destilada.

3.- Con Etanol al 70 %.

Secar a temperatura ambiente (evitar €l polvo).
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Aplicacidn de la igenica de Desplicgue Diferencial para esaluar el efecto regulador
de la dicta en camardn blanco Litupenaens vannumed (Boone, 1931)

6.9.2. Adhesivo y Repelente para los vidrios de Ia electroforesis.
Prepurar adhesivo BIND-SILANE.
En tubo Eppendorf de 1000 ul. mezctar:

o 900 pL. de agua uitra pura (RNase-free).

* 10 nl. Adhesivo (Bind-Silane) Ne 2530-85-0.

6.9.3. Aplicacion del Adhesivo BIND-SILANE para los vidrios de la electroforesis.
Aplica adhesivo con pipeta en dos pasos:
a) Distribuir de manera paralela al borde del vidro.
b) Distribuir adhesivo en forma de “87.
e Secar a temperatura ambiente durante 13-20 min.

« No exponerlo a corrientes de aire.

6.9.4. Aplicacién del repelente SIGMA-COTE a los vidrios de la electroforesis.
o Aplicacion de 1000 pl. SIGMA-COTE con pipeta de la siguiente forma en dos
pasos:
a}.- Aplicar de manera paralela al borde det vidrio.
b).- Distribuir en torma de =57
s Secar a temperatura ambiente durante 15-20 min

s No expenerlo a corrientes de aire.

6.9.5. Armado del S:andwich para la electroforesis.
e Untar vaselina a separadores.
e Colocar separadores entre vidrios.
e Poner vidrivs dentro de molde [PC/glass plate Sandwich.
e Colocar clips sobre vidrios.
e Alincar vidrios.
o Syjetar vidrios a base de ensamble del [PC.
e Colocar peine de forma invertida.

e Verificar el correcto alineamicento de vidrios en la base de ensamble del 1PC.

Ponce Marguez Marco Antonio. 19




Aphcacion de la 1éemica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l efeclo regulador 3
dc la dicla cn camardn blanco Lutspenaens vannamer (Boone, 1931, VAR N

6.10. Elaboracion del gel desnaturalizante.

o Disolver 29.4 g de urea (7 M), en 14 ml (TBE 3X).

s Agregar [0 ml, de agua destilada.

« Filtrar la solucion en embudo de porcetana y pasarla por papel filtro con bomba de
vacid a un matraz de 100 mL,

s Adicionar 10.5 mL de la solucion de acrilamida (6 % acrilammda-bis- 40 %
acrilamida).

» Desgasificar con bomba al vacid por 3 min, mezclando la solucion.

» Aforar sotucion a 70 ml. con agua destilada.

+ Adicionar 200 uL TEMED, cataloge 161-0801 (BIO-RAD)

s Mezclar hasta disolver y agregar 400 pl. de persulfato de amonio ai 10 %.

6.10.1. Cargado del gel IPC/glass plate Sdndwich.
e Llenar con el gel desnaturalizante el [PC/glass plate Sandwich,

¢ Dejar polimerizar por 4 h.

6.10.2. Elaboracion del amorticuador de corrida electroforética (sofucion TBE Ix).
s 400 mL de amortiguador TBE 5x y aforar a 2 L con agua destilada.

» Mezclar la solucion.

6.10.3. Elaboracion del amortiguador de carga para desnaturalizar ADNc.
¢ Pntebo para PCR 500 nl..
e Adicionar 10 ul. de cADN por cada 5 pL de Buffer desnaturalizante,
« Desnaturalizar ¢n termociclador a 93 °C por Smin.

e (Colocar en hiclo hasta su uso.

0.10.4, Preparar corrida electroforética (DID).
1. El gel polimerizacion. se coloca en la base de soporte del [PC/glass plate Sandwich.

2. Lli¢nar con amortiguador de corrida v extraer el peine.

a2

Marcar las pozas para facilitar la carga.

4. Precalentar gel a 50 W 0 1751 Volts hasta alcanzar 40 °C — 50 °C.
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6.10.5.

Aplicacion de la téenica de Desplicguc Diferencial para cvaluar el efecto regulader
de ta dicta cn camardn blanco Litopencens vannamei (Boene, 1931). Y

Carga de muestras desnaturalizadas.

Precalentar el IPC/glass plate Sandwich a 40 °C - 50 °C.

Retirar la cobertura de seguridad (GT-TOPY,

Lavar pozas con amortiguador de corrida por varias ocastones antes de cargar.
Cargar poza por poza limpiando previamente la urea que se deposita en 1as poras.
Desarrollar el fraccionamiento electroforético a un voltaje de 50 W por 4-3 h o hasta

que ¢l azul de Xilencyanol haya migrade todo el gel.

6.11. Lavado de gel desnaturalizante.
Se uttlizo el siguiente protocolo P7/173-1, (PROMEGA PRI9324).

6.1L.1.

Fase de Fijacion.

Utilizar una tina con tapa.

Colocar sobre una agitadora ~Plataforma oscilante VWR™.
Agregar solucion con dcido acético (Fix-Stop).

Lavar gel por 20 min o hasta que et colorante desaparezca.

6.11.2. Fase de Lavado.

L J

6.11.3.

Retirar ¢l acido acético.

Lavar 3 veces con agua destifada por 2 min.

Fase de Tincion.

Lavar con solucion de plata {Staining Sofurion) por 30 min en agitacién constante.

6.11.4.

6115,

Fase de Revelado.
Lavar con agua destilada por 30 seg.

Lavar con solucion reveladora por 3 min ¢ hasta que [as bandas ya estén presente.

Fase Neutratizadora,
Retirar solucidn reveladora

Lavar con acide acético 2 min.
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Aplicacion de la téemica de Desplicgue Dilerencial para evaluar el efecto regulador
de L dicta en camnardn blanco Litopenaets varnanet (Boone, 193 1),

Lavar tres veces con agua destilada por 2 min, ¢/u de las muestras.
Secar a temperatura ambicnte,

[dentificar bandas diferenciales v se cuantificar (en transiluminador}, de tuz blanca.

6.12. Protocolo de extraccion de bandas de interés,

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

seguir la siguiente metodologia:

1.

BB

e w

Rotular los tubos.

Centrifugar bandas 10 seg.

Hidratar bandas en agua ultra pura (ADN-Free}. por 30 min,

Calentar muestras a 100 °C_ por 3 mun. (termoe-block, bafio Maria 6 PCR).
Enfriar a temperatura ambiente 1 h.

Centrifugar por 10 seg.

Extraer solucion ¢n tubos para PCR de 500 pi..

6.12.1. Reamplificacion de los ADNc “diferenciales™.

La sintesis de primera cadena (ADNc). a partir de los productos de bandas de mnterés, se

realizo de la siguiente forma:

Ll Oligo (dT)z, (Catalogo 18418-20).
Tl 10 mM dNTP Mix. (Catalogo 18427-013).
Gpl Agua ultra pura (RNase-free).

1 ub.............ADN (Producto de bandas cortadas).

Correr PCR a 65 °C por {3 min). colocar en hielo y adicionar lo siguiente:

2l DTT (0.1 M).
Mezclar v dejar incubar por 2 min. a 37 °C.
Adicionar 1 pl. de enzima {(M-MLV-RT) ¢ incubar por 1 h.

Verificar sintesis de primera cadena en gel de agarosa al 2 %.
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Aplicacion de la (éenica de Desplicgue Dilerencial para evaluar ¢l efeclo regulador
de la dieta cn camardn blanco Litopenaens vannamei {Boone, 1931) ¢

6.12.2. Preparacion de muestras.
En Parafilm preparar cada 3 ul. de amortiguador de carga + 4 uL con cada mucstra de

ADN primera cadena.

6.12.3. Sintesis con cecbadores “P” Y “T7, (a partir de ADN de segunda cadena).

Elaborar mezceta nueva en tubos de PCR de 500 pl. 1a siguiente mezcla;

e 2ul {OhgoP)

o 2l {OligoT)

o 16pul (PCR Mix)

e 10 uL (ADN de ler cadena) Para c/u de las muestras

e Correr PCR {Cuadro 4).

s (olocar en higlo 1as muestras.

o Comprobar expresion de bandas en get de agarosa al 2 %o,

e Cargar mucstiras de ADN 3 pl con 3 pi de amortiguador de carga.

e Correr {raccionamiento ¢lectroforético a 90 volts, por 20-30 min.

Cuadro 4 Programa de PCR, para correr la sintesis de primer cadena
en muestras de ARN de (2. vomnanel)

A Tamperanra da Tiamazses dor
Crelos ampliificacion PR aciin

1 54 o S n
(Desnaturalizace

R HENtA
(Desnaturalizacidn)

30 &0 Tt

I

6.13. Trasformacion (protocolo pgem® -t casy vector system 1).

1. Entubos de 1000 ul. preparar reaccion.

)

Trasformacion por toda ia noche a 4 °C o a '4 hr a temperatura ambiente.

Se utilizd 1a bactenia £, coli One Shot TOP 10,

LS

. -
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Aplicacibn de 1z téenica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l cfeete regulador
de la dicta ¢n camardn blanco Litopenaens vannamei (Boone, 1931), e

6.13.1 Preparacion de células competentes.
+ Descongelar en hielo las células (One Shot® TOP 10).
e Adicionar | pL del producto de ligacién, a cada tubo con bacterias,

¢ Incubar en hielo por 30 min.

Incubar a bano Maria a 42 °C, por 50 seg.

¢ [ncubar en hielo 2 min.

+ Adicionar 900 L de medio LB.

¢ Incubar a 37 °C por lhr con agitacion suave.

e Sembrar £, coli en placas con medio LB Ampicilina 100 pg/mi.
e Crecer bacterias £. coli, a 37 °C por 24 h.

e Scleccionar clones tres colonias, tomar con palillos.

Sembrar bacterias £ cofi, en tubos de Ensaye con rosca con medio LB con

.

penicilina 100 pg/m!l

e (Crecer bacterias . coli, por 24 h a 37 °C, en agitacion suave,

Se puede almacenar en refrigeracién, lejos de la luz.

6.13.2. Elaboracion de resguardo de plismidos.
El resguardo se realizo mezelando:
o 200 ul de glicerol al 100%.
o 800 uL de plasmido celular de bacterias £. coli.

e (onservar a -80 °C.

6.13.3. Extraccion del ADN plasmidico de las bactertas recombinantes “Afini-prep kit 7.
Se elabord con el kit “Gen Elute Plasmid Mini-Prep Kit™ de SIGM AL

e Tomar 3 mL de células.

e Centrifugar a 16,000 rpm un volumen de t-2 mL.

« Retirar sobrenadante.

« Adicionar soluctén de resuspension 200 pL.

e Resuspender la pastilla, mezclar suavemente con pipeta arriba v abajo.

« Adicionar solucion de lisis 200 pl..

+ Mezclar suavemente, hasta que la solucidn aclare. por 5 min,

Posice Marquez Marco Anonio. 24



Aplicacron de la iéenica de Desplicgue Diterencial para evaluar ¢f cleete regulador
de la dicta en camarén blanco Litopenveus veaninamer (Boone, 1931} o AR

Neutralizar con Neutralization/Binding Bufter (53) 330 pl.

“No vortex™, mezclar de 4-6 veces el tubo.

Centritugar por 10 min a 14,000 revoluciones.

Preparar tbos columna y adicionar 300 pl. de solucion preparadora de columnas.
Cemrifugar por I min y desechar la solucion del fondo.

Extraer la fase clara de las muestras,

Colocar muestras en columnas ya preparadas.

Centrifugar por 1 mim.

Tirar fase clara que se precipita en el fondo.

Remover contaminantes con solucion de kavado, adicionar 750 ul. en el tubo
columna v centrifugar por 1 min.

Retirar tubo columna.

Puriticar ADN plasmidico.

Adicionar a tubo columna solucion de fluir 10G pL.

Centrifugar por ! min.

Retirar tubo columna.

ADN listo en sobrenadante.

Verificar bandas clonadas en gel de agarosa al 2 %o,

Almacenar ADN por debajo -20 °C.

6.13.4. Reamplificacion de los ADNc diferenciales.

Se prepard la mezcla de la siguiente forma:

2l (Ohgo P)

2 ul. (Ohgo T)

16 ull (PCR Mix}

10 b, (ADN Mini-Prep)

Correr PCR. (Cuadro 3).

Cuantificar ADN.

Preparar miuestri para enviar 4 Secuenciar.

I resto de la muestra puede ser guardado a -20 °C. hasta que se requiera
nuevamenie su uso.
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Aplicacién de la téenica de Desplicyue Diferencinl para evaluar ¢l elzeto regulador
d¢ la dicta ¢n camardn blance fitupenaens vannamei (Boong, 1931),

Cuadro 5. Programa para correr PCR de amplificacion
de Despliegue Diferencial, para (. vareamei).

Mede Ciclos Temperatura de Tiempo.
amplificacton
1 94 °(C (desnaturalizacion) | 4 min.

94 °C (desmaturalizacion) | 1 min.

E L] 60 °C (alinjarniento) 1 i,
68 °C (polimerizacién) 2 min.
1 &8 = 10 1min.

Termina -1 °C
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Aplicacion de ta iéeniea de Despliegue Bilerencial para evalnar ol efecto regulador G
de la dicta en camaron blanco Litopencvus vanramei (Boone, 1931}, o BRI

7. RESULTADOS.

7.1. Experimento Biol6gico.

Durante el mantenintiento de los juveniles de Luopenaeus vannamei. se observo que las
dietas suministradas tuvieron un efecto en la sobrevivencia de los camarones cn cada
tratamiento de la siguiente manera: las dictas con proteina vegetal (1) y (4) resultaron ser
las mejores con 90 % y 92 % de sobrevivencia, respectivamente, mientras que las dietas

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

Sobrevivencia de L. vannamei

] 50
g 40 J 90% 2%
s 30
3 ar% | |4T% o
& 20 ) . Q n=lriciad i
g San=Fael |
g 10 i R
o 0

Diela (1) Cieta(2) Diela {3) Dieta{4)

Veyel al Anirnal Arnmral Vogelal

20% 20% 40% 40%
Tratamientos

Figura 2 Sobrevivencia de ZHopeiaess vammames expustos
a los cuatro tratamicntos por 65 dias

El efecto de las dietas en el crecimiento en los camarones se evalud con el peso de la
glandula digestiva {hepatopéancreas): la dicta (3) con 40 % de proleina animal, demostro ser
la dieta que aporld una mavor ganancia en peso de los camarones con 186 ma. contra fa
dieta {4) con 40 % de proteina vegetal, con 139 mg; es decir. una ganancia del 23.2 %. lo

que es igual a 47 me (Fig. 3).
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Aphicacion de la genica de Desplicgue Dilerencial para evaluar ol ctecto regulador
de lo dicta en camaron blance Luopenaens vannamer {Boone, 1931)

Crecimiento de Litopenaeus vannamei

O Proteina 20%vegetal
O Proteina 20% animal

200 188 O Proteina 40%animat
& Proteina 40%vegetal

150 129 ——
B 107
‘g 100 +
o 1
4 :
& 50

2) 3
0 b—— - s

Glandula digestiva (hepatopéancreas}

Tratamientos

Figura 3 Tasa de crecimicnto del camardn blanco L. venmamed durante el experimento

*Mola: la evaluacion fue con la glindula digestiva=hepatopancreas que representa of 4 4
L 0.02 % (Gaxiola ef e, 2005}, del pese total de organisme en fresco

7.2. Analisis Molecular.

Los analisis moleculares se llevaron a cabo para verificar si dentro de ias adaptaciones que
los camarones presentan bajo las diferentes dietas existen cambios en los patrones de
expresion gendtica. Para ello, se decidio comparar las poblaciones de ARNs mensajeros de
poblaciones de camarones expuestes a las diferentes dietas, mediante la téenica del

despliegue diferencial de ARN.

En la preparacion de los tejidos para aplicar tenicas moleculares. se decide hacer una
agregado de hepatopancreas aislados de camarones sujetos a diferentes  tratamicntos
(Cuadre 6) vy aislar el ARN total de cada poza para poeder obtener ¢l efecto de cada
tratamicnto global ¥ evitar un resultado por individuo, lo coal podria resultar en

desviaciones estadisticas, asi que se pesaron de la siguiente manera:
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Aplicacion du la té¢nica do Desplicgue Diforencial para evaluar ol etecto regulador
de la dicta ¢n camarén blanco Litopenaens vannamei (Boone, 1931), -

Cuadro 6. Peso obtenido de un agregado de ocho
glandulas digestivas (hepatopénereas),

Tratamientos Tipo de Dieta Genomu acumnlado= 8 hepatopdncreas
1 Proteica Vegetal 20 % 107 mg
2 Proteica Animal 20 % 129 mg
3 Proteica Antmal 40 % 186 my
4 Proteica Vegetal 40 % 139 mg

7.3. Extraccion de ARN total.

Durante el proceso de extraccion det ARN total se emplearon dos métodos:

a) Elmétodo del fenol deido de Chomezinsky y Sachi (1987).

b Una adapracion al método anterior. publicada por Valenzuela et al (2003).

ARN con mezela de Fenol: Isotiocianato de guanidina.

Como puede observarse en la figura 4, mediante la extraccion de ARN total con trizol se

obtuvieron buenas muestras de ARN, para los tratanmuentos (1) y {4}, con proteina vegetal al

20 % y 40 % respectivamente. mientras que los tratamientos (2) y (3) con dietas con

proteina animal 20 % v 40 % respectivamente no se obtuvieron buenos resultados.

W=

el e

0.

Tratamiento 1 (1/10} 1 pL
Tratamiento 1 (1/10) 3 pL
Tratamiento 2 (1/10) 1 pbL
Tratamiento 2 (1410} 3 pL
Tratamiento 3 (110 1 pL
Tratamiento 3 (1710 3 pL
Tratamienta 4 (170) 1 il
Tratamiento 4 (1/10) 3 pt.
Contro! (140} 1 pL

Control (1A0) 3 L

'Todas con 4l de
Buffer de carga

25—

1Bs —*

123465678

Figura 4 Extraccién de ARN to1al de hepatopancreas por el método de Chomczinsky v Sachi {(1987)
I L HOPERUCHN Ve
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Aplicacion de la enica de Desplicgue Diferencial para caaluar cl efecto resulader
de la dicta en camarén blanco Litupencens vannamei (Boone, 1931)

Debido a que los tejidos aislados son fuentes ricas en nucleasas y podrian cstar
contaminadas con metabolitos propios de la glindula digestiva (hepatopancreas), decidimos
adicionar un paso de extraccion orgdmica con una mezcla de cloroformo y alcohol
isoamilico, lo cual permitiria eliminar proteinas y grasas contaminantes de fas muestras de

ARN. Los resultados se muestran en la figura 5.

Tratamiento 1
Tratamiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Control

U

s —» *Tedas con 3 pl de
ARN total y 4L de

Buffer de carga.

s —*

Figura 5 Extraceion de ARN total por ¢l nrétodo de Chomezinsky y Sachi (1987), para {a
glandula digestiva (hepatopincreas) de Litoperens vannamed extracciones lavadas
con cloroformo-isoamilico.

Como puede observarse la extracciéon del ARN total, por la técnica de cloroformo-
isoamilico (Figura 3) el ARN s¢ degradd en tres de los cuatro tratamicenios evaluados,

[muestras (2}, (3), y {(4)]. Por lo tanto, se desistid en el uso de esta metodologia,

Se busco en la literatura la existencia de métedos alternativos para extraer ARN de tejidos
ricos en grasas v carbohidratos complejos. Uno de estos métodos es ¢l reportado por
Valenzuela er af. (2005). Este método ¢s una derivacion del método de Chomezmsky v
Sachi cn ¢l que se adicionan un par de pasos destinados a la eliminacion de elementos
contaminantes medianie lavados con soluciones salinas vy precipttacton selectiva con

cloruro de litio.

7.4, Extraccion de ARN mediante ¢l método de Valenzuela er al. (2005).
Esta metodelogia se aplicd inicialmente al tratamiento (4) antes de ser aplicada al resto de
las muestras (figura 6).

+ - o]
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Aplicacién de la téemea de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l efecto regulador
de la dicla cn camardn blanco Litupenacus vannamer (Boong, 1931, s

Tratamiento 4 {1 pL ARN)
Tratamiento 4 (3 pl. ARN)
Tratamiento 4 (dilucion 1/10)
Control

Caladl s

288 —»

*Todas con 4L de

Buffer de carga. 18s *

Figura 6 Extraccion de ARN total de la glandula digestiva (hepatopincreas) en Litopenaers
vanamed, con una vanacion en la metodologia de Valenzuela, en el tratamiento #4.

Al observar buenos resultados con esta metodotogia se decidio aplicar al resto de las

muestras {(Figura 7).

Tratamiento 1 (1 pL) 1 2 3 45678

Tratamiento 2 (1 uL)

Tratamiento 2 (3 pL)

Tratamiento 3 (1 pL)

Tratamiento 3 (3 uL)

Tratamiento 4 {1 pL}

Tratamientc 4 (3 pi) e L ojaed
Control (0.5 pi) fgi ;

PEDOE WD

‘Todas con 4L de
Buffer de carga

Frgura 7. Extracetdn de ARN total en Luropenae s varisemer por
la metedologia de Valenzuels para todos tratamienios.

tin ambas (Fig. 7). se observd una excelente presencia de fas sub-umdades 288 v 188 pura
cada unos de los tratamientos, con fo que se culmina con una excelente extraccion de ARN

total mediante esta metodologia.

- )
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Aplicacién de la 1éenica de Despliegue Diterencial para evaluar ¢l efecto regulador
de la divla en camarén blanco Litopenavis vannamer (Boonz, 19313

7.5. Cuantificacion del ARN total.

El ARN se cuantifica mediante su absorcion espectrofotométrica a 260 nm, tomando en

cuenta que por relaciones empiricas se ha determinado que ! unidad de densidad Optica

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

Cuadro 7. Lecturas a 260 om para evaluar la concentracion del ARN total en cada una de los tratamientos.

Tratamientos | Lectura | Lecturaa | Lecturaa | Concentracion | Concentracion del
2230 om | 266 nm 280 nm | del ARNenla | ARN total (25 ul)
cubeta

! 0.013 0.040 0.020 [.6 pg/ul 40 peg/ul.

2 0.027 0.056 0.028 224 ng/ul. 56 ug/nl

3 0.036 0.064 0.037 236 pe/uk. 64 ng/ul

4 0.031 0.067 0.034 2.68 ug/ul. 67 ng/nL

3 Control 0.029 0.058 0.031 2.32 pg/ub 38 ng/ul

dieta comercial

En {Cuadro 7), se observan las lecturas obienidas a 260 nm para cada uno de los

tratamientos en L. vannamei, ya que a esta lectura el ARN toma su mayor excitacion.

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

mediante el despliegue diferencial, el cual comprende los siguientes pasos:

a} Eliminacion de trazas de ADN gendmico contaminante.

b) Transcripcion reversa del ARN a ADN complementarto con un cebador oligo-dT.

¢) Amplificacion por PCR de los ADNg de cadena sencilla con cebadores aleatorios.

d) Fraccionamiento de los productos de PCR en un gei desnaturalizante de poliacrilamida.

e) Alslamiento de los ADNc diferenciales v su reamplificacion en una nueva PCR con los

mismos cebadores originales.

) Clonacion en vectores plasmidicos de los fragmentos de ADNe reampliticados.

a} Secuenciacion de los insertos de ADNc.

h) Correboracion de la expresion diferencial para cada uno de los ADNe diterenciales

detectados originalmente en el gel de poliacnilamida.
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Aphicacion de fa 1éenica de Despliceee Diferencial para evaluar of cfecto regulador
de 1a dieta en camardn blanco Litoperacus vanncmei (Boone, 1931}

Eliminacién de ADN comtaminante de las muestras de ARN rotal,

Debido a que la comparacion de las poblaciones de ARN total de cada tratamiento implica
la amplificacion exponencial mediante la téenica de PCR. es imprescindible eliminar
cualquier traza de ADN para evitar resultados tfalsos positivos. Esto se logra mediante el
tratamiento de las muestras de ARN con la enzima DNasa 1. que elimina selectivamente al
ADN sin alterar la integridad del ARN. En este trabajo se utilizé un protocolo comercial de
la casa Ambion (DNA-free™). A continuacién se presenta el resultade del tratamiento de

DNasa.

Tratamiento 1
Tratarmiento 2
Tratamiento 3
Tratamiento 4
Caontrol

RGN~

85 , Mezcla:

88 — > §

(09uL) + (4pL)

ARNtotal] Buffer de carga

Figura 8 Comprebande fa integridad de! ARN 1ol trarade con DNA-tree en Litopenacies vanmame!.

En la figura 8 se observa que existe una buena presencia del ARN va tratado con fa DNasa,
para cada uno de los tratamientos. Puede observarse la ausencia de DNA v que las muestras

de ARN total conservan su integridad

7.6. Sintesis de la primera cadena de ADN complementaric.

El primer paso en ¢l andlisis del despiiegue diferencial es la conversion de cada molécula
de ARN a su ADN complementario. mediante la accion de una transcriptasa reversa.

Para comprobar si se consigmd la transcripcion de las muestras de ARN a su ADN
complementario, los preductos de fa reaccién fueron  fraccionados en geles de agarosa
antes de proseguir con su andlisis en geles de secuenciacion. Los resultados se muestran en
las figuras 9 y 10.

. an
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Aplicacion de 1a Weenica de Desplicgue Diferencial para evaluar ¢l ¢feeto regulador : :}}‘:; 4 5‘}"")
de fa dicta en camaron blanco Litopenoeis vannamei (Boone, 1931), (2' -*7"!4?\ A;":’L"\":'

Escalera 1Kb (1.5 pL)
Tratamiento 1 (3 pL)
Tratamiento 2 (3 pL)
Tratamiento 3 (3 pb)
Tratamiento 4 (3 pL)
Control (0.5 pL)
Escalera 1Kb (1.5 L)

.

i
¥
+
[
&

-

NO RN

IR ¢

*Todas con 4pt de
Buffer de carga

Figurz 9 Comprobacién de la cADN en muestras de la glindula
digestiva { hepatopancreas) de Litopuenacus varhamei.

Tratarmiento 2 (1 L)

Tratamiento 3 (3 pl)

Tratamiento 4 (1 pi)

Control

Calle embriogenico Coco nuciferus
Hoja in Vitro Coco nuciferus
Embrién cigdtico chile (habanero)
Hoja in Vit chile thabanero)

172 3 45886878

NI WN

Mezcia:

(0.8uL) + (4pl)

ARN total  Buffer de carga

Figura 10. Comprobacidn de la integridad de ARN total de
Litopenaens vannamel contre otras muestras

En los carriles 2 a 6 de la tigura 9 v en los carrtles 1 a 3 de la figura 10 se observa muy
claramente la presencia del ADN complementario ¢n cada carril, paia cada uno de los
tratamicntos. utilizande marcador de 100 pb como referencia.

Como puede comprobarse, st existe una sintesis adecuada de ADN complementario. por 1o
que después de esta corroboracion se decidio realizar ¢l fraccionamiento en los geles de
secuenciacidon. lo que permite una separacion de moléculas de ADN con diferencias en

tamanios agn de una sola base.
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Aplicacion de la iéenica de Desplicgue Diferencial para evalvar ¢f ofecto regutador
de la dicts en camardn blanco Litepenaeus vannamei {Boone, 1931}

7.7. Despliegue Diferencial.

Se cargaron las muestras correspondientes a la dieta

# 3 (40% proteina animal) y la dieta control, al

momento

electroforético por

de correr el

acuerdo con el orden del cuadro 8.

1233460 04 AR 121344451617 1818

fraccionamiento

Despliegue  diterencial,

1500 (Fb)
Muest. #3

400 (Po)
Muest &1

250 (Pk) ___ ]
Muest. #3

1406 {FPb)

Muest. #3_ |-

130 (Ph)
Muesst #8

-

et

1254567 30213445807 0018

Cuadro 8. Despliegue Diferencial
de Litopenunes vannaei.

Carga utilizada

Tratamiento dicta ¥ 3 con ecbadores POT6

Tratamiento dicta # 3 con cebadores PYTH

ARN dicta control con ¢ebadores PYT6

ARN dicta control con ccbadores PYT6

ARN dicta contrel

Tratamicnte icta # 3 con cebadores PUT?

Trutumiento dicta # 3 con cebadores PYT7

ARN dicta control con gebadores PITT

de =5

ARN diety control con cebadores PUT7

ARN dicta contrel

Escaleea 11HIPh

Tratwmicnto dieta # 3 con cebadores PITI

Tratamicnio dicta # 3 con cebadores PITI

ARN dicta ¢ontrul con cebadores P1TI

ARN diernt conzrad con cebadores P11

Mescla de agua con PUTH

Marcta de agua con PUT7

Mercla de seua con PUTL

Escalern 10Ph

B0O0 (Ph)

[ Muest &4

| zo0-z00 (Pu)

Muest #2

15C (Pi)
Muest #3

150 (FD)
Muest #6

Figura 11 Aplicacion de la téenica del Desplicgue Diferencial, en
Litapenacnus vannamed para evaluar ef efecto de la dieta.

Se aplico la prucba  del

Desplicgue  Dilerencral  para
comparar la expresion génica
e camarones  expucstos  a

tratamiento #3 vs dieta control

#5. arrojando nueve bandas
diterenciales (Frgura 11). Las
bandas diferenciales  tucron

cortadas del gel v se extrajo ¢l
ADN. se reamplificd por PCR
{Figura  12) v se  ligd

{Froura. t3)

. s
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Aplicagidn de la 1éenica de Desphiegue Diferencial para evaluar o efecto regulador
de la dicta cn camardn blanco Litopenaens vannames (Boone, 1931)

Muestra 1 (5 pL)
Muestra 2 (5 pl)
Muestra 3 (5 L)
Muestra 5 (3 uL)
Muestra 6 (3 pl)
Muestra 7 (3 yL)
Muestra 8 (5 uL)
Muestra 9 (5 pL)
Control (0.5 ul)
. Escalera 1Kb (2 pL)

*Todas con 4pL de 123456?8 9

Buffer de carga

SPONOOAWN

o

Figura 12, Reamplificacion por PCR a partir de los productes diferenciales en
fatopence ns vaniamed, para tratamiento #3 contra contro? 45

Las bandas reamplificadas se ligaron en un plasmido v con los plasmido recombinantes
oblenidos se fransformo la cepa DH3w de £. cofi. En la figura 13 se observa el analisis de la
clonacion de! fragmento #4 mediante amplificacién por PCR empleando como molde ¢l
pidsmido recombinante. Puede observase en ef carri! 5 que ¢l tamado del inserto en el
plasmido es igual al de la banda reamplificada que se aslo del gel de poliacrilamida, per lo

que se concluye que si se pudo clonar.

Escalera 100Pb
Muestra 1 (400 Pb)
Muestra 2 (200-300 Phb)
Muestra 3 (1500 Pb)
Muestra 4 (600 Pb)
Muestra 5 (250 Phb)
Muestra 6 (150 Pb)
Muestra 7 (150 Pb)

. Muestra 8 (130 Pb)
10. Muestra 9 (140 Pb)
11. Escalera 100Phb

CONONEWN

Figura 13 Reamplilicacion de bandas dilerenciales ¢n Lutopenaens vanmanrer, del tratimicnto #3.

De la misma manera se analizaron las otras bandas reamplificadas. lo que se muestra en la
figura 14. Los carriles det gel corresponden al siguiente orden numerado: muestras 2, 3, 4,
3.6.7 v 9, respectivamente.
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Apheacion de la téenica de Despliegue Dilereneial para evaluar ol electo regulader
de la dicta en camardn blanco Litupenaens vannames (Boone, 1931),

Escalera 1Kb
Escalera 100 Pb
Muestra 4
Escalera 10C Pb
Muestra 4 clon

DA LN

*Todas con 4pL de
Buffer de carga

Figura 14 Clona contra muestra #4 de Liotopoiiens varmamer.

7.8. Clonacion de los fragmentos diferenciales.

1.Escalera 1 Kb (1.3pL)

2.Muestra 2 (5 pLDNA+) uL butfer)
3. Muesira 2” (5 pLDNA+3 L buffer)
4. Muesira 3 (5 pLDNA+3 pL buffer)
5. Muestia 37 (5 pLDNA43 pl buffer)
6. Muestra 5 (§ pLDNA+3 pL buffer}
7. Muestra 57 (5 pLDNA+3 uL butler)
£ Wuestra 6 (5 pLDNA+3 pL buffer)
9. Muestra 67 (5 pPLDN A3 L butfer)
10. Muestra 7 {5 pLDNA+3 uL butter)
11. Muestra 7° {5 pLDNA+3 uL buffer)
12 Muestra 9 (5 pLDNA+3 pl buffer)
13, Muestra 9° {5 pLDNA+3 pl. butfer)
14. Esculera 1 Kb (1.3pL)

8 910 11 12 13 14

Figura 13 Productos de mini preparacion plusmidics de clones de Lirapencens vannamed. por
- . - o .
electrotoresis en get de agarosa al 1%, tefiido con 1 pg-ml” de bromuro de ctidio.

Después de ver que el plasmido de fa bacteria estuvo presente en todos los preductos de la
mini preparacion (Figura 13). €ste fue linearizado para determinar la presencia de insertos
en cada uno de eltos. mediante su corte con las siguientes enzimas de restriceion,

e LeoRl

e Mezclade dpa ly Pst ]

e Noil

Ponce Mirguez Marco Awome. 37



Aplicacion de la 1éenica de Desplicgue Diferencial para ¢valuar ¢l efecto regulador
de la dicta en camarén blauco Litupenaens vunnamer (Boone, 1931).

7.9. Analisis de restriccion de diferentes plismidos recombinantes.

Corte con la enzima Eco R1.

Debido a que en ¢l plasmido pGEM-T-Easy, especifico para la clonacion de productos de
PCR mediante la estrategia TA se encuentra umn sitio de [a enzima Eco Rl en cada extremo
flanqueante del sitio maltiple de clonacion, bastaria un solo corte con esta enzima para
liberar el inserto. Con esta cnzima se trabajaron las muestras bajo las siguientes

condiciones; 37 °C por | h.

1.-Escalera 1Kb (1.3pl})
2.-Muestra 2 (3 pL)
3.-Muestra 2 (5uL)
4.-Muestra 3 (5uL)
5.-Muestra 5 {5uL)
6.-Muestra 6 (SpL)
7 -Muestra 7 (5pl)
8.-Muestra 8 (5pL)
§.-Escaiera 1Kb. (1.3pL)

*3ul Buffer de carga

Figura 16, Restriceion de muestras con enzima Eco R1. para todos los clones de Lutopesaens varmanics

Como puede observarse. para ninguna de las clones pudo obtenerse ¢ fragmento clonado,
pero s probable que solamente se haya linearizado el ptdsmido. La razdn podria deberse a
la pérdida de uno de los dos sitios Leo RIL algo que se ha detectado en el laboratorio. Por
esa razon, se determing intentar la extraccion de los insertos con otras enzimas de
testriccion presentes en el sitio maltiple de clonacion. decidimos emplear Nor Iy también la

mezclade dpa v Psr ]

7.10. Corte con la mezela de cozimas Apa Ly Psr kL

Ambas enzimas tienen un sole sitio de restriceion bordeando al inserto. Se incubd por 1 ha

37°C.
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Aplicacién de la ienea de Desplicgue Diferencial para esalvar ¢l efecte regnlador
d2 la dicta ¢n camardn blanco Litopenaens vannamei (Boone, 1931)

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

Figura 7 Restriceion de mucstras con enzima Ape § v {, para todos los clones de Liropenaens vinnoned

T.11. Corte con la enzima Not L.

Con esta enzima Nor | sc trabajé a 37 °C por Lh.

1-Escalera 100Pb
2-Muestra 2
3-Muestra 3
4-Muestra 5
5-Muestra §
6-Muestra 7
7-Muestra ©
8-Escalerz 100Pb

1000
BLUC
Ta0
[2d)
50
4110
aoa
e}
[

N1 §

=l

2000

S
— GO0

G0

Fipura 18 Restriceion de muestras con enzima Ner | paru todos los clones de Litopencacus votmaner,

Una vez que se emplearon distintas enzimas de restriccion y al ver que anicamente se liberd

un fragmento de la clona mostrada en ¢l carcil 4 se deaidio amplificarlos mediante PCR,

Los resultados muestran que en ninguna de las clonas puede amplificarse eb mserto de

interds. como puede observarse en la figura 19

Para cada clona se amphtico ¢l

correspondiente ADN orizinal extraido del gel, como testigo positivo
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Aplicacion de la (enica de Desplicgue Diferencial para evaluar ol cliecte regulador
de la dicta en camarén blanco Litopenaeus vansamer {Boone. 1931),

1.-Escalera 100Pb {1ul)
Z.-Muestra 2 Amp DD (5pL)
3.-Muestra 2 ADN Plasmido{2uL)
4.-Muestra 3 Amp DD (Sul)
5.-Muestra 3 ADN Plasmido{2ul)
6.-Muestra 6 Amp DD (5pub)
7.-Muestra 5 ADN Plasmido(2ulL)
8.-Muestra 7 Amp DD (SuL)
S.-Muestra 7 ADN Plasmido(2pL)
10.-Muestra 9 Amp DD {5pL)
11.-Muestra 8 ADN Plasmido(24L)
12.-Escalera 100Pb {1pL)

Cebadores utilizados:
*POTS {Muestras #2 #3 y #9)
*PIT1 (Muestras #6 y #7).

Figura 19 Comparacion de muestras. contra muestras de PCR amplificadas
v ADN clon de Liropenacis vanname:

De esta manera, es probable que para cada una de las nuevas muestras s¢ haya perdido el

ADN, por lo gue el ensayvo concluyd con la amplificacion del fragmento #4 descrite

anteriormente.
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Aplicacidn du la éenica de Despliegue Diferencial para evaluar ¢ efecto regulador
de la dicta on camarén blanco Litopenacus vennamei (Boong, 1931} v

8. DISCUSION.

8.1. Experimento Biolégico.

La sobrevivencia de los camarones en este estudio, con el uso de la dieta a base proteica
vegetal, demostro ser alta y se vio determinada por los habitos alimenticios, de acuerde con
los estudios realizados en peneidos por Mc Tigue y Zimmerman (1991), indican que son
omnivoros y que atgunas especies presentan tendencias carnivoras o herbivoras. Esto es
muy importante. pues la tendencia actual es probar dictas con proteina vegetal como fuente
alternativa, la cual minimiza costos de produccién vy disminuye el afluente de
contaminantes. Sin embargo, por un lado estudios como el presente trabajo sort pteneros v
establecen las bases para continuar con esta linca de investigacion, y por otro lade ¢l
siguiente paso es analizar la calidad del tejido en los organismos nutridos bajo cste régimen

alimenticio.

Se ha observado en general, que las especies del subgénero Farfantepenaeus (F. duorarum.
F. aziecus. F. brasiliensis) presentan habitos omnivoro-carnivoros. muentras que las
especies del subgénero Litopenaeus (L. setiferus. L. vanname!, L. schmitti) tienen habitos

omnivoro-herbivoros (Marte 1980; Funter v Feller, 1987).

El crecimiento de los camarones se evidencio mediante el uso de la dieta a base proteica
animal Mgc. Tigue vy Zimmerman (1991) afirman que estas preferencias estan asociadas con
los distintos suministros de materia de origen animal o vegetal en la dieta. Aon que
recientemente se ha observado diferencias en los habitos alimenticios v ¢n los
requerimicnios nutrictonales que estan asociadas también con la capacidad de las cspecies
para utilizar ¢n diferentes proporciones a las proleinas como sustrato metabolico {Rosas ef

al. 1993).

8.2 Anilisis Molecular.
Siguiendo el protocolo descrito por Chomcezynski and Sacchi (1987), basado en la
desnaturalizacion v en la separacion do proteinas mediante una mezcla de Fenol:

Isotioctanato de Guanidina, no se pudo extraer el ARN total.
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Para la obtencion de muestras intactas de ARN de alta calidad, el paso mas critico en ios
experimentos de biologia molecular (Zadiiga y Godoy, 20035). La extraccién del ARN total
mediante isopropanol y una mezcla de citrato de sodio (0.8M), con c¢loruro de sodio (1M),
fue bastante bueno, mediante una variacion en la técnica descrita por Valenzuela er af.
(2005). De acuerdo con Romt and Kahl {1997) y Romero y Estrada (2003), se comprobd la
integridad del ARN en geles de agarosa, observandose una buena calidad con la presencia

de las sub unidades 18s y 28s (Zufliga y Gedoy, 2003).

La cuantificacion del ARN es similar a la reportada para los decapodos (Otta and Landry,
1984; Anger and Hirche, 1990; Lemmens, 1995) y en L. schmitti por Lemos ef af.. (2002),

medido por espectrofotometria de acuerdo con Sambrook er el (1989),

Se efectuo la sintesis de primera cadena mediante oligo-dT, como 1o menciona Liang ef al..
(1993) v siguiendo las recomendaciones de lkonomov and Jacon (1996). para obtener un
ARN en buenas condiciones para ser analizado por mediante la téenica de Desplicgue
Diferencial, ya que en geles de agarosa es dificil confirmar la retrotranscripeion del ARN

{Colonna-Romano et al.. 1998).

8.3. Despliegue Diferencial
Desde la invencion de la téenica de Despliegue Diferencial por Liang y Pardec (1992), esta
técnica se ha uttlizado para analizar el ARN, son suficientes (0.2 pg) de ARN total para el

uso de esta téenica como 1o describe Liang er el {1993).

La identificacion de genes que se expresan diferencialmente es posible gracias a esta
técnica tal y como lo mencionan (Liang ef af.. 1993 lkonomov and Jacob. 1996. Grat e/
al.. 1997, Spencer and Christensen. 1999 Pienta and Schwab. 2000 Chen e «f. 2001
Adttokallio er ¢, 2003). Sc detectaron nueve bandas diferenciales de ADNe (Iig. ). estos
resultados obtenidos son similares a los gue describe Huvet ez o, (2003) mediante fa
identificacion de dos genes de w-amilasa en Crassorrea plgas. comparandose el RNA
extraido de una glandula digestiva por efecto de dos diferentes raciones de alimentacion.

De los productos obtenidos del despliegue diferencial, se logra Ja clenacidon de una banda

de aproximadamente 2000 pares de basces, mediante fas recomendaciones dadas por
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Sambrook er af.. (1989} (Fig. 14); sin embargo la secuencia demostrd que esta clona no
ttene stmilitud con ninguna reportada cn la hiteratura. Es importante sefialar que no se logrd
la clonacion de las demas bandas diferenciales a pesar de haber logrado su reampiificacion,

por lo que no se pudieron conocer sus secuencias.

A pesar de que se detecto la expresidn diferencial y que la secuencia de al menos un gen no
presentd similitud con bases de datos este trabajo aporta un gran avance al lograr la
estandarizacién de la técnica, tal y como ocurrié en estudios en vegetales (Tesis de
Doctorado de Gabriel Lizama para Cocos mucifer,). Ademds en Medline existen 1810
publicaciones registradas hasta et afio 1999, de las cuales 1213 publicaciones incluyen la
técnica de expresion diterencial: es decir ¢l 67 % de tas publicaciones recientes analizan la

expresion génica.

Finalmente, cste trabajo represenia un avance para los estudios en crustéeeos. deja abierta
una enerme serie de preguntas por contestar al dejar abierta una linca de investigacién
novedosa, que vincula la nutricién, la genética poblacional y fas herramientas moleculares,
en un campo tan importante como lo #s la camaronicultura v por otro lade queda
estandarizada la técnica para la extraceion de ARN en el camarén blanco Litopenaues

VARRGME!.

. 17
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9, CONCLUSION,

Durante el experimento biologico con Litopenaeus vannamei, ¢l tratamiento # 4
(dieta con el 40 % de proteina vegetal) arrojo la mayor sobrevivencia con respecto
al resto de los tratamiento mientras que el tratamiento # 3, proporciond el mavor
crecimiento mediante el uso de 40 % de proteina animal en su dicta, durante su

alimentacidn.

El emplear isopropanol y una mezcla de citrato de sodio con cloruro de sodio para
extraer y conocer el ARN total del camaron blanco (L. vawnnamer), favorecio la

estandarizacién de b técnica

l.a técnica del Despliegue Diferencial, es una excelente herramienta para buscar la
expresion de genes, mediante el uso de algunos nandgramos de ARN, alin cunado
no se conozea la secuencia de algin gen en especifico. He incluso para monitorear
¢l encendido, apagado o sobre expresion de los mismos genes estimulados por

Agentes xXmos.

Se observaron cambios en el ARNm de Liropenaeus vannamei mediante la téenica
del (DDRT-PCR), aunque no se logrd comparar el ARNm, con el resto de los

tratamientos.

La aplicacion de técnicas moleculares como ¢l Desplicgue Diferencial en geles de
puliacrilamida tefiidos con bromuro de plata constituyen el primer trabajo para el

estudio det efecto reguiador de fa diete en el camardn blanco /itependeus vamnnanied.

Se demostrd que fa téenica del Despiiegue Diferencial (DDRT-PCR) con as
adaptaciones realizadas. es eficiente para seleccionar ADNce diferenciales de
individuos sometidos a unz dicta durante su alimentacion y Hnalmente quedo
estandarizada fa extraccion del ARN total en Litopenaeus vannamei y abre uyna gran

serie de preguntas por resolver en csta linea de mvestigacion
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13. APENDICE

Gel nativo de agarosa al 1 %,
o 30ml........ de Bufler TAE 1X,
o O3er.. de Agarosa grado biologia molecutar.
o 10pg/ml. ... de Bromuro de Etidio (BrEt),

Sintests de fa primer cadena enzima con SuperScript™ 1.
(Para un volumen de 20 pl).

o Il Oligo {dT) 2.

o lpl.... 10 mM dNTP Mix.

o 13l Asgua Siema (RNase-free).

e Sul........ ARN total de la muestra tratada (DN--fiee).

Gel desnaturalizante

(6% acrilamida-bis-acriamida £0%).

Reactivos Volumen a utilizar
= TBE 33X 14 ml

|* 7MUrca 294 or

e (6 %) Acrilamida-bis-acrilamida (40 %) 10.5 ml
* Agua destilada Aforar a 70 ml
« TEMED 200 pl
+ Persulfato de amonio (10 %) 400 pk

Buffer (TAE 1X).

Workin Solution |

Stock Selution/Liter

o 30 mM Tris-acetato
s | mMIEDTA .

e 242 or 'Tris base
| 571 mi Acido acetico glacial
pe 100 ml (0.5 M) EDTA {pH 8)
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( Buffer de carga {dmortiguador 2X).
| TAE | Glicerol (50 %} [ Azul de bromotenol
_2X 500 pl 500 pl |

[ 10X DNuse Buffer.
s 100 mM (Tris-Cl) Ph 7.3
« 25 mM (MeCly

i e [ mM(CaCl) ’

Buffer TBE 5X (Aforara f Ity J
Elemento Cantidad | Catalogo |
.« Tris Sdgr | 1610716 |
» Acido borico b o275gr | 1610750

e (0.5M)EDTA (Ph §) | 20ml_| 1616728 |

‘ Persulfaio de Amonio (10} %)
Elemento [ Cantidad

e Agua destilada X Il |

| » Persultato de amonio _I 0.10gr

H

Buffer THE {0x (Aforar a I lt). 1\

Elemento T_(.'antidad Catalogo |

o Tris | 108 er 161-0716 |
|+ Acido Borico f 35 ar 161-0750

e LDIA 93 ar I61-0728 |

*  Agua desionizada Aforar a Lt ]
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Selucion Fijadora (Fix-Stop).

Acido acético 200 ml

Agua destilada | Aforar a (1800 ml)

Solucion de Tincién (Staining Solution). ]

* (Ag NO3) Nitrato de Plata 2gr
» Formaldehido (37 %) 3ml
*  Acua Destilada Aforar a (2 Its).

Solueion de Reveludo.
e (NazCQs} Carbonato de Sedio [ 60 gar
s Agua Destilada {1ero. Disolver Na:CQs) 2 1ts (a10°C)
e  Formaldehido (37 %) 3ml
¢ Tiosulfato de Sodio (10 mg/ml) 400 ul
Medio LB (1 1) '
¢ I'riptona (Bacto®) 10 gr

l e Extracto de levadura (Bacto®) Sgr

l *  Cloruro de sodio Ser

| Hidréxido de Sodio Ajustar (Ph 7}

Flaboracion de placas con medio LB
(Ampicilingl ) yg/ml)

e Medio LB | 500 ml

s Agar i 7ar

Ponce Mrguez Merco Amonie. 61
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Preparacion de medio LB con Ampicilina (500m!)
» Triptona (Bacto®) Ser
e Extracto de levadura (Bacto®) | 2.5 gr
¢ Cloruro de sodio 25¢gr
s Hidrdéxido de Sodio Para ajustar {Ph 7)

Cebadores/ Primer. para prueba del Despliegue Diferencial,

Cevadores/Primers. Secuencia.

o Oligo (PITH) 5 -ATTAACCCTCACTAAATCGCTGGGGA- 37
*—CATTATGCTGAGTGATATCTTTTITITTAA-3

th

T—ATTAACCCTCACTAAATUTGGCAGG- 37

s Oligo (P9T7) 3
3" =CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTTTCT- 37
s Oligo (POTG) 37 =ATTAACCCTCACTAAATGTGGCAGG- 37
3 ~CATTATGCTGAGTGATATCTTTTTTITITGA- 37
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