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Y seguimos caminando. De pronto, oimos una voz, que gritaba:

- iEste es el mar; el vasto y poderoso mar!

Y al acercarnos vimos que era un hombre que daba la espalda al mar
y que aplicaba un caracol a su oido, para oir el murmullo marino.
-Pasemos de largo -dijo mi alma-.

Este es el realista;

el que da la espalda a todo lo que no puede abarcar de una mirada,
y se contenta con un fragmento del todo.

Fragmento “El Loco” GIBRAN KHALIL GIBRAN
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RESUMEN

GABRIELA CHAVEZ CALVILLO. Estudio de genes con
expresién diferencial de Litopenaeus vannamei (Boone,
1931) en respuesta a dietas elaboradas con fuentes
convencionales y alternativas de proteina. (Bajo la
direccién de MVZ Angel Garcia Herndndez y Dra. Ma.

Leticia Arena Ortiz)

El camarén continda siendo el producto pesquero mds importante en la
acuacultura. En esta industria la alimentacién de los organismos representa
entre el 50 al 70% de los costos de produccién, la tendencia actual es a optimizar
los niveles y calidad de las proteinas, probando fuentes alternativas para
hacerlos mas econémicos, y amigables con el medio ambiente. El
reconocimiento de que los nutrientes y otros compuestos de los alimentos
tienen la capacidad de interactuar y modular mecanismos moleculares que
subyacen a las funciones fisiolégicas ha provocado una rdpida revolucién en el
campo de la nutricién. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto
de proteinas de origen vegetal y animal en la dieta en la expresion diferencial de
genes en camaroén blanco Litopenaeus vannamei.

Se extrajo y cuantific6 el ARN de musculo y hepatopdncreas de cuatro
grupos de camarones alimentados con dos dietas que contenian; una, proteina
vegetal y otra con proteina animal. Se obtuvieron los cDNA’s por RT-PCR. Los
productos fueron analizados en geles desnaturalizantes de poliacrilamida urea y
tefiidos con plata. Las bandas identificadas como diferenciales fueron escindidas,
eluidas, reamplificadas, clonadas y enviadas a secuenciar. Las secuencias
obtenidas se buscaron en la base de datos del GeneBank.

Se observ6 que hubo una modificacién en las poblaciones de mARN entre los
tratamientos. Los genes encontrados se pueden agrupar de acuerdo a otras
publicaciones, en ocho categorias de acuerdo a su funcién; metabolismo,
respuesta inmune, reguladores de la transcripcion, genes que codifican para
proteinas estructurales del musculo, reguladores de sefializacién celular,

subunidades ribosomales y no reportados.



Estudio de genes con expresién diferencial
de L. vannamei (Boone, 1931) en respuesta a
dietas elaboradas con fuentes convencionales

y alternativas de proteina.

1. ANTECEDENTES

1.1 Situacién Actual del Sector Pesquero y Acuicultor

El aprovechamiento de los recursos pesqueros y acuicolas es un factor de
seguridad nacional, pues estos recursos son parte importante del quehacer
econdmico y social, por ser fuente importante de ingresos econémicos y
alimentos para la poblacion, ademds de que aportan insumos para la industria y
generan divisas por la venta de productos de alto valor. En el dmbito local,
generan oportunidades de ingresos familiares, y de esa forma impulsan el
desarrollo econémico regional. Los recursos pesqueros son renovables, pero con
una capacidad finita de renovacién, por lo que se hace indispensable propiciar el
cultivo de especies comerciales a gran escala, ya que la capacidad de captura de
la pesqueria ha rebasado las tasas de crecimiento de las poblaciones de camarén
propiciando su sobreexplotacion y favoreciendo que la pesqueria se encuentre
sobrecapitalizada. "

La acuacultura es el sector de produccién de alimentos de origen animal de
crecimiento mds acelerado en el mundo a una tasa de 8.8% desde 1970 y el
camardén contintia siendo el producto pesquero mds importante en lo que
respecta al valor, representando el 50% del valor total de los productos
pesqueros comercializados internacionalmente en 2006, y ocupa el primer lugar
por generacién de empleos directos e indirectos en el Pacifico mexicano.**

Mis de las tres cuartas partes de la oferta mundial de camarén de cultivo
provienen del continente asidtico, destacdndose: Tailandia, China, Indonesia y la
India que proveen el 75% de la oferta mundial, el resto de la produccién
proviene del occidente: EUA, Canadd, Brasil, Ecuador y México en donde a
excepcion de Brasil, el grueso de la extraccion de camarén en América Latina se

destina a la exportacion, siendo asi una actividad que genera ademds de proteina



de origen animal de primera calidad, empleos y divisas. México ocupa el
onceavo lugar a nivel mundial en el sector camaronicola y el segundo en
Latinoamérica después de Brasil, sin embargo, cuenta con una superficie litoral
de 10,143km por lo que es considerado como un pafs con alto potencial de
produccién en este sector. La disponibilidad per cdpita de crustidceos se ha

1, 6-10

triplicado desde 1961 hasta 2006 de 0.4kg a 1.4kg.
1.2 Ventajas de L. vannamei frente a otras especies

El camardén blanco del Pacifico, Litopenaeus vannamei es la especie de
camarén que mds se cultiva en el mundo debido a que presenta grandes
ventajas en comparacion con otros peneidos, dentro de las cuales podemos
destacar: su alta tasa de crecimiento 3g/semana hasta 26g (que es la talla
madxima usualmente cultivada de L. vannamei) bajo condiciones de cultivo
intensivo (hasta 150 camarones/m®) y los machos hasta 1 g/semana por encima
de los 20g, resiste densidades de cultivo muy elevadas mds alld de 150/m’y en
ocasiones hasta 40o/m” en estanques con recirculacién controlada. Tanto P.
monodon como L. stylirostris pueden ser agresivos, tienen altos requerimientos
de proteina y pueden ser mds exigentes en la calidad de agua, haciendo dificil
un cultivo tan intensivo como el de L. vannamei. Esta especie tolera un amplio
rango de salinidad, desde 0,5-45 ppt, se siente comodo entre 7-34 ppt pero crece
particularmente bien en bajas salinidades entre 10-15 ppt (donde el medio y la
hemolinfa son iso-osmoticos). Esta facultad lo convierte en un buen candidato
para el cultivo continental que en los dltimos afios se ha vuelto muy comtn en
Asia y América Latina; son muy tolerantes a bajas temperaturas (abajo de 15°C)
permitiendo su cultivo en estaciones frias; tiene una tasa de Conversion
Alimenticia (CA) baja, de 1.2; menor requerimiento proteico, 18-35 % de PC
comparado con otros camarones: Penaeus japonicus 40-52%, P. aztecus 22.5-40%,
P. Schmitti 25-35%, P. indicus 43%, P. merguiensis 34-42%, Litopenaeus stylirostris
35-40% , L. monodon 34-50%, resultando en una reduccion en los costos de
operacion y manejo en sistemas heterotréficos cerrados("); tasas m4s altas de la
supervivencia en la cria de L. vannameiy P. stylirostris 50-60% comparada con la
de P. monodon (20-30%); si estd tratado con hielo, para la poscosecha L.
vannamei es resistente a la melanosis; y finalmente una ventaja en su
comercializacion es que el camarén blanco es generalmente preferido sobre el

11-17

camaron tigre (P. monodon) debido al sabor.



1.3 Generalidades de la especie

El camarén blanco del Pacifico (ID Taxondmico: 6689) fue clasificado por
Boone desde 1931 como: Eukaryota; Metazoa; Eumetazoa; Bilateria; Coelomata;
Protostomia; Panarthropoda; Arthropoda; Mandibulata; Pancrustacea;
Crustacea; Malacostraca; Eumalacostraca; Eucarida; Decapoda;
Dendrobranchiata; Penaeoidea; Penaeidae; Penaeus vannamei y reclasificado
por Pérez Farfanto en 1997 como: Litopenaeus; Litopenaeus vannamei.®

Ha sido registrado desde Mazatldn, Sinaloa, México hasta Caleta La Cruz,
Perd. Es una especie que habita también fondos arenosos y arcillosos. En México
se distribuye desde la Bahia de Yavaros, Sonora hasta la frontera con Guatemala,
y su distribucién no es uniforme en todo el litoral. El camarén blanco del
Pacifico es menos abundante con respecto al camarén azul desde Yavaros,
Sonora hasta el rio San Lorenzo, Sinaloa; sin embargo, desde este rio hasta
Nayarit es la especie dominante. La mayor abundancia se encuentra entre las 5y
15 brazas de profundidad en el mar>7'*"

Esta especie requiere de una temperatura en agua de 22 a 34°C, su 6ptimo es
de 28°C. En su estadio adulto se distingue de las demds familias de peneidos por
la presencia de dos dientes en la regién ventral del rostrum y de ocho o nueve
en la region dorsal, ademds de que las hembras presentan un télico abierto sin
receptdculo seminal. *

La maduracién y reproduccion de esta especie se realiza en aguas profundas,
entre 15 y 6om; las hembras fecundadas ponen huevos en cantidades variables
(entre 10.000 y 1.000.000). Al cabo de un tiempo, éstos eclosionan en una serie de
estadios denominados larvas, cada uno de los cuales tiene caracteristicas
morfoldgicas determinadas y diferentes requerimientos nutricionales. El1 cuadro
1 muestra los distintos estadios larvales, forma de alimentacién y

comportamiento.”**

ESTADIO [DURACION|ALIMENTACION|{COMPORTAMIENTO

(# de sub- DEL PRINCIPAL
estadios) | ESTADIO
Huevo 14 hrs No ingiere alimento|Se deposita en el fondo

del medio externo,

aprovecha vitelo

Nauplius 3 dias Sus propias reservas [Locomocion por antenas,




(6) Iplanctdénicas

Protozoea 3 dias Filoplancton Plancténicas, natacién
(3) fpor apéndices cefélicos
Mysis (3) 5 dias Zooplancton Plancténicas, natacion

[por apéndices del térax

Postlarvas 35-60 dias  [Zooplancton y Los primeros estadios
(35 a 60 osteriormente son plancténicos, luego
segun el alimentaciéon de habitos bentdnicos,
autor) omnivora natacién por pleépodos

Tabla 1.1 Estadios larvales, alimentacién y comportamiento de los peneidos, generalidades.

Las Postlarvas (PL) y/o juveniles migran hacia la costa, a aguas menos
profundas y de baja salinidad(A): por ejemplo, zonas de manglar, esteros,
lagunas, ricas en materia orgdnica, donde crecen hasta alcanzar estadios de
adulto o preadulto migrando luego a mar abierto (B) para madurar y
reproducirse. El ciclo de vida de los peneidos se ejemplifica en la figura 2, ahi se
observa como a medida que el organismo va teniendo necesidades nutricionales
distintas, busca un hdbitat donde pueda satisfacerlas modificando con ello su
tracto digestivo, sufriendo adaptaciones fenotipicas a corto plazo le permiten

aprovechar la disponibilidad de los nutrimentos contenidos en los diferentes

19, 20

alimentos.

Figura 1.1 Ciclo de vida de los camarones peneidos. Donde A, son sitios de baja profundidad y

baja salinidad, y B, aguas saladas."

1.4 Ciclo de la Muda en crustdceos decdpodos



El camarén como todos los crustdceos, necesita remover y reemplazar
periédicamente su exoesqueleto rigido para seguir creciendo. Cuando el animal
pierde su viejo exoesqueleto, inmediatamente comienza a absorber agua
aumentando su volumen con lo cual la nueva cuticula se expande; luego el
volumen ocupado por el agua es reemplazado por medio de hiperplasia
muscular y en esa forma el camardn crece. El periodo de muda es critico, el
camardn se encuentra desprotegido, es ficil presa de predadores, siendo ésta la
etapa en la cual se observa una mayor mortalidad. Existen problemas de
regulacidn i6nica, debido a la toma de agua y a los cambios en la permeabilidad
de las membranas. Este proceso es una fuente intrinseca de variaciones
etoldgicas, fisiolégicas e inmunitarias. Dichas variaciones, sumadas a la pérdida
de la cuticula, son algunos de los factores que probablemente influyen en el

19, 21

metabolismo y actividad enzimadtica de los crusticeos.

El ciclo de muda fue dividido por Drach (1936) en cinco estadios para los
peneidos con base en sus cambios tegumentarios: Postmuda (A, B), Intermuda
(C), Premuda (Do, D1,D2,D3) y Ecdisis (E).**"*

Estadio | Duracidn Caracteristicas generales
de del ciclo
Muda (%)™
Postmuda A 2.5% Periodo de turgencia debido a la
B 16.5% absorcién de agua; los animales no se
alimentan
Intermuda C 21% Periodo de actividad secretora de la

epidermis, crecimiento de los tejidos, el

animal se alimenta

Premuda D 60% Se inicia la reabsorcién del antiguo
exoesqueleto y comienza a formarse
una nueva cuticula, el animal no se

alimenta.

Exuviacién E 0.5% Pérdida del viejo esqueleto.

o ecdisis

Tabla1.2 Ciclo de la muda en crustdceos decdpodos, caracteristicas generales. *

1.5 Alimentacién del camarén




En el pasado eran erréneamente considerados como detritivoros, sin embargo
desde 1977 se han venido realizando estudios sobre los hdbitos alimenticios que
han demostrado que los camarones peneidos son omnivoros, y que algunas
especies presentan tendencias hacia la carnivoria o a la herbivoria. En general
las especies del subgénero Farfantepenaeus presentan hdbitos omnivoro-
carnivoros, mientras que las especies del subgénero Litopenaeus tienen hébitos
omnivoro-herbivoros.**’

De acuerdo con Mc. Tigue y Zimmerman (1991), estas tendencias estdn
asociadas con diferentes proporciones de materia de origen animal o vegetal en
la dieta por lo tanto evidencian requerimientos nutricionales distintos. Se ha
observado que diferencias en los hébitos alimenticios y en los requerimientos
nutricionales estdn asociadas también con la capacidad de las especies de utilizar
en diferentes proporciones a las proteinas como sustrato metabdlico, si la
actividad de las enzimas digestivas es afectada por las proteinas de la dieta y
estas a su vez son responsables de la cantidad de energia disponible entonces en
ultima instancia el tipo y calidad de alimento ofrecido serd el modulador de la

cantidad de energia fisiolégicamente 1til. 8

1.6  Sustitucién de proteina de origen animal con

proteina de origen vegetal

La alimentacién representa entre el 6o hasta 80% del Costo Total en las
explotaciones ya sean intensivas, semiintensivas o extensivas, por eso es
generalmente el primer objetivo a modificar en las estrategias para hacer
rentable una empresa camaronera. Ademas los efectos ambientales que provoca
la camaronicultura por ser una actividad econdémica en crecimiento estin
regulados por la NOM-001-ECOL-1996 la cual establece los Limites Mdximos
Permisibles de Nitrégeno Total (NO, y NO,) en los efluentes, ya que los residuos
metabdlicos de N en grandes cantidades resultan en una eventual eutrofizacién
del medio acudatico. **

Por esta razén es necesario desarrollar mejores estrategias de produccién por
medio de la formulaciéon de alimentos balanceados (dietas) que sean amigables
con el ambiente, que contengan las cantidades minimas de nutrimentos para el
crecimiento 6ptimo de los camarones y la mayor digestibilidad de sus

ingredientes.



Las proteinas son indispensables para el mantenimiento de las funciones
bdsicas de cualquier animal, sin embargo en los camarones juegan ademads un
papel indispensable en la obtencién de energia, ya que metabdlicamente se
prefieren para la obtencién de ATP que los carbohidratos (como sucede en
vertebrados).*

Los niveles de proteina de la dieta deben optimizarse para reducir los costos
de produccidn, ya que este macronutriente es el mayor componente en cantidad
de los alimentos en camarones y también el mds costoso pues se utilizan
convencionalmente ingredientes como harinas de calamar y/o de pescado. Pero
una vez establecidos los requerimientos proteicos del camardn, se pueden
desarrollar dietas que sustituyan la proteina convencional con una proteina
alternativa proveniente de fuentes vegetales, que son mds baratas y menos
contaminantes. Sin embargo hay que tomar en cuenta que adn cuando
diferentes ingredientes tienen la misma cantidad de proteina cruda, su
aprovechamiento puede ser distinto debido a su digestibilidad, perfil
aminoacidico y factores antinutricionales endégenos que comunmente se
encuentran en los vegetales, por lo que su utilizacion es limitada. El ingrediente
comunmente utilizado como fuente de proteina alternativa (vegetal) es la soya
(Glycine max), esta leguminosa contiene inhibidores de proteasa, factores
antitripsicos, glucosinolato, 4cido fitico e inhibidores de vitaminas, por lo que la
respuesta de los camarones a este tipo de alimento cambia con respecto a la
dieta con proteina animal. ' * *7 33

Como se menciona anteriormente, los camarones tienen la ventaja de ser
omnivoros oportunistas por su naturaleza demersal, por ello, se busca encontrar
como y hasta qué punto éstos organismos son capaces de aprovechar la
plasticidad de sus mecanismos adaptativos a diferentes ingredientes para poner
a su disposicién los nutrimentos contenidos en las dietas y asi poder utilizarlos
en los procesos fisioldgicos de importancia econémica, como el crecimiento,

calidad de la carne y resistencia a enfermedades.” **" 3%

1.7 Nutricién del camarén

Es necesario conocer los requerimientos nutricionales en cuanto a cantidad
de protefna y perfil aminoacidico, debido a que son constituyentes de la
estructura y funcién de los organismos para su mantenimiento, sintesis de
tejidos, anticuerpos, hormonas, receptores celulares y otras proteinas que actian

a nivel molecular y se reflejan en el crecimiento, calidad de la carne,



sobrevivencia, fertilidad y prolificidad de los animales. La proteina es el
principal nutrimento utilizado en altas concentraciones en las dietas de los
peneidos para la generacién de biomasa y como sustrato energético, tiene una
consideracién nutricional importante porque es el principal nutriente limitante
para el crecimiento, puede ser asimilada y utilizada para proporcionar energia y
puede no ser depositada para el crecimiento y contribuir a afectar la calidad del
agua via excrecion de nitrégeno (N).”

Si bien los camarones en proceso de domesticacién estdn bien adaptados a
vivir sin carbohidratos dietéticos, ya que aprovechan la energia del esqueleto de
carbono de las proteinas, con el consiguiente gasto de energia empleado en la
excrecion de los desechos nitrogenados, especialmente el amonio(NH,) hay que
considerar también que las necesidades nutricionales cambian a medida que
avanza la edad de éstos animales y con respecto a su estadio de muda y éstos
cambios en los hdbitos alimenticios, llevan a diferencias en la produccién de
enzimas digestivas para no perder oportunidad de obtener de la mayor parte de
los nutrientes del alimento, por eso se les conoce como omnivoros oportunistas,
ya que presentan una amplia gama de enzimas digestivas, tales como:
endoproteinasas, exoproteinasas, esterasas no especificas, amilasas, glucosidasas,
lipasas, maltasa, sacarasas, celulasa, exoquitinasa, colagenasas, laminarinasa y
sus diferentes isoformas. Ademds, la sustituciéon de alimento natural por
artificial en el cultivo de organismos representa modificaciones en la capacidad
de adaptacién del sistema digestivo y la expresién genética de las enzimas
digestivas. Existe una gran cantidad de isoenzimas generadas ya sea por
diferencias entre las poblaciones, durante el ciclo de muda, o por la calidad de
los sustratos en los alimentos sin embargo pueden existir otros cambios a nivel
molecular que repercutan en la expresién genética de los individuos dados por
diferentes regimenes alimenticios. Es decir que diferentes regimenes
alimenticios pueden influir en la expresién de genes, no sélo de enzimas

digestivas sino de cualquier otro proceso.' 7 3% 3
1.8 Fisiologia de la digestién

En los crustdceos la digestién comienza en la zona cardiaca del estmago y se
continta en los tibulos del hepatopancreas (HP) o gldndula digestiva, este es el
6rgano de mayor tamarfio en los crustdceos decdpodos (Figura 2) y sus funciones
bioldgicas son: la sintesis y secrecién de enzimas digestivas, absorciéon y

digestion de productos dietéticos, mantenimiento de reservas minerales y



sustancias orgénicas del metabolismo de carbohidratos y lipidos, distribucién de
reservas almacenadas durante el ciclo de muda y catabolismo de algunos

componentes organicos. * %"
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Figura 1.2 Esquema de la posicién de los érganos de un crustdceo. Como se puede apreciar, la

mayor parte de los érganos se encuentran en el cefalotérax.

El HP es una gldndula conspicua bilobulada, rodeada por tejido conectivo,
que desemboca en el estdbmago pildrico. Estd compuesta por timulos simples,
con un extremo ciego, limitados externamente por tejido conectivo. En cada
tabulo se definen tres zonas: distal, media y proximal. El epitelio estd formado
por cuatro tipos de células: E (embrionarias), F (fibrilares), R (reabsorcién), y B
(secretoras). 33 4°

Este 6rgano ocupa el mayor volumen del cefalotérax y representa el 6% del
peso corporal, su color es variable entre café, rojo, verde, amarillo o azul en
dependencia del tipo de reserva almacenada, ya que las dietas vegetales
contienen derivados de xantofilas y carotenos como [-carotenos y zeaxantina,
provenientes de las algas, que dan coloracién al HP. En estos animales la
digestion quimica de las proteinas comienza en la cavidad cardiaca del estomago

y contintia en los timulos del HP. * 34



1.9 Metabolismo de los macronutrientes

El modelo de degradacién de proteinas es similar al de los vertebrados.
Comienza con la hidrélisis de las proteinas de la dieta por las endopeptidasas,
degradacion de los péptidos por las exopeptidasas y la absorcién a nivel de
células especializadas del HP. Sin embargo hay diferencias importantes que
modifican ese modelo general como es la no acidificacion del medio estomacal
durante la digestion, la escasa actividad quimotriptica, la ausencia de elastasa y
existencia de una colagenasa digestiva y de una proteasa de bajo peso molecular
y por dltimo de la aparente inexistencia de cimégenos. La tripsina por si sola
representa el 60% de la actividad proteasica del HP en crustdceos peneidos, la
importancia de esta enzima y su especificidad hacia los aminodcidos esenciales
en la nutricién de crustdceos hace resaltar el problema de la calidad de proteinas
utilizadas en su alimentacién. Estas protefnas deben contener aminoacidos
esenciales en cantidad 6ptima pero también aminodcidos que permitan una
hidrélisis rdpida de proteinas. Ademds, el efecto de inhibidores naturales de
tripsina presentes en ingredientes como la soya es muy marcado en los
crusticeos debido a la importancia de esta enzima. Hay estudios que
demuestran que la forma en que otros nutrientes como los carbohidratos son
mejor asimilados, es cuando se incluyen en la dieta en forma de carbohidratos
complejos, como el almidén. Esto se debe a que en forma de monosacarido, la
glucosa puede interferir en la absorcién de otros nutrientes ya que satura
rdpidamente los sitios activos, inhibiendo la captacién de aminodcidos y
afectando por ende el crecimiento. Los carbohidratos en exceso producen dafios
en el HP y en las branquias, limitando fisicamente a las células encargadas de
almacenar este nutriente. Puesto que el camardn tiene limitada capacidad para
usar los carbohidratos de la dieta a consecuencia de la adaptacién metabdlica
para el uso de proteinas como fuente de energia, por ello, las proteinas son el
mayor sustrato de reserva en estos organismos y estas pueden ser convertidas en
carbohidratos por medio de gluconeogénesis y desaminacion de las cadenas

carbonadas que forman a los aminodcidos.'® * > 33> 37 4 ¢

1.10 Consideracién microbiolégica



Cabe sefialar que Gill (2003) afirma que en realidad el metabolismo resulta
de la interaccién entre los atributos fenotipicos de los organismos y su
ecosisterna microbiano. Investigaciones recientes revelan que del universo de
bacterias sélo el 1% corresponden a bacterias cultivables mediante las técnicas
cldsicas desarrolladas desde el siglo XIX, del resto se detect6 su presencia apenas
hace unos afios a través del andlisis de su material genético, por ello se conocen
como metabacterias, pues se caracterizan los genes presentes en ese sistema
biolégico e indirectamente los microorganismos a los que esos genes
pertenecen.  En humanos, la presencia de microbiota en el tracto
gastrointestinal facilita la digestibilidad y asimilacién de algunos nutrientes de
origen vegetal de dificil digestion, como resultado de su metabolismo se
producen: dcido lactico, 4cido acético y dcido butirico que sirven como fuente de
energia, acidifican el medio y esta disminucién del pH permite la solubilizacién
de minerales como el Ca y Mg, sintetizan vitaminas liposolubles como la K y el
complejo B, asi como algunos otros nutrimentos, también se ha reportado que
modulan el sistema inmune, constituyen una barrera de inmunidad inespecifica,
hay mecanismos bacterianos que provocan un efecto antagénico entre
prebidticos y bacterias infecciosas como la produccion de sustancias de defensa,
la ocupacién de receptores especificos en las células del intestino, o la
estimulacién del sistema inmune humano, es decir que hay comunicacién entre
la microbiota y el hospedero, esta influencia de las bacterias en el nivel mds
bdsico del funcionamiento celular permite activar o inhibir la expresion
fenotipica de los organismos que albergan a estos microorganismos. Esta es una
rama de la microbiologia que apenas estd siendo explorada, no se tienen
reportes de la funcién de las metabacterias en peneidos, por lo que se tiene que
considerar al hablar de nutricién y metabolismo que se estd obviando una parte
importante de la actividad de la microbiota. En humanos la mayor parte de la
microbiota que viene de los productos fermentados muere al no resistir el paso
por el estbmago dadas sus condiciones de acidez, sin embargo en camarones no
existe acidificacion estomacal y siendo animales peldgicos de hdbitos benténicos
se sospecha que pudiesen tener una carga microbiana importante con su

consecuente actividad. #*

Se ha demostrado la existencia de una enorme diversidad de especies de
Vibrio y Bacillus en el HP de L. vannamei sanos y se ha reportado también el
efecto de probidticos aislados del HP como Vibrio P62, Vibrio P63 y Bacillus P64,

asi como la inoculacién de Bacillus S11, Lactobacillus spp. aislados del intestino



de pollos que mejoran el crecimiento y sobrevivencia de juveniles de P.
monodon. Es importante hacer notar que la poblacién de microbiota endégena
depende de la genética del individuo, la nutricién y los factores ambientales. Las
dietas vegetales contienen carbohidratos fermentables que incrementan la
estabilidad y diversidad de la microbiota y estimulan el crecimiento de algunos

microorganismos benéficos para el hospedero.

1.11 Genémica nutricional

El reconocimiento de que los nutrientes y otros compuestos en los alimentos
tienen la capacidad de interactuar y modular mecanismos moleculares que
subyacen a las funciones fisiolégicas ha provocado una rdpida revolucién en el
campo de la nutricién. El surgimiento de la nutrigenética y la nutrigenémica,
dos disciplinas con distintos enfoques a descifrar la interaccién entre la dieta y
los genes pero con un punto en comun, que es la optimizacion del alimento
ofrecido, provee de un acercamiento complejo a las interacciones entre las
moléculas nutricionales, los polimorfismos genéticos y el sistema bioldgico
como un total. Como una nueva ciencia, la nutrigendmica trae consigo
terminologia nueva, técnicas experimentales distintas, y fundamentalmente una
nueva aproximacién a la investigacién nutricional. Los resultados de estas
nuevas investigaciones creardn enormes oportunidades para entender como los
alimentos modulan la expresion genética, la biosintesis de proteinas y el
metabolismo. La nutrigendmica es el estudio cientifico que combina la
nutricién, la genética y la biologia molecular, para elucidar la capacidad de
respuesta de los genes de los organismos hacia los componentes bioactivos de
los alimentos, este concepto se construye bajo las siguientes premisas: **°

a) La dieta y sus componentes tienen la capacidad de actuar directa o
indirectamente en la expresién de genes y en los productos de esos
genes.

b) Los nutrimentos de la dieta pueden compensar potencialmente o
atenuar los efectos de los polimorfismos genéticos.

c) Las consecuencias de la dieta son dependientes del balance entre
salud y enfermedad y el background genético.***

Estas interacciones entre los componentes bioactivos de los alimentos y los
productos de los genes pueden modificar un niimero importante de procesos a
nivel celular asociados con el balance hormonal, sefializacién celular, control

del ciclo celular, apoptosis y angiogénesis que se reflejan como indicadores de



crecimiento, sobrevivencia, pardmetros reproductivos e inmunidad. Ademis,
interfieren con la estabilidad del material genético en los procesos de reparacién
y expresion. %

Para determinar los efectos y mecanismos por medio de los cuales la
alimentacién, sus componentes individuales y combinaciones de ellos regulan
los procesos metabdlicos dentro de las células , es necesario integrar el
conocimiento de otras tecnologias de la genémica funcional (transcriptémica,
proteémica, metabolémica) que junto a la bioinformadtica, la bioquimica, y la
nutrigenémica brinden el esclarecimiento de los procesos bdsicos que
constituyen el metabolismo y como sus componentes y pautas alimentarias
inciden sobre este.’* 5%

Esta rama de la biotecnologia es ampliamente utilizada en la produccién
animal por sus potenciales aplicaciones en el mejoramiento de la productividad
a través de buscar qué ingredientes intervienen en el crecimiento y calidad de la
carne, o cudles mejoran la utilizacién de los alimentos y con ello reducen las
concentraciones de ciertos componentes (N, metales pesados) en los efluentes

La interrelacién entre la nutriciéon y expresion génica se manifiesta en dos
sentidos: la influencia que los nutrimentos ejercen sobre la expresion génica y la
sintesis de proteinas (nutrigenémica), y la influencia del fenotipo (por medio de
los polimorfismos) sobre los requerimientos nutricionales (nutrigenética). Y se
pueden entender en tres aspectos concretos: 1) qué genes son regulados por
factores nutricionales, 2) como determinados nutrientes ejercen la regulacion de
la expresion génica, 3) como estd involucrada la expresiéon génica en el
metabolismo y el aprovechamiento de los nutrientes’* *

Las dietas vegetales son ricas en componentes bioactivos como fitoquimicos,
antioxidantes, PUFA’s, vitaminas o sus precursores. Estas sustancias provocan
cambios en la expresion fenotipica de proteinas, sin embargo en camarones atn

no se tienen estudios previos sobre este tema’***

112 Regulacién de la Expresién Genética

Uno de los mayores misterios de la vida desde un punto de vista fisiolégico
consiste en conocer cdmo miles de genes (25 mil en el caso del ser Humano)
integrados en el Genoma son expresados de forma regulada y coordinada en el
plano temporal y espacial para dar lugar a los diferentes tejidos y 6rganos, a la

vida. El crecimiento, el desarrollo, las enfermedades, los mecanismos de



adaptacion a diferentes ambientes y la alimentacién generan numerosos
cambios dristicos en la expresién de los genes de las células en diferentes
tejidos y 6rganos.”

Al proceso en que la informacion codificada por un gen se convierte en las
estructuras constituyentes y funcionales de la célula, se le conoce como
expresion genética. Es esta habilidad para cambiar estructura y funcién en
respuesta directa o indirecta al ambiente, permite un rango de fenotipos a
desarrollar a partir de un solo genotipo. Cada célula contiene una copia
completa de todo el genoma del organismo, pero no todos los genes se expresan
en los diferentes tipos de células, depende de la funcién de la célula en un tejido
particular ademds existe la especificidad temporal, por lo que atn un solo tipo
celular se expresa de manera inconstante a través del tiempo.”

En la célula, un gen (una seccién de la molécula de DNA codificante) es
copiado (transcrito) hacia RNA mensajero (mRNA) por medio de la enzima
RNA-polimerasa, el mRNA se madura y sale del nicleo de la célula hacia el
citoplasma en donde tiene contacto con los ribosomas. Es ahi donde el cédigo
genético del mRNA se traduce en una proteina por medio del acoplamiento de
RNA'’s de transferencia (tRNA’s) que tienen los anticodones para incorporar los
aminodcidos en el orden establecido por el mRNA. Entonces, las proteinas y
algunos mRNA’s regresan hacia el ntcleo donde reprimen la transcripcién de

sus propios genes. A esto se le conoce como regulacion de la expresién genética.
63-65

1.13 Procesamiento del RNA

El RNA es el acrénimo del Acido Ribonucléico (por sus siglas en inglés), es
una molécula con caracteristicas muy peculiares: monocatenario, con extremos
5-3, lineal, contiene una pentosa de azdcar (Ribosa), una base nitrogenada
(Adenina, Guanina, Citosina o Uracilo -que en la molécula de DNA corresponde
a la Timina-) y un grupo fosfato PO,. ®

Las RNApolimerasas son las enzimas responsables de la sintesis de las tres
clases principales de RNA eucariotico, la Pol I para el RNA ribosomal (rRNA),
constituyente de los ribosomas, Pol II para el RNA de transferencia (tRNA), el
cual acarrea a los aminodcidos hacia la sintesis de proteinas en los ribosomas, la
Pol IV que participa en el silenciamiento genético a través de la sintesis de RNA

de interferencia (iRNA). % %



Los rRNA tienen tamarfios definidos para cada especie y de la subunidad
ribosomal en que se encuentren; mientras que los mRNA tienen una gran
variedad de tamarios de acuerdo con el tamafio de las proteinas codificadas y los
tRNA son todos similares, de entre 70 y 9o bases.

Una célula eucarionte contiene ~10° mg de RNA, del cual entre el 8o al 85%
es TRNA y entre el 15 y el 20% son especies menores como los tRNA y los RNA
pequerios nucleares. Se considera que, dependiendo del requerimiento celular en
la sintesis de proteinas, entre el 1y el 5% del total corresponde a mRNA, del cual
la mayoria estd poliadenilado (Poli-A).% %

El mRNA es el indicador de la expresion genética, pues es el mediador entre
TODA la informacién contenida en el genoma y la expresion fenotipica como
respuesta hacia el ambiente en un tiempo determinado. Como el DNA se
encuentra protegido en el nucleo de las células eucariontes, el mRNA tiene la
dificil tarea de atravesar el nucleo, viajar a través del citoplasma y batir los
peligros que representan las endonucleasas que ahi se encuentran hasta llegar a
los ribosomas con el mensaje de la transcripcion dictado por el nuacleo. Es por
eso que necesita estar encapuchado, esta capucha es agregada enzimdticamente
por una Guaniltransferasa especifica como un residuo de 7-metilguanosina (o, 1
6 2 dependiendo del nucleétido metilado) unida por enlace 5-5 fosfodiéster, y
ésta define el sitio de inicio de la traduccién. Ademds el mRNA maduro estd
poliadenilado, lo que significa que al salir del niicleo se le adicionan varias bases
de Adenosina en el otro extremo (3) esto se le conoce como cola de Poli-A, y su
longitud es variable, se reportan secuencias de adicién de esta base desde 20
hasta 250 nucledtidos. Contrario al DNA, el RNA por ser monocatenario y no
presentar superenrollamiento, es muy inestable, sin embargo el caping y la
poliadenilaciéon hacen que los mRNA’s maduros sean moléculas estables,
aumentan el tiempo de vida de la molécula incluso fuera del ntcleo.”

En eucariontes, las proteinas estdn codificadas por genes dentro de los cuales
se encuentran secuencias correspondientes a intrones y exones, las cuales son
transcritas en mRNA. Los intrones tienen que ser removidos y los exones se
empalman uno junto a otro en un proceso conocido como Splicing, asi el mRNA
formado puede ser utilizado para formar una proteina. Los RNA’s pequefios
nucleares (snRNA) estdn involucrados junto con otras proteinas en este proceso

formando el Spliceosoma. ®

1.14 Anédlisis de la Expresién Diferencial



Existen muchas técnicas para estudiar la expresion diferencial de genes, y

muchas de ellas se complementan unas a otras, estos andlisis varfan en cuanto a

complejidad, costos, sensibilidad de deteccién, obtencion de falsos positivos,

numero de muestras a comparar, pero sobre todo la eleccién de alguna o

algunas de ellas en este trabajo estd fuertemente determinada por el

desconocimiento del transcriptoma del L.vanammeli, haciendo imposible utilizar

algun otro andlisis. En la tabla tres se muestra la comparacién de algunas de las

técnicas de andlisis mds utilizadas en los tltimos tres afios.*

Tabla 1.3 Técnicas para analizar la expresién diferencial.

Técnica Numero de | Deteccién de RNA Diferencias
compara- la expresiéon requerido detectables
ciones
Despliegue Cualquiera 5-3,3-5 <5ug de mRNA 1a1
Diferencial total por 240
reacciones
Hibridizacién 2 Una direccién | 1-5ug de mRNA >10
sustractiva (HS) por reaccién
RDA 2 Una direccién | 1-5ug de mRNA >15
por reaccién
SSH 2 Una direccién | 1-5ug de mRNA >10
por reaccién
SAGE Cualquiera 5-3,3-5 >5Ug de RNA Todas
total por reaccién
Microarreglos 2 (mas con 5-3,3-5 =10g de mRNA >2
DNA normalizacion) por slide
Técnica Umbral de | Complejidad Costo Redundan-
deteccién cia
DD Baja a media Media Medio Media
HS Media Alta Bajo Media a alta
RDA Media Alta Bajo Media a alta
SSH Media Alta Bajo Baja




SAGE Baja de media Alta Bajo a medio Alta
Microarreglos NA Depende Alto NA
Deteccién de Deteccién Anilisis
Técnica nuevos genes Falsos Diferencial en | Genético
Positivos el Splicing Global
DD Si Alto Si No
HS No Bajo Si No
RDA No Bajo Si No
SSH No Bajo Si No
SAGE No NA No Si
Microarreglos | Generalmente NA No Si
no
Tabla 1.3 Comparacion de diferentes técnicas de andlisis de la expresion diferencial. Tomada de

66

1.15 Despliegue Diferencial

Es una técnica desarrollada por Liang P y Stein J (1992), para estudiar la
expresion genética en organismos eucariontes, ésta técnica ha producido una
enorme cantidad de literatura desde su aparicidn, es utilizada en la investigacién
primaria y en el diagndstico de algunas enfermedades. Su poder reside en la
combinacién de tres técnicas utilizadas frecuentemente en Biologia Molecular
que permiten visualizar y comparar patrones de expresién genética entre dos o
m4ds muestras. Requiere de una retro-transcripciéon de RNA poliadenilado, una
PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) del transcrito inverso
complementario cDNA utilizando cebadores (Oligo-dT) y gel de electroforesis
de poliacrilamida (PAGE).*®

Primero, el RNA total es retro-transcrito utilizando una transcriptasa inversa
con cebadores disefiados para empalmarse con el extremo 3’ de poli-A de la
poblacién de RNA mensajero (mRNA). El resultado es un ¢cDNA que serd
después utilizado como templado en la PCR, utilizando cebadores que también
se empalman al extremo 3’ de poli-A (Oligo-dT) en combinacién con cebadores
universales (Primer P) (en la figura 1.3 se observa un diagrama detallado desde
la sintesis de primera cadena hasta el Despliegue Diferencial). El producto es
desnaturalizado y visualizado en wun Gel Desnaturalizante de Urea
Poliacrilamida (PAGE) tefiido con Nitrato de Plata (AgNO,) en dénde se aprecia

la expresion diferencial por medio de huellas de DNA (DNA fingerprints). En el




gel las DNA fingerprints son entonces ficilmente comparadas y las diferencias
en la expresion pueden apreciarse. Los genes responsables de esa expresion
pueden ser aislados y caracterizados. Las bandas de los DNA fingerprints son
seleccionadas cuidadosamente, se cortan del gel, se reamplifican por PCR para
confirmar su aparicién, luego pueden ser ligadas a un vector de clonacién,
insertadas por transformacién a bacterias quimicamente competentes Yy
mandadas a secuenciar.”**

Esta técnica posee grandes ventajas para la evaluacion de la expresion
diferencial, se pueden analizar cualquier nimero de muestras, se detecta
expresion rio arriba y rio abajo (5<——9%’), se requiere poca cantidad de RNA
(s5Ug para 240 reacciones), se detectan diferencias una por una pero pueden ser
una o mas, el umbral de deteccién es de bajo a medio, es una técnica de baja
complejidad, tiene la capacidad de detectar genes nuevos, pero tiene la gran
desventaja de generar falsos positivos. Sin embargo por medio de la clonacién
del segmento en bacterias transformadas, la secuenciacién y la confirmacién por
PCR-Tiempo Real se validan los resultados obtenidos. *

En este trabajo se eligié esta herramienta como un método vélido para el
andlisis de la expresién diferencial en L .vannamei pues se desconoce hasta la

fecha el transcriptoma de éstos organismos.



Figura 1.3 Esquema detallado de la sintesis del cDNA a partir del RNA total y el protocolo del

Despliegue Diferencial.
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1. MATERIAL Y METODOS

1.1 Lugar e instalaciones

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI), Facultad de Ciencias de
la UNAM en Sisal, Yucatdn, que se encuentra entre las coordenadas 2110'02”

Norte y 9o’ 01’50” Este.
1.2 Material biolégico

Se emplearon muestras congeladas de animales de un experimento previo® 7
identificados como Litopenaeus vannamei que provenian de La Paz, Baja
California, de la empresa “Acuicultores del Pacifico”, que posteriormente fueron
transportados a Tabasco, a la granja camaronera “Hermanos Pefia Benitez”, en
donde se llevo a cabo la cria larval mediante el método de Galveston (Smith, et
al, 1993), 10 0oo individuos llegaron a la UMDI en estadio de postlarva (PL) 15.
En esta etapa, su alimentacion const6 de Artemia salina (3naup/ml), microalgas
Tetraselmis chuii (20,000cel/ml) y pellet (40% de proteina animal, tamizado a
menos de 35oum). Se mantuvieron en estas condiciones hasta llegar a PL25. Una
vez en PL25 hasta Juveniles tempranos comenzaron a alimentarse con las dietas

presentadas en la Tabla 3.°>7
1.3Dispositivo experimental

El experimento consté de dos fases. La primera, con una duracion de 36 dias
en los cuales se administraron dos dietas, una con origen proteico vegetal y la
otra con origen proteico animal. La segunda fase tuvo una duracién de 54 dias,
en donde se invirtieron las dietas de la mitad de los animales de cada
tratamiento como se explica en la Figura 4.1, obteniendo asi cuatro grupos: los
camarones alimentados en la primera y segunda fase con la dieta animal (AA),
los camarones alimentados en la primera fase con la dieta animal y en la
segunda fase con la dieta vegetal (AV), los camarones alimentados en la primera
y segunda fase con la dieta vegetal (VV), y los camarones alimentados en la
primera fase con la dieta vegetal y en la segunda fase con la dieta animal (VA).

Para confirmar que los patrones de expresion se deban a la Fuente de Origen de



la Proteina de la Dieta (FOPV), se compararon los grupos: AA contra AV, y VV
contra VA.

Los camarones se mantuvieron bajo condiciones de fotoperiodo idénticas (12
horas luz:12 horas obscuridad), se alimentaron 3 veces al dia, se controlaron:

salinidad 28 ppm, temperatura, oxigeno disuelto constantes.

Diserio del Experimento

Cambio de dietas.

Figura 4.1. Esquema del disefio del experimento.

1.4Las dietas

El alimento ofrecido tiene que tener caracteristicas particulares para que el
camardn lo ingiera debido a que es un alimento artificial que el animal no
reconoce como su fuente de nutrimentos. Por ello se han estudiado
ampliamente éstas particulares originando algunos puntos con que el alimento
debe cumplir ademds de los requerimientos nutricionales del camarén en el
estado y condicién en que se encuentre, con otras caracteristicas tales como:
tamafio de particula (<500Lll), flotabilidad, textura, microaglutinacién,
atrayentes

Las dietas fueron disefiadas por la Dra. Gabriela Gaxiola con base a los
requerimientos 6ptimos de proteina reportados para L. vannamei (45% PC). La
intencidén fue tener dos dietas idénticas en cuanto a valor nutricional variando la
fuente de origen de la proteina por medio de la incorporacién de ingredientes de
origen vegetal (concentrado proteico de soya, concentrado proteico de papa,
gluten de trigo y alga espirulina), por los de origen animal (harina de calamar),
sin embargo la dieta vegetal incluye 9% de hidrolizado proteico de pescado

LT(low temperature) como atrayente, Ver Tabla 4.1, para que el camarén se



interese por el alimento ofrecido, pues se trata de un ingrediente con proteinas
hidrolizadas (aminodcidos y 4cidos nucleicos libres) de bajo peso molecular que
promueven la quimirecepcién a larga distancia por estimulos sobre las antenas y
anténulas en el camardén, pero el porcentaje tan bajo de inclusién de este
ingrediente no contribuye significativamente al aporte de proteina

metabolizable en la dieta vegetal.>'"*

Porcentajes de Inclusién de los Ingredientes en la
Dieta
Dieta Dieta
Ingredientes Animal Vegetal
(Calamar) (Cocktail)
Hidrolizado proteico de pescado LT 16 % 9 %
Pasta de soya 15% 0.0%
Harina de Trigo 14% 10,5 %
Harina de calamar 30% 0.0%
Concentrado proteico de Soya 0.0% 30 %
Concentrado proteico de Papa 0.0% 5 %
Gluten de Trigo 0.0% 9 %
Alga espirulina (Spirulina maxima) 0.0% 9 %
Aceite de Bacalao 3.5 % 5 %
Lecitina de Soya 2 % 2 %
Colesterol 0.5 % 0.5 %
Almidén 14.4714 % 16.05 %
Vitamina C 0.0286 % 0.45 %
Vitaminas 2 % 1%
Aglutinante 1% 1%
Zeolita (Marcador para digestibilidad) 1.5 % 1.5 %
Total 100 % 100 %

Tabla 4.1 Tabla que muestra composicién y proporcién de ingredientes que componen las dietas

con que fueron alimentados los juveniles para este experimento.

Adn con ingredientes distintos, se puede ajustar el valor nutrimental de las

diferentes dietas por medio de la estimacién de los nutrimentos contenidos en



Valor Nutricional de las Dietas
Nutrimento Animal Vegetal (Cocktail)
(Calamar)
Lipidos 9.42 % 9.92 %
Carbohidratos 25.25 % 24.64 %
Proteina Cruda 46.81 % 43.56%
Energia Digerible 17 15
kJ/g

los ingredientes que las componen. Como se observa en la tabla 4.2, se

consideran dietas isoproteicas e isoenergéticas.

Tabla 4.2. Valor Nutricional de dietas, obtenido por AQP de una muestra de cada una una vez ya

elaboradas.
1.5 Eleccién del estadio de muda

Fenémenos como la muda parecen estar basados en los ritmos endégenos de
crecimiento, sensibilidad a la luz y en los ritmos circadianos . Este proceso junto
con el de la reproduccion, son los dos eventos fundamentales en la vida de los
crustdceos. Los cambios estructurales y morfolégicos que operan durante el
ciclo de muda se reflejan en variaciones bioquimicas y fisioldgicas en diferentes

tejidos, especialmente en la hemolinfa y el HP. En el momento de la ecdisis, el



agua es un constituyente necesario para el aumento de volumen del organismo
antes de empezar el proceso de mineralizacién del nuevo exoesqueleto,
asimismo durante el ciclo de muda, las reservas orgénicas se guardan y se
transportan, entre otras cosas, para ser usadas en este proceso de formacién del
nuevo exoesqueleto. *

Debido a que se ha reportado expresion diferencial en enzimas digestivas dada
por el ciclo de muda se tuvo que escoger un estadio para eliminar este factor en
el estudio. ¥

Se decidi6 estudiar a los camarones en estadio C o intermuda, porque es la
etapa del ciclo de la muda donde el camarén ingiere alimento y lo metaboliza
de manera estdndar.

El estadio de muda se determiné observando un urépodo al microscopio
siguiendo el protocolo descrito por Robertson et al, 1987.

Se tomaron muestras de dos tejidos: HP y musculo de los juveniles en estadio
“C” en el momento del sacrificio e inmediatamente se congelaron en Nitrégeno
liquido
(+70°C).

1.6 Obtencién del RNA total

Se obtuvo el RNA total de cada tejido de acuerdo a la variacién del protocolo
de Chomczynski, 1993; Valenzuela et al, 2005 con el uso de:

e Trizol (Tiocianato de Guanidina 0.8M, Tiocianato de Amonio o0.4M,
Acetato de Sodio 0.1M pH 5.0, Glicerol 5% y Rojo de Fenol 0.1%), para la
lisis celular de la membrana plasmdtica, como agente caotrépico para la
desnaturalizacion de proteinas y solubilizacién del tejido.

* Cloroformo:Alcohol Isoamilico (24:1) para separar los compuestos
fenélicos, carbohidratos, lipidos y proteinas y precipitar los Acidos
Nucléicos.

* Isopropanol para precipitar el RNA total.

» Citrato de sodio 0.8 M/Cloruro de Sodio 1M, que brinda al RNA total una
mayor densidad para poder ser separado del DNA gendémico.

* Cloruro de Litio y Acetato de Sodio, para la limpieza final y purificacién
del RNA total



Los RNA’s de cada tejido se suspendieron en Agua Tratada con
Dietilpirocarbonato (H,OTx ¢/DEPC), la mayor dificultad en la extraccién del
RNA es evitar la contaminaciéon con RNAsa, una enzima muy estable que no
requiere cofactores para su funcién. Por lo tanto, todas las soluciones se
prepararon con agua tratada con DEPC (0.1% v/v, esterilizada) con la finalidad de
inactivar las ribonucleasas por modificacién covalente, el DEPC es un agente
alquilante muy activo con capacidad para alquilar los aminodcidos de las
proteinas, alterando su estructura y en consecuencia su actividad biolégica,
produce una etoxiformacién de los residuos de histidina de las RNAsas,
destruyendo su actividad hidrolitica. Los materiales resistentes al calor se
muflearon a 500°C por 4 horas y los de plastico se trataron con Hidréxido de

Sodio al 5% por 3 horas y luego enjuagados con H,OTx ¢/DEPC.

1.7 Cuantificacién/Evaluacién de la Calidad del
RNA

La concentracion y pureza fueron determinados por un espectrofotémetro de
absorbancia UV (260 y 28onm). Los dcidos nucleicos tienen un mdéximo de
absorcién a una longitud de onda de 26onm y las proteinas a 28onm, la relacién
entre estas dos lecturas da un cociente que se utiliza como referencia para saber
si hay contaminacién proteinas y sales (23onm). La relacién A,,/A, del RNA
debe estar cerca de 2.”

La integridad del RNA se verificé usando electroforesis en geles de agarosa
ultrapura al 12% con Buffer TAE 1x (5;omM Tris, 1mM Acido acético, 2mM
EDTA pHS8.5), cargando 1jl de RNA con 21l de Buffer de Carga (Glicerol 30% en
agua tratada con DEPC, 0.25% azul de bromofenol, 0.25% bromuro de etidio) ya
que aunque se tenga cuantificado y esté libre de DNA, no se descarta que pueda
estar degradado. La visualizacién por el transiluminador de luz UV confirmé el
fraccionamiento del RNA total de acuerdo a su peso molecular y en todos los
casos del tejido muscular se observaron bandas correspondientes al RNA
ribosomal de las subunidades 28S y 18S, los hepatopdncreas mostraban un
barrido que indicé que habia demasiada cantidad de RNA total, por lo que se
realizaron diluciones hasta obtener definicién en las bandas con la dilucién
1:10.% ™™ Todas las muestras se ajustaron por medio de diluciones hasta obtener

la misma concentracién (1ug/ul) de RNA.



1.8 Elaboracién de pooles por tratamiento

Una vez homogeneizadas las concentraciones de RNA, se prosigui6 a realizar
una mezcla con todos los individuos que pertenecieran al mismo tratamiento
para cada tejido. Asi se formaron pooles de los 4 tratamientos (AA, AV, VV, VA)

con los 2 tejidos (musculo y HP).

1.9 RT-PCR para la obtencién de cDNA y PCR

para el Despliegue Diferencial

Por medio de una RT-polimerasa (SuperScript'™ III One-Step, Invitrogen
CatNo.12574-026) se obtuvo a partir de 2ul de los pooles de RNA para cada
tratamiento la sintesis de primera cadena de cDNA con un cebador Oligo-{dT]
convencional, ésta poblacion de cDNA’s de cadena sencilla resultante se
amplificé por PCR de larga distancia por la Platinum® Taq DNA Polimerasa en
la misma reaccién. Se utilizaron 5 combinaciones con 5 cebadores arbitrarios P

(28UM) y 3 cebadores Oligo-dT de anclaje T (25 UM).

Reaccion de PCR con One-Step, Invitrogen

1 Rxn [Final]
2x Reaction Mix (buffer con o.1mM de cada 10pl 1X
dNTP, 3.2 mM MgSO,)
RNA [1pg/ul] 1l 1Ug
Cebador de anclaje [28 M/ul] o.5ul 1.4 UM
Cebador Oligo-[dT][26 uM/ul] o.5ul 1.4 UM
SuperScript™ III RT/ Platinum® Taq Pol. 0.8ul
Agua Sigma 7.2l cbp
TOTAL 20l

Para la confirmacién de las bandas diferenciales y evadir los falsos positivos
por posicién en el termociclador, se corrieron las muestras por duplicado, es
decir, de la reaccion final de 20pl se colocaron 10l en un tubo y el restante
como su réplica.

El control de DNA se hizo para cada combinacién de cebadores con una
mezcla de cada uno de los pooles correspondientes a las dietas AA, AV, VVy VA
de cada tejido por medio de la PCR con una DNApolimerasa III (2xReadyMix



JumpStar Taq, Sigma No.Cat.Pog82 7.5ul, Mix de los pooles de RNA 1, cebador
de anclaje 1pl, cebador Oligo[dT] 1pl, Agua Sigma 4.5ul, con un volumen final
de 10l por reaccién) y se colocé en el termociclador con el mismo ciclo del
Despliegue Diferencial (1x (55°C 30’,), 1x(94°C 5, 40°C 5, 68°C 5'), 2x(94°C 2’, 40°C
5, 68°C 5), 35x(94°C 1, 60°C 1’, 68°C 2°), 1x(10’), 1x(4°C ).

Los cebadores P arbitrarios fueron disefiados por la empresa CLONTECH y
sintetizados por el IBT-UNAM en Cuernavaca, Morelos con base en la
secuencias nucleotidicas de motivos cominmente encontrados en las regiones
codificantes de los mRNA'’s eucariontes. Debido a que estos cebadores son mads
largos que los usados comtinmente, el paso de alineamiento (o hibridaciéon) en
los ciclos de PCR puede efectuarse a temperaturas mas altas, lo cual disminuye
el fondo inespecifico. Ademads el proceso de PCR de larga distancia reduce el
numero de ciclos en la PCR con lo cual disminuye las mutaciones en las
secuencias de cDNA.

Los cebadores Oligo{dT] de anclaje son especificos para seleccionar
poblaciones de mRNA exclusivamente por tener en su extremos 3 una
secuencia de g bases repetitivas (Timinas) que se unen a las colas de Poli-A de
los mRNA’s maduros.

Las combinaciones entre los cebadores se realizaron al azahar, en donde:

Cebadores Arbitrarios utilizados en el Despliegue

Diferencial
Identificacién Secuencia (5" - 3’) Concentracién
(PM/u1)
P1 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGGA 28
P3 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGTGG 25.01
P5 ATTAACCCTCACTAAAGATCTGACTG 26.45
P6 ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTG 27.30

Cebadores de anclaje Oligo-[dT] utilizados en el

Despliegue Diferencial

Identificacién Secuencia (5 - 3’) Concentracién




(LM)
T1 CATTATGCTGAGTGATATCTTITTITITTAA 25.2
T2 CATTATGCTGAGTGATATCTTTIITTITTAC 21
T4 CATTATGCTGAGTGATATCTTITTITITICA 2651
T6 CATTATGCTGAGTGATATCTITITITITICG 24.66
T7 CATTATGCTGAGTGATATCTITITITITIGA 2859

1.10 Electroforesis del Gel de Poli-Acrilamida PAGE

A los productos de la PCR se les adicion6 1/3 del volumen final de cada
reaccion (10pl) de Solucién de Paro (1omM NaOH, 0.05% Xylene cianol, 0.05%
Azul de bromofenol, 95% Formamida) y se desnaturalizaron a 94°C por 3
minutos e inmediatamente se metieron al hielo frapé.

El gel desnautalizante de Poliacrilamida Urea (7M Urea, TBE 1x, Acrilamida-
Bisacilamida (39:1) 6%, TEMED 215ul, Persulfato de Amonio 0.1% 365 pl) se
precorrié a 33mA (potencial constante) por 1 hora con buffer TBE (45mM Tris,
45mM Acido Bérico, 0.;M EDTA pH 8.0), se lavaron perfectamente los pozos y se
cargaron 5l del cDNA d/s desnaturalizado. Para correr en la electroforesis con
TBE 1x a 70 W (corriente constante) por 3:15 horas siguiendo el protocolo
descrito por Liang-Perg 1992.”

El PAGE se tifi6 con Nitrato de Plata y se revel6 con Carbonato de Sodio para
ser observado en un transiluminador de luz blanca donde se fotografi6 y se

recuperaron todas las fingerprints de cDNA expresadas diferencialmente.”
1.11 Reamplificacién de las bandas diferenciales

Las bandas identificadas como diferenciales fueron escindidas del gel y
eluidas en 200l Agua Sigma para resuspender el cDNA por calentamiento 94°C
15, esta suspension se tomé como templado para la PCR.”

La reamplificacién se llevé a cabo en reacciones con: 2xReadyMix JumpStar
Taq, Sigma No.CatPog82 5ul, cDNA templado [5-10ng/ul] 4.7ul, cebador de
anclaje o.15uM, cebador Oligo{dT] 0.15uM, con un volumen final de 1opl. Las
condiciones de la amplificacién fueron: 1x (94°C 5’), 20x (94°C 1, 60), 1x(68°C 10’).
Los productos de esta PCR fueron visualizados en geles de Agarosa ultrapura al
2% con Bromuro de Etidio. Las bandas reamplificadas de los tamarfios esperados

fueron confirmadas como positivas.




112 Ligacién del segmento de interés al vector de clonacién

Se procedié a ligar los productos de PCR confirmados en vectores de
clonacién PGEM®-T easy, Promega (Cat.No. A1360) como especifica el proveedor
(2x Rapad Ligation Buffer, T4 DNA Ligasa 5pl, PGEM®-T easy 1ul, T4 DNA
Ligasa 1l y producto de la reamplificacion por PCR 1l en 1oul de Agua
ultrapura) durante toda la noche a 4°C para aumentar la eficiencia de la
ligacién. Se tomaron s5ul de la ligacién para transformar bacterias E.coli DHs,
previamente preparadas quimicamente con Cloruro de Rubidio (TfbI, TfbII)
para transformarlas por medio de Choque Térmico (42°C 50" — 4°C 2’), se
extendieron en cajas preparadas con medio Psi () (Extracto de levadura 5g,
Tryptona 20g, Sulfato de Mg 5g y Agar 15g /por Litro, pH 7.6) con Ampicilina
(1omg/ml) y X-gal (20ul) y se dejaron incubando a 37°C por 16 horas.

Como vehiculo de expresién de los productos clonados se utiliz6 el vector de
clonacién PGEM®-T easy, Promega (Cat.No. A1360) estd flanqueado por sitios de
reconocimiento para EcoRI y Notl, contiene un gen de resistencia contra la
Ampicilina (Amp") y una delecién en la regioén 5 del gen LacZ para la f3-
galactosidasa (ver Figura 4.2) que permite hacer la seleccién de colonias por
color, pues el fragmento insertado permite la inactivacién del péptido y no es
posible ver el croméforo X-gal. Las bacterias que incorporaron el vector sin
inserto fueron o-complementadas, degradaron el X-gal (se ven azules) y no
fueron seleccionadas. Las colonias blancas que acoplaron el vector sin o-
complementacién fueron tomadas como positivas. Se sembraron 5 colonias
positivas por cada caja, es decir, por cada banda en tubos con medio 1 por 12
horas a 37°C, 250rpm y se extrajeron los pldsmidos clonados por el método de
Mini-preparacién por lisis alcalina con recuperacién por Silica. Se linearizaron
los vectores y se corrobord la presencia del inserto por medio de la digestion con

la enzima de restriccién EcoRlI, visualizados en geles de agarosa al 1%.7%77
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Figura 4.2. Mapa y puntos secuencia de referencia del vector de clonacién pGEM® T-Easy
1.13 Anadlisis Bioinformadtico

Los fragmentos clonados fueron secuenciados por medio de la Degradacién
de Edman con un secuenciador automdtico por el Instituto de Biotecnologia de
la UNAM, en Cuernavaca, Morelos. Las secuencias fueron analizadas en
buasqueda de homologia en el sitio Web del Centro Nacional para Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) por medio de dos herramientas de la familia BLAST

(www.ncbinlm.nih.gov), que hacen una btsqueda en la base de datos del Gene

Bank para obtener los valores de E y el porcentaje de homologia. El blastn hace
comparaciones entre las secuencias obtenidas y la base de datos, base a base, es
decir compara secuencias de nucléotidos, y el blastx traduce en los seis marcos
de lectura las secuencias a sus correspondientes aminodcidos y compara contra
una base de datos no redundante del NCBI proteina a proteina identificando con

mayor sensibilidad las de marcos de lectura mas significativos.

La metodogia utilizada fue sintetizada en un esquema para su visualizacién

global. Ver figura 4.3
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1. RESULTADOS

1.10btencién de RNA

Se obtuvo el RNA total de cada camardén de un segmento de hepatopédncreas
(1,1454g+0,99) y otro de musculo (0,4431g+0,05) por medio de la extraccién con
TRIZOL, se corrobord la viabilidad del RNA por medio de electroforesis en geles
de agarosa al 1.2%. En el musculo se definieron perfectamente las subunidades
ribosomales 18S y 28S en dos bandas, Figura 5.1 con rango de intensidad de 1.5:1.
En el HP la considerable cantidad de RNA no permitié en un primer intento
observar éstas subunidades, Figura 5.2 por ello después de la cuantificacién se

hicieron diluciones hasta obtener la misma cantidad de RNA total por muestra.

Fig. 5.1 Eficiencia de la extraccién de RNA total por medio de
la observacién en un transiluminador de luz UV. Las flechas

sefialan las bandas correspondientes a las subunidades

ribosomales 18S y 28S con una intensidad de 1:3, carriles del 1
al 5 RNA de musculo.

1.2Cuantificacién del RNA y preparaciéon de pooles

Por medio de un espectrotofémetro de luz UV-Visible se tomaron lecturas a
una absorbancia de 260 y 280 nm para cuantificar el RNA y deducir si habia
presencia de proteinas. Tomando en cuenta que 1 unidad A,, de ssRNA =
4opg/ml y la relacion debe estar cercana a 2. Las concentraciones oscilaban entre
18,08ug/ml + 3,00 para los HP y 1,23ug/ml + 0,29 en el caso de los musculos. Se
hicieron diluciones en los HP hasta obtener

1ug/ml. La relacion fue de 2 + 0.02.

Fig 5.2. RNA total de los HP. En los carriles 1,2, 3,4y 7




se realizaron diluciones, en los carriles 5y 6 se observa el barrido de los HP por la considerable
cantidad de RNA extraida.

1.3Despliegue Diferencial en Hepatopdncreas

Se analizaron siete combinaciones de cuatro cebadores universales o
aleatorios (cebador P) y cuatro cebadores de anclaje Oligo-{dT] (Cebador T) con
Poli-T. Se generaron un total de 446 bandas, 63.71 bandas por pareja de
cebadores. De las cuales 52 de 192 bandas se expresan diferencialmente en los
pooles correspondientes a muestras de individuos que han consumido primero
proteina animal y luego trocado a proteina vegetal y 47 de 254 en camarones que
consumieron primero proteina vegetal y después cambiado a proteina animal, lo
que parece ser un efecto de la fuente de origen de la proteina en la expresion de
determinados genes.

Se cortaron y reamplificaron por PCR el 33% de las bandas diferenciales entre

los cuatro tratamientos. Ver Figura 5.3.

AA*  AA* AV* AV*  VV* VVW* VA * VA*
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Fig 5.3 Expresién diferencial entre los diferentes tratamientos, las comparaciones se hicieron
como se muestra en los recuadros, las bandas fueron escindidas para la reamplificacién por PCR.
Los asteriscos indican que se trata de pooles de hepatopancreas. Gel desnaturalizante de

poliacrilamida-urea 7M por electroforesis a 7ow 3:15 hrs tefiido con AgNo,

Se mandaron secuenciar el 45% de las bandas clonadas y se lograron obtener

el 33% de las clonas (tabla 5.1)

Tabla 5.1 Bandas Resultantes del DD en
Hepatopédncreas

Juego de | Bandas Bandas Bandas Bandas Bandas

cebadores | Totales [diferenciales |reamplificadas| clonadas |secuenciadas
P1-T1 54 21 5 3 2
P3-T2 32 o o o o
P3-T4 25 12 1 4 1
P3-T7 50 20 9 o o
P5-T7 50 1 o o
P6-T1 131 3 3 2
P6-T7 104 32 5 o

TOTAL 446 99 33 15 5




Tabla 51 Se analizaron en HP siete combinaciones de cuatro cebadores universales y cuatro

cebadores de anclaje Oligo-[dT] con Poli-A obteniéndose los resultados presentados en esta tabla.

1.4 Despliegue Diferencial en Musculo

Se utilizaron en musculo, seis combinaciones de cuatro cebadores P y cuatro
cebadores T. Se generaron un total de 460 bandas totales de las que sdlo 160 se
expresan diferencialmente. De éstas 61 de 234 se manifiestan con diferentes
niveles de transcripcién en el tratamiento de camarones alimentados primero
con protefna animal y luego cambiados a proteina vegetal y 48 de 226 bandas
revelan modificacién en la tasa de transcritos de los camarones que
consumieron primero proteina vegetal y después cambiado a proteina animal, lo
que se entiende como un efecto de la fuente de origen de la proteina de la dieta
en la expresion de determinados genes. Se cortaron y reamplificaron por PCR
33% de las bandas diferenciales totales, de ésas hebras se clonaron 39% en
bacterias E.coli DH50. y de las clonas mandadas a secuenciar se recibieron el 40%
en secuencias (ver tabla 52) que fueron usadas como templado para la
comparacién con otras secuencias de la base de datos del Gene Bank con el fin

de encontrar a que gen corresponden.

Tabla 5.2 Bandas Resultantes del DD en Musculo
Juego de | Bandas Bandas Bandas Bandas Bandas
cebadores | Totales [diferenciales|reamplificadas| clonadas |secuenciadas

P1-T1 77 20 3 o] (o]
P3-T7 45 8 6 6 1
P5-T2 64 19 o] o] (o]
P5-T6 101 32 15 2 1
P6-T1 43 4 o] o] (o]
P5-T7 130 26 12 2 2
TOTAL 460 109 36 10 4
1.5;PAGE

El efecto de las dietas vegetales sobre los juveniles tempranos de Litopenaeus
vannamei en la trascripcion del mRNA se pudo observar (Figura 5.3) en geles de
poliacrilamida-urea tefiidos con AgNO, fotografiados con una cdmara digital
FinePix Egoo, transformadas por GIMP a .TIF y analizadas por Quantity One®
Version 4.2.3 haciendo comparaciones AA contra AV y VV contra VA, es decir

comprando si el cambio de dieta provoca diferencias frente a camarones que



siempre comieron lo mismo y si estas diferencias estdn dadas por la fuente de

origen de la proteina de la dieta.

Los resultados de los geles de poliacrilamida muestran diferencias en los
patrones de bandeo de los camarones que sufrieron un cambio en su
alimentacién (AV y VA) con respecto a los que fueron alimentados siempre con
la misma dieta (AA y VV). Se observan cDNA’s de mRNA’s que no cambian, se
consideraron como constitutivos y otros fingerprints que se expresan
diferencialmente bajo tres categorias: induccién, supresién, modificacién en la
tasa de transcripcion (entendido como aumento o disminucién). Se compararon
los pooles de camarones a los que se les cambi6 la dieta en el tiempo 1 (36 dias)
que tuviesen una expresion diferencial en ambas réplicas con respecto al pool de
camarones que se alimentaron siempre con la misma dieta para poder observar
el efecto de la proteina dietética en la poblacién de mRNA, entendiéndose la
manifestacién diferencial de la expresién como una de presencia-asusencia o
como una intensidad variable de la banda entre los diferentes tratamientos,

siendo coincidentes con su repeticién, en todas las muestras de cada grupo

v
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Figura 53 Detalle del Gel 8 del Despliegue
Diferencial (DD) en muestras de hepatopdncreas

(HP) de juveniles Litopenaeus vannamei de los

tratamientos AA (carril 3 y 4), AV (carril 5y 6), VV
(carril 7 y 8), VA (carril 9 y 10), el carril 1 es el
marcador de peso molecular de 100pb. Las lineas

rojas horizontales muestran las bandas totales

detectadas por el programa Quantity One ® 4.2.3 para
DD.




Fig 54 La modificacién en los niveles de transcripcion fue detectada por medio de la
electroforesis de geles poliacrilamida tefiidos con AgNO,, para ver las diferencias a nivel
molecular ocasionados por los nutrientes de la dieta. Las muestras de musculo son del carril 1 al
12, las de HP del 13 al 20 en el orden AA, AV, VV y VA. Las flechas indican algunas de las bandas

diferenciales, las mas significativas.

1.6 Tabla de Secuencias

Se mandaron secuenciar 25 bandas corroboradas por digestién con enzimas
de restriccién, el secuenciador automético no encontré segmento en algunas, en
otras se registr6 secuencia del vector. Los 10 archivos con inserto fueron
limpiados alineando los extremos romos del vector hacia 3’ y 5, y con los
cebadores correspondientes. Una vez localizados se extrajo la secuencia limpia y
se utiliz6 como templado para buscar sus homdlogos en el Blastn.

Se lograron obtener las series presentadas en la tabla 4.2. En la mayoria de los
casos corresponden a un gen con funcién conocida, sin embargo también se

obtuvieron secuencias que no estdn registradas en la base de datos.



Tabla 5.2 Nombre y funcién de las secuencias encontradas en el DD

Tamafio
ID PPCH Locus | Valor E |Homologia pb
LVis Quitinasa de L. vannamei EU381118.1 | 7,00E-176 100% 542
LVi Inhibidor de proteina STAT DQ858917 | 6,00E-110 99% 433
Gabogs Bacteria no cultivable EF446186.1 | 3,00E-72 94% 277
G422 Quitinasa de RNAm EU381118.1 | 5,00E-46 96% 115
Transposasa de Listonella
G420™ anguillarum CAL47051 | 3.00E-04 47.8 146
Gs;HAM Proteina promotora Otgi4 AF107591 | 4,00E-05 100% 56
G214AM Promotor de Interfer6n AFo026945.1 | 9,00E-05 100% 59
G425 Miosina de cadena pesada AF107585.1 | 3,00E-04 100% 115
GCBAM Cinasa tipo I AF107592.1 | 4,00E-04 100% 158
G243AM | No reportada en la base de datos 403
Tabla 5.2 Series obtenidas de la btisqueda con secuencias homdlogas por el programa Blastn.

PPCH, Probable proteina de combinacién homdloga. * La secuencia G420 se analizé con Blastx

con un store de 47.8 bits.

1.7 Andlisis Bioinformadtico

Las bandas resultantes fueron alineadas con la secuencia completa de

nucledtidos de la proteina probable de correspondencia por su homologia para

encontrar su semejanza a genes de los que posiblemente formen parte (cuando

se conocen) y su funcidn, el acceso de GeneBank estd indicado en la columna de

Locus de la tabla 5.2. En la tabla 53 se muestran las correspondencias con

respecto a la expresién diferencial de las bandas tomadas de los PAG's.

Tabla 5.3 Tipo de Expresién Diferencial
ID PPCH Tejido |[Dieta |ED |Primers
LVi3 Quitinasa de L. vannamei hp VA a P1-T1
LVa Inhibidor de proteina STAT hp AV a P1-T1
Gabog Bacteria no cultivable hp VA p fD1rD1
G422 Quitinasa de RNAm hp VA a P6-T1
Transposasa de Listonella
G420 anguillarum hp AV i P6-T1
Gs5HAM | Proteina promotora Otgi4mRNA hp VA i P3-T4
G214AM Promotor de Interferén mm VA se P5-T7
G425 Miosina de cadena pesada mm VA se P5-T6




GCBAM Cinasa tipo I mm AV se P6-T7

G243AM | No reportada en la base de datos | mm VA 1 P3-T7

Tabla 5.3 Lista de las secuencias reportadas en este trabajo indicando el tejido del que fueron
obtenidos, el tratamiento, la expresién diferencial que presentaron y los primers con que se
encontraron dichas secuencias del Despliegue Diferencial. Donde ed corresponde a expresién
diferencial, hp, a hepatopdncreas, mm a miusculo, i, inducido, a, ausente, se, sobreexpresado y p,

prese nte.

La secuencia LV13 y G422 encontrados en el HP de camarones alimentados
con proteina animal, no importando si la comiesen siempre, se modificara la
dieta o no, son dos fragmentos correspondientes a un mismo gen de L.
vannamei que pertenecen a dominios distintos ya que distan 449 kb del clon de
referencia EU381118.1 para la Quitinasa encontrados con juegos de cabadores
distintos: P1-T1 y P5-T7 respectivamente. En la figura 55 se puede observar el
alineamiento de la secuencia completa del gen que codifica para la Quitinasa
con respecto a las secuencias LV13 y G422 obtenidas experimentalmente a partir
del tratamiento AA registrado como inducido para VA, los pooles de la dieta VV

no presentaban esta banda.

La banda LV1 corresponde a una parte del gen que promueve la sintesis de
una proteina reguladora de la trascripcion fue encontrada con la combinacién
P1-T1 y su valor E es de 6E-110, se registra tomada de AA pero ausente con

respecto a AV.

La banda G214AM corresponde a una secuencia intergénica de una region
que codifica para una proteina promotora de Inferferén: cig64, ésta proteina es
un componente fundamental en la respuesta inmune y muy conservada en
todas las especies el fragmento de 59 pares de bases fue obtenido de tejido
muscular del pool de animales alimentados con el tratamiento VA registrado

como sobreexpresado. La figura 5.6 corresponde a su alineamiento.

La secuencia G425 proveniente de tejido muscular con sus escasas 115 bases
homologa al 100% con una parte del gen para la cadena pesada de la miosina, se
reconocié como diferencial por sobreexpresion de VA contra VV y fue hallada

con la combinacién P5-T7.

La secuencia GsHAM corresponde a un fragmento de un mensajero Otgi4

encontrado por Despliegue Diferencial en HP de 422pb de las cuales se




obtuvieron 56pb que empalman al 100% en la secuencia reportada en el Gen

Bank con el locus AF100328.
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Figura 5.5 Alineamiento de la secuencia completa del gen de L.vannamei para la quitinasa con

las secuencias LV13 y G422, Se observan las coincidencias de cada segmento con respecto al gen

de referencia,

sus tamarios, el sitio de homologia y las regiones heterogéneas. Esta imagen fue

obtenida con el programa Multalin de F. CORPET. @)

La secuencia de la banda G420 obtenida del HP de juveniles alimentados con

dieta vegetal, se analiz6 con la herramienta Blastx del NCBI en una base no-

redundante de proteinas en sus seis posibles marcos de lectura y se encontrd

homologia con una transposasa de Listonella anguillarum, con un store de 47.8

bits, un valor de E de 3e-04, una identidad del 100% y 0% de gaps. Por lo que se

decidi6 dirigir la busqueda por medio de cebadores especificos para eubacterias



con el fin de corroborar o descartar esa informacién. Producto de ésta busqueda
con los cebadores fDi1-rD1 se hallé la banda Gabo3. Se mandé secuenciar el
producto del PCR con los cDNA’s de los pooles de los HP obteniendo una banda
visualizada en agarosa de 1600pb de los cuales se obtuvieron sélo 146pb, éstos

homologan con el 16S ribosomal de una bacteria no cultivable.

La serie con identificacion GCBAM parece ser parte de un gen que codifica

para un segmento parcial del mRNA de cinasa I que tiene regiones conservadas.

Para la secuencia G243AM de 403 pb no se encontraron homdélogos en la base
de datos ni como secuencia de nucledtidos ni como sus seis posibles dominios

traducidos en la base de proteinas.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
sec
cighd TCCGATTATTARCCCTCACTARAGCACCGTCCARGTTTATTTGTGGCATTTTATGACTACCARGCATACCCAGAGTACCTTATTACGTTTAGAAAATAACACTTTGGTATCCTTCCCACARARTTATTCT
LONSENSUS  4urarecrrsssosssssesrssssesssssesssstessssssessstesessssessstssessssssestssesettstetestssetsststeststeteststetestssersssssertasere
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1
1
sec AGTCAGATCTTTAGTGAGGGTTARTAR
cigbd CCATTTGTACATATCTAGTTGTARRACARGTTTTAGCTTTTTTTTITARTTCCTCTTAACAGATTTTTCTARTATCCARGGATCATTCTTTGTCGCTGCAGTCAGATCTTTAGTGAGGETTARTARTCCA
COMSENSUS  ternreeenseeecsssesscsssesssssscsssssscssssssesssssssssssssssssssssssssssssrssssssrssssssssssonases AGTCAGATCTTTAGTGAGGGTTAATAA. ...
261 272
I=mmmmmm +=|
sec
cighd TATGACTAGTAG
Consensus

Fig 56 Alineamiento de la secuencia Cig64 con la secuencia G214AM encontrada en HP de

camarones del tratamiento VA como sobreexpresada.



1. DISCUSION

L. vannamei es la especie econdémicamente mds importante de la
acuacultura mexicana.” Sin embargo, comparado con otros organismos
acuaticos cultivados, se han realizado estudios concernientes a conocer el
transcriptoma del camardn sobre todo en cuanto a su respuesta inmune frente a
virus como el virus de la mancha blanca (WSV), Taura o algunos enfocados
directamente a la busqueda de un gen en particular,” ™ ™% pero ninguno
encontrado especificamente para conocer su respuesta hacia alimentos de
origen vegetal. En el presente estudio se hizo un primer acercamiento de
andlisis global en hepatopdncreas que corresponde aproximadamente al 6.3%
del transcriptoma y en musculo al 5.4%.

La comprensién de los mecanismos moleculares que se llevan a cabo en los
procesos de adaptacion al alimento es de vital importancia para el
establecimiento de estrategias que permitan conocer la potencialidad del
fenotipo para la formulacién a futuro de dietas que provean de ventajas
adaptativas al camarén como respuesta al alimento.

Los resultados obtenidos indican que hay una modificacién en las
poblaciones de mRNA entre los tratamientos, es decir que la expresion génica
estd siendo afectadas por la fuente de origen de la proteina de la dieta. Estos
genes se pueden agrupar en ocho categorias de acuerdo a su funcién: 1. Genes
relacionados con el metabolismo, 2. Genes encargados de la respuesta inmune, 3.
Reguladores de la transcripcion, 4. Genes que codifican para proteinas
estructurales de miusculo, 5. Genes reguladores de sefializacion celular, 7.
Subunidades ribosomales y 8. No reportados.

Estos resultados demuestran que la protefna de origen vegetal modifica la
expresion genética en el hepatopancreas y en el tejido muscular de los juveniles
de L vannameiy ha abierto la posibilidad de identificar marcadores moleculares
para esa condicion en el camardn blanco del pacifico o en otras especies.

El estudio de la regulacién de la expresiéon genética debido a algin
componente de la dieta ha sido estudiado fuertemente a partir del surgimiento
del Proyecto Genoma Humano, y a raiz de esto se ha demostrado que los
nutrientes tienen componentes bioactivos, estructurales y macromoléculas que
interfieren con el material genético modificando los procesos de transcipcién

alterando el metabolismo por medio de la presentacién de diferentes fenotipos.
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En camarones existen diversos estudios de expresion diferencial enfocados a
conocer la respuesta inmune del hospedero en branquias y hepatopdncreas
como respuesta a la infeccién por diferentes antigenos a nivel de RNAm.* * Por
otro lado, Yu-Chi Wang et al en 2006, encontré diferencias en la distribucién de
los transcritos de Profenoloxidasa (PO) en distintos tejidos. La PO es una de las
enzimas mds importantes involucradas en la respuesta inmune innata.”’

Van Wormhoudt desde 1996 reporté cambios en la expresién diferencial de
genes por medio de clonacién molecular asociados al catabolismo de proteinas
que codifican para las enzimas con mayor actividad digestiva, especificamente
logré secuenciar los cDNAs en L. vannamei de la tripsina y quimotripsina, las
mds importantes endopeptidasas para los crustdceos.”

Otros autores han demostrado que existen grandes diferencias en la
expresion diferencial de los mRNA del HP bajo las diferentes condiciones del
ciclo de muda.* Por su parte Muhlia Almazdn et al en 2003, encontraron que la
proteina de la dieta modula la actividad de las proteasas en el HP de L.
vannamei, en su experimento probaron dietas con diferente porcentaje de
proteina (15, 30 y 50%) y observaron cémo se modificaban los niveles de mRNA
de tripsina y quimotripsina.®

En otro experimento realizado con ratas se confirmé que los carbohidratos
tienen la capacidad de aumentar la tasa de transcritos de genes involucrados en

el metabolismo de lipidos.”
1.1 Proteinas relacionadas con el metabolismo

Al asignar una funcién a los transcritos encontrados, el andlisis de
similaridad nucledtido a nucledtido identificé dos fragmentos (LV13 y G422) de
pesos moleculares distintos con juegos de cebadores diferentes (P1-T1 y P6-T1)
que corresponden al gen que codifica para la Quitinasa, una proteina de la
familia de las hidrolasas de 480 aminodcidos codificados en dos regiones
adyacentes que tiene la funcién de catalizar la hidrélisis del enlace [J1-4
glucosidico en la quitina, un polimero de N-acetil,D-glucosamina que se
encuentra formando los exoesqueletos de los crustdceos y la pared celular de los
hongos. La banda G422 se reporté como ausente en el tratamiento VA, y se
observa en AA como un decremento en la tasa de transcripcién. Ello permite
concluir que los animales alimentados con la dieta vegetal estdn expresando el

gen de la quitinasa debido a que intentan catabolizar los sustratos vegetales, y



los animales que sufrieron el cambio de dieta disminuyen las tasas de transcritos

de este mensajero.””

1.2 Protefnas relacionadas con la respuesta inmune

La secuencia G214AM encontrada en musculo en el tratamiento VA reportada
como diferencial por sobreexpresion, corresponde a un promotor de interferén
(IFN). Los interferones son glicoproteinas de la familia de las citocinas
comunmente involucrados en mecanismos de defensa antiviral. Recientemente
(2005) una proteina parecida al IF (IntLP, interferon-like protein) homdloga del
IFNL] fue identificado por primera vez en crustdceos, en el camarén
Marsupenaeus japonicus. E1 IntLP fue expresado s6lo en camarones resistentes
al WSSV pero no en los nativos y fue capaz de inducir un efecto antiviral en las
células infectadas® * % Sin embargo hay una gran controversia acerca de la
existencia de los IFN en invertebrados, publicaciones recientes por Rosa DR
(2008) asegura que los IFN, y en general cualquier citocina no existen en
invertebrados y que se confunden con porciones de secuencias de Fo-ATPsintasa
mitocondriales.”***

Los resultados de éste estudio sugieren que existe una relacién entre el
estado inmune y la respuesta del hospedero hacia diferentes antigenos,

provocado por la proteina de la dieta.®* *°

1.3 Reguladores de la transcripcién

La proteina CDPC: recibe el nombre de “desplazamiento de CAAT” porque
impide que la caja CAAT (un promotor) sea reconocida por sus proteinas
especificas. La unién inespecifica de proteinas reguladoras es un problema
importante en los organismos con genomas grandes. Para combatirla, los
eucariotas han hecho que los genes tengan en torno a cinco dianas para
proteinas reguladoras diferentes. Esta estrategia es util para los activadores de la

transcripcién porque es una estrategia eficiente y ahorra esfuerzo. A esta



estrategia se le conoce como silenciamiento génico.”® En este trabajo se encontré
una secuencia que corresponde a un segmento del mensajero Otgi4 que es una
proteina inespecifica reguladora de la transcripcién que se ha reportado para
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una orquidea (Dendrobium Madame) sometida a transicién floral” y en un
invertebrado que es el modelo de estudio para los artrépodos, la mosca de la
fruta (Drosophila melanogaster) en un estudio sobre las isoformas de un
fotorreceptor'”, por lo que serd muy aventurado poder establecer una funcién de

este regulador de la transcipcion en este experimento.

1.4Genes para proteinas estructurales

Algunos autores sostienen que la alimentacion es el factor estratégico mds
usado en el control de calidad de la carne, ya que la influencia de la dieta en la
composiciéon del musculo ha sido claramente establecida desde hace muchos
afios. *

Asi se explica como el transcrito variante C del mRNA correspondiente a la
cadena pesada CG17927-RC de la miosina para Drosophila melanogaster mostré
similaridad en la secuencia nucleétido nucléotido en el blastn y su
correspondiente a protefna para uno de los seis dominios en el blastx con la
suencia G425 hallada como sobreexpresada para el tratamiento VA modifica la
regulacién de dicho gen pues estd siendo afectada por la proteina de la dieta."

Andersen (2005) encontré que cambios metabdlicos causados por la deplecién
de vitamina E en cerdos, llega a inhabilitar la proteina cinasa I con lo cual se
inhibe la catdlisis de la fosforilacion y se inactiva la glicogeno sintasa, limitando
asi la sintesis de glucégeno. * La adenil ciclasa es la enzima responsable de
sintetizar el AMP ciclico localizada mayormente en las membranas celulares,
donde la vitamina E juega un rol muy importante. Aunque este mecanismo es
debatido por otros autores no han encontrado otra explicacién a los altos y
mantenidos requerimientos de Vitamina E para el metabolismo del glucégeno
asociado a la calidad de la carne. El glucégeno es el elemento mds importante
para favorecer las caracteristicas organolépticas y la composicién quimica y
fisica, pues es el responsable de convertir el muisculo en carne por medio de su
fermentacion anaerdbica en 4dcido ldctico.” "** En las dietas el cocktail vegetal

contiene alga espirulina que es un alimento rico en vitamina E, por lo que se



sugiere que pueda ser este factor el determinante que esté provocando la
expresion diferencial a nivel de mensajeros en el musculo sobre la secuencia de

GCBAM que se identificé como una cinasa L.

1.5 Subunidades de RNA ribosomal

En el hepatopdncreas se han reportado asociaciones simbidticas entre
bacterias que componen la microflora y siete especies de camarén. Debido a sus
hébitos bentdnicos, a los cambios en su alimentacién por la modificacién del
tracto digestivo en cada estadio de su desarrollo (trofodindmico) y a su dieta en
parte detritivora, no se puede perder de vista la importancia que tiene la
actividad de la microflora en el hepatopdncreas. En este experimento se
encontraron secuencias inducidas de bacterias en los camarones que sufrieron
cambio de dieta animal a vegetal (AV) con los primers del DD que corresponden
a la transposasa IS630 de Listonella anguillarum serovariedad Oz2, una
gamaprotobacteria de la familia de los vibrio, encontrada cominmente en
monitoreos bacteriolégicos del agua en los estanques de engorda y residente del
tracto digestivo que potencialmente puede provocar manifestaciones clinicas en
camarones, sobre todo en cultivos de flock y en sistemas intensivos con altas
densidades de siembra. Se decidié realizar una bdsqueda dirigida para conocer
esa parte del genoma exégeno del camardn. Resultado de este experimento, se
hayaron cuatro bandas de 160opb de las que se logré secuenciar una que
corresponde a la subunidad 16S de una bacteria no cultibable por medio del

Blastx.'* ¢

1.6 N/A

No se encontraron homologos en la base de datos, ni por nucléotidos ni en su
transcrito a estructura primaria en ninguno de los seis marcos de lectura, debido
a que no se conoce por completo ni el genoma ni el transcriptoma del camarén
por lo que se sugiere que éstas secuencias que vienen de mRNA maduros sean
pedazos de un mensajero que se estd manifestado en el musculo debido al

cambio de dietas de vegetal a animal (VA).



1. CONCLUSION

En este estudio, el Despliegue Diferencial en L. vannamei alimentados con
diferente fuente de origen de la proteina, permiti6 la deteccién de genes que se
reprimen, inducen o modifican sus niveles de expresién como respuesta a esa
variacion en el alimento.

Estos resultados demuestran que el origen de la proteina de incluida en la
dieta modifica la expresion genética en el hepatopdncreas y en el tejido
muscular de los juveniles de L. vannamei y ha abierto la posibilidad de
identificar marcadores moleculares para esa condicién en el camarén blanco, o
en otras especies.

Las secuencias no encontradas en las bases de datos del NCBI, abren nuevas
lineas de investigacién en las que pueden utlizarse para escrutar bancos de
cDNA y monitorear niveles de transcritos mediante Northern blot o ensayos de
proteccion a nucleasa.

Este experimento es un predmbulo que muestra un panorama general de
como la proteina de la dieta modifica la estructura molecular de los camarones
en diferentes rubros. Se deben realizar estudios complementarios para conocer
cada uno de éstos y probarlos por PCR tiempo real o hibridacién y entonces
poder modificar con seguridad la dieta de esta especie y mejorar el rendimiento

de la produccion, la eficiencia de la empresa y la calidad de la carne.
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