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Resumen de la tesis de Laura Liliana Lépez Galindo, presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacion
en Biotecnologia Marina.

Evaluacion transcriptémica de la respuesta a la exposicién a TCMax en
Litopenaeus vannamei ablacionados y no ablacionados, aclimatados a diferentes
temperaturas

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez

Litopenaeus vannamei es una especie econdémicamente importante y su cultivo se ha
extendido a nivel mundial. Para acelerar las tasas de reproduccién se han
implementado técnicas como la ablacion de pedunculo ocular para inducir la
maduracion gonadal en criaderos comerciales de camarones peneidos. El pedunculo
ocular contiene un complejo sistema neuroendocrino, el cual involucra elementos
reguladores que le permiten responder a factores externos como la temperatura,
salinidad, estrés, entre otros, mediante el ajuste de sus funciones vitales. En este
estudio se evalué el efecto de la ablacion en branquia de Litopenaeus vannamei
ablacionados y no ablacionados aclimatados a 20, 26 y 32°C, los cuales fueron
sometidos a estrés térmico agudo a través de un andlisis trancriptomico de genes
involucrados en procesos como la regulacién idnica y permeabilidad membranal,
hipoxia y estrés térmico. Se obtuvieron valores de temperatura critica maxima en un
rango de 33.3-41.4°C. Mediante la validacion de genes de referencia realizada se
utilizaron los genes L8 y Effa para la normalizacion de los genes blanco (Hsp70,
Hsp90, Hifla y Na'/K*ATPasa). De acuerdo con los valores obtenidos de expresion
relativa normalizada se encontré que la ablacién induce la expresion del gen Hsp70 en
organismos sometidos a estrés térmico agudo, independientemente de la temperatura
de aclimatacion. El gen HSP90 mantuvo niveles bajos y estables de expresion bajo las
temperaturas de aclimatacion de 20 y 26°C en organismos sometidos a estrés térmico
agudo. Sin embargo, en organismos experimentales aclimatados a 32°C se obtuvo una
expresion significativa de este gen y al adicionar el efecto de la ablacion, la expresion
se vio sobre expresada a niveles mas altos. El gen Hifia mostré una mayor expresion
en organismos control que en organismos experimentales. Y para el caso del gen
Na'/K* ATPasa se observo una sobre expresion del gen, aunque no se presentaron
diferencias significativas en la expresion del mismo. De acuerdo con los niveles de
expresion de los genes Hifla y Na'/K* ATPasa se encontro que posiblemente existe un
efecto de corregulacion entre estos genes debido a la funcion que desempefian. En
general la regulaciéon de la expresion de los genes evaluados en este trabajo, se vio
afectada en los organismos ablacionados, lo cual indica que la eliminacion de parte del
sistema neuroendocrino de L. vannamei debido a la ablacién, causa un desbalance
energético y una des-regulacién de los genes en los organismos expuestos a estrés
térmico, los cuales se encuentran participando en procesos de osmoregulacién, hipoxia
y estrés térmico.

Palabras clave: Expresién de genes, Proteinas de choque térmico, hipoxia,
regulacion idnica, estrés térmico y PCR tiempo real.



Abstract of the thesis presented by Laura Liliana Lopez Galindo as a partial
requirement to obtain the Master in Science degree in Life Science with orientation in
Marine Biotechnology.

Transcriptomic assessment of the exposure to CTMax in ablated and non ablated
Litopenaeus vannamei, acclimated at different temperatures.

Abstract approved by:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez

Litopenaeus vannamei is an economically important species and its farming has spread
worldwide. Nevertheless, some techniques as the eyestalk ablation have been
implemented to induce gonadal maturation in commercial hatcheries of penaeid shrimp,
hence accelerating their reproduction rates. The shrimp eyestalk contains a complex
neuroendocrine system, which involves regulatory elements that allow to respond to
external factors such as temperature, salinity, stress, by adjusting its vital functions. On
this study, the ablation effect was determined from gills samples of both ablated and non
ablated L. vannamei, acclimated at 20, 26 and 32°C, and exposed to acute thermal
stress to obtain the critical thermal maxima. This effect was assessed through a
transcriptomic analysis of genes involved in processes such as ionic regulation and
membrane permeability, thermal stress and hypoxia. The critical thermal maxima of the
shrimp ranged from 33.3 to 41.4°C. Reference genes were validated in real time PCR,
and the selected reference genes (L8 and Efla) were used to normalized the target
genes (Hsp70, Hsp90, Hifla and Na'/K" ATPase). According to the relative normalized
expression values, we found that ablation induce Hsp70 gene expression in organisms
subjected to acute thermal stress, regardless of acclimation temperature. The Hsp90
gene showed low and stable levels of expression under acclimation temperatures of 20
and 26°C in organisms exposed to acute thermal stress. Nevertheless, in organisms
acclimated to 32°C, the expression of Hsp90 increased significantly, and when ablation
effect is coupled, this expression reached higher levels. The Hifla gene showed higher
expression in control than experimental organisms. The expression of Na'/K* ATPase
gene increased, although no significant differences on its expression were found.
According to the observed expression levels of Hifla and Na'/K® ATPase we
hypothesized a possibly effect of co-regulation between these genes due to their cellular
level functions. In general, the ablated organisms showed alterations on expression
regulation of the L. vannamei genes involved in processes of ionic regulation, hypoxia
and thermal stress.

Keywords: Gene expression, Heat Shock Proteins, Hypoxia, lonic regulation,
Thermal stress and Real time PCR.
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Capitulo 1. Introduccion

Litopenaeus vannamei o camardn blanco es una especie de crustaceo peneido nativo
de la costa oriental del Océano Pacifico que se distribuye desde Sonora, México hasta
Tumbes, Perl. Habita suelos lodosos en aguas de ambientes marinos tropicales con
una temperatura normalmente superior a los 20°C (FAO, 2013; Ramos-Cruz, 2011).
Esta especie presenta una gama de caracteristicas ecoldgicas que la colocan como

idonea para su cultivo en ambientes controlados.

Puede reproducirse rapidamente en cautiverio, posee un amplio rango de tolerancia a
factores ambientales como la temperatura y la salinidad, tiene una buena asimilacion en
dietas que contienen bajos porcentajes de proteina y crecen rapido en comparacion con
otras especies de camarones peneidos (Kumlu et al., 2011). Sus rangos de tolerancia
tanto de temperatura como de salinidad, van de los 15°C a los 33°C y de 0.5 a 40 psu,
respectivamente (Briggs et al., 2004; FAO, 2013; Ramos-Cruz, 2011; Re et al., 2012).

Estas caracteristicas han posicionado al camarén blanco como una de las especies
mas cultivadas no sblo en América sino también en Asia ya que posee un alto valor
comercial y demanda, ademas de excelentes caracteristicas de reproduccion, lo cual ha
permitido su producciéon a gran escala en varios paises del sudeste asiatico,
primordialmente en China, Indonesia y Tailandia. A nivel global la produccion de las
granjas de camardn se incrementa a una tasa promedio del 12% donde la mayoria del

crecimiento se debe a L. vannamei.

Debido a su importancia econdmica se han implementado procedimientos para poder
acelerar las tasas de reproduccion de estos organismos, debido a que muchas especies
de crustaceos de importancia comercial son incapaces de madurar espontaneamente
en condiciones de cautiverio y a tasas relativamente rapidas. El procedimiento utilizado
en los criaderos comerciales de camarén es la ablacion del pedunculo ocular (Eyestalk
Ablation o EA), la cual estimula la maduracién gonadal en camarones (Lago-Leston et
al., 2007). Este procedimiento implica la extirpacion del 6rgano X-glandula del seno, la
cual es la principal glandula endocrina de crustaceos que produce, entre otras, la

hormona inhibidora de gonada y vitelogénesis (GIH, VIH, respectivamente). Mediante la
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eliminacion de una parte del suministro de GIH, se puede alcanzar una maduracion

gonadica mas rapida (Palacios et al., 1999).

Sin embargo, a pesar de las amplias ventajas de este procedimiento, también existen
desventajas ya que, se producen larvas de baja calidad después de desoves sucesivos
y los reproductores tienen que ser descartados debido a la rapida pérdida de condicion,
pone en peligro el crecimiento, reduce el ciclo de la muda, aumenta las demandas
energéticas y eventualmente tiene como resultado la pérdida de la calidad de los
ovocitos y una alta mortalidad (Uawisetwathana et al.,, 2011). También causa el
desarrollo desigual del ovario, desarrollo asincronico de ovocitos, gametogénesis
concurrente y citolisis, y un patron de liberacion alterado de ovocitos maduros (Palacios
et al., 1999).

Por otra parte, los crustaceos han desarrollado un complejo sistema neuroendocrino
gue involucra elementos regulatorios capaces de actuar a corto, mediano y largo plazo,
permitiéndole responder a factores externos mediante el ajuste de sus funciones vitales.
Dentro de las condiciones externas reguladas por estos factores se encuentran la
temperatura, salinidad, fotoperiodicidad, nutricion y estrés (Lago-Leston et al., 2007).
Como se puede observar, la mayoria de los estudios estan enfocados al efecto de la EA
en la reproduccion, sin enfatizar las rutas que pueden ser potencialmente afectadas por

este procedimiento.

En la actualidad, desafortunadamente son pocas las investigaciones enfocadas al
estudio del efecto sobre otras rutas metabdlicas que regulan la respuesta a condiciones
externas como la temperatura y estrés, que son afectadas por el procedimiento de la
ablacién, debido a la eliminacion de una parte del complejo del sistema neuroendocrino.
Por lo tanto, debido al importante papel que juega el pedinculo ocular en Litopenaeus
vannamei no soélo en la reproduccion, sino también en la respuesta a nivel molecular del
organismo ante estas condiciones externas, esta investigacion pretende evaluar la
respuesta de Litopenaeus vannamei a la exposicién a la temperatura critica maxima en
organismos ablacionados unilateral y bilateralmente, y aclimatados a diferentes
temperaturas mediante la expresiéon de genes en diferentes vias metabdlicas y de

algunas proteinas involucradas en la proteccién y mantenimiento celular.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Caracteristicas bioldgicas y produccion de Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei conocido cominmente como camaron blanco es una especie de
crustaceo decapodo de la familia Penaeidae, nativo del Pacifico oriental cuya
distribucién geogréfica abarca desde Sonora, México hasta Tumbes, Peru; en aguas
cuya temperatura es normalmente superior a los 20°C todo el afio (FAO, 2013; Ramos-
Cruz, 2011). Se localiza en hébitats marinos tropicales con fondos lodosos. Los adultos
viven y se reproducen en mar abierto, mientras que la postlarva migra a las costas a
pasar la etapa juvenil, la etapa adolescente y preadulta en estuarios, lagunas costeras y
manglares (FAO, 2013).

La etapa de maduracion en los machos se da a partir de los 20 g y 28 g en hembras a
una edad entre 6 y 7 meses. Al alcanzar un peso entre 30 y 459 las hembras desovan
entre 100,000 y 250,000 ovocitos de 0.22 mm de diametro, aproximadamente. La
incubacion ocurre 16 horas después del desove y la fertilizacion. En la primera etapa el
nauplio (larva) nada intermitentemente, es fototactico positivo y no requiere
alimentacion ya que se nutre de su reserva embrionaria. En las siguientes etapas
larvarias (protozoea, mysis y postlarva temprana) continda siendo plancténico, por
algun tiempo se alimenta del zooplancton y fitoplancton y es transportado a la costa por
las corrientes mareales. Las postlarvas (PL) cambian sus habitos planctonicos unos 5
dias después de su metamorfosis a PL, se trasladan a la costa y comienzan a
alimentarse de detritos bénticos, gusanos, bivalvos y crustaceos. Estos organismos
suelen alcanzar una talla maxima de 23 cm y las hembras crecen mas rapido y

adquieren una mayor talla que los machos (FAO, 2013).

Estas especies pueden reproducirse rapidamente en cautiverio y en crecerse a altas
densidades (por encima de 400 m? en sistemas de recirculacién), tienen un amplio
rango de tolerancia a pardmetros ambientales como la temperatura y salinidad, asimilan
mejor dietas que contienen bajos porcentajes de proteina, poseen una alta resistencia a
enfermedades, cuentan con tasas altas de sobrevivencia larval (50-60%) y tienen una

tasa de crecimiento relativamente rapida (mas de 3g por semana) en comparacién con
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otras especies de camarones peneidos (Re et al., 2012a; Kumlu et al., 2011). Es una
especie eurihalina capaz de tolerar salinidades en el rango de 1 a 40 psu, caracteristica
ecologica que lo hace un candidato idoneo para su cultivo en ambientes controlados
(FAO, 2013; Ramos-Cruz, 2011).

El camardn blanco es una de las especies comiunmente mas cultivadas no sélo en
América sino también en Asia debido a que posee un alto valor comercial y excelentes
caracteristicas de reproduccién. Gracias a esto se ha convertido en una de las
principales especies de la acuicultura de varios paises del sudeste asiatico,
primordialmente en China, Indonesia y Tailandia durante los ultimos afos. (Qian et al.,
2012; Wang et al., 2012; Zhou et al., 2008). En la figura 1 se muestran los principales
paises productores de camaron blanco a nivel mundial (FAO, 2013).
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Figura 1. Principales paises productores de Litopenaeus vannamei (FAO, 2013)

La produccién global de las granjas de camardn se incrementa a una tasa promedio del
12%, alcanzando un total de 2.4 millones de toneladas en 2008 con un valor econémico

cerca de los 9.7 millones de ddélares. La mayor parte de este crecimiento se debe a la
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produccién de camaron blanco L. vannamei (FAO, 2013). En particular en el noroeste
de México, en el estado de Sonora, la produccion del cultivo de camarén aumentd un
900% durante 2009 (Sofianez-Organis et al., 2009).

2.2 Procedimiento de ablacion

A pesar de la importancia econémica de L. vannamei a nivel mundial, un problema
importante en la acuicultura es la obtencién de crias debido a que muchas especies de
crustaceos de importancia comercial son incapaces de madurar espontaneamente en
condiciones artificiales. El procedimiento cominmente utilizado en los criaderos
comerciales de camarén es la ablacion unilateral del pedunculo ocular (Eyestalk
Ablation o EA) para estimular la maduracion gonadal en camarones (Lago-Leston et al.,
2007).

La ablacion de pedunculo ocular ha sido utilizada desde 1970 para mejorar la
produccion en acuicultura de larvas de Penaeus spp. (Sainz-Hernandez et al., 2008). La
EA implica la extirpacion de una glandula del seno, la cual es la principal glandula
endocrina de crustaceos que produce, entre otras, la hormona inhibidora de gonada y
vitelogénesis (GIH, VIH, respectivamente). Mediante la eliminacion de una parte del
suministro de GIH, se puede alcanzar una maduracion gonadica mas rapida (Palacios
et al.,1999).

Ademas de mejorar el rendimiento reproductivo, hay evidencia de otras consecuencias
metabodlicas que aun no estan completamente elucidadas. ElI 6rgano X-complejo
glandula del seno (OX-GS), localizado en los peddnculos oculares, es la principal
glandula neuroendocrina en crustaceos. En esta glandula, se sintetizan, almacenan y
secretan hormonas a la hemolinfa para regular varios procesos metabdlicos. Los
procesos mejor estudiados son la vitelogénesis, la ingesta de alimentos, digestion y
transporte de nutrientes, la muda, el metabolismo de lipidos, la regulacién de la glucosa
y proteinas en la hemolinfa, el equilibrio hidromineral, la regeneracion y la produccion

de pigmentos (Sainz-Hernandez et al., 2008).

Sin embargo, estas hormonas de la glandula del seno estan también involucradas en el

metabolismo de lipidos por la induccion del desarrollo gonédico, un proceso involucrado
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en la acumulacion de la vitelogenina y lipidos en génadas. Los efectos generales de la
EA en la reproduccioén, incluyendo la movilizacion de lipidos desde el hepatopancreas
hacia la gonada, se atribuyen principalmente a la reduccion concomitante de la
hormona inhibidora en la génada producida por la glandula del seno. Sin embargo, se
sugiere también que la hormona hiperglucémica (CHH) estimula la movilizacién de
lipidos desde el hepatopancreas con un incremento concomitante en varias clases de

lipidos en la hemolinfa (Sainz-Hernandez et al., 2008).

Este procedimiento conduce a picos predecibles de maduracién y desove que facilitan
el establecimiento de programas de produccion, en contraste con desoves dispersos de
hembras no sometidas a la EA. Varios estudios han demostrado la ventaja de este
procedimiento debido al incremento en la produccion de una mayor cantidad de
desoves, ovocitos y nauplios totales por hembra (Kumlu et al., 2011; Palacios et al.,
1999). Las hembras ablacionadas adquieren una maduraciéon mas rapida, pero no altas
tasas de fertilizacion y eclosion (Kumlu et al., 2011). Ademas se pueden aumentar las
demandas bioenergéticas del desovador, y como consecuencia se puede ocasionar un
efecto sobre la calidad o la supervivencia del desovador. Se ha reportado que la calidad
del desovador y la subsecuente sobrevivencia de las larvas se ve afectada

negativamente cuando éstos han sido ablacionados (Palacios et al., 1999).

La calidad del desovador puede verse afectada en dos puntos: inmediatamente
después de la ablacion, tiempo durante el cual las hembras pueden producir desoves
abortivos o de baja viabilidad; y con el paso del tiempo, las hembras ablacionadas
pueden producir desoves que reduciran su calidad paulatinamente o en desoves
sucesivos. También se ha reportado que existe un incremento en la mortalidad
inmediatamente después del proceso de ablacion, la cual parece depender de la etapa
de muda del camardén, el procedimiento utilizado para la ablacién y el estrés (manejo,
infeccion, pérdida de hemolinfa) que involucra el manejo. Se ha reportado que la
reduccion de la viabilidad del desove y los desoves abortivos son el resultado del estrés
causado al organismo en lugar de la reduccién de los niveles hormonales (Palacios et
al., 1999).
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Con la subsecuente reduccién de los niveles de GIH y la hormona inhibidora de la muda
(MIH) como resultado de la EA, se fuerza a la hembra a reproducirse y mudar con
mayor frecuencia, y por tanto requiere una gran cantidad de energia. También la
duracion de los ciclos de muda se reducen en ambos sexos del camaron blanco (Sainz-
Hernandez et al., 2008). Asi mismo, se ha reportado que este proceso incrementa la
ingestion de comida y produce una utilizacion fisioldgica de la energia mas eficiente. Sin
embargo, como consecuencia del incremento en el gasto energético impuesto por la

EA, los camarones en proceso de reproduccion pierden peso (Palacios et al., 1999).

En la actualidad la induccién de la maduracion a través del proceso de ablacién de los
pedunculos oculares es una técnica extensamente utilizada por casi todos los criaderos

comerciales y centros de investigacion en todo el mundo (Kumlu et al., 2011).

La mortalidad esta directamente relacionada con el grado de ablacion, debido al fuerte
estrés fisiologico resultado de la eliminacion parcial o total de la glandula endocrina
principal, especialmente si la EA se realiza dos dias después de la muda. La ablaciéon
no solo remueve este organo sino que también produce trauma severo, destruye la
mayor parte del sistema nervioso y deja ciego al animal (Sainz-Hernandez et al., 2008).
El aumento en el estrés causado por este procedimiento en el organismo tiene como
resultado un incremento en la tasa de respiracion y la reduccion en el nivel de actividad

metabolica comparado con organismos no ablacionados (Palacios et al., 1999).

Por otra parte, los crustaceos han desarrollado este complejo sistema neuroendocrino
gue involucra elementos regulatorios capaces de actuar a corto, mediano y largo plazo,
permitiéndole responder a factores externos mediante el ajuste de sus funciones vitales
a sus necesidades actuales (Lago-Leston et al., 2007). Dentro de las condiciones
externas reguladas por estos factores se encuentran la temperatura, salinidad,
fotoperiodicidad, nutricion y estrés (Lago-Leston et al., 2007). Como se puede observar,
la mayoria de los estudios estan enfocados al efecto de la EA en la reproduccion sin

enfatizar en las rutas que se ven afectadas por este procedimiento.

Existen técnicas alternativas para controlar la reproduccién del camarén, sin embargo
han recibido poca atencion, y este tipo de estudios se han centrado principalmente en la

inyeccion de diferentes hormonas o0 la manipulacion de los regimenes de
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temperatura/fotoperiodo. Por lo tanto, la maduracion y desove predecible en el camaron
blanco en cautiverio sin llevar a cabo la técnica de ablacion es un objetivo a largo plazo

de la industria camaronera (Uawisetwathana et al., 2011).

2.3 Temperatura y respuestas fisioldgicas en invertebrados marinos

La temperatura es uno de los principales factores que afectan aspectos importantes de
un organismo como el crecimiento, el metabolismo, la tasa de fecundidad, la
sobrevivencia y el comportamiento. En sistemas acuaticos naturales, la temperatura del
agua es modificada a su vez, por variaciones climéticas temporales a pequefia y gran
escala, ademas de factores antropogénicos, que causan cambios en la distribucién o

variacion de la temperatura (Dallas, 2008; Zhou et al., 2010) .

Todos los organismos tienen un rango de temperatura dentro del cual se encuentra su
crecimiento y tasa de reproduccion 6ptima, definido como el régimen termal 6ptimo.
Cualquier temperatura fuera de este régimen puede afectar el metabolismo,
crecimiento, comportamiento, habitos alimenticios, reproduccion e historia de vida,
distribucion geogréfica y estructura de la comunidad, movimiento y migraciones, asi
como la tolerancia a parasitos, enfermedades y contaminacion, entre otros, de

organismos acuaticos (Dallas, 2008).

El camaron blanco L. vannamei es un organismo altamente estudiado el cual tolera un
amplio rango de temperaturas, que van de los 15°C a los 33°C, sin embargo su tasa de
crecimiento se ve reducida ya que su crecimiento 6ptimo se da a 30°C en camarones
de talla pequefia/larvas (1g) y 27°C en camarones de talla grande/juveniles (12-18g)
(Briggs et al., 2004). La temperatura critica maxima (TCMax) es un indicador de la
tolerancia térmica del camarén blanco que permite identificar la temperatura a la cual se
muestran los primeros sintomas de estrés térmico y eventualmente la respuesta
fisiol6gica del organismo. Este organismo presenta una TCMax en un rango de 35.8-
41.5°C (Re et al., 2012). Paladino et al., (1980) mencionan que en acuacultura, es
sumamente importante conocer los limites térmicos (TCMax y TCMin) debido a que
ayudan a indicar la resistencia térmica de los organismos marinos. Ambos métodos son

no destructivos e identifican las temperaturas a las cuales ocurren estos primeros
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sintomas de estrés (Re et al, 2012). El limite térmico se define como la media
aritmética a la cual la actividad locomotora de cada organismo se desorganiza,
perdiendo la habilidad de escapar de las condiciones que pueden conducirlo a la
muerte, los cuales pueden deberse al bloqueo neuromuscular y la falla presinptica
(Kumlu et al., 2010; Re et al., 2012). La TCMax una de las metodologias de la
temperatura critica que involucra el cambio de la temperatura a una tasa constante
hasta un punto final predefinido, es decir, se realiza un aumento gradual de la
temperatura a razén de 1°C por minuto hasta llegar a la temperatura critica maxima en

la cual se registran los primeros sintomas fisiol6gicos de estrés (Re et al., 2012).

El comportamiento observado en los organismos en respuesta al incremento de la
temperatura se clasifica en tres categorias: 1) ‘Movimiento activo’: cuando el camaron
se mueve (camina o nada) a lo largo de una distancia que excede su propio tamafo en
menos de 30 segundos; 2) ‘Pérdida del equilibrio’: cuando el camaroén se inclina sobre
su cefalotorax durante mas de 2 segundos; y 3) ‘Espasmos’: vibracion de los ple6podos
0 contraccion repentina del abdomen sin ningiin movimiento coordinado (Ravaux et al.,
2012).

Re et al.,, (2012) encontraron que existen diferencias altamente significativas en la
temperatura preferida (PT) de camarones no ablacionados (PT de 26.1°C) y
ablacionados unilateral (PT de 23.25°C) y bilateralmente (PT de 23.01°C), evitando
temperaturas en un rango de 38.5 y 13.1°C. Por lo que concluyen, que existe una
diferencia significativa entre la condicion normal de estos organismos versus el
procedimiento de ablacion, mostrando que en los organismos que fueron ablacionados

la PT fue modificada disminuyendo la preferencia térmica.

A nivel fisiologico, la temperatura de acuerdo con Vernberg y Silverthorn (1979) afecta
las caracteristicas osmoticas de los fluidos, particularmente la permeabilidad de la

membrana y causa variaciones en el flujo i6nico e hidrico.
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2.4 Respuesta a la temperatura a nivel molecular de procesos

fisiolégicos y metabdlicos en organismos marinos

Un determinante principal en los organismos para superar los cambios en su ambiente,
es el complemento de los elementos regulatorios de los genes (incluyendo aquellos que
codifican para proteinas) necesarios para reparar el dafio celular inducido por estrés
(alteracion de la homeostasis del organismo que afecta el crecimiento, la reproduccién y
la susceptibilidad a enfermedades), y asi generar la plasticidad fenotipica adaptativa
(Aparicio-Simon et al., 2010; Somero, 2010). A corto plazo los organismos deben
ajustar su expresion genética para adquirir esta plasticidad en respuesta a factores
fisicos y quimicos. No obstante, estas condiciones estresantes desencadenan
consecuencias a nivel celular, fisiologico e individual. Puede conducir a fuertes cambios
en los procesos metabolicos, perturbar funciones vitales y por tanto la sobrevivencia, el
crecimiento, la reproduccion, interacciones biologicas y la estructura de las

comunidades y ecosistemas (Gusmao, 2011).

A nivel celular la temperatura afecta estructuras celulares como el complejo de Golgi,
mitocondria, citoesqueleto, entre otros, causando una reducciéon en el flujo sanguineo

hacia los tejidos periféricos, depresion metabdlica y desbalance idnico (Gusmao, 2011).

Diferentes estudios de los cambios inducidos por estrés en la expresion de genes y
proteinas, han logrado elucidar la respuesta principal al estrés celular, el cual esta
presente en todos los grupos taxondmicos en respuesta a un amplio rango de factores
de estrés abiodticos, incluyendo cambios en temperatura, concentracion de oxigeno,
especies reactivas al oxigeno (ROS, por su siglas en inglés), salinidad y pH (Kdltz,
2005).

Debido a que los organismos se encuentran sometidos a una infinidad de factores de
estrés ambientales, entre ellos la temperatura, han desarrollado un sistema de defensa
basado en proteinas que participan en diferentes rutas metabdlicas y que permiten

hacer frente a estos cambios (Guo et al,. 2010a)
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2.4.1 Proteinas de choque térmico (HSPs)

Las proteinas de choque térmico son proteinas chaperonas ubicuas que hacen frente a
la desnaturalizacion inducida por estrés de otras proteinas celulares y han sido
conservadas evolutivamente en diversos organismos (Li et al., 2009a; Luan et al.,
2010). La primer descripcién de este grupo de proteinas celulares se obtuvo en 1962
por Ritossa al ser inducidas por choque térmico en Drosophila, lo que a su vez
desencadend una intensiva investigacion sobre su funcién en la tolerancia a diferentes

tipos de estrés en una amplia variedad de organismos (Gusmao, 2011; Lo et al., 2004).

Como biomarcadores potenciales, las HSPs pueden ser inducidas generalmente por
varios factores ambientales bidticos y abidticos tales como la hipertermia, hipoxia,
metales pesados, contaminantes organicos, anoxia, osmolaridad e infecciones por
Vibrio para proteger a los organismos de dafios causados por la sobrecarga de
proteinas mal plegadas en las células (Li et al., 2009a; Luan et al., 2010; Zhenyu et al.,
2004). Se ha reportado que las HSPs son sintetizadas rapidamente dentro de las

células estresadas después de la exposicion a un factor ambiental (Li et al., 2009a).

Las proteinas de choque térmico son uno de los primeros sistemas de defensa
intracelular y actian como indicadores clave en la respuesta ante estrés térmico del
camaron blanco L. vannamei y comprende a un grupo de proteinas altamente
conservadas relacionadas con la resistencia del cuerpo a condiciones ambientales
adversas (Guo et al.,, 2010a) . Bajo condiciones de estrés las HSPs sirven como
reguladores de la funcion normal de las células, ayudan a prevenir la desnaturalizacion
de otras proteinas, asisten el replegamiento de proteinas desnaturalizadas, minimizan
la agregacion de proteinas no nativas y la ocurrencia de agregaciones citotéxicas,
marcan proteinas desnaturalizadas o agregadas para su degradacion y remocion fuera
de la célula (Feder y Hofmann, 1999; Madeira et al., 2012; Guo et al., 2010b),
importantes en procesos de reparacion de DNA, translocacion de proteinas entre
organelos celulares y respuesta inmune (Gusmao, 2011). Su funcion esta basada en
reacciones inducidas por estrés para mantener la homeostasis celular, por lo cual la

expresion de las HSPs siempre es considerada como un indicador de estrés en un
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organismo (Guo et al., 2010b; Guo et al, 2010a; Qian et al., 2012; Zhou et al., 2010a;
Gusmao, 2011).

Los beneficios de la expresion de estas proteinas se asocian al incremento substancial
de la habilidad para sobrevivir a un estrés térmico. Adicionalmente, bajos niveles de
expresion ante condiciones de estrés leve o moderado pueden tener efectos benéficos,
tales como el incremento en la longevidad y la resistencia a estrés térmico. Esto sugiere
gue las HSPs son importantes para la salud de los organismos en todas las etapas de
vida, no sélo bajo condiciones de estrés severo, sino bajo condiciones ambientales de
estrés moderado (Madeira et al., 2012).

La sintesis y la funcion como chaperonas de las HSPs requiere de un consumo de
energia, lo cual se traduce en una “inversion-ingreso” entre la energia de la tolerancia
térmica y la asignada para el crecimiento y la reproduccion. El costo de la expresion de
las HSPs se debe principalmente a la gran cantidad de energia necesaria para su
produccion y mantenimiento, asi como los efectos tdéxicos asociados con un alto nivel
de HSPs (Madeira et al., 2012). Para ello la induccion de la expresion de las proteinas
de choque térmico requieren de una cierta temperatura de induccion, aumentando con
ello la expresion de las HSPs para adaptarse a los cambios producidos por la
temperatura (Guo et al., 2010b). Comparada con la temperatura normal, la temperatura
subletal induce una alta expresion de las Hsp70 en L. vannamei indicando que existe
probablemente una correlacion entre el incremento de la expresion de Hsp70 y el

aumento de la capacidad de autoproteccion (Guo et al., 2010a).

Las HSPs en eucariotas se encuentran divididas en seis familias principales: HSPs
pequefias o de bajo peso molecular, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 y HSP110, de
acuerdo con su peso molecular en kilodaltons (KDa) (Lo et al., 2004; Qian et al., 2012).
En eucariotas la familia de las HSP70 se encuentran altamente conservadas y
consisten en dos formas principales: una inducida por estrés (HSP70) y una expresada
constitutivamente (Heat shock cognate 70, HSC70), las cuales difieren tanto en sus
estructuras como en sus niveles de expresion bajo condiciones ambientales variables
(Qian et al., 2012; Luan et al., 2010). Dentro de esta familia también se localiza la

proteina 78 regulada por glucosa (Grp78), la HSP mitocondrial (HSP75) y las proteinas
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de unidn a cadenas pesadas (Bip) que se localizan en el reticulo endoplasmatico (Lo et
al., 2004, Luan et al., 2010). Los miembros de esta familia juegan un rol esencial en el
metabolismo de proteinas en organismos estresados y no estresados (Lo et al., 2004).
Una de las funciones principales de las HSP70 es rescatar proteinas intracelulares que

son degeneradas o agregadas bajo condiciones de estrés (Guo et al., 2010b).

La estructura funcionalmente conservada de las HSP70 contiene tres dominios
principales: El dominio adenosina trifosfatasa (ATPasa) N-terminal (44KDa) el cual se
une e hidroliza ATP; y el dominio de péptido-union el cual interactia con los
polipéptidos no plegados (18 KDa); y el dominio C-terminal altamente conservado que
lleva la secuencia terminal EEVD presente en todas las HSP70 eucariotas (Lo et al.,
2004). Los miembros de esta familia interactian con una amplia variedad de proteinas
llevando a cabo funciones como chaperonas especificas. Algunas de estas HSP70 son
débilmente expresadas en condiciones normales y son altamente inducidas en
condiciones de estrés. Debido a sus caracteristicas de induccién los genes que
codifican para las proteinas HSP70 carecen de intrones (Lo et al., 2004). Las HSP70
pueden ser inducidas por otros factores tales como la hipoxia, acidosis, estrés oxidativo,
especies reactivas de nitrdgeno, agotamiento de energia celular, infecciones virales o
bacterianas, endotoxinas y citotoxinas, metabolismo anaerdbico, metales pesados,
prostaglandinas, radiacion gamma y UV, altas densidades poblacionales y malnutricion
(Gusmao, 2011).

En el caso de las HSC70, su funcién radica en mantener el metabolismo de proteinas
bajo condiciones normales y se encuentran involucradas en procesos fisiologicos
celulares que incluyen el plegamiento de nuevas proteinas sintetizadas (Guo et al.,
2010b), la translocacién de membrana, la formacién y desensamblaje de complejos

proteicos y la degradacion de proteinas mal plegadas (Lo et al., 2004).

Comparado con el progreso en el estudio de las HSP70, se han encontrado pocos
reportes sobre las HSP90 en organismos acuaticos. La HSP90 citoplasmatica, asociada
con sus co-chaperonas contiene un motivo repetido tetratricopéptido conservado, se
encuentra involucrada en las vias de regulacién celular activando cientos de proteinas

incluyendo cinasas, factores de transcripcion y receptores esteroides (Li et al., 2009a).
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Esta proteina esta constituida por tres dominios conservados: el dominio N-terminal con
un sitio de union a adenosina trifosfato (ATP), un dominio central que interactla con
algunas proteinas como P53 y un dominio C-terminal responsable de la dimerizacion (Li
et al., 2009a). Las HSP90 generalmente responde al estrés térmico reduciendo la
agregacion de proteinas desnaturalizadas o de proteinas agregadas marcadas para
degradacion (Li et al., 2009a).

Qian et al., (2012) demostraron que la expresion de Hsp70 es la primer respuesta del
organismo ante un estrés térmico, debido a la alta sensibilidad de este gen. La Hsp60
también tiene una alta sensibilidad ante estrés térmico, sin embargo su expresion es
relativamente mas baja que la de la Hsp70, mientras que las Hsc70 y Hsp90 se
mantienen mas estables ante un estrés causado por la elevacion de la temperatura. Por
tal motivo, se considera a Hsp70 como un gen candidato para ser utilizado como
biomarcador para evaluar el estrés térmico en la cria de camaron blanco L. vannamei
debido al rol que desempefia en la proteccion celular ante un estrés térmico y su alta
sensibilidad (Qian et al., 2012).

2.4.2 Genes involucrados en la respuesta a hipoxia

Durante el cultivo de camaron y en condiciones ambientales naturales ocurren algunos
episodios de baja concentracidon de oxigeno disuelto (OD) en el agua o hipoxia
(Sonanez-Organis et al., 2009). Algunos camarones peneidos, en contraste con otros
crustaceos, pueden tolerar bajas concentraciones de OD, pero su crecimiento puede
verse afectado. La conformacién y regulacion de oxigeno son respuestas metabdlicas y
fisiolégicas adoptadas por los crustaceos bajo condiciones de hipoxia (Sofhanez-
Organis et al., 2009).

Los conformadores de oxigeno reducen la demanda metabdlica para el consumo de O,
en respuesta a niveles ambientales de O,, mientras que los reguladores de oxigeno
mantienen el consumo de oxigeno independientemente de los niveles ambientales de
O hasta un punto donde el consumo de O, es limitante (punto critico, Pcrit) (Sofianez-
Organis et al., 2009). Por debajo de Pcgrit, procesos anaerdbicos como la glucdlisis
anaerObica llega a ser importante para satisfacer los requerimientos de energia

(Sofianez-Organis et al., 2009). Pcrir para L. vannamei, es de 5 mg/L OD. L vannamei
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cambia a glucdlisis anaerobia a largo plazo (3 a 5 dias) y corto plazo (6, 12 y 24 hrs) de
hipoxia moderada (2-2.6 mg/L OD) y severa (1.0 mg/L OD), respectivamente (Sofanez-
Organis et al., 2009; Zenteno-Savin et al., 2006).

Los animales tolerantes a hipoxia emplean diversas estrategias de sobrevivencia,
basados primordialmente en la conservacion de la energia mas que en la
compensacion de la misma. La habilidad para entrar a un estado de depresién
metabdlica reversible, esta caracterizado por un drastico decremento entre el suministro
y consumo de ATP. Esto previene caidas letales en los niveles de ATP celulares y
representa una caracteristica de proteccién y unificacion en organismos tolerantes a
hipoxia (Gorr et al., 2006; Hardy et al., 2012).

El grado de depresion metabdlica (hipometabolismo) se encuentra inversamente
relacionado con el periodo de tolerancia a hipoxia. Desde que el 80% del consumo de
O, mitocondrial es acoplado a la sintesis de ATP, monitoreada como una drastica
reduccion de la tasa de consumo de oxigeno que ocurre inmediatamente después de

gue el organismo es sometido a hipoxia (Gorr et al., 2006).

A nivel molecular, el hipometabolismo involucra la supresion coordinada de cada
funcidn que utilice ATP principalmente en la célula (por ejemplo: la sintesis de proteinas
(30%); degradacion de proteinas (20%); ATPasas con motivos iénicos, primordialmente
Na'/K" ATPasa (25%)), para que coincida con la disminucion concomitante en la
produccion de ATP (Gorr et al., 2006). Durante el estado hipometabdlico, el flujo
glucolitico, sblo necesita ser elevado y proveer tanto ATP como se requiera para los

gastos residuales de energia (Gorr et al., 2006).

El hipometabolismo busca regular las principales vias metabdlicas y fisiolégicas en

funcién del consumo energético que estas implican como son:

% Disminucion de actividades enzimaticas e inhibicion de la sintesis de
proteinas: se ha observado que en numerosos moluscos marinos bajo
condiciones de hipoxia 0 anoxia, la actividad de diferentes enzimas y proteinas
funcionales se restringe, a través de modificaciones covalentes de fosforilacion

y desfosforilacion. Greenway y Storey (2009) observaron una disminucion en
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la actividad de diferentes enzimas del metabolismo energético (hexocinasa,
PEPCK, Arginin cinasa, fructosa 1,6 bi-fosfato y piruvato cinasa,
principalmente). Por otra parte, durante la hipoxia o anoxia se pueden inhibir
los procesos de sintesis de proteinas, los cuales bajo condiciones normales
son de los procesos que consumen la mayor cantidad de energia y esta
inhibicidén puede darse a nivel de transcripcion o traduccion (David, 2007).

Disminucion de la permeabilidad de la membrana: las células tolerantes a
hipoxia presentan una permeabilidad baja (debido a la baja densidad o
actividad de los canales idGnicos membranales) y cuando el oxigeno se agota,
la permeabilidad de la membrana hacia los iones se suprime para mantener el
potencial electroquimico de la célula estable como en el caso de la normoxia,
reduciendo con ello el consumo de energia por la Na'/K* ATPasa (David,
2007).

Utilizacidn de reservas de energia (Glucogeno, Aspartato) (David, 2007)
Disminucion de la sintesis de proteinas antioxidantes (David, 2007)

Activacion de la transcripcion de genes involucrados en la respuesta a hipoxia
(Cai et al., 2014, David, 2007)

Existen una familia de factores de transcripcion altamente conservados denominadas

factores inducibles de hipoxia (HIFs), que actian como reguladores principales de la

homeostasis oxigénica y la respuesta adaptativa a hipoxia (Cai et al., 2014). Estos HIF

tienen como obijetivo la regulacion de diversos genes involucrados en la respuesta a

hipoxia como son:

% Enzimas glucoliticas.- GLUT1 (Transportador) y lactato deshidrogenasa A, las

cuales promueven la adaptacién celular a la disponibilidad reducida de oxigeno a

través del consumo de glucosa y la glucdlisis (Bruick, 2003; Sofianez-Organis et

al

., 2009).

% Genes para incrementar el transporte de oxigeno a tejidos hipoxicos

promoviendo la maduracion de glébulos rojos (Eritropoyetina, transferrina) o
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angiogénesis /control vasomotor (incluyendo VEGF-factor de crecimiento
endotelial vascular, endotelina-1) (Bruick, 2003; Sofianez-Organis et al., 2009).

% Genes que promueven la proliferacion celular y sobrevivencia (IGF-factor de
crecimiento insulinico y proteinas de union-IGF). La falta de adaptacion a bajas
condiciones de oxigeno eventualmente conducira a la muerte celular via

apoptosis (Bruick, 2003).

HIF es un factor de transcripcion compuesto de dos subunidades a y B, las cuales son
constitutivamente transcritas y traducidas independientemente de la tension de oxigeno,
pero sélo a es regulada a nivel post-traduccional (Bruick, 2003; Sofianez-Organis et al.,
2009). El factor inducible de hipoxia 1a (Hif7a) es un factor de transcripcion que actlua
como regulador principal de la expresion de algunos genes en respuesta a hipoxia y
promueve la apoptosis celular bajo condiciones de hipoxia cronica (Bruick, 2003; Cai et
al., 2014; Kawabe y Yokoyama, 2012). HIF-7a contiene dos regiones que modulan su
actividad como una funcién de la disponibilidad de oxigeno, un dominio de degradacién
dependiente de oxigeno (ODD) y un dominio de transactivacion en el C-terminal (C-
TAD) (Sofanez-Organis et al., 2009). Bajo condiciones normoxicas, dos residuos de
prolina dentro del ODD de la subunidad HIF-1a son modificados por miembros de la
familia de los HIF prolil hidroxilasas (EGLN/HPH/PHD), permitiendo el reconocimiento
de HIF por un complejo proteico de ubiquitina ligasa que contiene vPHL y conduce a la
degradacion de HIF-1a mediante el proteosoma. Mientras tanto, la asparaginil
hidroxilasa FIH-1 modifica el CTAD de HIF-1a, bloqueando su interaccién con
coactivadores transcripcionales como p300. Cuando los niveles de oxigeno se reducen
(Hipoxia), ambas hidroxilaciones (asparaginil y prolil) se bloquean. HIF-1a es
translocada al nucleo donde se acumula y heterodimeriza con la subunidad HIF-13
(ARNT-Receptor nuclear translocador aril hidrocarburo) y se unen a los elementos de
respuesta a hipoxia (HRE) encontrados en las regiones promotoras de genes blanco
especificos, promoviendo asi la transcripcion de los mismos (Bruick, 2003; Hardy et al.,
2012; Kawabe y Yokoyama, 2012).

Las adaptaciones moleculares vy fisiolégicas son muy importantes para que algunos

crustaceos respondan a condiciones frecuentes de hipoxia y anoxia en sus ambientes
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naturales y de cultivo (Soifanez-Organis et al., 2009). Sin embargo, se sabe muy poco
acerca de la estructura y expresion de las moléculas que participan en estas respuestas
(Sonanez-Organis et al., 2009).

Heidbreder et al., (2003) proponen que las isoformas de HIF-7a pueden contribuir a la
proteccién durante intervalos tempranos y/o hipoxia moderada o en contra de severa
y/o hipoxia prolongada. Al parecer un mecanismo de regulacion por retroalimentacion
puede ocurrir en branquia y musculo, en el cual la elevacién sostenida de la proteina
HIF-1a bajo hipoxia detona la sefializacion para la reduccion de su mMRNA

correspondiente (Sofianez-Organis et al., 2009).

Sofanez-Organis et al., (2009) encontraron que los transcritos de Hif7a fueron mas
altos que los de Hif78 en branquia y musculo bajo normoxia e hipoxia. Los transcritos
de Hif7a fueron reducidos significativamente en branquia y muasculo bajo las
condiciones de hipoxia probadas; curiosamente, esta reduccion parece ser dependiente
del tiempo. La expresion de Hif7a en hepatopancreas del camaron P. pugio se expresa
constitutivamente y no cambia bajo condiciones de hipoxia moderada y severa durante

3, 7y 14 dias de exposicion (Sofianez-Organis et al., 2009).

2.4.3 Genes involucrados en la capacidad osmorregulatoria de organismos

marinos acuaticos

El camaron blanco es una especie que ha sido ampliamente cultivada en sistemas
intensivos, extensivos y semi-intensivos. Debido a las enfermedades y la contaminacion
del agua en las costas, L. vannamei, ha llegado a ser un cultivo atractivo para
mantenerse en granjas en algunas partes del mundo como son los Estados Unidos,
Tailandia y China (Li et al., 2009). El camardn blanco es un organismo eurihalino capaz
de tolerar un amplio rango de salinidades que van de 0.5 a 40 psu, donde un cambio en
la salinidad no afecta el rendimiento de su crecimiento ni la respuesta fisioldgica debido

al gasto energético destinado a la osmorregulacion (Li et al., 2011; Li et al., 2009).

La habilidad de osmorregular o la capacidad osmorregulatoria, en crustaceos es
determinada por la osmolaridad de la hemolinfa (por ejemplo, la cantidad de osmolitos

como Na'y CI', expresados como miliosmoles kg™) en comparacién con la del ambiente
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en el que habitan. Cuando la osmolaridad ambiental es mayor que la de la hemolinfa se
denomina hiperosmatico, y los crustadceos deben compensar el influjo de iones via la
hipoosmorregulacion; por el contrario, cuando la osmolaridad ambiental es menor que
la de la hemolinfa se denomina hipoosmética, y los crustaceos deben compensar la
pérdida de iones desde la hemolinfa via la hiperosmorregulacion. Incluso cuando la
osmolaridad ambiental y la de la hemolinfa son iguales, los crustaceos acuéticos
todavia osmorregulan hasta cierto punto, ya que la composicion iénica de la hemolinfa
puede ser significativamente diferente a la del ambiente (Romano y Zeng, 2012). Esta
capacidad osmoregulatoria también puede evaluarse midiendo la cantidad de iones
disueltos en la hemolinfa, o bien por la actividad enzimatica de la Na'/K* ATPasa, asi
como por la evaluacion de la expresion de la misma (Uranga, 2012).

Los crustaceos han adoptado dos estrategias para la osmorregulacion
predominantemente en branquia: el proceso compensatorio y el proceso limitante. El
primero, es una estrategia por la cual el mantenimiento de los iones y osmolaridad en la
hemolinfa es realizado mediante el movimiento activo de solutos dentro y fuera de la
hemolinfa para balancear su difusion pasiva. En crustaceos decapodos los principales
mecanismos conocidos son: la Na'/K" ATPasa (localizada basolateralmente), co-
transportador Na'/K*/2CI" (localizado basolateral y apical-mente), ATPasa-H® tipo
vaculor (Tipo-V), CI/HCO3", Na'/NH;', e intercambiador Na'/H" (localizados
apicalmente) (Romano y Zeng, 2012). La Na'/K* ATPasa es considerada una enzima
importante que regula iones monovalentes (Na*, K*, CI', los cuales constituyen el 90%
del total de iones de la hemolinfa), ademas genera un gradiente electroquimico

estimulando otros canales transportadores (Romano y Zeng, 2012).

El proceso limitante, por otra parte, es una estrategia donde el mantenimiento de los
iones y osmolaridad de la hemolinfa es realizado mediante el ajuste de la permeabilidad
de estructuras circundantes (por ejemplo, la membrana de las branquias), el cual puede
ser un método altamente efectivo para reducir la difusién de iones y el influjo de agua,
en lugar de depender Unicamente de mecanismos mas exigentes energéticamente,

para el transporte de iones (Romano y Zeng, 2012).
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La bomba de Na'/K* es un tipo de bomba de protones impulsada por ATP presente en
la membrana plasmética de las células eucariotas, la cual posee un amplio rango de
funciones en procesos metabolicos. Esta bomba es una proteina transmembranal,
localizada en la membrana basolateral de la branquia. Se cree que ésta genera el
gradiente electroquimico para la absorcidén global de iones a través de la branquia de
crustaceos, mediante el transporte activo de Na* desde el compartimento intercelular

branquial hacia la hemolinfa (Freire et al., 2008; Henry et al., 2012).

Cuando L. vannamei es expuesto a agua de mar diluida, debe contrarrestar la pérdida
de Na" mediante la absorcion activa de Na* del ambiente a través de la membrana
apical de sus células osmorregulatorias. Los iones de Na® son bombeados hacia la
hemolinfa mediante la Na'/K* ATPasa y se cree que este proceso es la parte central de
la regulacion idnica y balance de agua de vertebrados e invertebrados acuéticos (Li et
al., 2009). La actividad de la Na'/K" ATPasa esta directamente relacionada con la
capacidad osmorregulatoria, donde una actividad alta generalmente indica una alta

capacidad osmorregulatoria (Li et al., 2011: Li et al., 2009).

La bomba de Na'/K* transporta tres atomos de sodio del espacio intracelular hacia el
espacio extracelular e importa dos atomos de potasio al lumen celular, utilizando la
energia libre de Gibbs producida con la hidrdlisis de ATP. Este transporte de iones
permite que las células establezcan y mantengan el gradiente electroquimico necesario
para conservar en homeostasis el volumen y el pH celular. Otro transportador de Na*
del citosol hacia el espacio extracelular es la anhidrasa carbdnica. La Na’/K* ATPasa
trabaja en conjunto con la anhidrasa carbonica para sacar Na* de la célula, y se ha
encontrado que en baja salinidad se aumenta la expresion de la anhidrasa carbdnica en

cangrejos eurihalinos como Callinectes sapidus y Carcinus maefas (Uranga, 2012).

Li et al., (2009) determinaron que la Na*/K* ATPasa se expresa principalmente en tejido
de branquias. La branquias son consideradas el sitio primario para la regulacién iénica y
osmotica, por lo cual se encuentran involucradas en la respiracion, osmorregulacion y

detoxificacion (Sofianez-Organis et al., 2009).

La branquia en crustaceos es un érgano multifuncional y es el sitio donde se llevan a

cabo una gran cantidad de procesos fisioldgicos incluyendo el intercambio gaseoso
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(respiracion), el transporte idnico (importante en la osmorregulacion en hemolinfa),
balance acido-base, excrecién de amonio, manutencion de homeostasis osmoética y
ibnica, y la homeostasis de calcio, la cual presenta un importancia particular en los
organismos que experimentan ciclos de muda y la detoxificacion (Freire et al., 2008;
Henry et al., 2012). Asi mismo, la branquia también es una es una de las superficies

externas mas permeables en crustaceos (Li et al., 2009).

El grado de expresion de la Na'/K* ATPasa en otros tejidos como epitelio, pedinculos
oculares y hepatopancreas, es relativamente bajo en comparacion con la expresion en
musculo y branquia (Li et al., 2009). El hepatopancreas es un érgano multifuncional que
participa en la excrecion, muda, metabolismo de lipidos y carbohidratos, sintesis y
secrecion de enzimas digestivas, absorcion de nutrientes, sintesis de hemocianina y

lipoproteinas y almacenaje de energia (Sofianez-Organis et al., 2009).
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Capitulo 3. Hipotesis

Si existen cambios en la respuesta fisiologica de Litopenaeus vannamei no
ablacionados y ablacionados unilateral y bilateralmente, aclimatados a diferentes
temperaturas ante la exposicion a la temperatura critica méxima, entonces ésta
repuesta deberd observarse en la expresion de genes que regulan los mecanismos de
adaptacion involucrados en el mantenimiento de los procesos fisiologicos de este

organismo.
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Capitulo 4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

Evaluar la respuesta de Litopenaeus vannamei a la exposicion a la temperatura critica

maxima en organismos ablacionados unilateral y bilateralmente aclimatados a

diferentes temperaturas mediante la expresién de genes en diferentes vias metabdlicas

y de algunas proteinas involucradas en la proteccion y mantenimiento celular.

4.2 Objetivos particulares:

7
L X4

0

Validar genes de referencia para tejido de branquia en organismos aclimatados
a diferentes temperaturas y en respuesta a exposicion a TCMax.

Evaluar los niveles de expresion de los genes Hsp70 (Heat Shock Protein 70) y
Hsp90 (Heat Shock Protein 90) involucrados en la proteccién de las proteinas en
organismos aclimatados a diferentes temperaturas y en respuesta a exposicion a
TCMax.

Evaluar los niveles de expresion del gen Na'-K* ATPasa (sodio-potasio ATPasa)
involucrado en la regulacién iénica y permeabilidad membranal, en organismos

aclimatados a diferentes temperaturas y en respuesta a exposiciéon a TCMax.

Evaluar los niveles de expresion del gen Hif-1a (Factor Inducible de Hipoxia),
involucrado en el mantenimiento y regulacion de la glucodlisis en organismos
aclimatados a diferentes temperaturas y en respuesta a hipoxia durante

exposiciéon a TCMax.
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Capitulo 5. Metodologia

5.1 Organismos experimentales

Se colocaron 150 organismos de camaron blanco en estanques de 2000 L con flujo
continuo de agua de mar a 35 psu y se mantuvieron a una temperatura de 28 + 1 °C
con calentadores sumergibles de 1000 W. Los camarones permanecieron en estas
condiciones y fueron alimentados dos veces al dia con alimento de grado comercial
(Aquaprofile Purina) con 35% de proteina hasta obtener un peso entre 10y 12 g (Figura
2).

Figura 2. Estanques de 2000 L para manutencién y crecimiento de organismos. a) Invernadero

CICESE y b) Larvas de camarén blanco.

Una vez obtenido este peso humedo, 50 camarones fueron colocados en estanques de
500 L (n=150), cada uno de ellos con recambio de agua y aireacion constante. Los
organismos se aclimataron durante 21 dias a 3 temperaturas, 20, 26 y 32 °C £ 1 °C.
Estas condiciones se mantuvieron con calentadores de 1000 W conectados a
controladores de temperatura individuales. La alimentacion se mantuvo a una tasa del

8% sobre el peso por espécimen (Figura 3).
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Figura 3. Estanques de 500L de capacidad para la aclimatacion a diferentes temperaturas de
organismos experimentales.

5.2 Disefio experimental

Los organismos fueron ablacionados unilateral y bilateralmente, y se contdé con
organismos no ablacionados de los cuales se tomaron 5 como controles de

aclimatacion (A). El proceso de ablacién se llevé a cabo de la siguiente manera:

Después del periodo de aclimatacién en las diferentes temperaturas se tomaron 30
organismos y se ablacionaron unilateralmente (se cortd el peddnculo ocular y se
cauterizé). Estos organismos se devolvieron a su temperatura de aclimatacion y se
dejaron en reposo durante 7 dias para su recuperacién. Al cumplir el tiempo de
recuperacion se tomaron 15 de los 30 organismos ablacionados unilateralmente por
temperatura y se realiz6 la ablacién del segundo pedunculo ocular. Estos organismos
se colocaron separados de los unilaterales en los mismos estanques y se dejaron en
reposo durante 7 dias para su recuperacion. Debido a que el proceso de ablacién
estresa al organismo estos fueron alimentados hasta dos dias después de cada

proceso de ablacién (Figura 4).
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Los organismos no ablacionados y los controles (A) se mantuvieron en las tres

temperaturas de aclimatacion durante el mismo tiempo que los organismos

'ﬂ:&

A

&,

ablacionados.

N .0

Figura 4. Proceso de ablacion de pedunculo ocular realizado en L. vannamei (Fotos realizadas por
la Dra. Denisse Re Araujo).

Posteriormente, al transcurrir el tiempo de recuperacion del segundo proceso de

ablacién se procedio con el experimento de temperatura critica maxima (TCMax).

Para ello primero se realizO un ensayo de sobrevivencia en el cual se colocaron 5
organismos en acuarios de 60 litros y se dejaron 15 minutos a la temperatura de
aclimatacion de acuerdo con Lutteschmidt y Hutchinson (1997 a y b). Posteriormente se
fue aumentando la temperatura a una tasa de calentamiento de 1°C por minuto y los
organismos se fueron retirando del experimento de TCMéax cuando se observé pérdida
del equilibrio (Loss of Righting Response o LRR), es decir cuando el camarén se inclina
sobre su cefalotérax y no puede recuperar su postura de nado correcta 0 permanecen
reclinados en 90° (Gonzalez et al., 2010; Re et al., 2005); y al término del ensayo se
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regresaron a su temperatura de aclimatacion durante 96 horas para medir la

supervivencia.

Pasado este lapso, se realiz6 el experimento de TCMax con los organismos
ablacionados y no ablacionados siguiendo la misma metodologia del ensayo de

supervivencia y se tomaron las muestras de tejido correspondientes (Figura 5).

Figura 5. Experimento de TCM&x y sobrevivencia realizados en acuarios de 60L.
5.2.1. Diseccién y colecta de tejidos.

Conforme los organismos fueron saliendo de los acuarios al llegar a su temperatura
critica maxima, se procedi6 con la diseccidn para extraer tejidos. Se cortd con tijeras de
punta delgada la parte superior de la cuticula del caparazon del cefalotorax, se abrié y
se quitd la cuticula para tomar con unas pinzas de punta delgada tejido de la branquia,
el cual se colocd en un tubo Ependorf de 1.5 ml con 800 pl de solucion casera para
preservacion de acidos nucleicos (Buffer NAP) (Camacho-Sanchez et al., 2013) (Anexo

2), previamente preparados y marcados (Figura 6).
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Los tubos con tejido fueron mantenidos en hielo durante el muestreo y posteriormente
fueron almacenados en cajas VWR® CryoPro® y colocados a -80°C.

Figura 6. Diseccion de tejido de branquia en organismos de L. vannamei

5.3 Busqueda bibliografica e informatica

Se realizé una busqueda bibliografica de los genes involucrados en los procesos de
regulacion ionica, hipoxia y estrés térmico del camardon blanco en articulos relacionados
y se seleccionaron los genes blanco para cada uno de los procesos como son Na'/K*
ATPasa, Hsp70, Hsp90 y Hif1a.

5.4 Genes de referencia

Para la normalizacion de la expresién de los genes de interés en este trabajo se
seleccionaron cinco genes a partir de una busqueda bibliografica como posibles genes
de referencia para L. vannamei: Factor de elongacion 1 alfa (Ef1a), Beta actina (G-
actina), Proteina ribosomal L8 (L8), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), y
el gen ribosomal 18S (18S rRNA). Para el caso de los genes L8, gapdh, efifa y 18S
rRNA se disefiaron primers especificos a partir de las secuencias obtenidas del NCBI

en el programa PerlPrimer.
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Estos genes se seleccionaron de acuerdo con su participacion en diferentes rutas
metabdlicas y procesos, minimizando de esta forma un posible efecto de co-regulacion
entre genes (Tabla 1). Se evalud la estabilidad en la expresion de estos genes entre
temperaturas de aclimatacion y la condicion de los organismos (controles (A), controles
(TCMax)- organismos no ablacionados sometidos a TCMax y ablacionados unilateral y

bilateralmente).

Tabla 1. Funcion de los genes de referencia evaluados.

Gen Funcién celular

Traduccion de proteinas, union a proteinas del citoesqueleto, tumorigénesis, traduccion de
Efla sefales y apoptosis.

Proteccién ante estrés oxidativo (Wang et al., 2011).

Motilidad, estructura e integridad celular.

B.actina Involucrada en la organizacion del citoesqueleto celular.

Proteina de expresion conservada en todos los tejidos animales durante el crecimiento y
etapas de desarrollo (Sun et al., 2007).

Gapdh | Deshidrogenasa, oxidoreductasa involucrada en la glucolisis y gluconeogénesis.
18SIRNA ARN estructural (involucrado en estructura del ribosoma).

Sintesis de proteinas.

Constituyente estructural del ribosoma subunidad 60s.

L8 : ) §
Sintesis de proteinas.

5.5 Extraccidon de RNA, tratamiento con DNAsay RT-PCR

Del tejido de branquia conservado a -80°C en Buffer NAP se utilizaron 100 mg para la
extraccion de RNA por 1 mL de Tri Reagent (SIGMA). La homogenizacién del tejido se
realiz6 agregando 100 mg de perlas de cristal (SIGMA Glass beads, acid washed, 425-
600 um) en un homogenizador de tejidos. EI RNA obtenido se resuspendié en agua
DEPC 0.1% (el volumen dependié del tamano del pellet entre 50 y 100 pL) y se
cuantificé la concentracién obtenida en cada extraccién utilizando un espectrofotometro
NanoDrop Lite (Thermo Scientific®). La calidad del RNA se evalué a través de

electroforesis en gel de agarosa al 1.0% bajo condiciones desnaturalizantes (Anexo 2).

De la solucidon de RNA total se tomaron 6 ug, los cuales fueron tratados con DNAsa |
(RQI DNase, Promega) para eliminar contaminacion por DNA gendmico (gDNA). Para

corroborar que el tratamiento con DNAsa fuera adecuado, se realizé una electroforesis
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en gel de agarosa al 1.0% y se realiz6 un PCR en punto final con primers del gen 18s
utilizando DNA complemementario (cDNA) como control positivo (Anexo 1). Una vez
confirmada la pureza del RNA se procedié con la transcripcion reversa del mismo a
cDNA. La sintesis de cDNA se llevo a cabo utilizando 1.0 ug de RNA tratado con
DNAsa de cada organismo siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante del kit

ImProm-II™ Reverse Transcription System (Anexo 1).

5.6 Andlisis de expresion génica cuantitativa por PCR en tiempo real

Se utiliz6 cDNA obtenido mediante transcriptasa reversa de branquia de organismos no
ablacionados (Controles (TCMax)), ablacionados unilateral y bilateralmente, asi como
controles (A) para el analisis de expresion génica cuantitativa por PCR en tiempo real
(gPCR), evaluando la expresion de los genes Hsp70, Hsp90, Hif7a y Na'/K* ATPasa.

El PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) es una tecnologia que posee la capacidad
de detectar y medir cantidades diminutas de acidos nucleicos en un amplio rango de
muestras de numerosas fuentes mediante la deteccion de una sefial de fluorescencia
producida proporcionalmente durante la amplificacion del DNA blanco (Bustin et al.,
2005; Bustin et al., 2009). El gPCR determina el punto en el tiempo (ciclo de PCR)
donde la amplificacion del producto blanco es detectada inicialmente (Wong y Medrano,
2005). Este valor actualmente se denomina ciclo de cuantificacion (Cq) y se define
como el tiempo al cual la intensidad de la fluorescencia es mayor a la fluorescencia de
fondo (Bustin et al., 2009). EIl valor de Cq se determina en la fase exponencial de la
reaccion de PCR y es inversamente proporcional al nimero de copias del blanco dando

como resultado valores bajos de Cq (Bustin et al., 2005).

Entre mayor sea el nimero de copias inicial del acido nucléico blanco, se observara un
incremento significativamente rapido en la fluorescencia. Esta correlacion lineal entre el
producto de PCR vy la intensidad de la fluorescencia se utiliza para calcular la cantidad

de templado presente al inicio de la reaccion (Bustin et al., 2005).

Existen dos métodos para analizar los datos de PCR cuantitativo en tiempo real: la
cuantificacion absoluta y la relativa. La cuantificacidn relativa describe los cambios en la

expresion del gen blanco con relacion al grupo de referencia, que para este caso, seran



31

los genes especificados en la seccion 5.4 que cumplan con las condiciones de gen de
referencia, como se describe en la seccion 5.6.2 (Livak y Schmittgen, 2001).

5.6.1 Estandarizacion de la eficiencia de amplificacién por gPCR.

La eficiencia (e) del gPCR se determind de acuerdo a Pfaffl (2001) para cada par de
primers-cebadores de los diferentes genes evaluados, de referencia y blanco de interés
en este trabajo. Se obtuvo una curva estandar para cada gen de referencia asi como
para los cuatro genes blanco. La amplificacion se realizé por triplicado en cada una de
las cuatro diluciones seriadas (1:5) utilizando el cDNA de muestras de branquia a partir
de un pool realizado con RNA tratado con DNAsa de organismos de las diferentes
condiciones y temperaturas de aclimatacion. Los analisis se realizaron en el
termociclador en tiempo real CFX96 (Bio-Rad) y se utilizO como intercalante
fluorescente IQ™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad).

Las concentraciones finales de reaccion fueron: 1x IQ™ SYBR® Green Supermix (5 yL)
(Anexo 1), 0.3 uM de oligonucleotidos (forward y reverse 10 uM) para genes de
referencia y 0.2 uyM para genes blanco, 3 yL de cDNA (Dilucion 1:5) y H,O libre de
RNAsas en un volumen final de 10 uL. Las condiciones de amplificacién consistieron
en: 2 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 15s v,
alineamiento y extension a 60°C por 30s, asi como un paso de extension adicional a
72°C durante 5 min. También se agrego un analisis de curva de disociacion con una
desnaturalizacion a 95°C por 10s, disociacion de 65-95°C por 5s con un incremento de

0.5°C. Como control negativo se utilizé H,O libre de nucleasas.

Para el caso del gen Hif7a se utilizaron las mismas condiciones de reaccién utilizadas
para los demas genes blanco, sin embargo, las condiciones de amplificacion utilizadas
fueron las reportadas por Sofianez-Organis et al., (2009) y consistieron en: 5 min a
95°C, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30s, alineamiento a 60°C
por 35s y extension a 72°C por 55s. Asi mismo se agreg6 una curva de disociacion con
desnaturalizacion a 95°C por 10s, disociacién de 60-95°C por 5s con un incremento de
0.5°C.
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5.6.2 Validacion de los genes de referencia para el andlisis en muestras de
branquia de organismos con diferentes condiciones y temperaturas de

aclimatacién

Para que un gen sea valido como gen de referencia su expresion no debe variar en los
tejidos o células que se estén investigando. EI gen control interno ideal es
universalmente valido, con un nivel de expresidn constante a través de todos los tejidos,
células, tratamientos y disefios experimentales (Andersen et al., 2004). Sin embargo, la
literatura muestra que no existe un gen de referencia ideal y que los genes de
referencia pueden variar considerablemente dependiendo de las condiciones
experimentales (Vandesompele et al., 2002). Por lo tanto la validacion de los genes de
referencia en este estudio es importante para evaluar la estabilidad de los genes
elegidos ante las diferentes condiciones de los organismos (ablacionados y no
ablacionados), el tipo de tejido, la temperatura de aclimatacion y la exposicion al

experimento de TCMax.

La seleccidon de los genes de referencia se llevd a cabo mediante la evaluacion de la
estabilidad en su expresion. Esta expresion se evalud en 12 pooles (3 organismos/pool)
de cDNA (1:5) de branquia de camarones con diversas condiciones y temperaturas de

aclimatacion.

Para calcular la estabilidad de la expresion de cada gen de referencia se utilizaron los
valores de Cg promedio obtenidos, y se evaluaron mediante los programas Genorm,

Normfinder y Bestkeeper.

También se realizoé un analisis en la herramienta RetFinder de Cotton EST Database
East Carolina (http://www.leonxie.com/referencegene.php) para corroborar los datos
obtenidos con los programas por separado. Esta plataforma es una herramienta que
permite evaluar genes de referencia a partir de un namero extenso de datos. Integra los
tres principales programas mencionados anteriormente y el método comparativo delta
Ct (ACt) para comparar y clasificar los genes de referencia evaluados. Posteriormente
basado en la jerarquia obtenida en cada programa, asigna un valor a cada gen
individual y calcula la media geométrica de los valores para obtener una clasificacion

final para los genes evaluados.
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El algoritmo de Genorm calcula la estabilidad de la expresién génica (Valor M) para
cada gen basado en la proporcion relativa de la expresion promedio por pares para
cada uno de los genes en el andlisis. Un gen que muestra un alto valor de M presenta
una gran variacion en su expresion. Posteriormente, Genorm estima el factor de
normalizacion (NF) utilizando la media geométrica de los niveles de expresion de los n
mejores genes de referencia, utilizando la variacion por parejas (V) con un valor de 0.15
como umbral. Este valor V indica el nUmero de genes que deben ser utilizados para la
normalizacion de los genes blanco (Vandesompele et al., 2002).

Normfinder es un modelo basado en la estimacion de la varianza, el cual calcula los
valores de la estabilidad de la expresion (SV) para cada gen analizado. Permite la
estimacion de la variacion global de los genes de referencia tomando en cuenta las
variaciones intra e inter grupales dentro de un conjunto de muestras. De acuerdo con
este algoritmo los genes con menor SV seran los genes mas estables (Andersen et al.,
2004).

Bestkeeper es una herramienta que calcula la desviacion estandar (SD) y el coeficiente
de variacion (CV) basado en los valores de los ciclos de cuantificacion (Cq) de todos los
genes de referencia candidatos. Los genes de referencia con valores SD mayores a 1
pueden ser considerados como inconsistentes y deberan ser excluidos. Y al contrario
los genes con el menor valor SD son considerados como los mas estables. Bestkeeper
estima la correlacion inter-genes de todos los pares de genes de referencia, prediciendo
el coeficiente de correlacion de Pearson (r) y el valor de la probabilidad (p) para cada

correlacién (Figueiredo et al., 2013).

5.6.3 Cuantificacién relativa de la expresion de los genes Hsp70, Hsp90, Hif1a y
Na'/K* ATPasa.

La expresion de los genes Hsp70, Hsp90, Hif7a y Na’™-K* ATPase se analiz6 en tejido
de branquia de camarones no ablacionados y ablacionados unilateral y bilateralmente,
aclimatados a 20°C, 26°C y 32°C.

El valor de la expresion relativa normalizada se estimé por medio del programa

PLUS

gBase , V2.0 (Biogazelle, Bélgica). Este programa utiliza un algoritmo modificado a
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partir del método delta-delta-Ct (AACt), tomando en cuenta la eficiencia de

amplificacion para cada gen tanto blanco como de referencia, y estima las cantidades
relativas de expresién génica normalizada (NRQs: Normalized relative quantities) a
partir de los valores de Cq utilizando un modelo que normaliza a los genes blanco con
base en los genes de referencia seleccionados por su estabilidad (Hellemans et al.,
2007).

5.7 Andlisis estadisticos

En todos los analisis se empled el programa STATISTICA version 7.1 mediante el cual
se evaluo la normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y la homocedasticidad de varianzas
(Prueba de Hartley, Cochran y Bartlett) de los datos obtenidos.

5.7.1 Anédlisis de la temperatura critica maxima

Se realizé un andlisis de varianza de dos vias (MANOVA) para evaluar las diferencias
en la temperatura critica maxima de los organismos no ablacionados y ablacionados

unilateral y bilateralmente aclimatados a tres diferentes temperaturas.

Se analizaron las medias de la temperatura critica maxima mediante una prueba a
posteriori de Tukey para establecer la existencia de diferencias significativas entre los

factores (Condicion y Aclimatacién). Se utilizé una significancia estadistica de P<0.05.

5.7.2 Andlisis de la expresion génica.

Se realizé un andlisis de varianza de dos vias (MANOVA) para evaluar el efecto de la
condicion y aclimatacién en los niveles de expresion de los genes blanco seleccionados
(Hsp70, Hsp90, Hiff7a y Na’-K* ATPasa) en los organismos no ablacionados vy
ablacionados unilateral y bilateralmente, aclimatados a tres diferentes temperaturas y
sometidos a experimento de TCMax. Las diferencias en las medias de la expresion
génica fueron evaluadas utilizando la prueba a posteriori de Fisher con un nivel de

significancia estadistica P<0.05 en todos los casos.
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Organismos experimentales y tejidos obtenidos

De los organismos experimentales aclimatados a 20°C, 26°C y 32°C sometidos al
ensayo de supervivencia se obtuvo una tasa de supervivencia del 95%. De los
organismos sometidos a experimento de TCMax se obtuvo un total de 127 organismos
experimentales. A continuacion se muestra una tabla de los organismos obtenidos bajo
las distintas condiciones para cada temperatura de aclimatacion.

Tabla 2. Organismos totales obtenidos a partir del experimento de TCMax por cada temperatura de
aclimatacioén.

Condicioén Temperaturas Total
20°C 26°C 32°C
Controles (A) | 5 5 5 15 |
A. Unilaterales | 15 10 15 40 |
A. Bilaterales | 6 13 8 27 |
Controles (TCMax) | 15 15 15 45 i

Total | 41 43 43 127
Nota: (-) Indica los organismos experimentales de los cuales aln no se ha realizado el experimento de TCMax.

De la diseccion realizada a estos organismos experimentales se obtuvo un total de 127
muestras de tejido de branquia, los cuales se mantuvieron almacenados en Buffer NAP

a -80°C hasta realizarse la extraccion de RNA.

6.2 Temperatura Critica Maxima

La mayoria de los organismos experimentales fueron machos ya que en Re et al.,
reportan en estudios anteriores que no existen diferencias significativas en la
temperatura critica maxima de organismos juveniles de Litopenaeus vannamei con

respecto al sexo.

Los organismos ablacionados unilateralmente y aclimatados a 20°C presentaron una
temperatura critica maxima promedio de 33.9°C + 0.79 (Media = DS), los aclimatados a
26°C de 37.4°C £ 0.59 y los aclimatados a 32°C de 41.4°C £ 0.45.

En los organismos ablacionados bilateralmente la temperatura critica maxima promedio
obtenida para los organismos aclimatados a 20°C fue de 33.3°C + 0.52, para los
aclimatados a 26°C de 36.6°C =+ 0.70 y para los aclimatados a 32°C de 40.5°C + 0.88.
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En cuanto a los organismos no ablacionados se obtuvo una temperatura critica maxima
promedio para los organismos aclimatados a 20°C de 36.4°C = 0.92, para los
aclimatados a 26°C de 38.1°C + 0.26 y de 41.0°C + 0.52 para los aclimatados a 32°C.

Se observé que existe una reduccion en la tolerancia térmica de los organismos
ablacionados unilateral y bilateralmente aclimatados a 20°C y 26°C, asi como de los
ablacionados bilateralmente aclimatados a 32°C con respecto a los organismos no
ablacionados de las tres temperaturas de aclimatacion. Para el caso de los organismos
ablacionados unilateralmente aclimatados a 32°C se pudo observar un aumento en la
tolerancia térmica con respecto a los organismos no ablacionados aclimatados a la

misma temperatura (Figura 7).

Con los valores del alcance de tolerancia térmica para cada grupo de organismos de
acuerdo con su temperatura de aclimatacion y condicion, se pudo observar que existe
una relacion inversamente proporcional entre la temperatura de aclimatacion versus el
alcance de la tolerancia térmica, en donde los organismos aclimatados a temperaturas
mas bajas presentan una mayor tolerancia térmica en comparacion con los organismos
aclimatados a temperaturas mas altas. Por otra parte también se observo que la
ablacion también juega un papel importante en la tolerancia térmica de los organismos
ya que también reduce el alcance de tolerancia térmica de los organismos al ser
sometidos al experimento de TCMax (Tabla 3).

Tabla 3. Alcance de tolerancia térmica de los organismos sometidos a TCMax bajo las diferentes
temperaturas de aclimatacion y condicion.

20°C 26°C 32°C
Unilaterales | 13.9°C 11.4°C 9.4°C |
Bilaterales | 13.3°C 10.6°C 8.5°C |

No ablacionados | 16.4°C 12.1°C 9.0°C |

Mediante un analisis de varianza de dos vias se evalu6 estadisticamente que las
diferencias analizadas mediante los valores de las medias para cada condicion y
temperatura de aclimatacién fueran altamente significativas entre ambos factores
(aclimatacion y condicién) de los organismos sometidos a experimento de TCMax en el

programa Statistica 7 y se observd que existen diferencias altamente significativas con
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P<0.001 en la TCMé&x de los organismos experimentales con respecto a su condicion

versus la temperatura de aclimatacion (Figura 7).

45 - [l ULnilaterales

44 | [ Bilaterales
43| [ No Ablacionados

TCMéx (°C)

20°C 26°C 32°C

Temperaturade aclimatacion

Figura 7. Analisis de varianza de dos vias de la TCMax obtenida de los organismos
experimentales. (Las letras indican la condicién versus la aclimatacién en las cuales no se
encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones denotan los
intervalos de confianza (0.95) para cada media.

Mediante una prueba a posteriori de Tukey se observdé que no existen diferencias
altamente significativas P>0.05 en la temperatura critica maxima de los organismos
ablacionados unilateralmente versus los ablacionados bilateralmente a 20°C; los
ablacionados bilateralmente a 26°C versus los no ablacionados a 20°C y los
ablacionados unilateralmente a 26°C, los no ablacionados versus los ablacionados
unilateralmente a 26°C; y los no ablacionados a 32°C versus los ablacionados unilateral

y bilateralmente a la misma temperatura de aclimatacion (Tabla 4 y Figura 7).

6.3 Busqueda bibliografica y bioinformatica

Se identificé la funcion celular que desempefian cada uno de los genes blanco

evaluados en este estudio y se muestran a continuacion en la tabla 5.
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Tabla 4. Prueba a posteriori de Tukey para evaluar las significancias en la temperatura critica
méxima de los organismos experimentales. AU: Ablacionados unilateralmente; AB: Ablacionados
bilateralmente; NA: No ablacionados.

AU AB NA AU AB NA AU AB NA
Aclimatacién Condicién  20°C 20°C 20°C 26°C 26°C 26°C 32°C 32°C 32°C
33.853 33.333 36.380 37.440 36.615 38.133 41.447 40.487 40.953

20°C AU 0.7736  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
20°C AB 0.7736 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
20°C NA 0.0001 0.0001 0.0040 0.9891 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
26°C AU 0.0001 0.0001 0.0040 0.0767 0.1970 0.0001 0.0001 0.0001
26°C AB 0.0001 0.0001 0.9891 0.0767 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
26°C NA 0.0001 0.0001 0.0001 0.1970 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
32°C AU 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0289 0.4970
32°C AB 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0289 0.7845
32°C NA 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.4970 0.7845

e Enrojo se muestran los grupos que no presentaron diferencias altamente significativas.

Tabla 5. Funcion de los genes involucrados en regulacion ionica, hipoxia y estrés térmico del
camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Gen Funciones celulares

ATPasa Na'-K* Balance hidrosalino, regulacion ionica y osmética.

Regulador de algunos genes involucrados en la respuesta a Hipoxia para
potenciar la sobrevivencia (Cai et al., 2014).

Regulador de la homeostasis del oxigeno celular y respuesta adaptativa a
la falta de oxigeno (Hardy et al., 2012).

Primer respuesta del organismo ante estrés.

Hsp70 Proteccién a la célula por el dafio causado por el estrés térmico agudo.
Biogénesis de proteinas y plegamiento de proteinas desnaturalizadas.
Regulacién de rutas celulares esenciales mediante activacion de cientos
de proteinas como cinasas, factores de transcripcion y receptores
esteroides (Luan et al., 2009).

Respuesta ante estrés por temperatura y pH, mediante la reduccién de la
agregacion de proteinas desnaturalizadas o proteinas agregadas
marcadas para degradacion (Luan et al., 2009).

Hifla

Hsp90

Se disefiaron primers especificos para cinco de los nueve genes seleccionados tanto de
referencia como blanco. Se utilizaron las secuencias disponibles en la base de datos
del NCBI y se utiliz6 el programa Perlprimer para realizar el disefio de cada uno de los

primers para este estudio.

Los primers fueron disefiados con base en las siguientes especificaciones: porcentaje
de GC del 40 al 60%, tamafo entre 18 y 24 bases, Tm para cada primer forward y
reverse no mayor a 64°C y diferencia entre Tm’s para cada par de primers no mayor a

3°C, terminacion o inicio de primer con una base purica, no formacién de estructuras
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secundarias o dimeros y tamafio de amplicon entre 100-200 pb. A continuacién se
muestra cada uno de los primers disefiados, asi como aquellos disefiados por otros

autores y que fueron utilizados en este estudio (Tabla 6).

Para la revision de cada una de las secuencias de los genes de este estudio y el
alineamiento de secuencias con los primers se utilizé el programa BioEdit Sequence

Alignment Editor v.7.2.0 (Tom Hall, Ibis Biosciences).

6.4 Extraccion de RNA

Se realizaron un total de 127 extracciones de tejido de branquia, las cuales fueron
cuantificadas obteniéndose en promedio 69.3 ug + 27.1 de RNA total por muestra. Asi
mismo, se midio la relacion A260/280 para verificar la pureza del RNA obtenido y
A260/A230 para verificar que no existiese contaminacion por proteinas, fenoles u otros
contaminantes. Estas relaciones se mantuvieron entre 1.8-20 y 1.6-1.8,

respectivamente.

Se realizaron electroforesis desnaturalizantes en gel de agarosa al 1.0% para el 30% de
las muestras de RNA obtenidas del tejido de branquia para verificar la calidad del RNA
extraido. En estos geles se observaron las bandas pertenecientes a 18S y 28S rRNA.
Las bandas pertenecientes a 28s rRNA fueron menos intensas que las de 18S y en
algunos casos no se observaron las pertenecientes a 28S. Este fen6meno es comun en
algunos insectos y en camarones e inicialmente se le conocia como “Hidden Break” y
en la actualidad como “Gap Deletion”. Este fendmeno ocurre cuando un tramo corto de
nucleotidos son removidos de las moléculas de los 28S rRNA maduros y se crean 2
subunidades (28Sa y 28SB). Al realizarse la electroforesis desnaturalizante las dos
subunidades o una parte de ellas migran en conjunto con el 18S rRNA observandose
un perfil de bandeo diferente, en el cual la banda del 18S es mas intensa. El “break” se
genera por la escision de ese tramo corto de nucleotidos conocido como regién Gap de

los precursores del rRNA y al cual se debe su nombre actual (Sun et al., 2012).

En la mayoria de las muestras no se observo degradacion en el RNA, como se puede
observar a continuaciéon en la figura 8. Para los analisis siguientes, se eligieron las

muestras que no presentaron degradacion.
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Tabla 6. Secuencias de los oligonucleétidos-primers de los genes de referencia y blanco. pb: pares de bases; GC: porcentaje de Guanina-
Citocina; Tm’: temperatura de disociacién calculada; T: temperatura de alineamiento; Cq: ciclo de cuantificacion minimo de la curva estandar;

Tm: temperatura de disociacion; e: eficiencia.

Genes Geagank Secuencia Forward/Reverse Posici6n Tamafl | Product | GC | Tm’ T Cq m E
. ’ ’ ) o o o
Ado. (5-3) o | omb) || (O | (O )
Beta actina: B-actina GCCCATCTACGAGGGATA 563-580 18 bases 55 | 57.6
(Zhou et al.,2008) AF300705 | GTGGTCGTGAAGGTGTAG 665-683 | 19 bases | L2t 52 | 9.7 | 60 [2218| 86 | 1839
Factor de elongacion 1
_ GAAATCCGACAACATGGGCT 654-673 | 20 bases 50 | 61.2
alfa: LvEF1a_LLLG | GU136229 | oo\ aTCTTGTACACGTCCTG 796-815 | 20bases | 192 | 50 | 587 | ©0 | 2343 855 1.803
(PerlPrimer)
Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa: TCGGCAAGGAGTGCTCTTAT 3-22 20 bases 151 50 61.5 60 oa52 | 87 1.906
LVGAPDH_LLLG GCCTTAGCGTCAAAGATGGA 134-153 | 20 bases 50 | 60.6 : :
(PerlPrimer)
RNA 18s ribosomal:
ATGATTAATAGAAGCAGACGGG | 578599 | 22 bases 40 | 58.2
LV18SIRNA_LLLG AF186250 | o1 ATCTGATCGCCTTCGAACC 708-728 | 21bases | ot 52 | 611 | 00 [2615) 8 | 1874
(PerlPrimer)
Proteina ribosomal L8:
ATGAACCCTGTAGAGCATCCTC | 651-672 | 22 bases 50 | 61.8
LvL8 LLLG DQ316258 | ~1TTGTACCACGGATGAGACCA | 770-791 | 22bases | 4% 50 | 625 | °0 |2240| 83 | 1929
(PerlPrimer)
Heat Shock Protein 70:
CTCCTGCGTGGGTGTGTT 4966 | 18 bases 61 | 62.7
_ Hsp70 AYB45906 | 5CGGCGTCACCAATCAGA 151-168 | 18 bases | 20 61 | 632 | 60 |27.61| 865 1.973
(Qian et al.,2012)
Heat Shock Protein 90:
CGAAGGAGAACCAGAAGCAC 1520-1539 | 20 bases 55 | 61.2
LvHsp90_LLLG HQO08268 | 15 TGAACGCAGTATTCGTC 1745-1664 | 20 bases |  1%° 50 | 61.2 | 60 |2815] 845 1.908
(PerlPrimer)
ATPEZ%;:‘(‘Z"A'?’ POIBSIO: | vie26274 | AGCAAGGCCATCAACGATCT 17981817 | 20 bases | 1., 52 | 64.7 | oo | 2688 | 82 | 1862
(Li et &l 2008: iPase 2011) GCCCACTGCACAATCACAAT 1900-1919 | 20 bases 50 | 62.0 : :
Factor inducible de
hipoxia: HIFrt GGAGTCTTTGAGAGAGAG 210-227 18 bases 50 | 53.3
(Sofianez-Organis etal, | 9897918 | GeetecTTCCGTGATCTTC 381-391 | 19 bases | o2 57 | 603 | 60 [2718) 8 | 1873
2009)
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2 tRNA

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de algunas de las muestras de RNA obtenidas a
partir del tejido de branquia. El gel se corrio a 80 volts durante 50 minutos.

6.4.1 Purificacion del RNA

Se purificaron inicialmente 18 muestras de RNA para corroborar la estandarizacion del
protocolo de purificacion de RNA (tratamiento con DNAsa 1). Mediante esta
estandarizacion se obtuvo una pérdida entre el 10 y 30% del RNA purificado y mediante
electroforesis desnaturalizante en gel de agarosa al 1.0% se verificé la pureza y calidad
del RNA de las muestras. En la figura 9 se puede observar el gel perteneciente a

algunas de las muestras tratadas con DNAsa.

Asi mismo como un paso extra de verificacion se realizd un PCR punto final con RNA
como templado de las muestras purificadas. Donde en caso de existir amplificacion
indicaria la existencia de DNA genomico, el cual se busca eliminar mediante esta etapa
de purificacion. Para cada una de las muestras tratadas no se observo amplificacion,
como puede observarse en la figura 10, lo que indica que no hay presencia de DNA que
pueda ser amplificado. En la tabla 7 se muestran las condiciones para la preparacion de

la reaccién, asi como el programa utilizado para el termociclador en punto final.

Finalmente se realizé un total de 127 purificaciones de RNA y se verificé su calidad e

integridad.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para verificar la efectividad del tratamiento con
DNAsay calidad de RNA. El gel se corrié a 80 volts durante 50 min.

C U P 1}% "lf‘& &'56 ‘)b‘% 60% 1’19 %'5%

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del PCR punto final para verificar tratamiento
con DNAsa de las muestras de RNA extraidas.

Tabla 7. Condiciones de la reaccién de PCR con primers del gen 18s y programa utilizado en el
termociclador para verificar el tratamiento con DNAsa.

Mix [Final] Programa

Go Taq Flexi Buffer (2X) 1x 95°C 2’ 1 ciclo
MgCl, (25mM) 4 mM 95°C 45”

dNTPs (10 mM) 0.4 mM 60°C 45” 35 ciclos
F (10 uM) 0.16 uM 72°C 30”

R (10 uM) 0.16 uM 72°C 5 1 ciclo
Go Taq DNA polimerasa (5u/uL) 0.05 u/pL 4°C L

Templado (cDNA-C+) / (RNA) 50-100 ng / >500 ng

H>O Libre de nucleasas Variable

Volumen total 25 pL
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6.4.2 Sintesis de cDNA

Se realizaron un total de 163 cDNAs con el kit ImProm-1I™ Reverse Transcription
System a partir de 1 pg de RNA total para cada uno. Estos cDNAs fueron utilizados
para realizar los pooles para la evaluacion de los genes de referencia (12pooles de 3
organismos cada uno) y expresion relativa de genes blanco (60 pooles de 2 organismos

cada uno).

6.5 Estandarizacion de genes de referencia y blanco en PCR punto

final

Se estandarizaron en PCR punto final los genes 18S rRNA, B-actina, gapdh, Ef7a, L8,
Hsp70, Na'/K* ATPasa y Hsp90. Para la estandarizacion se utiliz6 un pool de cDNA
proveniente de muestras de organismos experimentales y controles. Primero se realizo
un gradiente de temperatura de 56-62°C de acuerdo con las condiciones de reaccion
gue se muestran en la tabla 8 y se determiné mediante electroforesis desnaturalizante
en gel de agarosa al 1.5% la temperatura de alineamiento Optima para cada par de
primers por gen (Figura 11 y 12). Las condiciones de amplificacion finales del
termociclador Veriti™ Thermal Cycler de Applied Biosystems fueron: 95°C por 2 min,
seguido de 35 ciclos a 95°C por 45s, 60°C por 45s y 72°C por 30s, 72°C 5 min y 4°C .

Se obtuvieron los tamafios esperados para cada par de primers.

Para el caso de los genes blanco se realizé un gradiente de temperaturas de 54-60°C
obteniéndose los fragmentos del tamafio esperado. Para la amplificacion de estos
genes se utilizaron las mismas condiciones de reaccion de los genes de referencia
(Tabla 8) bajando unicamente la concentracion final de primers a 0.2 uM. Las
condiciones de amplificacion fueron las mismas estandarizadas para los genes de

referencia (Figura 12).

La estandarizacion del gen Hifla se realizo directamente en qPCR debido a que las
condiciones para su amplificacion ya se encontraban en Sofianez-Organis et al., (2009).
Se obtuvieron las curvas de eficiencia de cada uno de los genes blanco y de referencia

elegidos.
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pb

Gen Gen Gen Gen Gen Controles
18s GAPDH L8 B-actina EFla Negativos
(151 pb) (151 pb) (141 pb) (121 pb) (161 pb) 56°C

4,072

3,054
2,036

1,018

506-517

Figura 11. Gradiente de temperatura realizado paralos genes de referencia con las condiciones de
reaccion y programa del termociclador utilizados (Gel de agarosa al 1.5%, 60 minutos a 80 volts).

Gen Gen Gen
HSP70 HSP90 Na+/K+ ATPasa
120 pb 122 pb 145 pb

Figura 12. Gradiente de temperatura realizado para los genes Hsp70, Hsp90 y Na'/K* ATPasa (Gel
de agarosa al 1.5%, 50 minutos a 80 volts).

Tabla 8. Condiciones de lareacciéon de PCR punto final paralos genes de referencia.

Mix [Final]
Go Taq Flexi Buffer (2X) 1x
MgCl, (25mM) 4mM
dNTPs (10 mM) 0.4 mM
F (10 uM) 0.3 uM
R (10 uM) 0.3 uM
Go Taq DNA polimerasa (5u/uL) 0.05 u/puL
Templado (cDNA) 50-100 ng
H,O Libre de nucleasas Variable
Volumen total 15 pL
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6.6 Estandarizacion de primers en qPCR

Se obtuvo las curvas de eficiencia para cuatro de los cinco genes de referencia
elegidos. Se descarto el gen 18S rRNA debido a que la primer dilucion que debia
realizarse era 1:200 y con ello se podia obtener valores de Cq similares a los demés
genes evaluados. Sin embargo, ya desde un inicio podemos observar que existe una
amplia variacion en la cantidad de transcrito inicial. Por lo que no fue tomado en cuenta

para este estudio.

Para el gen L8 se obtuvo una eficiencia del 92.9% (1.929) y r>= 0.997 con valores de Cq
promedio minimo y maximo de 14.96 y 22.40, respectivamente (Figura 14b). En la curva
de disociacion no se detectaron productos inespecificos ni la formacion de dimeros. La

Tm del fragmento obtenido fue de 83°C (Figura 13a).

En la figura 14a se muestra la curva estandar del gen Effa del cual se obtuvo una
eficiencia del 80.3% (1.803) con r?= 0.997. Los valores de Cq promedio minimo y
maximo fueron de 15.02 y 23.43, respectivamente. En la curva de disociacion se obtuvo
un fragmento con una Tm de 85.5°C y no se detectaron productos inespecificos (Figura
13c).

Melt Peak Melt Peak
T T

400 4 -

200 +

-d(RFU)AT
-d(RFU)/AT

100 -

i } | | i 1 } } } } | i i }
65 70 75 80 85 90 95 65 70 1G] 80 85 90 95
Temperature, Celsius Temperature, Celsius

Figura 13. Picos de disociacion obtenidos mediante la curva de disociacién para cada uno de los
genes de referencia evaluados. a) L8, b) B-actina, ¢) Effay d) gapdh
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a) Curva Estandar Gen ef-1a
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b) Curva Estandar Gen L8
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—— SYBR E=92.9% R"2=0.995 Slope=-3.505 y-int=12.395

Figura 14. Curvas estandar de los genes de referencia Ef1a (a) y L8 (b).

Para el gen gapdh se obtuvo un 90.6% (1.906) de eficiencia con una r’= 0.994. Los
valores de Cq promedio minimo y maximo fueron de 16.97 y 24.52, respectivamente.
En cuanto a la curva de disociacion no se obtuvieron productos inespecificos y el pico

de disociacion obtenido tuvo una Tm de 87°C (Figura 13d).

Para el gen B-actina se obtuvo una eficiencia del 83.9% (1.839) con r’= 0.997 y valores
de Cq promedio minimo y maximo de 14.15 y 22.18, respetivamente. En la curva de

disociacion se obtuvo un solo pico de disociacién con una Tm de 86°C (Figura 13b).

6.7 Validacion de los genes de referencia

Se realizo la validacion de los genes de referencia gapdh, Effa, L8 y B-actina con 12

grupos de cDNA de 3 muestras pertenecientes a diferentes condiciones y temperaturas
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de aclimatacion. También se utilizaron controles positivos para cada gen y mediante la
estrategia de optimizacién de muestras no se requirié de un inter-calibrador por placa.

Se obtuvieron los valores de Cq promedio para cada gen y estos fueron utilizados para
el andlisis en los programas Genorm, Normfinder y Bestkeeper, ademas de la

herramienta RetFinder. En la tabla 10 se muestran los valores de Cq obtenidos.

Tabla 9. Valores de Cq promedio obtenidos para cada gen de referencia.

Muestra gapdh B-actina L8 Efla
20C 17.78 16.00 16.58 18.79
20U 18.73 15.93 16.77 19.11
20B 18.14 16.04 16.17 18.44
20NA 18.13 15.93 16.43 18.35
26C 18.72 16.16 16.73 18.75
26U 19.21 15.55 16.65 18.68
26B 19.51 16.11 16.99 19.12
26NA 19.31 16.21 16.67 18.84
32C 17.31 15.88 16.63 18.17
32U 15.98 15.64 15.99 17.10
32B 18.87 15.88 17.03 18.39
32NA 16.76 16.30 16.06 17.74

En la figura 15 se muestra el intervalo de los valores de la estabilidad (M) de la
expresion de los genes de referencia evaluados. En el analisis de Genorm indicé que
los genes menos estables (valores mas cercanos a 1) para las condiciones de este
estudio son B-actina y gapdh con un valor M de 0.617 y 0.801, respectivamente.
Mientras que los genes mas estables fueron L8 con valor M de 0.490 y Effa con 0.474

ya que estos muestran valores mas cercanos a 0.

Genorm también permitié estimar el nimero 6ptimo de genes de referencia a utilizar en
este estudio mediante el calculo de la variacion pareada (V) entre los genes candidatos.
Se obtuvo un valor para V2/3 de 0.132 y para V3/4 de 0.196, este ultimo valor se
encuentra por encima del valor umbral (0.15) por lo cual el uso de 3 genes de referencia
se descarta debido a que podria tener un efecto negativo en el factor de normalizaciéon
y por tanto conducir a conclusiones erréneas sobre la expresion relativa de los genes
de interés (Galiveti et al.,, 2011). Por tanto, Genorm indica que se debe utilizar dos
genes de referencia para obtener un factor de normalizacién adecuado para los genes

blanco (Figura 16).
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Figura 15. Estabilidad de la expresion (M) de los genes de referencia evaluados con Genorm.
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Figura 16. Determinacion del nimero 6ptimo de genes de referencia para la normalizacion de los
genes blanco obtenido mediante Genorm.

En cuanto a la cuantificacion relativa de la expresion podemos observar el patron de
variacion en todas las muestras con respecto a los diferentes genes y se puede
observar que gapdh y pg-actina tienen una variacibn mas marcada aunque no

significativa que L8 y Effa (figura 17).
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Figura 17. Cuantificacion relativa de la expresion de los genes de referencia mediante Genorm.
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Con Normfinder se evalu6 el valor de la estabilidad realizando una andlisis por tejido
(andlisis de todos los pooles evaluados no importando la condicién o temperatura de
aclimatacion), por condicion (evaluacién de la estabilidad de la expresion entre
organismos ablacionados, no ablacionados y controles de aclimatacion
independientemente de la temperatura) y por aclimatacién (analisis entre grupos de
diferentes temperaturas independientemente de la condicion). En el andlisis realizado
por tejido se obtuvo que los genes mas estables fueron L8 y Effa con valores de 0.003
y 0.004, respectivamente (figura 18a). Para el andlisis por condicién y aclimatacion se
obtuvo que los genes mas estables fueron Effa (0.002 y 0.003, respectivamente) y L8
(0.004 y 0.005, respectivamente) (Figura 18b).
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Figura 18. Estabilidad de la expresion obtenida con Normfinder. a) Estabilidad evaluada por tejido;
b) Estabilidad evaluada por condicion y temperatura de aclimatacion.

Con el programa Bestkeeper se obtuvo que los genes menos estables son gapdh vy
Effa con 4.69 £ 0.43 y 2.30 * 0.85, respectivamente (CV+DS) e indic6 que los genes
mas estables son B-actina y L8 (1.04+0.17 y 1.59+0.26, respectivamente) (figura 19).
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Sin embargo, tomando en cuenta tanto los valores del CV+ DV y el valor de correlacion
de Pearson los genes mas estables son L8 con r = 0.852 asi como Ef7a con r = 0.951.
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Figura 19. Estabilidad de la expresion de los genes de referencia obtenida mediante Bestkeeper.

En la herramienta Retfinder se obtuvo que para Genorm, Normfinder, Método
comparativo Delta Ct y el ranking recomendado los genes de referencia mas estables
son L8 y Ef1a, lo cual coincide con lo obtenido con los programas por separado. Para el
caso de Bestkeeper ésta herramienta indica que L8 es uno de los genes de referencia
mas estables. Sin embargo también indica que otro de los genes de referencia mas
estable es B-actina, con lo cual los demas programas no concuerdan y también se
puede observar mayor variacion en la expresion relativa en comparacion con los dos

genes mas estables (L8 y Ef1a) (Tabla 10).

Por tanto de acuerdo con los datos obtenidos se utilizaran dos genes de referencia para
la normalizacion de los genes blanco y estos seran L8 y Effa, ya que fueron los mas
estables para las condiciones experimentales en este estudio.

Tabla 10. Ranking de los genes de referencia obtenido mediante la herramienta RetFinder de
Cotton EST Database North Carolina.

Gen 1 2 3 4
Genorm L8/efla B-Actina  gapdh
Normfinder L8/efla L8/efla Gapdh B-Actina
Bestkeeper B-Actina L8 Efia gapdh
Delta Ct Efla L8 B-Actina  gapdh
Ranking recomendado L8 Efia  B-Actina Gapdh
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6.8 Cuantificacion de la expresion relativa de los genes Hiffa, Na'/K”
ATPasa, Hsp70 y Hsp90 en branquia de camardn blanco Litopenaeus
vannamei.

6.8.1 Expresion relativa del Gen Hsp70

6.8.1.1 Organismos controles.

En la figura 20 se muestra la expresiéon relativa del gen Hsp70 obtenida para los
controles (A) y los controles (TCMax) y se puede observar que en general la expresion
mantiene un nivel similar en ambos grupos con la misma condicion (No ablacionados) y
no existen diferencias altamente significativas entre las medias con excepcién de los
controles (A) a 20°C (1.453) que presentan diferencias altamente significativas con
respecto a los controles (A) a 26 y 32°C (0.717 y 0.432, respectivamente) asi como de

los controles (TCMax) de las tres temperaturas de aclimatacion (0.794, 0.552 y 0.704).

6.8.1.2 Organismos experimentales.

En los organismos sometidos a TCMax, se observa de manera general un aumento en
la expresion del transcrito de Hsp70 en organismos ablacionados unilateral y
bilateralmente con respecto a los organismos no ablacionados (controles) en las tres
temperaturas de aclimatacion (figura 21). Este gen presentd una expresion mayor
estadisticamente significativa en organismos ablacionados unilateral y bilateralmente
aclimatados a 20°C y en los ablacionados bilateralmente a 32°C. La expresion del gen
Hsp70 entre los organismos ablacionados (1.844 y 1.876, respectivamente) aclimatados
a 20°C no difirié. Sin embargo, hubo diferencias significativas en la expresién con
respecto a los no ablacionados (0.794). Entre los organismos ablacionados
aclimatados a 26°C no hubo diferencias significativas (0.979 y 1.313, respectivamente),
sin embargo si presentaron diferencias significativas con respecto a los no ablacionados
(0.552). En los organismos aclimatados a 32°C se presentaron diferencias altamente
significativas en la expresion de Hsp70 en las tres condiciones experimentales (1.255,

1.777 y 0.704, respectivamente).

Por otra parte, al comparar entre condiciones se observé que no existen diferencias

significativas en la expresibn de Hsp70 en los organismos no ablacionados,
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independientemente de la temperatura de aclimatacion. La expresion de este transcrito
en los organismos ablacionados unilateralmente aclimatados a 26 y 32°C no
presentaron diferencias, mientras que los aclimatados a 20°C presentaron diferencias
significativas (1.844). En los organismos ablacionados bilateralmente la expresion fue
altamente significativa en las aclimataciones de 20 y 32°C (1.876 'y 1.777).
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Figura 20. Andlisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Hsp70 en controles no
ablacionados de aclimatacién y sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicién versus la aclimatacion
en las cuales no se encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones
denotan los intervalos de confianza (0.95) para cada media.

I unilaterales o
I Bilaterales u
Il No Ablacionados
6.0 44

Expresion relativa de Hsp70
TCMéx (°C)

20°C 26°C 32°C

Temperatura de aclimatacion

Figura 21. Analisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Hsp70 en organismos sometidos a
TCMéax. (Las letras indican la condicién versus la aclimatacién en las cuales no se encontraron diferencias
altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones denotan los intervalos de confianza (0.95) para
cada media y los marcadores (circulo, cuadrado y rombo) con sus respectivos errores estandar muestran las
TCMéx correspondientes para cada condicion por temperatura de aclimatacion.
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6.8.2 Expresion relativa del Gen Hsp90

6.8.2.1 Organismos controles.

La expresion relativa del gen Hsp90 en controles (A) y controles (TCMax) no mostro
diferencias significativas en las temperaturas de aclimatacion de 20°C y 26°C (0.744,
0.572, 0.530 y 0.707), manteniendo un nivel relativamente bajo. En el caso de los
controles (TCMéax) de 32°C (1.345) se observdé un incremento significativo en
comparaciéon con los controles (A) de la misma temperatura de aclimatacién (0.226).
También se puede observar que existe una tendencia de incremento en la expresion de
los controles (TCMAax) con relacién a la temperatura de aclimatacion. Sin embargo, se
observa que la temperatura de aclimatacion aunada al efecto del estrés térmico agudo
ejercen un efecto significativo en la expresion de Hsp90 en organismos no ablacionados
(Figura 22).

6.8.2.2. Organismos experimentales

En cuanto al efecto de la temperatura de aclimatacion en los organismos sometidos a
TCMax, en la figura 23 se puede observar que la expresion del gen Hsp90 en general
fue mayor en los organismos de la temperatura de aclimatacion de 32°C. Esta
expresion se mantuvo constante en los organismos aclimatados a 20 y 26°C
independientemente de la condicion. Los organismos ablacionados unilateral y
bilateralmente (2.923 y 3.195) aclimatados a 32°C presentaron diferencias significativas
en la expresion de Hsp90 en comparacion con los no ablacionados, incluso entre las

diferentes temperaturas de aclimatacion.

Por otra parte, al analizar el efecto de la condicidbn se observo que la expresion del
transcrito de Hsp90 entre los organismos unilaterales (1.102 y 1.098), bilaterales (1.114
y 1.290) y no ablacionados (0.571 y 0.708) a 20 y 26°C, respectivamente, no
presentaron diferencias significativas. Los organismos no ablacionados de la
temperatura de aclimatacion de 32°C (1.345) no presentaron diferencias en
comparacion con los organismos no ablacionados a 26°C (0.708). Sin embargo, la
expresion de los organismos unilaterales y bilaterales a 32°C presentd la mayor

expresion dentro de los grupos.
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Figura 22. Andlisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Hsp90 en controles no
ablacionados de aclimatacion y sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicidon versus la
aclimatacién en las cuales no se encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las
lineas con desviaciones denotan los intervalos de confianza (0.95) para cada media.
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Figura 23. Analisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Hsp90 en organismos
sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicidn versus la aclimatacion en las cuales no se
encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones denotan los
intervalos de confianza (0.95) para cada media y los marcadores (circulo, cuadrado y rombo) con
sus respectivos errores estandar muestran las TCMax correspondientes para cada condicion por
temperatura de aclimatacion.
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6.8.3 Expresidn relativa del Gen Hif1a

6.8.3.1 Organismos controles

En los controles (A) y controles (TCMax) no se encontraron diferencias altamente
significativas en la expresion del transcrito Hif 7a en las temperaturas de aclimatacion de
20°C (1.429y 1.064) y 32°C (1.050y 0.770). Tampoco se encontraron diferencias en la
expresion en los controles (TCM&x) independientemente de la temperatura de
aclimatacion. Se presentaron diferencias en la expresién en los controles (A) y controles
(TCMéax) a 26°C (2.164 y 0.759). También se presentaron diferencias entre los
controles (A) a 26 y 32°C (Figura 24).

6.8.3.2 Organismos experimentales

En los organismos sometidos a TCMax, se observa la expresion relativa del gen Hif1a,
el cual mostré en general un aumento en la expresion del mismo (figura 25). En los
organismos previamente aclimatados a 20°C no se encontraron diferencias en la
expresion de este transcrito entre las diversas condiciones. En los organismos
aclimatados a 26°C se observaron diferencias significativas entre los organismos
ablacionados unilateral (1.978) y bilateralmente (1.756) con respecto a los organismos
no ablacionados (0.759). Por otra parte, los organismos ablacionados unilateralmente
aclimatados a 32°C (1.963) presentaron diferencias significativas en comparacion con

los organismos ablacionados unilateralmente (0.833) y los no ablacionados (0.770).

En cuanto a las condiciones de los organismos se observd que los organismos no
ablacionados no presentaron diferencias en la expresion de Hif7a independientemente
de la temperatura de aclimatacion. Los organismos ablacionados unilateralmente
presentaron diferencias significativas en los niveles de expresion de este transcrito
Unicamente en la temperatura de aclimataciéon de 32°C (1.963). Mientras que los
organismos ablacionados bilateralmente no presentaron diferencias significativas en los
valores de expresion de Hif1a entre las diferentes temperaturas de aclimatacion. En
general no se presentaron diferencias entre las condiciones de los organismos

unilaterales con respecto a los unilaterales y no ablacionados en cada una de las
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aclimataciones, con excepcion de los organismos ablacionados aclimatados a 26°C y
los ablacionados bilateralmente aclimatados a 32°C.
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Figura 24. Andlisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Hiffa en controles no
ablacionados de aclimataciéon y sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicién versus la
aclimatacién en las cuales no se encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las
lineas con desviaciones denotan los intervalos de confianza (0.95) para cada media.
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Figura 25. Andlisis de varianza de dos vias de la expresidn relativa del gen Hiff1a en organismos
sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicidon versus la aclimatacion en las cuales no se
encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones denotan los
intervalos de confianza (0.95) para cada media y los marcadores (circulo, cuadrado y rombo) con
sus respectivos errores estandar muestran las TCMax correspondientes para cada condicion por
temperatura de aclimatacion.
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6.8.4 Expresion relativa del Gen Na'/K* ATPasa

6.8.4.1. Organismos controles

En la figura 26 se puede observar los niveles de expresion del transcrito de Na'/K*
ATPasa en los controles (A) y controles (TCMax), en los cuales no se encontraron
diferencias significativas en la expresion bajo condiciones normales y de estrés térmico
agudo inducido, independientemente de la aclimatacion a 20°C (1.063y 0.795), 26°C
(1.342y 0.776) y 32°C (0.666 y 0.662).

6.8.4.2 Organismos experimentales

En general, se observé un aumento en la expresion del transcrito de Na'/K* ATPasa,
aunque en algunas de las temperaturas esta expresion no mostro diferencias
significativas entre las diferentes condiciones. En los organismos aclimatados a 20°C
los ablacionados unilateral y bilateralmente (1.785 y 1.433) presentaron diferencias
significativas con respecto a los no ablacionados (0.795). En los organismos
aclimatados a 26°C no se encontraron diferencias en la expresion de Na'/K* ATPasa
entre los organismos no ablacionados (0.776) y ablacionados unilateral (1.173) y
bilateralmente (1.218). En los organismos aclimatados a 32°C los organismos
ablacionados unilateralmente (1.600) presentaron diferencias significativas en la
expresion de este transcrito con respecto a los no ablacionados (0.663) y a los

ablacionados unilateralmente (0.869) (Figura 27).

Con respecto a la condicion de los organismos no se presentaron diferencias
significativas en la expresion de Na'/K® ATPasa de los organismos ablacionados
bilateralmente y no ablacionados independientemente de la temperatura de
aclimatacion. Sin embargo los organismos ablacionados unilateralmente (1.785) de la
temperatura de 20°C si presentd diferencias en la expresion de este transcrito con

respecto a los organismos aclimatados a 26 y 32°C (1.173 y 0.869) (Figura 27).
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Figura 26. Andlisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Na'-K* ATPasa en
controles no ablacionados de aclimatacion y sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicion
versus la aclimatacion en las cuales no se encontraron diferencias altamente significativas

p>0.05). Las lineas con desviaciones denotan los intervalos de confianza (0.95) para cada media.
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Figura 27. Andlisis de varianza de dos vias de la expresion relativa del gen Na'/K* ATPasa en
organismos sometidos a TCMax. (Las letras indican la condicion versus la aclimatacion en las
cuales no se encontraron diferencias altamente significativas p>0.05). Las lineas con desviaciones
denotan los intervalos de confianza (0.95) para cada media y los marcadores (circulo, cuadrado y
rombo) con sus respectivos errores estdndar muestran las TCMax correspondientes para cada
condicién por temperatura de aclimatacion.
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Capitulo 7. Discusion

7.1 Validacion de los genes de referencia para el analisis en muestras
de branquia de organismos con diferentes condiciones 'y
temperaturas de aclimatacién

El gen control interno ideal es universalmente valido, con un nivel de expresion
constante a través de todos los tejidos, células, tratamientos y disefios experimentales
(Andersen et al., 2004). Sin embargo, Vandesompele et al., (2002) encontraron que no
existe un gen de referencia ideal y que los genes de referencia pueden variar
considerablemente dependiendo tanto de las condiciones experimentales, como del
organismo de estudio. Por lo cual en este trabajo se llevd a cabo una validacion de
cinco genes de referencia (78S, B-actina, Ef1a, gapdh y L8) que han sido reportados en

estudios de expresion relativa de genes tanto de camardén como de otras especies.

En camaron existen sélo cuatro estudios dirigidos a la validacion de genes de referencia
mediante PCR cuantitativo en tiempo real (Dhar et al.,, 2009; Dhar et al.,, 2002;
Leelatanawit et al., 2012; Sellars et al., 2007). En el primero, Dhar et al., (2002)
realizaron un estudio donde se comparo la expresion de los genes B-actina y Efla para
cuantificar la concentracion de los RNA virus del sindrome de Taura (TSV) y de la
cabeza amarilla (YHV) en Penaeus sp. La expresion de Efla fue mas consistente que la
de B-actina en el tejido de musculo de la cola de camarén y se concluy6 que Ef7a es un

mejor control interno para evaluar la concentracion de estos virus en tejido de musculo.

En otro estudio, Sellars et al., (2007) examinaron la eficacia de utilizar el gen 18S rRNA
y B-actina como genes de referencia para medir la expresion de genes blanco en un
grupo diverso de muestras de camaron de Kuruma, las cuales contenian mRNA de
diferentes estadios y tejidos (embriones, larvas, post-larvas y gonada). En este caso los
autores utilizaron el método de cuantificacion absoluta debido a que ésta cuantificacion
fue superior a la cuantificacion relativa cuando se compararon los niveles de transcrito a

través de los tejidos de diferentes etapas de desarrollo.

Dhar et al., (2009) examind la estabilidad de la expresién de cuatro genes de referencia

(B-actina, gapdh, Ef1a y 18S rRNA) para evaluar la expresion de mRNA del gen de la
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proteina de union a lipopolisacarido y glucano (LGBP) en camarones Penaeus
stilyrostris sanos e infectados con el virus de la mancha blanca (WSSV). Los datos que
obtuvieron en este estudio mostraron que la eleccion de un gen de control interno o de
referencia, afecta dramaticamente los niveles de expresion de LGBP. Por lo tanto es
critico evaluar la expresion del gen de referencia antes de utilizarlo en la normalizacién
de la expresién de los genes blanco. Utlizando un analisis de regresion lineal
encontraron que gapdh fue el gen de referencia mas estable seguido de los genes Ef1a,
18S rRNA y B-actina para sus condiciones experimentales en tejido de musculo. Estos
autores utilizaron los programas Genorm y Normfinder para evaluar la estabilidad de los

genes de referencia.

El estudio mas reciente, es el de Leelatanawit et al., (2012) en el cual realizaron una
evaluacion sistematica de la estabilidad de cuatro genes de referencia (18S rRNA,
gapdh, B-actina y Ef1a) en muestras de ovario y testiculo de organismos de Penaeus
monodon silvestres, cultivados y ablacionados. La cuantificacion se realiz0 en PCR
tiempo real y se utilizaron las herramientas Genorm y Normfinder para evaluar la
estabilidad de los genes de referencia. Los genes mas estables en el tejido de testiculo
de acuerdo con Normfinder fueron Effa y gapdh, en primero y segundo lugar,
respectivamente, mientras que para el tejido de ovario se obtuvo que gapdh y Ef1a
fueron los genes mas estables en los organismos silvestres y cultivados. Para Genorm
los genes Ef7a y gapdh fueron los que tuvieron la mayor estabilidad tanto en ovario
como testiculo en organismos cultivados, mientras que Ef1a y B-actina fueron los mas
estables en tejido de ovario de hembras ablacionadas y de vida silvestre. Con base en
los resultados obtenidos realizaron la cuantificacion de la expresion de los genes Dmcl
y vitelogenina. También sugieren que Ef7a es el mas versatil como gen de referencia en

analisis de gPCR para el sistema reproductivo de camarones de Penaeus monodon.

Existen algunos trabajos relativamente recientes que han enfatizado la necesidad de
validar genes de referencia que permitan evaluar la expresion relativa de genes para
cada condicion experimental, antes de ser utilizados en la normalizacién de la expresién
relativa de los genes blanco (Andersen et al., 2004; Gutierrez et al., 2008). Para el caso
de este trabajo de tesis no existen trabajos previos en donde se realice la validacién de

los genes de referencia en organismos de Litopenaeus vannamei aclimatados a
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diferentes temperaturas con diferentes condiciones y sometidos a estrés térmico agudo
(TCMéx) en tejido de branquia. Por lo tanto, con el fin de conocer la estabilidad de
diferentes genes de referencia para las condiciones experimentales de este estudio se
utilizaron tres programas bioinforméticos disefiados para este fin tales como Genorm,
Normfinder y Bestkeeper, ademas se realizé una evaluacién en la herramienta
RetFinder de Cotton EST Database North Carolina.

En el presente trabajo, al evaluar la estabilidad de los cuatro genes de referencia
seleccionados (B-actina, Effa, gapdh, L8) utilizando el programa Genorm, se encontrd
gue los genes mas estables fueron L8 y Effa, seguidos por el gen B-actina. De acuerdo
con Normfinder al realizar el andlisis por grupos, para el caso de tejido se encontré que
los genes mas estables también fueron L8 y Effa, lo cual coincide con lo obtenido para
Genorm. En el caso del andlisis de los grupos realizados para aclimatacion y condicion
se invirtieron los lugares mostrando como mas estable a Effa y L8 en primero y
segundo lugar, respectivamente. En la herramienta Bestkeeper se obtuvo que los genes
mas estables fueron L8 y Effa, tomando en cuenta tanto el CV+DS como la correlacion
de Pearson (r%). Es importante que la correlacién de Pearson sea alta, siempre y
cuando esta correlacion no sea una consecuencia de una co-regulacién entre genes
(Galiveti et al., 2011).

Aursnes et al., (2011) menciona que deben seleccionarse genes pertenecientes a
diferentes rutas metabdlicas para minimizar los posibles efectos de una co-regulacion
de genes, ya que Genorm tiende a asignar un buen resultado a genes co-regulados de
una misma ruta debido a que utiliza un enfoque de comparacion pareada. En el
presente estudio, los dos genes de referencia obtenidos como los mas estables por
Genorm muestran diferentes funciones celulares y se encuentran involucrados en
diferentes procesos metabdlicos, reduciendo con ello un posible efecto de co-
regulacion. Por esta razon la interpretacion de los resultados obtenidos con estos
programas para evaluar la estabilidad de los genes de referencia debe ser realizada

cautelosamente tomando en cuenta qué es lo que evalua cada uno de los algoritmos.

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante los tres programas Genorm,

Normfinder y Bestkeeper se seleccionaron a los genes L8 y Effa, ya que de acuerdo
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con Genorm presentan un patron de expresion relativa muy similar. Ademas,
Normfinder indicd que existe una variacion reducida en la expresion de estos mismos
genes al ser evaluados inter e intra grupalmente. Cabe destacar que Effa es un gen
qgue ha sido reportado y validado como gen de referencia en estudios del sistema
inmune de Penaeus sp. y sistema reproductivo de Penaeus monodon en tejido de
musculo (Dhar et al., 2002; Leelatanawit et al., 2012), demostrando con ello que es un
gen versatil por lo menos en las tres condiciones en las que se ha evaluado (a nivel de
sistema inmune, sistema reproductivo y en este caso, estrés térmico agudo). En cuanto
a Bestkeeper, también hubo coincidencia en cuanto a que L8 y Effa fueron los mas
estables presentando un bajo CV con una DS menor a 1, ya que de acuerdo con
Figueiredo et al., (2013) los genes de referencia con un valor de DS mayor a 1 deben
considerarse como inconsistentes y deben ser excluidos, por lo tanto los genes con
menor valor SD deben ser considerados como los mas estables. También debe tomarse
en cuenta el valor de la correlacion de Pearson para elegir el gen o genes de referencia
mas estables en las condiciones experimentales ensayadas. Axtner y Sommer (2009)
mencionan que es dificil obtener una DS calculada por Bestkeeper menor a 1 ya que
por lo general las muestras de biopsias de tejido estan conformadas por diferentes tipos
de células y muestran una alta variacion. Sin embargo, en este estudio las DS
obtenidas para cada uno de los genes de referencia fueron menores a 1, lo cual indica

gue las células en efecto provienen de un solo tipo de tejido, en este caso de branquia.

El andlisis realizado con Genorm tiene como ventaja que ademas estima un factor de
normalizacion (NF) utilizando la media geométrica de los mejores genes de referencia,
utilizando la variacion pareada con un valor de 0.15 como umbral. Es decir, permite
estimar el numero 6ptimo de genes de referencia para normalizar la expresion de los
genes blanco. Genorm indicé a través del estimador V que la introduccién de dos genes
es adecuado para normalizar a los genes blanco de este estudio, ya que presentan un
valor menor a 0.15 como lo recomienda Vandesompele et al., (2002). Basados en este
parametro se tomaron dos genes de referencia (L8 y Ef1a) para la normalizaciéon de los
genes blanco, lo cual segun Figueiredo et al., 2013 se debe normalizar con al menos

dos controles internos o genes de referencia.
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El gen 18S rRNA fue excluido como gen de referencia para su validacién debido a que
desde un inicio presentd una variacion muy amplia en cuanto a la cantidad de transcrito
inicial, con la necesidad de realizar una dilucion 1:200 para poder obtener valores de Cq
parecidos a los demés genes de referencia seleccionados, por lo que al incluirlo en la
validacién ya de antemano se esperaba que presentara diferencias significativas,
debido a que existia una variacién superior en comparacion con los demas genes de
referencia. Este gen es ampliamente utilizado en la mayoria de los estudios para
realizar analisis de cuantificacion relativa de la expresion, sin embargo para este
estudio present6 una gran diferencia en los valores de Cq en comparacion con los
demas genes de referencia y blanco, por lo que para las condiciones experimentales
ensayadas en este trabajo no es un buen gen de referencia. Esto concuerda con lo
reportado por Vandesompele et al.,, 2002 en cuanto a que no existen genes de
referencia ideales y que, dependiendo del tipo de célula, tejido y condiciones

experimentales, la expresion génica de un gen control o de referencia puede variar.

7.2 Expresion relativa de los genes Hsp70 y Hsp90 en branquia de
camaron blanco L. vannamei

En el ambiente acuatico, la mayoria de los organismos se encuentran expuestos a
diferentes factores ambientales tales como la temperatura, salinidad, contaminantes y
oxigeno, entre otros, que varian ampliamente dependiendo de la temporada, clima o
actividades antropogénicas; y en consecuencia pueden desencadenar en los
organismos una serie de alteraciones bioquimicas, fisiolégicas e histologicas. Por lo
tanto, los organismos vertebrados e invertebrados acuéaticos han desarrollado un
mecanismo de proteccidbn como respuesta ante condiciones de estrés térmico basado
en la induccion proteinas chaperonas (proteinas de choque térmico-HSPs) (Luan et al.,
2010; Qian et al., 2012; Zhenyu et al., 2004). La participacion de los genes de HSPs en
la respuesta a choque térmico ha sido documentada en algunas especies como
Penaeus monodon (Lo et al., 2004), Fenneropenaeus chinensis (Luan et al., 2009;
Zhenyu et al., 2004; Luan et al., 2010), Crangon crangon, Palaemon elegans, Palaemon

longirostris (Madeira et al., 2012) y Macrobrachium rosenbergii (Liu et al., 2004).
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En este estudio se encontrd que los niveles de expresion de Hsp70 en los controles (A)
y en los controles (TCMax) no presentaron diferencias en la expresion manteniendo
niveles muy similares, como lo reportado por Madeira et al., (2012) en donde encontré
gue algunas especies intermareales como C. maenas y P. elegans pueden mantener
ciertos niveles de expresion de Hsp70, lo cual debe ser suficiente para procesar
proteinas dafiadas y evitar un exceso en la produccion de HSPs y sus efectos
deletéreos. Gusmao (2011) menciona que las HSPs pueden expresarse de acuerdo con
la temperatura de ocurrencia y los requerimientos celulares, dependiendo de la cantidad
de proteinas desnaturalizadas o inestables y que esto puede ser un mecanismo de
adaptacion para prevenir un costo energético y sobreexpresion excesivas, coincidiendo
con Madeira et al.,, (2012) en que altas cantidades de estas proteinas pueden ser

toxicas para las células.

También Zhenyu et al., (2004) mencionan que bajo, condiciones normales la expresion
de Hsp70 juega un rol importante en la biogénesis de proteinas. Lo anterior tiene un
significado potencial en los organismos durante el crecimiento, cuando se requiere de
una gran cantidad de Hsp70 para potenciar la sintesis de proteinas. Esto se pudo
observar en los controles (A) de este estudio bajo las diferentes temperaturas, en donde
a pesar de que no se encontraron diferencias significativas, si se observo un patron de

decremento conforme aumenta la temperatura de aclimatacion.

Re et al.,, (2005) encontr6 que existe un efecto directo de la temperatura de
aclimatacion sobre la temperatura critica maxima. Sin embargo, al evaluar la expresion
de Hsp70 en organismos no ablacionados, no se encontré6 un efecto directo de la
temperatura, ni incluso al ser sometidos a experimento de TCMax. Los niveles de

expresion se mantuvieron similares a los controles de aclimatacion.

Al evaluar el efecto de la ablacion sobre la expresion de Hsp70 en organismos
sometidos a TCMéax se observo que los tres grupos presentaron expresion inmediata de
este transcrito a diferentes niveles ya que Hsp70 no presenta intrones. Lo cual es una
caracteristica que permite que la respuesta al estrés térmico sea muy rapida debido a
gue no se lleva a cabo splicing alternativo, y la proteina no sufre cambios post-

traduccionales (Madeira, 2012). Algunos autores como Rungrassamee et al., (2010)
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encontraron que los niveles de expresién de Hsp70 en hepatopancreas de P. monodon
fueron significativamente inducidos dentro de la primera hora de la exposicién térmica.
Otro caso documentado es el del camaron chino F. chinensis, en el que Hsp70 fue
dramaticamente inducida bajo choque térmico mientras que Hsc70 fue ligeramente
afectada (Li et al.,, 2009; Luan et al., 2009). En afos recientes Qian et al., (2012)
encontroé que los genes Hsp70, Hsp90, Hsc70 y Hsp60 mostraron una aparente sobre
regulacién aunque bajo diferentes patrones de expresion. La maxima expresion de
Hsp70 se observd 1 h después de la exposicion a 36°C en L. vannamei siendo 9.5
veces mayor que la del control, y su expresion declind rapidamente cuando los
organismos fueron regresados a su temperatura de aclimatacion, obteniendo un nivel
de expresion igual al del grupo control. Sus datos revelaron que el nivel de transcripcion
de Hsp70 fue el mas sensible a las fluctuaciones de temperatura dentro de los cuatro

genes evaluados, lo cual se pudo observar también en este estudio.

Se observé que existe un impacto en la expresion de Hsp70 en los organismos
ablacionados unilateral y bilateralmente en las temperaturas de aclimatacion de 20 y
32°C, asi como en los bilaterales de 26°C. Lo anterior debido probablemente al
desbalance en los diferentes procesos metabdlicos por la falta del complejo érgano X-
Glandula del seno localizado en los pedunculos oculares. Este es principal 6rgano
neuroendocrino en crustaceos, en el que se sintetizan, almacenan y secretan hormonas
hacia la hemolinfa para regular los diversos procesos metabolicos. Dentro de los mas
estudiados se encuentran la vitelogénesis, la ingesta de alimento, la digestion,
transporte de nutrientes, la muda, metabolismo de lipidos, regulacion de glucosa y
lipidos en la hemolinfa, y el balance hidromineral, entre otras (Sainz-Hernandez et al.,
2008). Por lo tanto, el efecto de la ablacion no sélo tiene consecuencias a nivel
metabdlico, inmunoldgico, reproductivo, entre otros, sino también indirectamente a nivel
molecular en la expresion del gen Hsp70 involucrado en el mantenimiento celular de los
organismos cuando se encuentran frente a un estrés causado por el incremento de la

temperatura.

En este estudio se pudo comprobar que en efecto el gen Hsp70 presenta una rapida
expresion ante condiciones de estrés térmico independientemente de la condicion o

aclimatacién de los organismos. Por lo que se coincide con Qian et al., (2012) en que
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este gen juega un papel dominante en la proteccion de las células ante el dafio causado
por estrés térmico agudo; y puede ser un gen candidato para ser utilizado como
biomarcador para evaluar estrés térmico en el cultivo de camarén blanco e incluso en
su ambiente natural. Ademas puede ser un indicador del desbalance metabdlico y la
reduccion en la tolerancia térmica causados por la ablacion unilateral y bilateral en el

camaron blanco ante condiciones de estrés térmico agudo.

Cabe destacar que esta tesis es un primer reporte sobre la expresion diferencial del gen
Hsp70 en branquia de L. vannamei en respuesta a TCMax, obteniendo niveles altos de
expresion en organismos ablacionados unilateral y bilateralmente en comparacion con
los no ablacionados. Ademas se encontrd que la aclimatacion no tiene un efecto sobre
la expresion relativa de este gen en controles de aclimatacion y controles de TCMax.
Esto evidencia el hecho de que, bajo condiciones de choque térmico, las células inician
la respuesta mediante la regulacion de la expresion de las HSPs, incluyendo Hsp70 con
el objetivo de sobrevivir al estrés (Luan et al., 2010). Ademas, esta proteina induce la
expresion de este gen en un corto periodo de tiempo al incrementarse la temperatura,
puesto que es muy sensible a variaciones térmicas. Por lo tanto, juega un rol mas
crucial que la Hsc70 en la proteccion ante dafo celular. Esta rapida reaccion de Hsp70
debe proteger al camardon del estrés agudo durante el cual deben actuar como
chaperonas para un gran numero de proteinas desnaturalizadas en la célula y reducir a

su vez la sobrecarga de proteinas mal plegadas durante el proceso (Luan et al., 2010).

Para el caso de la Hsp90 en los controles (A) y controles (TCMax) aclimatados a 20 y
26°C, asi como los controles (A) a 32°C se presentd induccién del gen aunque a niveles
bajos. Los valores obtenidos fueron muy similares a los reportados por Qian et al.,
(2012) que encontraron que la expresion de este gen se mantiene a bajos niveles en
hepatopancreas de L. vannamei aclimatados a 27+1°C. También coincide con lo
reportado por Rugrassamee et al., 2010 quienes reportan niveles de expresiéon bajos en
branquia de organismos aclimatados a 27+2°C y que no son sometidos a choque
térmico, mientras que en organismos sometidos a choque térmico aclimatados a 35°C
encontraron induccién del gen a partir de la primer hora de exposicion y esta expresion
se mantuvo estable hasta las 2.5 horas. En el caso de los controles (TCMax)

aclimatados a 32°C se pudo observar que la expresion de Hsp90 incrementa
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significativamente en comparacion con los controles (A) al ser sometidos a TCMax. El
patrén de expresion encontrado coincide con lo reportando por Qian et al., (2012) en
donde al someter a L. vannamei ante un estrés térmico a 36°C midiendo cada cierto
lapso de tiempo se incrementa significativamente la expresion del gen, y se reducen
durante la fase de recuperacion aunque manteniendo niveles de expresion por encima

de los controles.

Se encontré que la temperatura critica maxima en organismos aclimatados a 32°C
ejerce un efecto significativo sobre la expresion del gen de Hsp90 y al adicionar el
efecto de la ablacion sobre la respuesta del organismo al choque térmico, ésta
expresion se ve sobre regulada a niveles mas altos. Lo anterior es debido quiza a que
en esas temperaturas criticas maximas comienza a haber un desequilibrio homeostatico
de la célula por la cantidad de proteinas desnaturalizadas y la afectacion de los
procesos en los cuales se encuentra involucrado el gen Hsp90 como son: las rutas de
traduccion de sefiales, los factores transcripcionales, regulacion del ciclo celular y los
receptores esteroides hormonales (Rugrassamee et al., 2010). Por lo cual, organismos
y aclimatados a temperaturas superiores inducen una expresion significativamente alta
al ser sometidos a choque térmico agudo, en comparacion con la expresion de
organismos ablacionados aclimatados a menor temperatura, en los cuales hay una

tendencia a mantener niveles bajos y estables de expresion.

Bajo condiciones normales de aclimatacion, las dos HSPs presentaron expresion en el
tejido de branquia. Este tejido que se encuentra en contacto directo y constante con los
cambios ambientales, por lo que puede detectar cambios en el ambiente, tales como el
cambio de la temperatura, mas rapido que algunos otros tejidos como el
hepatopancreas. Esto sugiere también que estas dos proteinas son requeridas para
mantener la homeostasis celular ante condiciones de estrés térmico (Rugrassamee et
al., 2010).

7.3 Expresién relativa de Hif1a.

Algunos invertebrados marinos poseen la habilidad de adaptarse a concentraciones
variables de oxigeno, debido a que los mecanismos de deteccion y respuesta hipoxicas

pudieron haberse establecido durante su historia evolutiva. La hipoxia subletal puede
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desencadenar una serie de respuestas a nivel comportamiento, fisiolégico, bioquimico y
molecular en organismos marinos que puede reducir drasticamente su estado fisico
general (Cai et al., 2014).

En afios recientes, el cambio climatico global, particularmente el incremento en la
temperatura ya ha tenido efectos observables en los ambientes naturales. Para los
ecosistemas marinos, el incremento en la temperatura del agua es la causa probable de
algunas consecuencias negativas como los florecimientos algales (blooms) y la
reduccion de la solubilidad del oxigeno. En particular la hipoxia causada por el aumento
en la temperatura incrementa la tasa metabdlica y la tasa respiratoria del cuerpo,
resultando en una alta mortalidad de organismos bénticos marinos. Por lo tanto la
hipoxia se encuentra estrechamente relacionada con la alta temperatura, el cual es un

factor que controla el grado de hipoxia (Cai et al., 2014)

Los factores inducibles de hipoxia (HIFs) son una familia de factores de transcripcion
gue se encuentran altamente conservadas, los cuales actian como los principales
reguladores de la homeostasis oxigénica y la respuesta adaptativa a hipoxia (Cai et al.,
2014).

En este estudio la expresion relativa del gen Hifia mostré una mayor expresion
significativa en los controles de aclimatacion en comparacién con los controles
sometidos a TCMax aclimatados a 26°C. Esto coincide con lo reportado por Sofanez-
Organis (2009) quienes encontraron que bajo condiciones de normoxia en tejido de
branquia de L. vannamei mantenidos a 28°C, la expresion de Hifla es mayor en
comparacion con los organismos sometidos a hipoxia. También Hardy et al., (2012)
encontraron que los niveles de expresion del gen Hifla en tejido de branquia son
significativamente mayores bajo condiciones norméxicas que en condiciones de
hipoxia, tanto en hembras como machos de Callicnetes sapidus (cangrejo azul)

aclimatados a 25°C.

El decremento en la expresion de este transcrito en condiciones de bajas
concentraciones de oxigeno en branquia, contrasta con la mayoria de las
observaciones previas de la respuesta a hipoxia en invertebrados, donde los transcritos

de Hifla tipicamente se incrementan o permanecen sin cambios durante un estrés
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hipoxico, mientras las modificaciones traduccionales resultan en el incremento de los

niveles de la proteina HIF-1a (Hardy et al., 2012).

El tejido de branquia juega un rol importante en la respuesta de HIF a hipoxia, ya que
los niveles del transcrito Hifla son siempre altos en este tejido bajo condiciones
normoxicas o hipdxicas (Hardy et al., 2012; Piontkivska et al., 2011; Sofianez-Organis et
al., 2009).

En el caso de los organismos aclimatados a 20 y 32°C no se observaron diferencias
significativas aunque si se observa un patrén de incremento de la expresion de Hif1a de
los controles de aclimatacién en comparacion con los controles de TCMax, en donde
tiende a mantener un perfil de expresion mas estable. Esta respuesta puede deberse al
mecanismo que utilizan estos organismos para hacerle frente a la hipoxia mediante la
depresion metabdlica reversible, caracterizada por una reduccion drastica, pero
equilibrada del estado estacionario entre el suministro y consumo de ATP (Gorr et al.,
2006).

Este gen fue sobre expresado en las tres temperaturas de aclimatacion en los
organismos control, por lo que Hifla es un gen esencial en los procesos de

aclimatacion de los organismos (Kawabe y Yokoyama, 2012).

En los organismos sometidos a TCMéax aclimatados a 20°C no se encontraron
diferencias en la expresion de Hif1a. Esto quiza se deba a que los organismos que son
aclimatados a temperaturas mas frias, tienen un temperatura corporal baja, reduciendo
con ello sus tasa metabdlica y requerimientos de oxigeno (Gorr et al., 2010; Kawabe y
Yokoyama, 2012). Por lo que el mantener bajos requerimientos de oxigeno le permiten
responder ante un incremento gradual en la temperatura como el que representa la
TCMax manteniendo el mismo nivel de expresiéon independientemente de la condiciéon

(ablacionados y no ablacionados) de los organismos.

En los organismos aclimatados a 26°C sometidos a TCMax se observan diferencias
significativas en la expresion de los organismos ablacionados (unilateral y
bilateralmente) en comparacion con los no ablacionados. Estos organismos presentan

una estrategia de conservacién de energia, por lo que la ablacion de los pendunculos
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oculares puede estar causando un desequilibrio metabdlico, lo cual genera la sobre
expresion del gen, ya que esta actuando como un factor adicional a la elevacion de la
temperatura. Sin embargo deben realizarse evaluaciones de la expresion de este gen
en organismos ablacionados unilateral y bilateralmente aclimatados a las diferentes
temperaturas sin ser sometidos a TCMax para poder evaluar si el efecto proviene
directamente de la ablacion o de la temperatura de aclimatacion.

7.4 Expresion relativa de Na'/K* ATPasa.

El camardn blanco es un organismo eurihalino hiperosmorregulador capaz de tolerar un
amplio rango de salinidades que van de 1 a 40 psu, donde un cambio en la salinidad no
afecta el rendimiento de su crecimiento ni la respuesta fisiologica debido al gasto
energético destinado a la osmorregulacion (Li et al.,2011, 2009). Su presion osmoética
se encuentra entre los 603 a 822 mOsm Kg™* bajo diferentes salinidades (10, 26 y 40
psu), lo cual se encuentra dentro del rango entre 150 a 1200 mOsm para especies

marinas eurihalinas.

La capacidad osmorregulatoria en crustaceos es determinada por la osmolaridad de la
hemolinfa en comparacion con la del ambiente en el que habitan. Esta capacidad
osmoregulatoria también puede evaluarse midiendo la cantidad de iones disueltos en la
hemolinfa, o la expresion de la Na'/K* ATPasa en tejido de branquia (Romano y Zeng,
2012; Uranga, 2012).

En este estudio se observo una sobre expresion del gen Na*'/K* ATPasa, sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas en la expresion relativa de este gen en los
controles no ablacionados de aclimatacion y sometidos a TCMax a salinidad constante
(35 psu), independientemente de la temperatura de aclimatacién. La induccion de este
gen en el tejido de branquia coincide con lo reportado por Li et al., (2009), quien
menciona que Na'/K* ATPasa se expresa principalmente en el tejido de branquia bajo
condiciones de salinidad de (5, 26 y 38 psu), ya que es el sitio primario para la

regulacion ibénica y osmotica.
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Los niveles de expresion de este gen se mantuvieron bajos en el tejido de branquia,
contrario a lo reportado por Li et al.,, (2009) quienes encontraron que la expresion
relativa es alta en musculo y branquia bajo salinidades de 5, 26 y 38 psu.

Hasta la fecha no existen reportes que hayan evaluado el efecto de la temperatura
critica maxima y/o ablacion sobre la expresion del gen Na'/K* ATPasa. Re et al., (2006)
menciona que la temperatura es un factor que modifica la respuesta fisiolégica de los
organismos acuaticos, determinando con ello la distribucién y sobrevivencia de los
mismos. Este factor afecta el metabolismo de los organismos en todas las etapas del
ciclo de vida, por lo que se esperaria que hubiera un efecto sobre la expresion de este

transcrito.

Al evaluar el efecto de la ablacion se observo que a 20°C los organismos ablacionados
presentaron diferencias significativas en la expresion de este gen. Esto debido quiza al
rol que desempefia la Na'/K* ATPasa en el mantenimiento de la estructura y fluidez de
la membrana, ya que esta membrana lipidica responde inmediatamente a los cambios
térmicos cuando los organismos se encuentran a bajas temperaturas (Po y Lannig,
2009).

Por otra parte, el mantener niveles de expresion bajos podria deberse a un efecto de
corregulacion de genes entre Hifla y Na'/K* ATPasa , ya que Hiffa es un gen que ante
condiciones hipdxicas al generarse una depresion metabdlica suprime drasticamente
las funciones celulares mas caras energéticamente (por ejemplo: la sintesis de
proteinas, la degradacion de proteinas y las ATPasas con motivos iénicos), reduciendo
de este modo el consumo total de ATP, para que coincida con la reduccion en el
suministro del mismo, para mantener un estado homeostatico (Gorr et al., 2006; Hardy
et al.,, 2012). La bomba de Na'/K® ATPasa es una de las principales enzimas que
requiere de un gran gasto de energia para llevar a cabo el bombeo de iones de Na* y
K* dentro y fuera de la célula, por lo que su expresion puede estar siendo suprimida por
el gen Hifla (Figura 25 y 27). Sin embargo es importante realizar un ensayo mas a
fondo sobre la expresion de este gen para poder elucidar cuél es el efecto de la
temperatura y/o ablacién sobre la expresion de Na'/K" ATPasa y si Hif1a esta jugando

un rol determinante en su expresion.
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Capitulo 8. Conclusiones

Los genes de referencia L8 y Effa son los genes mas estables en el tejido de branquia
bajo las temperaturas de aclimatacion de 20, 26 y 32°C, asi como bajo la condicién de
los organismos (ablacionados y no ablacionados), por lo que pueden ser utilizados
como genes de referencia candidatos cuando se realicen evaluaciones de estrés

térmico y ablacion en L. vannamei.

El estrés térmico agudo al que se sometié a los organismos indujo la expresién de
genes involucrados en estrés térmico, hipoxia y capacidad osmoregulatoria en tejido de
branquia de L. vannamei. Esto aunado a que la ablacion de pedunculo ocular causa un
desbalance metabdlico en los organismos, como se observa en los resultados de sobre

expresion de los genes evaluados en este trabajo.

El gen Hsp70 fue inducido en tejido de branquia de organismos ablacionados y no
ablacionados aclimatados a 20, 26 y 32°C y sometidos a estrés térmico agudo. No se
presentaron diferencias significativas en los controles no ablacionados de aclimatacion
y sometidos a TCMax, por lo que la temperatura de aclimatacion no presentd un efecto
directo sobre la expresion de este gen. Sin embargo, la ablacion de pedunculo ocular,
mostré un efecto significativo sobre la expresion de Hsp70 bajo las temperaturas de
aclimatacion de 20 y 32°C en los organismos sometidos a TCMax. En general, Hsp70
€s un gen que se expresa rapidamente actuando como primer linea de defensa ante el
dafo celular causado por el estrés térmico agudo, por lo cual puede ser utilizado como

biomarcador debido a su alta sensibilidad a fluctuaciones de temperatura.

La expresiéon del gen Hsp90 se mantuvo a niveles bajos en controles de aclimatacion y
sometidos a estrés térmico agudo bajo las condiciones de 20 y 26°C, asi como en los
controles de aclimatacion de 32°C. Mientras que en organismos no ablacionados de
32°C y sometidos a TCMax se presentd una expresion significativa de este gen. Por
otra parte, la temperatura de aclimatacion de 32°C, aunada al efecto de la ablacion,
ejerce un efecto significativo en la expresibn de Hsp90, por lo que organismos
aclimatados a altas temperaturas presentan una expresion estadisticamente

significativa en comparacion con organismos aclimatados a temperaturas mas bajas.
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Hsp90 es un gen que presenta niveles bajos de expresién y tiende a mantenerse
estable ante condiciones de estrés térmico agudo causado por estrés térmico agudo.

El gen Hifla presenté una mayor expresion en temperaturas mas bajas reduciendo sus
niveles de expresion en organismos no ablacionados sometidos a estrés térmico agudo.
También se observé que este gen fue sobre expresado en las tres temperaturas de
aclimatacion, por lo que es un gen esencial en los procesos de aclimatacion de los
organismos independientemente de la condicion, la cual no tuvo efecto sobre la

expresion relativa del transcrito.

En el caso del gen Na'/K" ATPasa se observaron bajos niveles de expresion sin
diferencias significativas en las tres temperaturas de aclimatacion en controles de
aclimatacion y controles de TCMax. En la temperatura de aclimatacion de 20°C, al ser
sometidos a estrés térmico agudo, se observé una mayor expresion de este gen, quiza
por la necesidad de mantener el potencial, fluidez e integridad de la membrana

plasmatica ante el estrés causado por la elevacion de la temperatura.

La regulacion de la expresion de los genes evaluados en este trabajo, se vio afectada
en los organismos ablacionados, lo cual indica que la eliminacién de parte del sistema
enddcrino de L. vannamei debido a la ablacion causa un desbalance energético y una
des-regulacion de los genes en los organismos expuestos a estrés térmico, los cuales
se encuentran participando en procesos de regulacion iénica y permeabilidad de

membrana, hipoxia y estrés térmico.



75

Lista de referencias

Andersen, C. L., Jensen, J. L., y @rntoft, T. F. (2004). Normalization of Real-Time
Quantitative Reverse Transcription-PCR Data: A Model-Based Variance Estimation
Approach to Identify Genes Suited for Normalization , Applied to Bladder and Colon
Cancer Data Sets. Cancer Research, 64(15), 5245-5250.

Aparicio-Simon, B., Pifion, M., Racotta, R., y Racotta, I. S. (2010). Neuroendocrine and
metabolic responses of Pacific whiteleg shrimp Litopenaeus vannamei exposed to
acute handling stress. Aquaculture, 298(3), 308-314.

Aursnes, |. a, Rishovd, A. L., Karlsen, H. E., y Gjoen, T. (2011). Validation of reference
genes for quantitative RT-qPCR studies of gene expression in Atlantic cod (Gadus
morhua l.) during temperature stress. BMC Research Notes, 4(1), 104.

Axtner, J., y Sommer, S. (2009). Validation of internal reference genes for quantitative
real-time PCR in a non-model organism, the yellow-necked mouse, Apodemus
flavicollis. BMC research notes, 2(1), 264.

Briggs, M., Funge-Smith, S., Subasinghe, R., y Phillips, M. (2004). Introductions and
Movement of Penaeus Vannamei and Penaeus Stylirostris in Asia and the Pacific.
Rap Publication, 10(2004), 32.

Bruick, R. K. (2003). Oxygen sensing in the hypoxic response pathway: regulation of the
hypoxia-inducible transcription factor. Genes & Development, 17(21), 2614—-2623.

Bustin, S. A, Benes, V., Nolan, T., y Pfaffl, M. W. (2005). Quantitative real-time RT-PCR
-a perspective. Journal of Molecular Endocrinology, 34(3), 597—-601.

Bustin, S. A., Benes, V., Garson, J. A., Hellemans, J., Huggett, J., Kubista, M., Mueller,
R., Nolan, T., Pfaffl, M.\W., Shipley, G.L., Vandesompele, J., y Wittwer, C.T. (2009).
The MIQE Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR Experiments. Clinical Chemistry, 55(4), 611-622.

Cai, X., Huang, Y., Zhang, X., Wang, S., Zou, Z., Wang, G., Wang, Y., y Zhang, Z.
(2014). Cloning, characterization, hypoxia and heat shock response of hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1) from the small abalone Haliotis diversicolor. Gene, 534(2),
256—-264.

Camacho-Sanchez, M., Burraco, P., Gomez-Mestre, |.,, y Leonard, J. A. (2013).
Preservation of RNA and DNA from mammal samples under field conditions.
Molecular Ecology Resources, 13(4), 663—673.



76

Dallas, H. (2008). Water temperature and riverine ecosystems: An overview of
knowledge and approaches for assessing biotic responses, with special reference
to South Africa, 34(3), 393-404.

David, E. (2007). Reponses ecophysiologiques et genetiques de L’huitre creus
Crassostrea gigas aux stress environnementaux, en milieu controle et en milieu
naturel. These au Doctorat des Sciences de la Mer. Institut Universitaire Européen
de la Mer, 316.

Dhar, A. K., Bowers, R. M., Licon, K. S., Veazey, G., y Read, B. (2009). Validation of
reference genes for quantitative measurement of immune gene expression in
shrimp. Molecular Immunology, 46(8), 1688—1695.

Dhar, A. K., Roux, M. M., y Klimpel, K. R. (2002). Quantitative assay for measuring the
Taura syndrome virus and yellow head virus load in shrimp by real-time RT-PCR
using SYBR Green chemistry. Journal of Virological Methods, 104(1), 69-82.

FAO. (2013). Penaeus vannamei (Boone, 1931). Programa de informacion de especies
acuaticas. Departamento de Pesca y Acuicultura (en linea). Recuperado el 1 de
Agosto de 2014, de:
http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Litopenaeus_vannamei/es

Feder, M. E., y Hofmann, G. E. (1999). Heat-shock proteins, molecular chaperones, and
the stress response: evolutionary and ecological physiology. Annual Review of
Physiology, 61(1), 243-282.

Figueiredo, A., Loureiro, A., Batista, D., Monteiro, F., Varzea, V., Pais, M. S., Gichuru,
E.K., y Silva, M. C. (2013). Validation of reference genes for normalization of gPCR
gene expression data from Coffea spp. hypocotyls inoculated with Colletotrichum
kahawae. BMC Research Notes, 6(1), 388.

Freire, C. a, Onken, H., y McNamara, J. C. (2008). A structure-function analysis of ion
transport in crustacean gills and excretory organs. Comparative Biochemistry and
Physiology. Part A, Molecular & Integrative Physiology, 151(3), 272-304.

Galiveti, C. R., Rozhdestvensky, T. S., Brosius, J., Lehrach, H., y Konthur, Z. (2011).
Application of housekeeping npcRNAs for quantitative expression analysis of
human transcriptome by real-time PCR. RNA, 16(2), 450-461.

Gonzalez, R. a., Diaz, F., Licea, A., Re, A. D., Sanchez, L. N., y Garcia-Esquivel, Z.
(2010). Thermal preference, tolerance and oxygen consumption of adult white
shrimp Litopenaeus vannamei (Boone) exposed to different acclimation
temperatures. Journal of Thermal Biology, 35(5), 218-224.


http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Litopenaeus_vannamei/es

77

Gorr, T. a, Wichmann, D., Hu, J., Hermes-Lima, M., Welker, a F., Terwilliger, N., Wren,
J.F., Viney, M., Morris, S., Nilsson, G.E., Deten, A., Soliz, J., y Gassmann, M.
(2010). Hypoxia tolerance in animals: biology and application. Physiological and
Biochemical Zoology : PBZ, 83(5), 733-752.

Gorr, T., Gassmann, M., y Wappner, P. (2006). Sensing and responding to hypoxia via
HIF in model invertebrates. Journal of Insect Physiology, 52(4), 349-364.

Greenway S.C., y Storey, K.B. (1999). The effect of prolonged anoxia on enzyme
activities in oysters (Crassostrea virginica) at different seasons. Journal of
experimental marine biology and ecology, 242(2), 259-272.

Guo, B., Wang, F., Dong, S., y Hou, C. (2010a). Effects of rapid temperature changes
on HK, PK and HSP70 of Litopenaeus vannamei in different seasons. Journal of
Ocean University of China, 9(3), 303-308.

Guo, B., Wang, F., Dong, S., Dong, Y., y Tian, X. (2010b). The effects of cyclical
temperature changes on growth and physiological status of Litopenaeus vannamei.
Aquaculture International, 18(5), 921-932.

Gusmao, D. S. (2011). Temperature tolerance and potential impacts of climate change
on marine and stuarine organisms. Tesis de Maestria en Ecologia Marina.
Universidad de Lisboa, Facultad de Ciencias, 94.

Gutierrez, L., Mauriat, M., Guénin, S., Pelloux, J., Lefebvre, J.F., Louvet, R., Rusterucci,
C., Moritz, T., Guerineau, F., Bellini, C., y Van Wuytswinkel, O. (2008). The lack of
a systematic validation of reference genes: a serious pitfall undervalued in reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis in plants. Plant
Biotechnology Journal, 6(6), 609-618.

Hardy, K. M., Follett, C. R., Burnett, L. E., y Lema, S. C. (2012). Gene transcripts
encoding hypoxia-inducible factor (HIF) exhibit tissue- and muscle fiber type-
dependent responses to hypoxia and hypercapnic hypoxia in the Atlantic blue crab,
Callinectes sapidus. Comparative Biochemistry and Physiology. Part A, Molecular &
Integrative Physiology, 163(1), 137-146.

Heidbreder, M., Frohlich, F., Jéhren, O., Dendorfer, A., Qadri, F., y Dominiak, P. (2003).
Hypoxia rapidly activates HIF-3a mRNA expression. The FASEB journal, 17(11),
1541-1543.

Hellemans, J., Mortier, G., De Paepe, A., Speleman, F., y Vandesompele, J. (2007).
gBase relative quantification framework and software for management and
automated analysis of real-time quantitative PCR data. Genome Biology, 8(2), R19.



78

Henry, R. P., Lucu, C., Onken, H., y Weihrauch, D. (2012). Multiple functions of the
crustacean gill: osmotic/ionic regulation, acid-base balance, ammonia excretion,
and bioaccumulation of toxic metals. Frontiers in Physiology, 3, 1-33.

Kawabe, S., y Yokoyama, Y. (2012). Role of hypoxia-inducible factor a in response to
hypoxia and heat shock in the Pacific oyster Crassostrea gigas. Marine
Biotechnology, 14(1), 106-119.

Kiltz, D. (2005). Molecular and evolutionary basis of the cellular stress response.
Annual Review of Physiology, 67(1), 225-257.

Kumlu, M., Turkmen, S., y Kumlu, M. (2010). Thermal tolerance of Litopenaeus
vannamei (Crustacea: Penaeidae) acclimated to four temperatures. Journal of
Thermal Biology, 35(6), 305-308.

Kumlu, M., Tarkmen, S., Kumlu, M., y Eroldogan, O. T. (2011). Off-season Maturation
and Spawning of the Pacific White Shrimp Litopenaeus vannamei in Sub-tropical
Conditions. Turkish Journal of Fisheries and Aquatic Sciencies, 11, 15-23.

Lago-Leston, A., Ponce, E., y Muioz, M. E. (2007). Cloning and expression of
hyperglycemic (CHH) and molt-inhibiting (MIH) hormones mRNAs from the eyestalk
of shrimps of Litopenaeus vannamei grown in different temperature and salinity
conditions. Aquaculture, 270(1), 343-357.

Leelatanawit, R., Klanchui, A., Uawisetwathana, U., y Karoonuthaisiri, N. (2012).
Validation of reference genes for real-time PCR of reproductive system in the black
tiger shrimp. PloS ONE, 7(12), e52677.

Li, E., Arena, L., Chen, L., Qin, J. G., y Van Wormhoudt, A. (2009). Characterization and
Tissue-Specific Expression of the Two Glutamate Dehydrogenase cDNAs in Pacific
White Shrimp, Litopenaeus Vannamei. Journal of Crustacean Biology, 29(3), 379—
386.

Li, F., Luan, W., Zhang, C., Zhang, J., Wang, B., Xie, Y., Li, S., y Xiang, J. (2009a).
Cloning of cytoplasmic heat shock protein 90 (FCHSP90) from Fenneropenaeus
chinensis and its expression response to heat shock and hypoxia. Cell Stress &
Chaperones, 14(2), 161-172.

Li, E., Arena, L., Lizama, G., Gaxiola, G., Rosas, C., Chen, L., y Van Wormhoudt, A.
(2011). Glutamate dehydrogenase and Na’-K* ATPase expression and growth
response of Litopenaeus vannamei to different salinities and dietary protein levels.
Chinese Journal of Oceanology and Limnology, 29(2), 343-349.



79

Liu, J., Yang, W. J., Zhu, X. J., Karouna-Renier, N. K., y Rao, R. K. (2004). Molecular
cloning and expression of two HSP70 genes in the prawn, Macrobrachium
rosenbergii. Cell stress & chaperones, 9(3), 313.

Liu, C.H., Tseng, M.C., y Cheng, W. (2007). Identification and cloning of the antioxidant
enzyme, glutathione peroxidase, of white shrimp, Litopenaeus vannamei, and its
expression following Vibrio alginolyticus infection. Fish & Shellfish Immunology,
23(1), 34-45.

Livak, K. J., y Schmittgen, T. D. (2001). Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 22T Method. Methods, 25(4), 402—408.

Lo, W.Y., Liu, K.F., Liao, I.C., y Song, Y.L. (2004). Cloning and molecular
characterization of heat shock cognate 70 from tiger shrimp (Penaeus monodon).
Cell Stress & Chaperones, 9(4), 332-343.

Luan, W., Li, F., Zhang, J., Wang, B., y Xiang, J. (2009). Cloning and expression of
glucose regulated protein 78 (GRP78) in Fenneropenaeus chinensis. Molecular
Biology Reports, 36(2), 289-298.

Luan, W., Li, F., Zhang, J., Wen, R, Li, Y., y Xiang, J. (2010). Identification of a novel
inducible cytosolic Hsp70 gene in Chinese shrimp Fenneropenaeus chinensis and
comparison of its expression with the cognate Hsc70 under different stresses. Cell
Stress & Chaperones, 15(1), 83-93.

Lutterschmidt, W. I., y Hutchison, V. H. (1997a). The critical thermal maximum: data to
support the onset of spasms as the definitive end point. Canadian Journal of
Zoology, 75(10), 1553-1560.

Lutterschmidt, W. I., y Hutchison, V. H. (1997). The critical thermal maximum: history
and critique. Canadian Journal of Zoology, 75(10), 1561-1574.

Madeira, D., Narciso, L., Cabral, H. N., Vinagre, C., y Diniz, M. S. (2012). HSP70
production patterns in coastal and estuarine organisms facing increasing
temperatures. Journal of Sea Research, 73, 137-147.

Palacios, E., Carrefio, D., Rodriguez-Jaramillo, M. C., y Racotta, I.S. (1999). Effect of
Eyestalk Ablation on Maturation, Larval Performance, and Biochemistry of White
Pacific Shrimp, Penaeus vannamei, Broodstock. Journal of Applied Aquaculture,
9(3), 1-23.

Paladino, F. V., Spotila, J. R., Schubauer, J. P., y Kowalski, K. T. (1980). The critical
thermal maximum: a technique used to elucidate physiological stress and
adaptation in fishes. Revue Canadienne de Biologie, 39(2), 115-122.



80

Pfaffl, M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic Acids Research, 29(9), e45.

Pdrtner, H. O., y Lannig, G. (2009). Oxygen and capacity limited thermal tolerance. Fish
Physiology, 27, 143-191.

Qian, Z., Liu, X., Wang, L., Wang, X., Li, Y., Xiang, J., y Wang, P. (2012). Gene
expression profiles of four heat shock proteins in response to different acute
stresses in shrimp, Litopenaeus vannamei. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology and Pharmacology, 156(3), 211-220.

Ramos-Cruz, S. (2011). Relaciones biométricas del camardén blanco Litopenaeus
vannamei Boone 1931 (Decapoda, Penaeidae), para la region del Golfo de
Tehuantepec, México. CICIMAR Oceanides, 26(2), 71-75.

Ravaux, J., Léger, N., Rabet, N., Morini, M., Zbinden, M., Thatje, S., y Shillito, B. (2012).
Adaptation to thermally variable environments: capacity for acclimation of thermal
limit and heat shock response in the shrimp Palaemonetes varians. Journal of
Comparative Physiology. B, Biochemical, Systemic, and Environmental Physiology,
182(7), 899-907.

Re, A. D., Diaz, F., Ponce-Rivas, E., Giffard, |., Mufioz-Marquez, M. E., y Sigala-
Andrade, H. M. (2012). Combined effect of temperature and salinity on the
Thermotolerance and osmotic pressure of juvenile white shrimp Litopenaeus
vannamei (Boone). Journal of Thermal Biology, 37(6), 413—418.

Re, A. D., Diaz, F., Sierra, E., Rodriguez, J., y Perez, E. (2005). Effect of salinity and
temperature on thermal tolerance of brown shrimp Farfantepenaeus aztecus (lves)
(Crustacea, Penaeidae). Journal of Thermal Biology, 30(8), 618—622.

Re, A. D., Diaz, F., y Valdez, G. (2006). Effect of salinity on the thermoregulatory
behavior of juvenile blue shrimp Litopenaeus stylirostris Stimpson. Journal of
Thermal Biology, 31(6), 506-513.

Romano, N., y Zeng, C. (2012). Osmoregulation in decapod crustaceans: implications to
aquaculture productivity, methods for potential improvement and interactions with
elevated ammonia exposure. Aquaculture, 334, 12-23.

Rungrassamee, W., Leelatanawit, R., Jiravanichpaisal, P., Klinbunga, S., vy
Karoonuthaisiri, N. (2010). Expression and distribution of three heat shock protein
genes under heat shock stress and under exposure to Vibrio harveyi in Penaeus
monodon. Developmental and Comparative Immunology, 34(10), 1082—-1089.



81

Sainz-Hernandez, J. C., Racotta, I. S., Dumas, S., y Hernandez-Lo6pez, J. (2008). Effect
of unilateral and bilateral eyestalk ablation in Litopenaeus vannamei male and
female on several metabolic and immunologic variables. Aquaculture, 283(1), 188—
193.

Sellars, M. J., Vuocolo, T., Leeton, L. a, Coman, G. J., Degnan, B. M., y Preston, N. P.
(2007). Real-time RT-PCR quantification of Kuruma shrimp transcripts: a
comparison of relative and absolute quantification procedures. Journal of
Biotechnology, 129(3), 391-399.

Somero, G. N. (2010). The physiology of climate change: how potentials for
acclimatization and genetic adaptation will determine “winners” and “losers”. The
Journal of Experimental Biology, 213(6), 912-920.

Sofanez-Organis, J. G., Peregrino-Uriarte, A. B., Gomez-Jiménez, S., LOpez-Zavala, A.,
Forman, H. J., y Yepiz-Plascencia, G. (2009). Molecular characterization of hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1) from the white shrimp Litopenaeus vannamei and tissue-
specific expression under hypoxia. Comparative Biochemistry and Physiology Part
C: Toxicology & Pharmacology, 150(3), 395—-405.

Sun, P. S., Soderlund, M., Venzon, N. C., Ye, D., y Lu, Y. (2007). Isolation and
characterization of two actins of the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei.
Marine Biology, 151(6), 2145-2151.

Sun, S., Xie, H., Sun, Y., Song, J., y Li, Z. (2012). Molecular characterization of gap
region in 28S rRNA molecules in brine shrimp Artemia parthenogenetica and
planarian Dugesia japonica. Biochemistry (Moscow), 77(4), 411-417.

Uawisetwathana, U., Leelatanawit, R., Klanchui, A., Prommoon, J., Klinbunga, S., y
Karoonuthaisiri, N. (2011). Insights into eyestalk ablation mechanism to induce
ovarian maturation in the black tiger shrimp. PloS One, 6(9), e24427.

Uranga, S. C. (2012). Localizaciéon y expresion de la ATPasa Na'/K* en branquias de
Litopeneaus vannamei aclimatado a diferentes salinidades y temperaturas. Tesis
de Maestria en Ciencias. Universidad Autonoma de Baja California. 85.

Vandesompele, J., De Preter, K., Pattyn, F., Poppe, B., Van Roy, N., De Paepe, A., y
Speleman, F. (2002). Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data
by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biology, 3(7), 1—
11.

Vernberg, F. J., y Silverthorn, S. U. (1979). Temperature and osmoregulation in aquatic
species. Mechanisms of Osmoregulation in Animals. Wiley, New York, New York,
USA. 537-562.



82

Wang, L., Liu, Y., Wang, W.N., Mai, W.J., Xin, Y., Zhou, J., He, W.Y., Wang, A.L., y Sun,
R.Y. (2011). Molecular characterization and expression analysis of elongation
factors 1A and 2 from the Pacific white shrimp, Litopenaeus vannamei. Molecular
Biology Reports, 38(3), 2167-2178.

Wang, L., Wu, J., Wang, W.N., Cai, D.X,, Liu, Y., y Wang, A.L. (2012). Glutathione
peroxidase from the white shrimp Litopenaeus vannamei: characterization and its
regulation upon pH and Cd exposure. Ecotoxicology, 21(6), 1585-1592.

Wong, M.L., y Medrano, J.F. (2005). Real-time PCR for mRNA quantitation.
Biotechniques, 39(1), 75.

Zenteno-Savin, T., Saldierna, R., y Ahuejote-Sandoval, M. (2006). Superoxide radical
production in response to environmental hypoxia in cultured shrimp. Comparative
Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 142(3), 301-308.

Zhenyu, G., Chuanzhen, J., y Jianhai, X. (2004). Heat-shock protein 70 expression in
shrimp Fenneropenaeus chinensis during thermal and immune-challenged stress.
Chinese Journal of Oceanology and Limnology, 22(4), 386—391.

Zhou, J., Wang, L., Xin, Y., Wang, W.N., He, W.Y., Wang, A.L., y Liu, Y. (2010). Effect
of temperature on antioxidant enzyme gene expression and stress protein response
in white shrimp, Litopenaeus vannamei. Journal of Thermal Biology, 35(6), 284—
289.

Zhou, J., Wang, W.N., He, W.Y., Zheng, Y., Wang, L., Xin, Y., Liu, Y., y Wang, A.L.
(2010a). Expression of HSP60 and HSP70 in white shrimp, Litopenaeus vannamei
in response to bacterial challenge. Journal of Invertebrate Pathology, 103(3), 170—
178.

Zhou, J., Wang, W.N., Ma, G.Z., Wang, A.L., He, W.Y., Wang, P., Liu, Y., Liu, J.J., y
Sun, R.Y. (2008). Gene expression of ferritin in tissue of the Pacific white shrimp,
Litopenaeus vannamei after exposure to pH stress. Aquaculture, 275(1-4), 356—
360.



83

Anexo 1: Protocolos estandarizados

1.1 Protocolo de extraccion de RNA

a) Homogenizacién del tejido:

N

Preparar tubos eppendorf de 1.5 ml con 100 mg de perlas de vidrio.

Agregar 1 ml de Tri Reagent (SIGMA-Ambion)

Pesar 50-100 mg de tejido y colocar en los tubos preparados anteriormente y
etiquetarlos.

Homogenizar en un homogeneizador de tejidos durante el tiempo deseado y colocar en
hielo. Para branquia y musculo 2 ciclos de 30 segundos cada uno y hepatopancreas 1
ciclo de 30 segundos.

Nota: Entre cada ciclo los tubos deben permanecer en hielo.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente transferir el
sobrenadante a un tubo nuevo debidamente etiquetado.

b) Extraccion de RNA:

7.

8.

Adicionar 200 ul de cloroformo por 1 ml de Tri Reagent utilizado, vortexear 15 segundos
e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y transferir la fase acuosa a un tubo
nuevo debidamente marcado.

Nota: Tener cuidado de no llevarse trazas de la interfase o perlas de vidrio.

c) Precipitacion y lavado del RNA:

10.

11.

12.

13.

14.

Adicionar 500 pl de etanol al 95% por 1 ml de Tri Reagent utilizado y agitar
cuidadosamente de 5 a 10 segundos. Incubar durante 20 minutos a -80°C.
Centrifugar a 13, 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente descartar con
cuidado el sobrenadante.
Nota: Tener cuidado de no tirar el pellet.
Adicionar 1 ml de etanol al 75% y resuspender el pellet.
Nota: lavar el pellet dos veces, repetir pasos 10 y 11.
Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, retirar sobrenadante por decantacion
y dejar secar el pellet.
Resuspender el pellet de RNA en agua libre de nucleasas y almacenar a -80°C.
Nota: Pellets de tamafio mediano y grande en 100 ul de H,O libre de nucleasas.

Pellets de tamafo pequeiio en 50 pl de H,0O libre de nucleasas.
Realizar una alicuota de 10 pl para cuantificaciéon en Nanodrop y electroforesis en gel de
agarosa al 1.0%.



1.2 Protocolo para Purificacién de RNA (Tratamiento con DNAsa)

a) Digestion con DNAsa:

1.

o0k wN

Preparar tubos para cada muestra y etiquetar adecuadamente.

Reactivos 1Rx

RNA [Deseada en pl]
RQ1 DNAsa 1u/ug RNA
RQ1 Buffer 10x 1pl/10 vol. final
H20 Variable

Incubar a 37°C durante 30 minutos.

Centrifugar durante 30 segundos a 2,000 rpm y colocar en hielo inmediatamente.
Agregar 1 pl por ug de RNA de solucion STOP y anotar el volumen final.

Incubar a 65°C durante 10 minutos.

Centrifugar 30 segundos a 6,000 rpm y colocar en hielo inmediatamente.

b) Precipitacion y Purificacion de RNA:

© ® N

19.

Agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2
Adicionar 3 volumenes de etanol absoluto.
Agitar cuidadosamente.

. Dejar precipitar a -80°C por 1 hora.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Centrifugar a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Descartar sobrenadante por decantacion.

Lavar el pellet con 200 pl de etanol al 75% (frio).

Agitar cuidadosamente y dejar reposar 10 minutos.
Centrifugar a 7,500 rpm por 10 minutos a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por decantacion.

Secar el pellet por 10 minutos a temperatura ambiente.
Resuspender el pellet de RNA en H,0 libre de nucleasas.
Nota: Resuspender en relacion 1:2

Dosificar y cuantificar

84

Nota: Realizar electroforesis en gel de agarosa al 1.0% y PCR punto final para verificar

gue se haya eliminado el DNA gendmico o trazas del mismo mediante la purificacion

con DNAsa.
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1.3 Protocolo para transcripcién reversa (Sintesis de cDNA) con Kit

ImProm-lI™ Reverse Transcription System

a) Combinacion de primer con RNA blanco y desnaturalizacion

1. Descongelar el RNA experimental y el control positivo de kanamicina en hielo, asi como

los demas componentes a utilizar.

2. Combinar el RNA experimental (1.0 ug) con el oligo dt y agua libre de nucleasas.

Volumen final 5 pl.

Control negativo

1rx

Control positivo Kanamicina 1rx
1.2 kb Kanamicina 2 ul
Oligo dt;5 primer (0.5ug/rx) 1ul
H.O libre de nucleasas 2l
Volumen final 5ul

Oligo dt;s primer (0.5ug/rx)
H,O libre de nucleasas

Volumen final

Control experimental 1rx
Rna experimental (Hasta 1ug/rx) X ul
Oligo dt;s primer (0.5ug/rx) 1.0 ul
H,O libre de nucleasas X ul
Volumen final 5ul

[Tl |
| 4ul |
| sul |

3. Incubar a 70°C por 5 minutos. Colocar en hielo inmediatamente y centrifugar para

colectar el condensado.

b) Transcriptasa reversa

4. Preparar el Mix Improm I, vortexear y mantener en hielo hasta dispensar.

Reaccién experimental 1rx
H20 libre de nucleasas 5.3 ul
Improm Il 5x Rx Buffer 4.0 pl
MgCl, 3.2 ul
dNTP Mix 1.0 pl
RNAsin recombinante 0.5 ul
Improm Il Transcriptasa reversa 1.0 ul

Volumen final

15 ul
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Control negativo 1rx Control positivo lrx
H20 libre de nucleasas 5.8 ul H20 libre de nucleasas 4.8 pl
Improm Il 5x Rx Buffer 4.0 ul Improm Il 5x Rx Buffer 4.0 ul
MgCl, 3.2 ul MgCl, 3.2 ul
dNTP Mix 1.0 ul dNTP Mix 1.0yl
RNAsin recombinante 0.5 pl RNAsin recombinante 0.5 pl
Volumen final 15 pl Improm Il Transcriptasa reversa 1.0yl

Volumen final 15 pl

5. Adicionar 15 ul de los mix preparados a cada reaccion correspondiente incubada
anteriormente a 70°C, para obtener un volumen final de 20 ul tanto para la reaccion
experimental como para los controles.

Alineamiento: Incubar a 25°C durante 5 minutos.

Extension: Incubar a 42°C durante 1 hora.

Inactivacién de transcriptasa reversa: Incubar a 70°C por 15 minutos.

© 0 N o

Verificar mediante PCR punto final.
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1.4 Protocolo PCR en tiempo real (QPCR) para realizar curvas de
eficiencia

a) Disefio de placa

La placa debe realizarse de acuerdo a tus especificaciones en el programa BlIO-Rad
CFX Manager.

b) Preparacion de MIX para qPCR y diluciones seriadas

1. 1Q™ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad)

Componente Volumen/reaccion [Final]
Supermix (2x) 5ul 1x
Primer forward (10 uM) 0.2 ul 0.2 uM
Primer reverse (10 uM) 0.2 ul 0.2 uM
H.O libre de nucleasas 1.6yl -
Templado 3 ul 30- 50 ng
Volumen total 10 pl -

2. Preparar 6 diluciones seriadas 1:5 con cDNA experimental.
Nota: homogeneizar perfectamente en cada dilucion seriada y diluir en H,O libre de
nucleasas.

3. Distribuir 7 pl del master mix en cada pozo de la placa de 96 pozos (Bio-Rad) de
acuerdo a la distribucion del disefio de placa realizado con anterioridad.

4. Colocar el templado (3 ul) de la dilucién correspondiente en los pozos de la placa.
Nota: evitar la formacién de burbujas.

5. Sellar la placa con el Microsello autoadherible especifico para las placas, teniendo
cuidado de no tocar la superficie del mismo.

6. Colocar la placa en el termociclador y ajustar al siguiente programa:

Programa estandarizado
—

Desnaturalizacion 95°C 3
Desnaturalizacion 95°C 10”
Alineamiento 60°C 30” 40 ciclos
Curva de disociacién 95°C 10”
65°C-95°C 5”7 Incremento 0.5°C

7. Alfinalizar la corrida de gPCR almacenar la placa a 4°C.
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Anexo 2: Preparacion de soluciones

2.1 Solucion casera para preservacion de acidos nucleicos (Buffer
NAP) (1.5L)

Reactivos:
40 ml EDTA 0.5M pH 8.0
25 ml Citrato de sodio 1M
700 g Sulfato de amonio
935 ml Agua MilliQ estéril.
Preparacion:
1) Disolver el agua destilada con el sulfato de amonio, manteniendo en agitacion constante.
2) Agregar el citrato de sodio y el EDTA
3) Ajustar pH a 5.2 con H,SO, (20 gotas=1 ml)
4) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.

2.2 EDTA 0.5M (500 ml)

Reactivos:
93.06 g de EDTA
500 ml de agua MilliQ
Preparacion:
1) Colocar el EDTA en 300 ml de agua y mantener en agitacion hasta disolver.
2) Ajustar pH a 8.0 NaOH
3) Aforar hasta 500 ml con el agua restante.
Nota: mientras la solucion esta disolviéndose se debe estar ajustando el pH de lo contrario
no se disolvera.
4) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.

2.3 Solucién stock TAE 50X (1 L)

Reactivos:
242 g de Tris Base
57.1 ml de Acido acético
100 ml de EDTA 0.5M
750 ml aproximadamente de agua MilliQ
Preparacion:
1) Disolver el Tris base en el agua MilliQ
2) Colocar el acido acéticoy el EDTA
3) Ajustar pHa 8.5
4) Aforarall
5) Transferir a un frasco Schott, etiquetar y almacenar a temperatura ambiente.
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2.4 Agua DEPC (1L)

Reactivos:
1 ml Dietil pirocarbonato 0.1% (SIGMA)
999 ml de agua MilliQ
Preparacion:
1) Disolver el DEPC en el agua y mantener en agitacion durante toda la noche.
2) Colocar en frascos Schott previamente etiquetado
3) Autoclavear durante 20 minutos
4) Almacenar a temperatura ambiente.

2.5 Geles de agarosa al 1%y 1.5%

Reactivos:
1g/1.59g Agarosa grado Biologia molecular
100 ml de TAE 1X
Preparacion:
1) Mezclar la agarosa con el buffer TAE
2) Calentar durante 1 minuto y agitar perfectamente.
3) Esperar a que se encuentre tibio y verter en la canastilla para gel.
4) Dejar polimerizar y retirar el peine con cuidado.



