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RESUMEN

El hepatopdancreas de los crustaceos es uno de los érganos con mayor actividad
metabodlica, requiriendo de una gran produccion de energia para el mantenimiento de sus
funciones; entre las que se encuentran la sintesis y secrecion de las enzimas digestivas y
el almacenamiento de reservas energéticas. Durante el ciclo de muda, el camardn ayuna
y la alimentacion se reanuda hasta que el exoesqueleto se ha formado nuevamente, El
manejo de las fuentes energéticas (carbohidratos, lipidos y proteinas) en un organismo
bajo estrés alimenticio, depende de la disponibilidad de metabolitos. Las reservas
energéticas son hidrolizadas y usadas para producir ATP dentro de la mitocondria, en
donde se encuentra el complejo enzimatico de la citocromo c oxidasa que forma parte de
la cadena de transporte de electrones. El objetivo general de este trabajo fue investigar el
efecto del ayuno sobre la expresion de los genes mitocondriales de citocromo ¢ oxidasa
(subunidades | - 1ll) en el hepatopancreas de camardn blanco Litopenaeus vannamei, por
lo que se evalud la expresion de los genes durante un periodo de ayuno de hasta 120 h
por RT-PCR cuantitativo en tiempo real, comparando con los controles alimentados para
cada tiempo de ayuno y con los niveles de expresion del gen mitocondrial 16S rRNA y el
nuclear de la proteina ribosomal L8 nuclear como posibles genes de referencia. Los
resultados del analisis de la expresion independiente de COI, COIl y COIll sin normalizar y
comparando con los controles alimentados, mostraron un aumento significativo a las 24 h
de ayuno, que disminuyeron al nivel inicial a las 72 h 'y, posteriormente se recuperaron
significativamente en los camarones realimentados. De la misma forma, en el analisis de
la expresion normalizada con la del gen 16S, y comparada contra el tiempo cero,
presentaron un aumento a las 24 h de ayuno, mientras que en los camarones
realimentados el efecto fue diferente para cada gen. Los cambios observados en el nivel
de los transcritos de estos genes durante el periodo de ayuno sugieren un posible sistema

de regulacion postranscripcional.



INTRODUCCION

Ef aumento en la comercializacion y demanda de algunas especies de peneidos
como el camaron ha promovido su cullivo desde hace mds de dos décadas, provocando
una creciente necesidad por conocer sus aspectos biolbdgicos (Martinez-Cordova, 1999),
De este modo, en los (timos aflos se han venido realizando investigaciones con ef
objetivo de enender los aspectos biologicos importantes del camardn, sin embargo, el
estudio del metabolismo energético empieza apanas a ser explorado.

Uno de los aspectos ya discutidos en trabajos anteriores de la biologia de los
peneidos al igual que de otros crusticeos, es el cido de la muda, lbs camarones
necesitan mudar para poder crecer (Dall ef af, 1990; Petriella y Boschi, 1997). Fn esta
etapa conocida también como ecdisis, los camarones no se alimentan hasta gue el
nuevo exvesqueleto se ha formado, Durante el periodo del ciclo de muda en el que los
camarones no se alimentan por carecer de un exoesqueleto que 2s permita manipular e
alimento, se utilizan sus reseivas energéticas almacenadas en forma de glucdgeno y
acidos grasos para mantener su funcionamiento celular, Por lo anterior, se presentan
cambios en la expresion de algunos genes relacionados con la degradacion y sintesis de
las fuenies energéticas (Zinke ef al, 2002).

£n el cicio de Krebs se calabolizan diversas moléculas para generar poder
reducior (NADH + H y FADM,). Estas coenzimas son reoxidadas en la cadena de
ransporte de electones para producir ATP dentro de ia mitocondna. La mitocondria
contieng su propio genoma (Mathews et al, 2002), que codilica trece proteinas
participanies en la cadena de fransporte de electrones, incluyendo las tres subunidades
det la citocromo ¢ oxidasa (1) que tonman el nicleo cataliticn de la enzima, La capacidad
codiicante del genoma mitocondrial es muy limitada y la mayoria de las proteinas
mitocondriales son codificadas en el nicleo, en donde se encuentran los genes del resto
de las subunidades de la citocromo ¢ oxidasa gue forman la estructura enzimatica,



Poco se conoce sobre la regulacion de la expresion de lvs genes
mitocondriales en animales, sin embargo, su expresion podria ser afectada por
diferentes tipos de estrés. Por ejemplo, en los Olimos afios se han publicado
varios esludios que reporian la sobrexpresion de algunas subunidades de la
citocromo ¢ oxidasa en vertebrados, por estimulos como el envejecimiento
(Pich et al, 2004), adaptacion térmica (lkegushi et al, 2006) e hibernacion
(Mittel y Storey, 2002), entre ofros. Sin embargo, & la fecha no se han
encontrado reportes refacionados con la expresion de los genes mitocondriales

hajo condiciones de ayuno en crustaceos.

Por lo anterior, la informacion generada en este estudio contribuira al
conocimiento inlegral de la expresion de los genes del metabolismo energético,
y permitira entender un poco sobre las estrategias de adaptacion utifizadas por
estos organismos ante condiciones de astrés alimenticio, £n el presente trabajo
se evalud el efecto del ayuno sobre la expresion de los genes de la enzima
citocromo ¢ oxidasa {subunidades | - Hl), en el hepatopancreas del camaron
blanco L. vannamei, por qRT-PCR en tiempo real. Para lo anterior, se utilizaron
muestras de RNA lotal de hepatopancreas de camarones sometidos a
diferentes tiempos de ayuno y sus controles alimentados. A parlir de estas
muesiras se sintelizaron los cDNA para determinar el nivel estable de transcrito

para cada gen, por PCR en tiempo real,



ANTECEDENTES

Caracteristicas Biolopicas de los Peneidos

Caracteristicas morfologicas

En el cuerpo de los crustaceos se distinguen tres partes. telson, abdomen
{(gue incluye los apendices locomotores) y el cefalotirax. Este ultimo segrmento
incluye los apéndices de alimentacion (Barmes, 1996) como se muestra en la
Figura 1, asl como la mayor parte de los drganos vitales del animal (Dall ef al.,
1990). El sistema digestivo de los crustaceos, incluye la boca, estomago y
hepatopancreas (Martinez-Cordova, 1988). El hepatopancreas (Hp) del
camardn, como el de olros crustaceos, es un drgano con gran actividad
metabdica, y es responsable de la sintesis y secrecion de las engzimas
digestivas que realizan la degradacion del alimento. EI Hp sintetiza también
lodas las proteinas necesarias para mantener la integridad y funcidén celular.
Fisiologicamente, el Hp es similar al higado y pancreas de vertebrados vy al
cuerpo graso de los insectos y almacena reservas energéticas como lipidos y
carbohidratos (Dail ef al., 1990).Por lo anterior, ¢l Hp podria verse directamente
afectado por el ayuno, condicién obligada para el camaron en una etapa de su

ciclo de muda gue se describird a continuacion.

Muda y ayuno

[.& muda o ecdisis se define como el evento por gl cual un organismo cambia su
expesqueleto o cuticula extenor. Los crustdceos deben mudar para  crecer
continuamente: durante su desamollo, donde despuds de un répido crecimiento en fa
muda sigue un periodo en el cual no crece hasta la proxima ecdisis (Dall ef al, 1990),



Figura 1 Caracteristicas externas de Penasus spp. C cefalotorax, A abdomen y T telson
{Fuenle: Whitaker, 20045},

El ciclo de muda esta divido en varias elapas, mismas que afectan la
morfologia, fisiologla y comportamiento de los crustaceos. La duracidn de cada
una de estas etapas varla considerablemenie entre los diferentes crustéceos,
aungue an Jos peneidos, el ciclo de muda tiende 8 ser un proceso homogéneo
en tiempo (Dall ef al., 1890). El primero de los estadios del ciclo es a postmuda
que dura de 1.5 a 2 dias y se presenta cuando el animal acaba de abandonar
el caparazon, continuando con la formacion de la nueva culicula y su
gndurecimiento.  La siguiente etapa se denomina inftermuda vy dura
aproximadamente 3.5 a 4.5 dias, es aqui cuando el exoesqguelelo se engrosa y
endurece, hay crecimiento de tejidos y acumulacion de reservas energélicas.
La lercera elapa del ciclo de muda es la premuda que dura de 14.6 a 155 dias,
en esta etapa el organismo reabsorbe minerales y materiales organicos del
exoesguelelo vy mientras se prepara para liberarln, genera el nuevo
exoasqueleto debajo del anterior. Finalmente, se lleva a cabo la liberacion del
antiguo exosqueleto o ecdisis en aproximadamente 30 a 40 s. Durante la Ultima
pare de la premuda, incluyendo Ja muda y una parte de la postmuda, el
camaron ayuna por un periodo de hasta 5 dias, ya que carece de soporte

mecanico para la alimentacion (Dall ef al,, 1880; Petrielia y Boschi, 1997).



Metabolismo Energético

k) manejo de las reservas energéticas (carbohidratos y lipidos) en un
organisimo bajo estrés alimenticio, depende de la disponibilidad de metabolitos
(Lindstey y Rutter, 2004). Los productos de su degradacién, se usan como
combustible en el ciclo de Krebs, donde se genera el poder reductor (NADH +
H'y FADHM,), el cual es usado por la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa para producir ATR, dentro de la mitocondria (Mathews et
al., 2002},

Importancia de la mitocondria

Lynn Margulis propuso en 1868 gue las mitocondrias son los descendientes
modemos de anliguas células procariotas, mismas que se vieron obligadas a
convertirse en endosimbiontes de otras células que evolucionaron junto a éstas
(Keeton, 1972). La mitocondria es un organelo presente en las células de
practicamente todos los organismos eucariotas. La cantidad de mitocondnias es
variable dependiendo del tejido, en Jas células hepéticas de rata hay alrededor de 1000
mitocondrias, mientras que en las células de huevo se pueden encontrar algunos miles
(Lehninger, 1975). Este organelo tiene dos membranas, con un  espacio
intermembranal y una matriz rica en enzimas que incluye el DNA mitocondrial (IMDNA),
distinte al gue se encuentra en el nicleo (Stryer, 1995). En general el mDNA se hereda
matemalmete (Ingman ef al, 2000), sin embargo, en estudios realizados en borrego
Ouis anes  (Zhao ot al, 2004) y en cabalos (Royo et al, 2005), se han reportado

excepcionss a esta regla.

Las membranas intemas de la mitocondria proveen ¢l soporie de los procesos
de transporte electionico que las células ulilizan para la fosforilacion oxidativa v
produccion de ATP (Alberts ef al, 2002). Mientras en la matriz mitocondrial se llevan a
cabo procesos vitales como el ciclo de Krebs y la oxidacion de acidos grasos. Estos
procesos generan intenmediarios en la sintesis energélica que seran aprovechados por



la celula (Stryer, 1985, Mathews ef a/, 2002). La matiz tiene ademds, un potencial
eleciroquimico direclamente relacionado con procesos de apoptosis y proliferacion. Por
imo, es responsable del estado redox inframilocondrial, que puede regular Ia
expresion génica (Zorov of al, 1997).

Transporte de electrones y fosforilacion oxidativa

La cadena de transpore de electrones y la fosforilacion oxidativa se
componen de cinco complejos enzimaticos, cada uno con varias subunidades
(Figura 2). La biogénesis de los complejos enzimalicos, excepto el complejo I,
requiere de la expresion de genes localizados en los genomas mitocondrial y
nuclear. Los mecanismos que posiblemente coordinen la expresion de estos
genes no son claros (Duborjal ef al, 2002). los sustratos (NADM, NADPH,
FADH,) son usados por las enzimas participantes, produciendo equivalentes
reducidos por medio de los complejos 1 (NADH deshidrogenasa) y H (succinato
deshidrogenasa). La ubiguinona (coenzima Q), transporta electrones desde los
complejos | y It al complejo Il (ubiguinol-citocromo ¢ oxidoneductasa), el cual
@$ reducido a citocromo ¢. Este Ollimo transfiere electrones al complejo 1V
(citocromo ¢ oxidasa), conduciéndolos al complejo V. (ATPass) para la
produccion de ATP (Szuplewski y Terracol, 2001),

Trece de las proleinas participantes en la cadena del transporte de
electrones, esenciales para la produceidn de ATP, son codificadas en el
genoma mitocondrial. Estas comprenden las subunidades 6 v 8 de la ATP
sintasa; las subunidades 1, 2, 3, 4, 4L, 5 y 6 de la NADH deshidrogenasa; el
citocromo b y las subunidades |, 11y [ll de Ja citocromo ¢ oxidasa. Esta ultima,
g6 la enzima objeto de este estudio v es la enzima terminal en la cadena
respiratoria para fa formacion de ATP (Szuplewski y Terracol, 2001),
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Figura 2. Esquema general de  la cadena del transporte de electrones, mpdificada de
hitp Awww genome. ad jp/hegg/pathwayimap/map001980. m).

Citocromo ¢ oxidasa

Las tres subunidades mas grandes de la citocromo ¢ oxidasa (1, H y HI)
forman el nucleo catalitico de la enzima (Hittel y Slorey, 2002). Estas tres
subunidades son altamenie conservl;adaa entre  diferentes  organismos
pucariotas. Bus homologos en procariotas constituyen la enzima funcional
(Khalimonchuk vy Rodel, 2005); por lo que se cree que las 10 subunidades
nucleares de la citocromo ¢ oxidasa (IV, Va, Vb Via, Vib, Vic, Vila, Vb, Vllc y
VI, gue forman la estruclura enzimatica, han evolucionado despues de Ja
endosimbiosis (Vijayasarathy el al, 2003). Algunas de las subunidades
nucleares actian como reguladores de la formacién enzimatica (Ludwing ef al.,
2001),

l.a enzima citocromo ¢ oxidasa se clasifichd como E.C 1.9.3.1 por la Comision
de Nomenclatura de la Union Intemacional de Bioguimica (NCAUB). Es una enzima
oxidoreductasa que actta sobre un grupo donador hemo v tiene como aceptor final al
oxigeno. Et complejo IV contiene dos citocromios, el clocromo a y el a; ¥ dos centros
cobre, ef Cua v el Cug. B sitio de union dei sustrato cilocromo ¢ v &l centro Cua se

encuentran en la subunidad 1 £ centro binuclear a3 Cug donde se lleva a cabo la



reduccion del oxigeno se localiza en la subunidad ), por otra parte, la subunidad 11l de fa
anzima esta directamente relacionada con fa relacion M'e (Ludwing et al, 2001), Se
sabe que el cianuro y et dxido nitrico se unen con gran afindad a la enzima inhibiendo
su funcionamiento que resulla en una sofocacion quimica. La reaccidn general es
indicada esquematicamente (Jensen ef al, 1984, Tomes el af, 1995).

4 Fe?'.citocromo ¢ + 8 H mansz + O~ 4 Fe? -citocromo © + 2 H,0 + 4 H -

Requlacion de la Expresion Génica

La expresidbn de los genes mitocondnales gue codifican para las
proteinas participantes en la produccidn de ATP, asi como los del genoma
nuclear, es regulada por diferentes mecanismos, que actian a nivel de
transcripcion, procesamiento del transcrito, transporte al citoplasma, traduccion
del mRNA y por ultimo a nivel postraduccional (Lewin, 2001}, En la mosca de la
frula Drosophita mefonogaster se ha descrito ademas un mecanismo mediado
por la proteina TOR (blanco de rapamicina), cuya disminucion permite hacer el
uso de las reservas energéticas y es capaz de detener el cicle celular,
Probablemente, @l sistema actie ajustando el metabolismo v la expresion
génica de las moscas en ayuno, logrando que uliticen las reservas de energla

para mantener sus funciones vitales (Scolt et al., 2004).

Transcripcion del DNA mitocondrial

L.a transcripcion es el proceso por el cual el DNA se copia a una molécula de
RNA complementario para posteriomente utilizarse, ya sea como tRNA, tRNA o bien
miRNA (Mathews, 2002), En contraste con este proceso en el nacleo celular, el inicio de
la transcripeion del tDNA en vedebrados es bidireccional vy se inicia en e D-loop o
region control (Carrodeguas y Vallejo, 1997}, En la region control existe un promotor de
la transcripcion para cada cadena de mtDNA y cada Lno de éstos es reconocido por un
factor de transcripcion mitocondnal A (mMITFA), mismo que se une al DNA inespeciico

con gran afinidad, Sin embargo, pam llevar a cabo la transcripcion se requieran dos



factores adicionales; mTFB1 y mtTFB2, el primero actia como dominio activador de
mtTFA, mientras que el segundo reconoce y se une al mtTFA v a tla RNA polimerasa
mitocondval. Es en si este complejo tetramolecular ef responsable de la transcripeion
mitocondrial (Kelly y Scarpulla, 2004).

Las unidades de {ranscripcion mitocondrial definidas como la distancia
entre dos puntos de iniciacion y terminacion reconocidos por la RNA
polimerasa, mismas que pueden incluir mas de un gen (Lewin, 2001) (cadenas
H pesada y L. ligera), difieren de la mayoria de los genes nucleares en que son
poligénicas (Kelly y Scarpulla, 2004). La composicion de los policistrones
depende del arreglo génico en el mitogenoma. Ef mtDNA de los crustaceos
presenta un arreglo muy diferente al de vertebrados. Asimismo, el orden que
siguen los genes en el MDNA entre los diferentes artrdpodos es mas
conservado que en los verdebrados superiores. En crustaceos se conocen 3
arreglos, por ¢jemplo, el orden génico de Antemia franciscana (Ratuecas ef al.,
1988) es semejante al de la mosca D. melanogaster (Garesse, 1988); por su
parte, el arreglo de genes en ef camardn tigre Penaeus monodon (Wilson et al,,
2000) es identico at que presenta el copépodo Daphnia pulex (Crease, 1989) v
por ulimo, en el cangrejo ermitafio fagurus longicarpus (Hickerson y
Cunningham, 2000) muestra 8 rearreglos con respecto al orden génico de [,
melanogaster. No obstante, en todos ellos se sigue uha regla general, los
genes de la citocromo ¢ oxidasa se encuentran en la cadena opuesia a los
genes T25 rRNAy 765 rRNA en &l miDNA.

Durante la adaptacion al estrés fisiologico hay un aumento en la
transcripcion de los mensajes mitocondriales policistronicos, cuyos productos
Individuales son liberados de! transcrito primario mediante la accion de
endonucleasas muy especlficas (Leary el a/, 1998), Fn un estudio realizado
con fibroblastos humanos, emplearon técnicas de mutagénesis dirigida para
determinar el efecto de fa delecion de dos nucledtidos en la transcripcién de un

policistron mitocondrial, se encontrd que la nucleasa no reconocio el sitio de
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corte entre AT y GO por lo cual no se formaron los RNAs precursores
correspondientes (Jesina ef al, 2004), lo gque posiblemente esté retacionado
con la alta especificidad de las nucleasas.

La informacion existente en invenebrados es adn escasa. En la mosca [,
mefanogaster se reportd un cDNA homblogo al MtTFA de humano, mismo que
se une a la secuencia consenso ' TTATC/G. Esta secuencia se encuentra en
la region control donde se localizan los promolores de la transcripcion
mitocondrial (Brehm ef af, 2001, Takata ef al,, 2001). Ademas, recientemente
se publico la clonacion y el andlisis molecular del gen del factor de
franscripcion mitocondrial B2 en D. melanogaster (d-mtTFB2) como una
molécula con una implicacion imporante en la  transcripcion y en la
proliferacion mitocondrial (Matsushima et af, 2004). Por otra pane, se ha
identificado la RNA polimerasa mitocondrial de A franciscana, asi como su
principal sitio de inicio de la transcripcion (Santiago y Vallejo, 1998).

Efecto del ayuno en la transcripcion y la traduccién

L.os procesos de transcripeion y traduccion de genes relacionados
con el metabolismo energélico pueden ser afectados por el ayuno en
ralas (Zhang et al., 2001, Mi-Hyun-Ryu et al., 2005). El ayuno provoca la
sintesis de proteinas incompletas impidiendo 1a produccion innecesaria
de la maquinaria de traduccion, asi como de la estabilidad de las
subunidades ribosomales. Este fendomeno se presenta debido a Ia
carencia de aminoacidos necesarios para la traduccion (Mathews, 2002),
evitando la formacion de ribosomas vy la sintesis innecesaria de

proteinas,

Existen experimenios en procariolas y eucariotas gue reportan una
clara disminucion en la formacion de las subunidades ribosomales
(Lewin, 2001), y un aumento en las protelnas involucradas en la sintesis



de algunos aminoacidos, por efecto de su privacion (Fafournoux et al.,
2000). En la mosca D. melanogaster se conoce gue en respuesta al
ayuno y alimentacién con azlcar la proteina similar a L7A de Ia
subunidad 6085 ribosomal, asi como la profeina L20 del ribosoma
mitocondrial son reprimidas (Zinke et al., 2002).

De la misma torma, el ayuno afecta la expresion de algunos genes gue participan
en el metabolismo de carbohidratos, que ademas es el primer metabolito en ser
uliizado durante el ayuno (Sanchez-Paz ef af, 2006). En Penaeus monodon, el
hepatopancreas es el drgano de sthlesis y secrecion de las enzimas como la amilasa y
quitinasa-1. Los genes que codifican para estas enzimas se transcriben activamente
durante periodos de ayuno de 48 h de ka misma forma que los camarones alimentados,
indicando fa importancia de estas enzimas en el metabolismo energético (Lehnert y
Johnson, 2002), y sus producios actuan reduciendo los polisacaridos a sus estructuras
precursoras, para usarlas como fuente de energla (Mathews af af, 2002).

Al estudiar el metabolisma energético en larvas del gusano det tabaco Manduca
saxta en ayuno de hasta dos dias, se observo una disminucion en la concantracion de
glucosa en la hemolinfa. Asimismo, se encontrd una disminucion de la fructosa-2.6-
bifosfato en el cuermpo graso, comelacionada con la activacion de la glucogeno
fosforilasa en el mismo drgano. Se sugiere que la honmona adipocinélica v la
sctopaminag (neurntransmisor débil) pueden estar involucradas en la activacion dae la
glucogens fostorilasa, controlada hormonalmente durante el ayuno en las etapas
larvanias iniciales de Manduca sexia (Meyer-Femandes ef al, 2000). Por olra parte, la
realimentacion de las larvas de Manduca sexta condujo al efecto contrario observado
en ef ayuno (Meyer-Femandes ef af,, 2001),

Relomando la importancia de las fuentes de energla utilizadas durante f ayuno,
es imponante recalcar que I3 degradacion de dcidos grasos es el segundo mecanisimo
utilizado por los animales para el mantenimiento de la homeostasis energética durante
el ayuno (Zinke ef al., 2002). La liberacion de la grasa es controlada homonalmente, %



utitiza al adenii monofosfato ciclico (CAMP) como segundo mensajero que actlia como
mediador de la cascada de fosfonlaciones para activar a la triaciiglicero! lipasa
{(Mathews af al., 2002). Se ha reportado que en . melanogaster los genes de algunas
lipasas como ipd y CGB13 son inducidos por efecto del ayuno, mientras que s
expresidn de los genes del anabolsmo de dcidos grasos se reprimio (Zinke of af., 2002).

De la misma forma, se induce la 3-hidroxi-3-metilglularnl-CoA sintasa (HMG-
CoA sintasa) que es una enzima gue sintetiza HMG-CoA a partir de acetoacetil-CoA,
intermediario inicial de la sinlesis de colesterol en el citosol, pero que puede ser
reducido  para formar cusrpos celonicos en la milocondna. En ausencia de
carbohidratos, los cuerpos celdnicos se pueden utilizar como fuente de energia
altera (Le May ef al., 2000, Mathews ef a/,, 2002). Se ha observado un aumento en
la expresion de la HMG-CoA sintasa en las mitocondrias hepaticas de lechones
durante un periodo de ayuno, mientras los niveles de expresion de la misma enzima

en ratas permanecen estables (Adams ef al, 19897),

Algunos genes que codifican a protelnas del recambio proléico definido como
blosintesis y degradacion continua de proteinas, también se ven influenciados por el
ayuno (Mublia-Almazan y Garcla-Carrefio, 2002). Por ejemplo, el nivel de expresion
de tripsina se incrementd en los camarones después de 24 horas de ayuno, seguido
por una disminucion en la expresion, comparado con los camarones alimentados
(Sanchez-Paz ef al, 2003). Asimismo, en higado de ratas en ayuno de 48 h, se
observd la sobrexpresion de las proteinas L14 y L38 de la subunidad ribosomal 60S y
la proteina S8 de la subunidad 408, asi como la glutamil-proli-tRNA sintasa, que
patticipan @n la sintesis de otras proteinas, comparadas contra la expresion en el
higado de las ratas control alimentadas (Zhang ef al, 2001). También an ralas en
ayuno en condiciones similares al estudio anterior, se encontré la solirexpresion de
las proteinas 819, 817 y 54 de ia subunidad 408 ribosomal (De Lange ef af, 2004).
l.os estudios presentados sugieren un incremento en el recambio para al menos una
parte de la poblacidn de proteinas.



For otra pane, Hittel y Storey (2002) reportaron el efecio de {a hibernacion,
que indirectamente conlleva un ayuno sobre la expresion de los genes
mitocondriales en la ardilla Spermophilus tridecemiineatus. Ellos encontraron la
sobrexpresion de los genes mitocondriales COJ, ATP6/8, |la cual puede estar
involucrada en {a proteccion del funcionamiento celular para contrarrestar el

efecto de Ja hibernacion.

Coordinacion de la regulacion de la expresion génica nucleo-mitocondria

L.a poliadenilacion de los transcritos mitocondriales codificantes se ha
relacionado con la desestabilizacion y disminucion del tiempo de vida media en
Artemia franciscana (Eads y Hand, 2003), en conlraste con la funcion de la
poliadenifacidn en los mensajes nuclearegs (Mathews el al, 2002). Se ha
reporlado  poliadenilacidon  en  franscritos  ribosomales  nuckeares  en
Saccharomyces cerevisiag, 1o que podria implicar un mecanismo deé control de
calidad en la biogénesis de los RNA ribosomales (Kuai of afl, 2004), sin

embargo, no se sabe si esto ocurre en transcritos ribosomales mitocondriales.

For otra parle, 1a biogénesis mitocondrial requiere la expresion
coordinada de los genes nucleares y mitocondriales que participan en a
cadena respiratoria mitocondrial (Sylvestre et al, 2003). El control de la
biogenesis y 1a funcion mitocondrial depende de procesos muy’ complejos que
requieren de una gran variedad de mecanismos regulatorios {Allen, 2003),
Entre  ellos, mediadores especificos, comp  sefiales  intracelulares vy
extracetulares, incluyendo hormonas y estimulos ambientales (Garesse y
Vallejo, 2001),

gRT-PCR en tiempo real

Para evaluar la expresidn genica se han desanollado varias metodologlas: Las

basadas en hibridacion (Northern biot, hibrdacion en solucion y ensayos de proteccidn
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de RNasa), asi como la trascripcion reversa de moléculas de RNA, acoplada a PCR
(RT-PCR), La RT-PCR es la mas sensible de las técnicas antes mencionadas, ya que
amplifica exponencialmente pequefias cantidades de acido nucléico, Esta sensibilidad
permite detectar mRNAs poco abundantes en pequenas cantidades de tejido
(Schmitigen e al, 2000), Ademas, la PCR en iempo real es una metodologla de
nueva generacion, mas sensible y exacta que la RT-PCR convencional,

l.a PCR en tiempo real detecta el producto de PCR durante cada ciclo de
la reaccion, eliminando la necesidad de aplicar analisis post-PCR, ademas, la
mayaria de los sislemas cuentan con un programa  especializado  para
simplificar el analisis, Para este fin, se han desarollado algunos fluordforos
para detectar el DNA de doble cadena generado por la PCR en tiempo real, a!
mas sencillo @s el SYBR Green | que se une al surco rhenor del DNA de doble
cadena (Wittwer, et al., 1997). Este reactive fluorece muy poco cuando se
encuentra libre, pero su fluorescencia incremeanta hasia 1000 veces cuando se
une al DNA. Entonces la sefial de flucrescencia en la reaccion, es proporcional
a la cantidad de DNA de doble cadena generada en cada ciclo {Bio-Rad, 2008),

L.a PCR en tiempo real se ha empleado para cuantificar los mRNAgs de
citocinas que son muy limitadas en los tejidos bajo investigacion (Giuliettl et al.,
2001). Asimismo, la sensibilidad de esta técnica ha llegado al imite de detectar
la expresion de una sola céluta neuronal, al disefar una estrategia para
eliminar 1a posibilidad de que la reaccion fuese inhibida por la RT ulilizando una
precipitacion alcoholica del cDNA (Liss, 2002). Ademadas, ha resultado una
lecnica idonea para la identificacién temprana de algunos microorganismos
patogenos en muestras clinicas (Corless et al 2000). Sin embargo, para
obtener una amplificacion por PCR en tiempo real eficiente es importante partir
de cDNAs sintelizados a partir de la misma cantidad de RNA total, asi como e
uso del mismo tipo de iniciador (ya sea hexémeros al azar, oligo dT 6 reverso
espacifico) en la trascripcion reversa (Stahlberg et al,, 2004),



Aungue la qRT-PCR en tiempo real es sumamenta sensible, los efectos
de la contaminacion resultan en un serio problema ya gue cuantifican 10y
productos inespecificos (Corless ef al, 2000, Liss, 2002), y también la
contaminacion coh ghNA que es aislado junio con el RNA tolal al realizar su
extraccion, puede generar resultados emoneos por sobreestimacion de la
camntidad de trascrito (Zhang ef al, 1997 Sustov y Steindler, 2006, Bacea ef af, 2005),

Genes de referencia

En los estudios de evaluacidn de la expresion génica por meétodos de
cuantificacion absolula y/o relativa, la cantidad de transcrilo obtenida de un
experimento de PCIR en iempo real debe ser normalizada de tal forma, gue los
resutados adquigran un significado bioldgico. Esto se ha realizado a través del
tso de genes de referencia o constitutivos, que son aguelios cuyo nivel de
axpresion es constante en todas las muesiras y su expresion no es afectada
por el tratamiento experimental bajo estudio (Zaid ef &/, 2004), | objelivo de ia
hormalizacion en la cuantificacion relativa, es asegurar gue se parle de la
misma cantidad de muestra para las muesiras control y las tratadas (Bio-Rad,

2008), y que el efecto sobre la expresion de los genes es debido al iratamiento.

En el genoma mitocondrial se codifican genes estructurales cormn ¢l 165
RMNA ribosomal, migntras que en el genoma nuclear ademas existen genes que
codifican a proteinas ribosomales como L8, Ambos, 165 RNA ribosomal y la
proteina L8 forman parte de la estructura rihosomal, por lo que prabablemente
s@ expresen en cualquier condicion, auhque éste ullimo forma pare de los
ribosomas ciloplasmaticos y el primero de los ribosomas mitecondiiales
(Susuki, ef al, 2001, Mathews et al, 2002). Esta caraclerislica sg aprovechod
para Wilizarlos como genes de referencia para normalizar la expresion de los
genas COI, COly COIN.
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Algunos estudios indican Ja factibilidad de utilizar este tipo de genes para
la normalizacion de los datos debide a que no se han observado cambios
impodantes en su expresion. Por ejemplo, el gen nuclear 185 rRNA se usd
para normalizar las evaluaciones de los transcrtos de las subunidades 1, )1, IV y
Vb de la citocromo ¢ oxidasa en ratas bajo condiciones hipdxicas y se enconird
que este es adecuado para su evaluacion empleando Northermn  blots
(Vijayasarathy ef al., 2003).

For otro lado, la expresitn del gen de la proteina ribosomal L8 se utilizd
para normalizar los niveles del transcrito de HDL-BGBP en hepatopancreas de
L. vannamei sin encontrar diferencias  significativas para LB entre los
tratamientos de dieta y ayuno (Mublia-Almazan et al, 2008), aunque esto se
realizo utilizande RT-PCR semicuantitativo. También en L. vannams sometido
& ayuno de hasta 120 h, se utilizd el gen 765 rRNA para normalizar la
concentracion de transcrito de tripsina, encontrando diferencias significativas
entre |0s diferentes periodos de ayuno en la concentracion de transcilo del gen
constitutivo utilizando ensayo de manchas (Sanchez-Paz ef af, 2003). Ademas,
en un estudio con fibroblastos humanos utilizaron a los genss mitocondriales
Cyt b y ND1 para normalizar la expresion de ATFB-CON wtilizando gRT-PCR en
ligmpo real generando buenos resultados (Jesina ef af, 2004) y utilizando la misma
tecnica, se empled L8 para nonnalizar el nivel estable de anscrito  para la eMRSOD
en L. vannemei al investigar el efecto de una infeccion viral (Gomez-Andurn ef al,
20086).



JUSTIFICACION

1 estudio del efecto del ayuno por un tiempo corto sobre la expresion de
los genes mitocondriales que codifican a las subunidades |, [l y [l del complejo
citocromo ¢ oxidasa, en el hepatopancreas de Litopsnaeus vannamel, aponari
informacion al conocimiento integral de la expresion de los genes que
participan en el metabolismo energélico. Lo anterior, permitird entender de
forma mas amplia las estrategias de adaptacion ulilizadas por  estos

organismos ante diversas condiciones ambientales,



HIPOTESIS

La expresion de los genes mitocondriales de fa enzima citocromo ¢

oxidasa (subunidades | — Ity en el hepatopancreas del camardn blanco

Litopenaeus vannamei, es afectada por el ayuno.

OBJETIVOS

Objetivo General

investigar el efecto del ayuno sobre la expresion de los genes

mitocondriales de la enzima citocromo ¢ oxidasa (subunidades | - H1) en el

hepatopancreas del camarodn blanco Lifopenaeus vannamel,

Objetivos Especificos

Seleccionar los genes de referencia adecuados como control
interno para realizar el analisis de los niveles de expresion de los
pgenes CO/I, COIlly COIl,

Cuantificar jos niveles estables de los transcritos de COJ, CON y
GO a los distintos tiempos para los camarones ayunados,
controles alimentados vy realimentados, para determinar s durante
los 5 dias de ayuno se observan cambios en los niveles de
expresion de estos genes en el hepatopancreas de Litopenaeus
vannamei.



MATERIALES Y METODOS

Bloensayo y Obtencion de Muestras

El bicensayo se reahzo en el laboratorio hdmedo del CIBNOR, Unidad
Hermosillo (Sanchez-Paz el al, 2008). Se obtuvieron 135 camarones
Lilopenaeus vannamei (peso medio 21 g) seleccionados en el estadio de
intermuda, de acuerde al método descrito por Chan ef al, (1988); los
camarones fugron distribvidos aleatoriamente en fres tanques de 70 L,
aclimatados por b dias a 28 "C y 34 ppm y alimentados ad libitum dos veces al
dia con Camaronina® Al culminar este periodo B0 camarones fueron
alimentados permanentemente (grupo control) y 2 60 se les mantuvo en ayuno
hasta por 120 horas (grupo ayunado). Tres organismos de cada grupo (control,
C, ayunados, A) se muesirearon a diferentes tiempos (2, 24, 72 y 120 horas).
Un grupo de 25 organismos fue ayunado por 96 h y realimentado, para
sactificarlo a las 122 horas (grupo realimentado). £l peso folal de cada uno de
los camarones se registro in vivo, Se sacrificd y disecd el hepatopancreas de
forma individual y se extrajo RNA total, utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen),
basado en Chomezinsky y Sacchi, (1987).

Analisis de la Integridad del RNA Total

La concentracion del RNA tolal se determind por espectrofolometria
(CARY 50 Bio, VARIAN ). Las muestras de RNA total se analizaron en
condiciones desnaturalizantes por  electroforesis en gel de agarosa-
formaldehido al 1%, en solucion amortiguadora MOPS 0.02 M (acido 3-(N-
Marolino)-propanosulfénico) libre de RNAsas, contenlendo formaldehido 1.15
M final. Be cargaron 5 pg de RNA total en & gel, con 1 volumen igual de
solucion amortiguadora de muestra (0.75 ml. de formamida desionizada, 0.15
mt. de MOPS 0.2 M, 0.24 mL de formaldehido, 0.1 ml. HO-DEPC, 0.1 mL de
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glicarol, 0.08 mL de azul de bromofenct al 10% (p/v)). La muestra se incubd a
65 °C por 15 min, se entrid en hielo, se adicionaron 3 pl. de bromuro de etidio
(1.0 mg/ml) vy se corrid la electroforesis con solucion amortiguadora MOPS
0.02 M a 40 V por aproximadamente 1 h (Fourney ef al, 1988),

Purificacion de RNA Total

Deteccidn de contaminacion con DNA gendmico

Debido a que el mélodo del reactivo de TRizol usado para la
extraccion del RNA tolal no garantiza gue las muestras se oblengan
libres de contaminacion con DNA genomico (glONA), se probd la
amplificacion por PCR convencional de las muestras de RNA total
usando ~ 500 ng del RNA total aislado como templado. Para la
amplificacion se usaron los iniciadores especiflicos CONFWCAM B
ATGACATCATCTCACGGACACC 3 y COINRvCAM &'
TATCAYGUCGGCAGCTTCAAATC 3', que producen un fragmenio de
aproximadamentg 700 pb, los componenties de ta reaccion se describen
en la Tabla 1 La PCR se llevd a cabo en 30 ciclos con una
desnaturalizacion de 94 °C por 3 min, un alineamiento de G0 "C por 1
min, una extension de 72°C por 1 min y una extensién finat de 72°C por
10 min.

Eliminacién de la contaminacion de las muestras de RNA total

Con el fin de eliminar el gDNA contaminante incluido en las muestras de
RNA total, éstas se trataron con DNasa | 1 Wl (Desoxinibonucleasa |,
SIGMAY), sin embargo la concentracion de las muestras de RNA tolal v las
cantidades requeridas para la franscripcion reversa, no permitieron trabajar con
las condiciones gue recomienda el fabricante para todas las muestras (1 U
DNasza 1/ 1 ug RNA), por lo que se utilizaron lambien {as proporciones 1.2y 1.4
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dependiendo del grado de contaminacion de las muestras. Ademds, se
realizaron ajustes en el volumen total de reaccion siempre fomando en cuenta
las cantidades estequiométricas de cada componente para asegurar la
funcionalidad de la reaccion y la integridad del RNA total. Para verificar Ia
efectividad del tratamiento se probd la amplificacion por PCR en tlempo real del
ADNA contaminante  ulilizando iniciadores especificos para COfl bajo las

condiclones descritas para la cuantificacion relativa de la expresidn génica.

Transcripcion Reversa y Amplificacion por PCR Convencional

Los ¢DNAs se sintelizaron con el sistema de SuperScript 1™ First-
atrand System for RT-PCR (Invitrogen, 2003) wilizando 5 ng de RNA total
usanda hexameros al azar en un volumen final de 21 y 31 pl., dependiendo de
la concentracion del RNA total tratado obleniendo 240 y 160 ng/ul de cDNA
equivalentes de RNA total, respectivamente. Finalmente, todas las muestras se
ajustaron a una concentracion de 160 ng/pl. de cDNA equivalentes de RNA

total.

Para verificar la funcionalidad de los cDNAs, se usaron 480 ng de cDNA
equivalantes de RNA total como templado para la amplificacion por PCR
cenvencional utilizando un termociclador PTC200 DNA Engine (MJ Research},
Se utilizaron iniciadores especificos para los genes COfL CON, CONy 165 (10
M c/u}, disefiados para PCR en tiempoe real, con base en las secuencias
nucleotidicas para los genss en estudio de L. vannamei obtenidas en el
Laboratorio de Biclogia Molecular de Organismos Acuaticos (LBMOA) de! CIAD,
A.C. Las caracteristicas de los iniciadores y los {amanos esperados para 10s
amplicones se especifican en la TablazZ. La composicidn de las reacciones se
describe en |a Tabla 1y las condiciones del programa se indicaron previamente

en fa deteccion de contaminacion con gDNA.
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Los productos de la amplificacion por PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiidos con SYBR Safe ™ (Molecular
Probes, Fugene Oregon, EUA), el gel se corrid a 75 volts constantes, los
productos fueron detectados en un fotodocumentador de luz UV Gel Logic 200
Imaging System con el programa Molecular imaging System V. 4.0.2. (Kodak,
Rochester NY, EUA),

Tabla 1. Composicion de las mezclas de reaccion de PCR
convencional para COMHily 165

Componente y Concentracion Volumen (ul.)
Iniciador Sentido (20 W) 1.25
Iniciador Antisenticiy (20 gM) 1.26
Tamplado {~ 480 ng di cONA equivalentes de RNA Wotal) 203
Solucion amoniguador para PCR 10X 2.0
MaCly (25 mM) 3
ANTRrHx (2.5 mM ofu) 2

Tag [INA polimerasa (5 w/pl.) 0.245
Hemillild ested abop 25
Volumen Final 25

Tabta 2. Caracteristicas de los iniciadores especificos para PCR en
tiempo real

NOMBRE SECUENCIA 6'- 3 Tm °C Tamafio del
Amplicon
COACBRTFwW? AGGTATTGCCCACTGEATTOO Ga i 208 ph
COTCBRTRY? TACCGTTGATCCAATGGAAG 623
COICERTFw TATTCAGACTTCCTCCAAGBTCS G2 186 ph
COZCHBRTRY ATGGCATCTGCCTTAACACE 637
COICBRTFw? TGCATTCCAAATTCCTETCC G527 191 pb
COICBRTRY2 GCAATTGTAATEGGGEETTE G3.0
1ESCBRTRV? GAAGLTCTTRCCTOCTACTE 58.6 230 pb
165RVY GTACCTTOTGTATTAGGGARG 56,6
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PCR en Tiempo Real

Para una amplificacién por PCR en tiempo real eficiente se deben tomar

en cuenta algunas consideraciones (Bio-Rad, 2006).

-

Disefar un amplicon con un tamano antre 75 y 200 pb. Los amplicones
mas pequencs son amplificados con allas eficiencias que pueden indicar
coamplificacion de productos  inespecificos, ademas, pueden ser
confundidos con dimeros de iniciadores. Por otro lado, amplicones
mayores de 200 pb no aseguran la procesividad de la polimerasa con lo
cital posiblemeante no se pudiera generar el amplican completo,

Mantener un conlenido de GC del 50 al 0% en amplicones e iniciadores.
Mantenar temperatura de alineacian (Tm) entre 50°C y 65°C,

Evitar disefiar los inicladores en regiones del gen gue formen estructuras
seclindarias.

Elegir iniciadores con G o C en la ultima base del extreamo 3.

Asegurarse de que los iniciadores sentido y antisentido no  sean
complemeantarios.

Se ha observado que fos iniciadores pueden confaminarse faciimente

con particulas de polvo que se encuentren en forma suspendida. Por lo anterior,

conviene realizar la preparacion de las reacciones para la PCR en tiempo real

en un lugar libre de contaminacion con gDNA y sin flujo de aire. Para la

gliminacidn del gDNA del drea de trabajo se ha usado la solucion removedora
de DNA comlaminanie DNA-OFF™ (CPG Inc.). La manipulacion del material

los reactivos y las muesiras se realizo con guantes libres de talco, ya que éste

emile fluorescencia a la misma longitud de onda que el SYBR green (530 nm) y

pugde interderir con la cuantificacion de la muestra,



Preparacién de la curva estandar para PCR en tiempo real

Es necesario contar con una curva estandar para cuantificar los productos
obtenidos a partir de la ampliticacion por PCR en tiempo real de los cDNAs. Paa lo
cual, los amplicones obtenidos por PCR convencional antenommente se purficaron en
una  columna  GFX  (Amersham  Phamacia  Biotech) vy se  cuantificaron
sspectrofotométricamenta (Nanolrop NDA100O) para realizar la reamplificacion a pantir
de ~ 5 ng lolales de cada amplicon bajo las mismas condiciones da la amplificacion
original. Los reamplicones se purificaron, cuantificaron y se prepararon diluciones
seriadas para las curvas estandar a evaluar por gRT-PCR en tlempo resl. Las curvas

estandar incluyeron 5 puntos en un intervalo de 5 X 10™ a 5 X 107 ng/ul. para cada gen,

Cuantificacion relativa de la expresion génica por gqRT-PCR en tiempo real

La gRTPCR en tiempo real se llevo a cabo por Uiplicado para cada muestra, en
un temmogiclador iQ ™ 5 (Bio-Rad). Se usaron 10 yl. de iQ ™ Supenmix 2X (KGIH 100
mM, Tris-HCI 40 mM, pH 8.4, dNTP [dATP, dCTP, dGTP y dTTP] 0.4 mM, iTag DNA
polimerasa 50 Uml., MaCl, 6mM, SYBR Green | 20 nM, fiuoresceina y estabilizadores
Bio-Rad), ademas, se agregaron 0.5 U de Taq polimerasa recombinante (5 U/l
Invitrogen) por reaccion, iniciadores especificos sentide y antisentido (Tabla 2), a una
concentracion final de 400 nM cada uno, 1 pb. de cDNA derivado de 160 ng de RNA
total v se llevaron a un volumen final de 20 ul. con H;O milli Q estérnil. Después de la
activacion de fa iTaq™ DNA polimerasa a 95 °C por 5 min, la amplificacion se llevo a
cabo con 40 ciglos de 30 seg a 95 °C, 35 seg a 63 "C para CO/, COlly 165y 64°C
para COMM, seguido por 55 seg a 72°C, continud con otro paso de desnaturalizacion por
1 min a 85 °C y finalmente, una etapa para determinar la temperatura de disociacion
del producto, disminuyendo 0.3 °C cada 20 seg de 95 °C a 60 °C, esta se caleuld como
la primera denvada del cambio en la infensidad de fluorescencia graficada en funcion
de la termperatura. Cada corrida incluyd reacciones sin templado y sin inictadores como

controkes negativos para cada par de iniciadores.
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Analisis de datos

Para el caloulo de la expresion genica, se utilizd el valor de ciclos del umbral (C1)
para cada reaccion, definido como el numero de ciclos en el que se supera la
flucrescencia base 4 10 8D, La eficiencia (E) de la reaccion de PCR en tiempo real se
determind para cada par de iniciadores, utilizando fa pendiente de la curva estandar
obtenida a partir de las diluciongs seriadas (1 x 107 a 1 x 10%) de los amplicones
purificados de los genes de interés con la ecuacion E = 10 W% o eynresado
diferente % Eficiencia = (10 """ 1) x 100, La E se define como el porcentaje de

templado amplificado en cada ciclo (Bio-Rad, 2006).

La expresion relativa de los genes blanco {COY, COIty COIMN se analizd usando
i concentracion expresada en cada caso como ngful. de los niveles estables de
ranscrito para los distintos tiempos de ayuno, asi como los valores de Ci
comespondientes a los mismos ratamiertos. A continuacion, se describe con detalle

las distintas fonmas de comparacion de los datos,

El primer grupo de analisis se refiere al de la expresion génica individual de CO/
GON CONty 165, sin normalizar con el gen de referencia,

a) Analisis del comportamiento de las concentraciones estables de transcrito para
cada gen independiente (CO CO# COINl y 165) de los camarongs ayunados,
comparados con los raspectivos tiempos de los camarones alimentados usados como
controles y expresados como cocientes, Para esta comparacian, se requind oblener 1as
medianas de los controles de cada tiempo de ayuno para generar un cocienle con
cada una de las muestras de los organismos ayunados. Esta estrategia pemitio
obtener fa expresion neta por efecto del ayuno, por lo que el cociente inicial a las 2 h del
nicio del experimento o liempo cero siempre serd uno. De esta forma se estan

eliminando otros efectos que no sean el ayuno.



b) Analisis de cociertes contra el iempo cero, para este propésito, se
ulilizaron sole los datos de las muestras de los camarones ayunados y se

obtuvo un cociente con respecto a la mediana del tiempo caro,

¢) Analisis de la expresion de los genes COf CONfy COML Para este
proposito, se utilizaron solo las medianas de las concentraciones de |as
muestras de los camarones ayunados a las diferentes horas, sin comparar con

s controles,

Un segundo grupo de analisis se realizd normalizando con el gen de
referencia (165 o L8) la concentracion (ng/pl.) de los franscritos de los genes
COIL GOy o,

d) Normalizacion de la concentracion del transcrito oblenido a partir de Ja
curva estandar del gen blanco con la del gen constitutivo correspondiente (165
0 1.8). Es decir, obleniendo el cociente de las medianas del nivel estable de
tfranscrito del gen de interés entre el del gen de referencia y después el

coctente entre ayunados y controles, para cada gen,

e) Andlisis de cocienles contra el tiempo cero, para esle proposito, se
utiizaron solo los datos de las muestras de los camarones ayunados,
normalizados con el gen 165, v a pactir de ese valor se obluvo un cocienie con

respecto a ta mediana del tigmpo cero,

) Analisis de la expresion de los genes COI GO/l y COI normalizados
con el gen 165, para este proposito se wlilizaron solo las medianas de las
muestras de los camarones ayuhados a las diferentes horas, sin considerar los

controles alimeniados.

g) Analisis por el método de Palfl, (2001). Este, se llevo a cabo utilizando
los valores de Cl y sus respectivas eficiencias de reaccion, aplicando la
siguiente reaccion:
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Ecuacitén de Pfaffl,

{!H o )f,',f.'il gen problees {contol - natadn)
R L I VNS HO T RTeY

DGR S v mrevor o it s s b s s s it o e i

“;— 5 ot | )AL’.‘J {ean e refarencia (control — talado)
Zgan de reforenia

Analisis estadistico

Se usé la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion
normal ¥ fa prugba de Levene para confirmar la homogeneidad de varianzas
utilizando el programa estadistico Statistica 5.5 (StatSoft, inc). Los datos
obtenidos no cumplen con ios supuestos de normalidad y homocedasticidad
por lo cual se aplicaron pruebas ho paramétricas, por o tanto, se utilizaron las
medianas de las observaciones para los diferentes analisis, Las diferencias
significativas (P<0.05) entre tiempos de ayuho fueron evaluados usando el
ANOVA de una via en intervalos de Kruskal-Wallis. Cuando hubo diferencias
significativas se aplico la prueba de comparaciones multiples de Kruskal-Wallis
usando el valor Z, los analisis de medianas se realizaron con el paguete
astadistico NCSS, 1987,
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion del RNA total Hepatopancreitico

Para verificar la calidad de las muestras de RNA total de hepatopancreas
de L. vannamai provenientes del bioensayo, se determind la concentracion e
integridad en un trabajo previo (Sanchez-Paz ef al, 2006). Las concentraciones
de las muestras de RNA total se encontraron en el rango de-2.3-10.3 ug/ut..
Mediante el analigis de la integridad de las muestras de RNA tolal por
glectroforesis  en gel de  agarosa-formaldehido &n condiciones
desnaturalizantes, se observaron bandas bien definidas que indican que el
RNA tofal obtenido a partir de hepatopancreas fue de buena calidad e
inlegridad. En la figura 3 se pueden observar las bandas mas abundanies
correspondientes a los RNAs ribosomales, asi como una masa uniforme de
menaor tamano que corresponde a los tRNAS,

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa-formaldehido del RNA total oblenido a parir de
hepatopancreas de L. varmamaed En el carrl B Estandar de masa molecutar 0.24.8 5 Kb RNA

Ladder, carviles 1-3: 325 pg die RNA tolal de hepatopancreas de res muestras diferentes.
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BPeteccion y Eliminacion de la Contaminacion con gDNA por PCR

En las tecnicas tradicionales para evaluar la expresion de genes, como
Northern y dot blot, la contaminacion con gDNA no presenta un grave probiama,
sin embargo, cuando se usa qRT-PCR en tiempo real, la sensibllidad del
sistema puede detectar pequeias tantidades de contaminacion, provocando la
sobrestimacion de |a concentracion de transcrito en las muestras problema. Por
lo anterior, se probd la presencia de contaminacion con gBNA con la
amplificacion por PCR convencional, usando las muestras de RNA total como
templados y utlilizando los inicladores especificos para el gen mitocondrial
COll, obteniéndose un producto del tamafio esperado (~700 pb) en todas las
muestras del bicensayo (Figura 4). Debido a lo anterior, el gDNA fue eliminado
por el tratamiento con DNasa | ya que en ¢l gel se observaron nivelas variables
de contaminacion entre las muestras de RNA total.

M 12 34 5678 910111213

BSO pb o~ "

650 pb  ~T"

Figura 4. Amplificacton de un fragmentp de 700 pb del gen CON para detectar conlaminacion
con QRNA en 13 muestras de KNA total. M estandar de masa melecutar conocida 1Kb plus:
carriles 1413 Amplicon de CON oblenide de a partie de algunas muestias de IRNAs totat,
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El protocolo sugiere utilizar una relacion 1.1 (1 U DNasa | /1 ug RNA),
sin embargo, se demostrd que aun utilizando una relacion 1:4, &l tratamiento
para 14 de 20 muestras fue efectivo al eliminar la contaminacion con gDNA,
ademas, se ajustd la cantidad de EDTA 50 mM necesaria para parar la
reaccion (Tabla 3). Después del tratamiento con DNasa 1, el RNA total tratado
se usd como templado en la amplificacion por PCR en tiempo real con
iniciadores especificos para el gen CO/N y no se detectd contaminacion en |a
mayoria de las muestras, sin embargo, fue necesario descartar aquellas en las
que el tralamiento de descontaminacivn no funciond totalmente. En la tabla 3
se presenta el numero de camarones (2 6 3) por tratamiento o tiempo que se
analizaron por qRT-PCR en tiempo real,

Tabla 3. Tratamiento de las muestras de RNA total con DNasa |

Musutras de RNA  {dentificacion  RNA total (U DNasa FRNA EDTA Volumen de
total, Tiempo de RNA tratado 1) & (mMiul)  Reaccion {pl)

Ayuno {h) {8
2 1 14 1.4 P 16
2 2 10 11 3 23
Cantrol 24 i 14 14 2 10G
Control 24 5 10 1.2 2 22
Controf 24 G 10 11 3 23
Control 72 m 16 14 2 22
Control 72 12 16 14 2 22
Control 120 16 16 14 i e
Contral 120 17 15 14 2 2
AyiEdo 24 19 16 1.4 2 A
Ayunado 24 20 16 1:4 2 42
Ayunado 24 21 10 11 3 23
Ayunado 72 oh 16 14 2 a2
Ayunada 72 ik 10 1 3 23
Ayunado 72 27 14 14 1 13
Ayunads 120 3 16 T 2 22
Ayunade 120 32 16 14 2 a2
Ayunado 120 33 16 1.2 2 42
Reafimentado 34 16 1.4 P 22
Realimentado a5 16 1.4 2 28
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Funcionalidad de la RT-PCR para COI, COIl, CON y 185

Los niveles de los transcrilos de los genes COMII y 165 fueron
evaluados a partir de cDNA sintetizado con hexameros al azar, en lugar de
oligo d7, ya gue la funcién de la sefal de poliadenilacion en transcritos
mitocondrizles en camardn probablemente es diferente a la de transcritos
nucleares, de acuerdo a lo reportado en otro crustaceo como A, franciscana; en
donde la poliadenilacion de los transcritos mitocondriales es una sefal de
desestabilizacion (Eads y Hand, 2003), que activa el complejo exosoma 3'- &'
para su degradacion (La Cava et al., 2008).

Fara verificar la funcionalidad de los ¢cDNAs provenientes de camarones
control, los mensajes milocondriales se amplificaron por PCR convencional a
partir de la misma cantidad de cDNA como templado, presentando una
abundancia similar (Figura §); por lo anterior, se decidio considerar el gen
mitocondrial 168 rRNA, como un posible gen de referencia para normalizar la
expresion de los genes problema COI, COIy GO,

M 12234

200 pb

Figura 5 Amplificacion de un fragmente de ~ 200 pb de ios genes COI, COINL COU y 163 a
partir de cDNA sinletizado con hexdmeros al azar. M. Marcador de mass molecular conogida 1
Kb plug; Carrtes 1, 2, 3, 4: RT-PCR de CQ/, CON, COMILy 1685, respectivamente.
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Curvas Estandar de las Corridas de PCR en Tlempo Real

lLa eficiencia de Ies reacciones de qRT-PCR en tiempo real, es un faclor
detenminante para la cuantificacion y deben tener valores numéricos en el rango de 90
a 105 % (Bio-Rad, 2006). Estas reacciones presentaron valores £ de 952, 94.3, 97.7,
1024 por ciento, calculados a partir de las curvas estandar de los genes GO/, COY,
COIl y 165, respectivamente, por o cual se cumple con este requisito, ya que las
eficiencias bajas de la PCR en tiempo real (< 80 %) se deben principalmente a un mal
disefio de iniciadores. De forma opuesta, eficiencias elevadas (> 105%) pueden indicar
error en el pipeteo o bien, coamplificacion de productos inespecificos (Bio-Rad, 2006).
Ademas, se obluvieron coeficienies de regresion (R") de 0.961, 0.997, 0.9064 y 0.893
para los genes COL COIL COM y 165, respectivamente, dos de estos valores se
encuentran por debajo del limite inferior tedrico pemisible de R* > 0.980, por fa
dificultad téenica de controlar estas varables experimeniaimente (Bio-Rad, 2000). Por
olro lado, se determing la especificidad de a reaccidn para cada gen analizando la
curva de disociacion y los resultades mostraron un pico especilico para la temperatura
de disociacidn a partir de las curvas estandar a 79.5 °C, 804 °C, 804 °C, 75.9 "C para
los genes COIL COIL COlily 165, respeclivamente,

Efecto del Ayuno en la Expresion de los Genes COIL COll y COI

En este estudio se Wtilizo la gRT-PCR en tiempo real para estudiar el efecto del
ayuno sobre la expresion de los genes mitocondriales COl, CONy COM durante un
perlodo de hasta 120 h de ayuno, periodo similar & tiempo de ayuno de los camarongs
peneidos durante la muda. Mediante gRT-PCR en tiempo real se cuantifico el nivel
estable de transcrito para cada gen de interés, asl como del posible gen de referencia
165, a los distintos tempos (2, 24, 48, 72 y 120 h), tanto de los camarones ayunados
como de los controles alimentados respectivos, asi como de camarones que fueron

realimentados después de 96 h de ayuno.
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La expresion neta de los genes CQl CON y COM durante el ayuno,
expresada como el cociente de {a concentracion (ng/ul.) individual de transcrito
en los camarones ayunados entre las medianas de la concentracion de
transcrito de sus conlroles respectivos, mostraron patrones similares. [os
genes CQ  COIl y COHNl aumentaron sus niveles de  expresion
significativamente (p < 0.05) a las 24 h de ayuno (490, 249 y 210 veces,
respectivamente, comparados con ¢l inicio del experimanto), seguido de una
disminugion a las 72 h de ayuno similar al nivel del tliempo cero, teniendo una
ligera recuperacion a las 120 h y finalmente, una recuperacion (1543, 113 y
787 veces, raspectivamente) en los organismos realimentados despues de 96

h de ayuno (Figura 6, Panel A).

La expresion neta del gen 165 {RNA presenta un componamiento muy
similar al de los genes COQf COIy CONL ya gue aumenta su nivel a las 24 h,
para despuds disminuir a las 72 h, y finalmente en los organismos
realimentados se recupersd el nivel mostrado a las 24 horas de ayuno (Figura 6,
Panel B). Este resullado concuerda con lo reporado por Sanchez-Paz et al,
(2003), utilizando dot blot y densitometria para determinar los niveles de
expresion del gen 165 en camararonas L. vannamel sometidos a los mismos
periodos de ayuno de este estudio encontrando cambios significativos entre los

diferentes tiempos.

El comportamiento significativamente variable de ios niveles de expresion
del gen 165 no presentd el patron esperado para un gen de refarencia que se
pretendia usar como control interno. No obstante, la similitud que presentd con
respecto al efecto del ayuno en |a expresion de los genes COf, CONly CONHIL va
de acuerdo a lo que se conoce en otros organismos, sobre todo en verlebrados,
con fespecto al mecanismo de transcripcion de los genes mitocondriales en
mRNAs policistronicos, cuya composicion depende del orden o arreglo de los
genes y de la distribucién bidireccional de los mismos en la estructura circular
del gehoma (Canodeguas y Vallejo, 1997),
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Figura 6, Nivelas de expresion relativa de los genes nwocondriales a lo lemo del periodo de ayunt, Pans
ALCONH(s), CON (A}, y COH (), Panst B: 165/RANA, Para cada Yempo sp generd un cocienls con cada
una de las muestias de los organismos ayunados entre fa mediana de las concentrmciones de ranscrito
{ng/ul) dol control vespective. Difsrente lleral en fos datos, Indlca diferencia significaliva (p = 13.06) anhie
tempos de ayuno. Para distingulr las diterencias entre los tiempos de ayuno en cada gen se uthizaron
letras de moide para COIL negrites para CON y mayisculas paca COM (1 = B para tos realimentasdos yne

9 pan cada tiempo de ayuno).



Otra forma de ver los resultados s analizando los niveles de expresion de los
distintos tiempos de ayuno con respecto al iempo inicial, para lo cual, se calculd un
cociente con la mediana de las concentraciones de transcrito en cada tiempo de ayuno
antre la mediana del tiempo cero. En este andlisis no se observd el aumento en los
niveles de expresion a las 24 h de ayuno, como ocurio con el andlisis de la expresion
neta de la concentracion de Jos frmnscrtos de GO GOy COMI, sin embargo, se
mantiena el aumento en Jos niveles de expresion en los camarones realimentados

(Figura 7).

Ln resultado similar se encontrd al evaluar los niveles de expresion de CO1L CON
y COIM sin nomalizar, ni comparar con et liempo cero, ni con los controles alimentados,
na obstante axistio una diferencia, el nivel de los transcntos de COM se mantuvo en los
niveles del inicio del experimento (Figura 8). Lo anterior sugiere un posible sistema de
regulacion postranscripcional si se considera que los transcritos de CQIL COIly CONI
derivan de un mRNA policistronico generado a partir de un promotor Unico y que debe

ser procesado en castrones individuales para su traduccion.

s S i
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U+ 24 Te 120 FRaslimn

Thamg dg Ayung [Mors

Figuwa ¥ Expresion de los genes COF (o), CON (A)Y y COI {w) aplicando el andlisls de
cocientes contra el lismpo cero @ lo largo del pericdo de ayuno. Se uliizaron las medianas de
lag cencenlraciones de |08 ligmpos de ayuno para generar un coclente con respecto a )a
mediana del tivinpo cero,
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Figura 8, Nivel de expresion de los genes CO/ («), CO/ (M) y CONI (w) expresadas en ngil.

ignorando las medianas de los controles de los tratamientos a 1o targe del perlodo de ayuna,

Con base en @l genoma mitocondrial completo reportado para el camardn
asiatico Penaeus monodon {(Witson et al., 2000) (Figura 9), y a los resultados
obtemdos para L. vannamei en el LBMOA del CIAD, AC (datos no publicados),
se sabe gque los genes COL, CONIy COM estan codificados en la misma cadena
(M), mientras que el gen 16S estd codificado en fa opuesta (L), y s& esperaria
se encontrasen en policistrones diferentes. Esto no significa que su expresion
se regule de manera distinta, puesto que posiblemente los promotores de la
transcripcion tienen la misma secuencia y fuerza, y por lo tanio la . RNA
polimerasa transcriba igual las dos cadenas de mtDNA (Carrodeguas y Valigjo,
1997), De esta forma, es posible que se produzca la misma proparcion de

ambas cadenas poligénicas.
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Figura 8. Chganizaion el genema mitncandrial e Lraphnia  pulex
(http/www ctadocera uoguelph.catools/), 1d cual es idéntica o la del camartn astalico Pemaous
metodon (Gen Bank MG 002184),

No obstante las anteriores consideraciones, se decidid normalizar g
expresion génica de COI, COIly CON con respecto a 168, mostrandose un
comportamiento contfrario al observado para la expresion sin normalizar de los
mismos (Figura 10). La expresion relativa de CO/ disminuy6 (0. 58 veces) a las
24 h de ayuno, a continuacion recuperd el nivel inicial a las 72 h, sin embargo,
disminuy6 (0.68 veces) a las 120 h y terming con una ligera recuperacion (0,51
veces) con los camaronas realimentados comparados con el tiempo cero. La
lendencia de la expresion relativa del gen CONY {ue similar a CO/ aungue con
cambios mas suliles. Por otra parte, CO/ difirio de la tendencia mostrada poy
los genes antes mencionados, ya que su expresion relativa disminuyd de forma
conslante a pair de las 24 h de ayuno y no mostrd un aumenio posterior
(Figura 10).
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Flgura 10, Expresion de los genes COHe), COH (A} y CON (w) normalizada con la expresion
del gen 165 rRNA & o kirgo del perlodo de ayuno, Se usiron los cocientes de las medianas de
cada tratamiento en el gen problema antee los correspondientes en el gen conslitutive, (n=1 paa

cada liempn de ayuno).

Al analizar los datos oblenidos por el método de Pfafll, de acuerdo a la
formula descrita en la pagina 28, se obtuvieron resullados con el mismo
comportamiento, aunque con diferentes proporciones que los obtenidos al
normalizar las concentraciones de los mensajes de los genes COIL CONfy COM

con 765, como sé muestra en la Figura 11,

rzizads
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c

0 Wi T 120 et
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Figura 11, Expresion de los genes COJ (o), CON (A} y COM (s) normalizada con e expresion

del gen 165 rRNA a o largo del perlodo de ayuna, aplicando sl método de Plaffl, (1=1 para cada

thamge de ayuno),
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La diferencia en la expresion entre los genes mitocondriales se hizo
evidente, ya que al evaluar su expresidon neta poseen una tendencia similar,
cuando se normalizaton contra el gen 765 se mostrd que COIf fue menos
variable que el resto de los genes (Figura 10 y 11). Al analizar los datos de Ia
expresion relativa al gen 165, ignorando los conlroles de cada tiempo, se
registrd un aumento en la concentracion de transcrito a las 24 h de ayuno (3.33,
2.94 y 1.64 veces, respectivamente para CQI COIy COMN seguido por una
disminucion de 1.8, 1.9 y 0.65 veces a las 72 h para los genes COl, COlf y
GO, respectivamente. Los genes COly COI recuperaron 2.4 y 2.24 veces la
concentracion anlerior, respectivamente a las 120 h, mientras  CONf disminuyd
0.58 veces, Finalmente, en los organismos realimentados se registrd una
recuperacion de 143 veces en CO/, mientras que la recuperacion de COM fue
solo del 0.17 veces y CO/f disminuyd 086 veces comparados con Ia
concentracion a las 120 h de ayuno (Figura 12). El mismo comportamiento se
observo al realizar el analisis de la expresion normalizada con 165 sin
controles (Figuras 13).
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Figura 12, Expresion de Jos genes GO (»), COI(A) y CON (w) normatizada con la expresion
del gen 165 rRNA aplicando e analisls de cocientes contra el tenpo cero a o largo del
pertodo de ayuno. Se ulilizaron las medianas de s liempos de ayuno para generar un
cocients con respecto a ta mediana del tempo caerg.
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largo del perlodo de ayuns.

Con la finalidad de normalizar log niveles de expresion con otro gen
constitutivo para oblenegr informacion mas valida, se usarcn los resullados de la
evaluacion de ta expresion del gen de la proteina ribosomal L8 para las mismas
muestras (Sanchez-FPaz ef al, manuscrito en preparacion), Las mediciones del
gen L8 se llevaron a cabo bajo condiciones de amplificacion similares a los
genes CO, CONy CONy 165 a partir de las mismas muestras de RNA total,

L.a expresion de los genes COf, CON y CO relativa al gen L8 tuvo una
lendencia comun entre los diferentes genes al aumentar solo los niveles de
expresion relativa en los camarones realimentados (Figura 14), La magnitud de
la expresion neta para LB fue tan baja (aproximadamente cualro drdenes de
magnitud) comparada con la de los genes mitocondriales gue praclicamente no
presenta ningun efecto al usarse como gen de referencia, Esto concuerda con
un mayor humero de copias de los genomas mitocondriales con respecio a log
nuclearas (Albents et al., 2002), a partir de la cual se puede esperar una mayor
abundancia de los mensajes mitocondriales.
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del gen de la proteina ribosomal LB a to largo del perlodo de ayuno. Se usaron los coclentes de
las medianas de cada tratamiento en el gen problema entre 108 correspondientes en ef gen

constittivo,

Estos resultados contrasian con los de los estudios anteriores ya
que la expresion de L8 fue usada para normalizar la expresion de
algunos genes, por ejemplo, el gen nuclear HRL-BGBP por efecto del
ayuno, asi como por diferentes composiciones dietarias en L. vanhamei
wtilizando  RT-PCR  convencional y densitometria  proporcionando
buenos resultados (Muhlia-Almazén et al., 2005).

De igual manera, olros genes de protelnas ribosomales asi como de
rRNA han sido previamente usados como genes constitutivos. Por ejemplo,
Hittel y Storey (2002), utilizaron el gen nuclear del RNA ribosomal 28 S para
normalizar la expresion de COI, COIV, ATPE/ATPS y ATPg empleando
Northern blot, En un estudio con fibroblastos humanos utitizaron a los genes
mitocondriales Cyt by NDT para normalizar la expresion de ATP6-CO3 por
qRT-PCR en tiempo real (Jesina et al., 2004). Al estudiar ta expresion de los
genes ATP6 y ATP8 en Saccharomyces cerevisine por Northern blot, se utilizd
al gen mitocondrial 748 rRNA como gen constitutivo generando buenos
resultados (Pelissier of af., 1992),
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Es importante mencionar que los estudios realizados en nuestro mismo
laboratorio para determinar la variacion en la concentracion de las reservas
energeticas en el hepatopancreas de L, vannamei por efeclo del ayuno, ast
como fa evaluacion de la expresion del gen de fosfofructocinasa (PFEK) y piruvato
cinasa (FPK) durante el ayuno de [ vannamei, y el presente trabajo de
investigacion, se realizaron utilizando muestras del mismo bioensayo. Los
experimentos de amplificacion por PCR en tiempo real de los diferentes

transcritos se trabajaron en condiciones similares a las descritas en este trabajo.

En esa investigacion de la expresion génica de las enzimas de la glucdlisis
se encontrd, que la expresion de PFK disminuyd significativamente a las 98 h de
ayuno recuperandose rapidamente a las 120 h (Sofanez-Organis ef al,
manuscrito en preparacion). Lo anterior, sugiere una interesante relacion entre
sus niveles estables de franscrito y la disponibilidad de las reservas energéticas.
Por ejemplo, la concentracion de glucosa disminuyd significativamente en el
hepatopancreas de L. vannamei g parlir de las 24 h de ayuno, mientras que el
glucogeno disminuyo gradualmente a partir de las 24 h de ayuno y presentd su
menor concentracion a las 96 h (Sanchez-Paz et af, 2008). En contraste, el
MIRNA de FK no presentd cambios significalivos en respuesta al ayuno
(Séanchez-Paz et al, manuscrilo en preparacion).

Existe una relacion entre los hallazgos antes mencionados y los resultados de
este estudio, puesto que la expresion neta de los genes mitocondriales presentd un
aumento significativo a las 24 h, al igual que en los organismos realimentados. Lo
anterior, tal vez se deba & una respuesta rapida a nivel de las primeras enzimas de la
glucolisis (PFK) que ya no es sensada en los pasos posteriores (PK). Esto también
sugiere la utilizacion de ofras fuentes de energia en el ciclo de Krebs, va que la cadena
de transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa son la parte final del metabolismo
energetioo y solo requieren del poder reductor generado por la glucolisis y @ ciclo de
Krebs. Este Uitimo es también alimentado por los productos del catabolismo de Hpidos y
aminoacicos.
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Por ofra pare, el incremento en et nivel de mRNA de COly el nivel
constante de mRNA de COIV en el riion de la ardilla S. tridecenmiineatus bajo
condiciones de hibernacion, comparado con las ardillas control sin hibernacion
(Hittel y Storey, 2002), sugieren una fragil relacion 1:1 entre las subunidades
milocendriales y nucleares de la enzima. Pariendo del antecedente de que
existen alrededor de 1000 mitocondrias por célula hepética de ratas (Lebninger,
1975}, y que las copias del genoma mitocondrial guardan una relacion de
10,000:1 con las copias del genoma nuclear (Alberts ef al, 2002), es posible
que el exceso de los trahscritos de COJ sean regulados a nivel de traduccion,
o bien, por la menor estabilidad de los mensajes mitocondriales comparada con
la de los nucleares, permitiendo 1a formacion de la estructura funcionatl de la
cllocromo ¢ oxidasa. De cualguier forma, los resultados de este esludio
concuerdan en el notable aumento en el nivel de expresion para el gen COJ, o
que podrla indicar gue el nivel de transcrito CO/ es mas estable en el tismpo
que @l mRNA de CONIf y COIll, pero menos estable que las subunidades
nucleares,
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CONCLUSIONES

Se encontraron difarencias significativas en R expresién neta de los
genes COL COH y COM, con respecto a los controles alimeniados a través de
los diferentes tiempos de ayuno. Los niveles de expresion de estos genes
mitocondriales experimantaroh un aumento significativo a las 24 h de ayuno, el
cual coincide con ta disminucion de glucosa y glucogeno en hepatopancreas de
camaron blanco a las 24 h de ayuno, asi como en los camarones

realimentados (Sanchez-Paz ef al,, 2008),

A pesar de la variacion en la expresion del gen mitocondrial 165 rRNA por
efecto del ayuno, simitar a la de los genes COI, CON y COM, se decidio usar
este gen para normalizar la concentracion de los transcritos de los genes
mitccondriales COL CONI y COML generando resultados contrarios a ia
expresion sin normalizar, debido a la mayor abundancia de transciitos de 168
que puede estar relacionado con su mayor estabilidad comparado con los

genes de ta citocromo o oxidasa.

Sugerimos que el gen 765 fRNA no es el mejor gen de referencia para
normalizar los ranscrifos del sistema mitocondrial cuando se pretende estudiar
et efecto del ayuno en camaron. El compartamiento de la expresion del 765 es
indicador de cambios generales en la transcripcion del genoma mitocondrial y

se explica por ta trascripcidn policistronica mitocondrial.

El gen nuclear de la proteina ribosomal L8 no se puede considerar como un
gen de referencia adecuado para la normalizacidn de los niveles de exprasion de
los genes mitocondriales COf, CONl y COMM, debido a las grandes diferencias en
copias de los genomas mitocondriales y nucleargs, aunado a los niveles de
gxpresion entre genes nucleares y mitocondriales.



RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar un mayor nimero y lipo de posibles genes de
referencia en estudios posteriores sobre efecto del ayuno en la expresion de
genes mitocondriales de camardn,

Evaluar la expresion del gen nuclear COIV, ya que se ha reportado su
participacion en la regulacion de la biogénesis del complejo enzimatico citocromo

o oxidasa.

WUlitizar iniciadores purificados por HPLC para ulilizaros en la amplificacion
por PCR en tiempo real y evitar la coamplificacion de productos inespecificos,
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