(N ) 1 AN HEACTON BN A JibiNTA-CTON
7 HE <) Lo 1) e

"AISLAMIENTO, CARACTERIZACION Y EXPRESION DEL cDNA
DE CATALASA DE CAMARON BLANCO Penaeus vannamei"

Por

OLGA LIDIA TAVARES SANCHEZ

Tr,sis :3probada por ka

DIHECCION DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
DE OIOIGEN ANIMAL

Corno Hequisito F'arcial para Obtener el Grado de

MAE:STHO EN CIENCIAS

Hermosillo, Sonora. Diciembre del 2001



APROBACION

Los miembros del comité desipnado para revisar Ja tesis de ta 18 Olgs Lidia Tavares
Sanchez, ta han encontrado sitisfactoria y recomiendan sea aceptada como requisilo
parcial para obtener ¢f grado de Maestro en Clenciss, dentro del programa de

Maestria de la Direccion de Tecnologia de Alimentos de Orfgen Aninal,

7w /%/ ’
X |
e g

T, Gloria Y :1]1‘4*.136%&‘13!10“].

n

Diyectora de Tesis

“‘\-g,’;;‘ /zg?’:’,\’r;" /

ey

. Francisco Vargas-Albores
.

D Rogerio Sotelo-Mundo

RNV

T :
Dra. Maria Istas-Osuna



DECLARACION INSTITUCIONAL

he permien y agradecen las citos breves del materal conlenido en esta 1osis sin
permiso especial deb autor, siempre v cuande se otorgue el arédito correspondiente,
Para la reproduceion parcial o total de este manuserito con fines académicos, se
deberd contar con Ja autorizacion eserita del Director General det CENTRO DE
INVESTIGACION BN ALIMENTACION Y DESARROLLO, A, ¢, (CIALD), Aplo,

Posta) 1735, Hermuostllo, Sonora.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos
contenidos en esta tesis, deberdt day tos créditos al CIAD, previa aprobacion escrily

del manuscrito en cuestidn, del director o directora de tesis,

i)n lm"u?r,m Hlyuua L I 1;"‘
Director Genera)

b



PDEDICATORIA

At mi Dios, porgue sin ( nada soy, por la certeza de gue 1 eres conmi go en dorde sen
que yo voy, porgue W vas luchando mis batallas delante de mi v por ensefiarme que ol

principio de T sabiduria es el temor a 4, Jehovs de los ejéreitos,

A mi hemtosa familia, porque usiedes me inspiran cada dia ¥ 80N mas que imporlanics

ereomiovida, Jos amo:

At mom, por ser en toda la extension de ba palabre mi madre Y por ensefarme a amar Ja

vida,

A la memoria de mi Padre. aprendi tanlas cosas de ti. . en verdad 16 extrafio mucho 11
A mis hermanmas Ceey, Lore y Enima y a mi hermano Roberto, me son ejemplo vivo,
A mis cufiados bsmael, Ariel y Ramdn, por lawhdn entre nosotros.

A mis preciosos chiquillos Bliud, Deyanira, Carlos, Magaly, Alan ¥ Emuma pauling, me

Henan de alegria cada dia,
Atk pana Pepe, eres muy linda nana,
Y eluro, a8 gordito, soy muy feliz siendo  esposa, TG sabes cuunto te amo ¥ que esle

logrn también va para i pues sfempre has estado o mi lado, Atn nos CEPErAn mayores

triunlos.Te ano muchisimo. ..

iV



AGRADECIMIENTOS

Al Centro de Investigacion en Alimentacidn y Dasarrollo, A, C. Por perbiilivme entrar
por 1a puerta principal y encontrar la educacidn gue se brinda en tan excelente

Hstueidn,

A mi asesora, Ja Dra, Gloria Yepiz-Plascencia que con gu gran gjemplo de enirega a sy
labor me ayudd todos tos dias de mi estancia en el labortorio de Bioteenologia Marina
det CIAD, Gracias Gloria, en verdad eres muy espectal para mi ! La palabras se me

hacen pocas para decirie GRACIAS !

A dos miembros de mi comité, Dr. Francisco Vargas-Albores, Dr. Rogerio Sotelo-
Mundo y la Dra, Maria Islas-Osuna, Gracias Paco por u participacion en este proyecto
v por los consejos que aun entre pasillos me diste, A Rogerio y Mary un especial
agradecimiento por tan valiosa ayuda en el mangjo de muestras enviadas o secuenciar al
Laboralorio de Evolucion Molecuwlar y Sistemtica (LMSE) de 1o Universidad de
Arzona, por a ayuda en e mangjo de datos de secuencia y claro, por la amistad gue

encontrd o ustodes,

Al B Inovencio Higuera por ba gran fabor gue realiza como Director General de

nuestro querido CIAD, A, C Hermosillo, Son,

AL Dr. Ramin Pacheco por su forma tan especial de recordarme gue nunca debo perder

de vista lo que guiers alganzar. Con carifio v admiracion !
]

A mis maestros que me guiaron hacix la bisqueda del conocimiento que ahora tengo,

AFCONACYT por el apoyo brindado al proyecto 36 920 B “La expresion de los penes

de HIDL-BGIEP, SO0 vy calalasa como modelo molecutar de estimulacion en camardn™.

\.‘



A cadi uno de mis compafieros y amigos del lahoratorio de Bioteenologia Maring y de
generacion ! aprendi mycho de eada uno de ustedes. Mil graciag por cada momento que
compnrtimos, es grandioso conlarlos entre mis amiges ' Ximena, con especial

agradecimiento para 4 por ayudarme en mi inicio en ol manejo de tdenicas de ialogia

Muoleoular,

Al hmstioto Teenotdgico de Sonora por la beca olorgada o lravés del convenjo

PAPROMEP ITSON-99.06-01,

Ata M. C. Laura E, Gassos O, por fa amistad que tenemos y por hablarme del CIAD un

buaen dia de su vida,

A da familia Reyna Compas por ¢f apoyo con el que cuento desde ¢f primer dla que nos

copacimes hasta la fecha.

Yopor supuesto a t mi Dios por la vida que gozo cada dia al lado de mis seres mis
queridos, por la seguridad y la paz que ti me dag en Crista Jesds, por el plan gue fuyisle
que un dia yo le conociern y porgue desde ese momento vivo y vivo par i ! Gracias mi

Sefor

VI



CONTEMIDO

EERE %l B by 1
R ]
!{LL. o 4 B RN F NN AU E U b r R AN AR RN RN R PR E VR L F PN Ub R R h e R R R YRR NN PR U b h R A Rnn b AR H

INF'“{")I}‘.J{H(:I()N RN NN AN RN P b R kR R R R AR RN A AN PR E U R R R ARV TRAAN AW Ak kb Ay 3

TECEDENTES 3
fﬁﬂaN LY N K Y] B T T

CIXTIACIONES BIOLOGICAS L oo v e e TP e
EFECTOS DANINGS DEL PEROXIDO DE HIDROGEND ... PP e 0
SISTEMA ANTIORIDANTE ¥ MOLECULAS INVOLUCRADAS BN La DETONIFICACION ., T
BSTUDIOS DE CATALASA BN IDIVERSDS BISTEMAS BIOLOGICOS ., erree 8

Actividad e Cotalusa y Resistenciv al Fsirds Oxidative o, e

Coracteristicas e los Genes de Cagalasa o, s povenn 4

STIFICACION :
l'l-\:b‘ l l(\-‘iﬂ (u‘ .(u FERE R bbb m A n A AR PN A AR A PN PR PRl b AR AN N b bbb bbb M R A R P H U ]4

OBJETIVOS 13
. ral o ¥ b iik‘ﬂ!..!lll‘l"ﬂﬂ‘l!"‘IIH'I“““"li*Pﬁiiili!'!liw!l!!ll!ll!ﬂl!rl|uubllu|lilpihi‘tp.qum”lmu||uuuwu..‘¢..;;p||g, -

TV GENERAL ... et e b s e 18

OBIETIVOS PARTICULARES ... OO DT ra e e B
MATERIALES Y MEETODOS eSS RN e R ebaes b b abarnerneraerssEeysastirenthrrrernrssernnsaeras | 0

IISENG DE CLIGONUCLESTIN0S DE CATALASA e, v v 1D
CRFTENCHON DB FRAGMENTOS DEDNA PO PCR o, e o BT
ANALISIS BEL PRODUCTO DETCR st e 7
OBTENCION D RECOMBINANTES oo, PPN R Ve TP 18
Lagaeton ¥ Transformacion. ..o, TP R e 18
Andlisis de Recombininies por Medio de Eleciroforesis de DNA Superenrollade
.............. TP TR T U UROPRRRRUPP &
lextraceion de DNA Plasmidico de Recombinanres ..., UTTOUTRR L2
DHGESTION CON FENDONUCLEASAS B RENTIRICCION v, e A
SECUBNCIACION Y ANALISIS DE SECUBENCIA oo e e A2
PUSENO DE OLIGONUCLEGTIDGS ESPRCIFICOS DE CATALASA DE P VaNNAMET ..., D4
Y1l



vill

Secwencivcion y Awilisis de Secwencta del Clon 13 (pPVEATL) e 25
CENERACION DE SONDAS HOMOLOGAS MARCARAS POR PCR o, i A0
sorda Morcada con Digoxigening .o TR Corieeers 200
Sanda Marcada con fPPIICTE ... s PP i 27
ABLAMIBNTO DE BARNCO DE GEMES DE CIINA OB HEPATORPANCREAS .\ o 28
Preparacian de la Bacteria Hudsped ¢ Infeceion ... e e AW

Riplica de LNA en Membrana ¢ Hibvidacidn con Sonda ... i eres
/.

IN VIVO BXCISION, R e e e .32
AISLAMIENTO DE RNA TOTAL PARA RACH, NORTHERN ¥ R PCR o 33
IDEVECCION DEL MENA DECATALASA oo, e TR 35
AMPLIFICACION RAPIDA DE EXTREMOS DE CDONA e, e .. 35
LYefosforilavion .o, T e s oo 30
Remaocicn de fa Estruciura del Cap de fos RNA Mensajeros oo, .36
Ligacion del Qligonuclediidn de RNA ... e e 3
Transcripeian Reversa ..o, s e 38
Amplificacicn de Extremos de cINA y Reamplificacion de Fragmentos de HDNA
por Nested PCR O PP TP 7.
OBTENCHON DI RECOMBINANTES TLACT oo iveiiv ittt TR X
dndalisis de Recombinantes y Extraceion de DNA Plasmidico ... v i
Idgesticn de los Recombinantes RACE con EeoR ... e o A4
Seengneineion v Andalisis d@ Secuencid, oo At o i
PYETERMINACION DEL TAMARO DEL MENSAJE DE CATALASA POR MEDIO DI
MNORTHERS BLOT. o, PSSR B R e 44
tnmovilizacion de KNA Mensajero en Membeana ..o, e 40

Creneracion de Sonda Homdloga Radioactiva Marcada por Random Primers 46

Hibridizacion de Sonde......ooomai i, e A
Determinacion del Tomaito dol Mensaje de Hemacioning de P vannamei ... 45

Leterminacidn del Mensaje de Catalasa en Diferentes Tejidos por RT-PCR... 49



[{li:Sl-Jif']~;’&l‘)()S \’, l)l-“;(‘UHl(I)N R R R RN AR AR R AU PR R B PR AR ER RN F P Wb h R AR AR S]

CLONACION Y SECUENCIACION DL FRACGMENTO INTERNG DEL CIINA DE CATALASA
e r e e e e e TP TRUITOR 51
ALSLAMIENTO DEL CIMNA A PARTH DE UN BANCO D6 GENES DE HEPATOPANCREAS
P TETSNT e e e e D8
AISLAMIENTO DE RNA TOTAL PARA RACE, NORTHERR BLOT Y RT-PCR.......... 60
Confirmacidn dol Mensaje oo Caralistn. oo, . 60
AMPLIFICACION RAPIDA DE EXTREMOS DECDNA L e Gl
Obtencion y Amalisis de Recombinantes RACE ..ooiini i 87
Secuenciacion v Andlisis de Secuencia....... PR O PR b PR
LONGITUD DEL MIRMNA DE CATALASA POR NORTHERN BLOT oo, v 13

Expresion del gen de catitlinsa o, TP e 7

(J:i-:)N(-.T[”at..,SI(..)N‘l‘-‘:Suununnunnu””uun-uuuuunu.nu...”...‘......”.”.”...................,...”..... 8()
A ey gy
«'\.l l}JN]-)l‘-»-‘lf'ﬂd-nu-»nnnuu»uuwnuu-nnuuunu---uuu-uunuu-uwuuuu..p.....,,.u..”.“...‘u.”....,.”. 8?

];”;l«“)(ll ‘,"\_]‘ J"\unn-unuunuuunuuuuu1uu..u.u.u.p..n..""”.."”“uuu....,.,....””“,.“.”.”., {



LISTA DE FIGURAS

Fig.1. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1% de DNA de catalasa e
ientificacion de recombinantes. ... T P ISR K
Fig. 2, Anilisis electroforético en gel de aparosa al 1% de la caracterizacidn del
Pragmento do 0.9 Kb con enzimas de restriceion. ... e T
Fig. 3. Anidlisis clectrolorético en gel de agarasa al 1 % del fragmento de 660
PO e e e e o 032
IFig. 4. Andlisis electrofordtice de los clones polenciales positivos en el
aislamiento de banco de genes. .o, e e 63
Fig, 5 Anklisis electroforético de RNA total de diferentes tejidos y RT-PCR de
catalasi, o T T T ST N 8
Fig, 6. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1 % de amplificaciones
RACE PR e i, B0
Fig. 7. Andlisis electroforético en gel de agarosa al 1% de amplificaciones
RACE y Nested, o, e, e, G
Fig., 8, Andlisis electroforético on pel de agaross al 1% de amplilicaciones
RACE. o, P A TP e 049
Fig., 9. Analisis electroforético en gel de agarosa al b % de recombinanics
BALE i e e O
Fig. 10, Andlisis elecroforético en gel de agaross al 1% de la digestion con
FeoRE de Jos recombinantes RACE. oo TN 7
Fig. 11. Estrategia de secuenciagion del cDNA de catalasa de 2 vannamei ... 74
Fig., 12, Secuencia nucleotidica y deducida de aminodcidos del eDNA de
catalasa de Povannamel 0o, P PTTI e 10
Fig, 13, Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre catalasa de P
VR ME! Y QUIOS OFERISITGS, .. PRI TS T i
Fig, 14, Northern blot para RNA de eatalasa, oo, 82

pmentos de cDNA de hemocinning y

K

Fig. 15, Andlisis electolorético de Ira

Northern hlot........ TR T e B3



i

Fig., 16. Andlisis electroforético de Ja exprosion del mensaje de ecatalasa contrn
WA Proveing consUMEVE .o PSR . 84
Fig. 17. Anahsis clectroforélico en agarosa al 1 % de las amplificaciones por
RT-PCR con ¢DNA de hemocitos y hepatopinerens v oligonucledtidos

gspecifNeos CalnFw y CamRyv. ... TIPSR TP vreries, B8



LISTA DI TABLAS

Tahbla 1. Caracteristicas de los oligonucledtides utilizados o, o 35
Tabla 2. Longitud de las secuencias generadas del fagmento de 0.9 Kb (clon
pPY Cat-1) y similitud con catatasas de otros organisnios.......... PP PR R 57
Tabla 3. Concentracidn y rendimiento del RNA (otal extraido de hepatopancreas,
branguias ¥ MOSCUO. . TR e, O
Tabla 4, Porcentajes de idemidad v de identidad mas reemplazos conservados entre

calalaza de P. vannamed y de o1ros organismos. ..o, e B0



RESUMEN

La catalasa (EC 1.11.1.6) es una 6xido-reductasa que convierte el peroxido de hidrogeno a
oxigeno y agua de acuerdo con la siguiente reaccion: 2H,0, + catalasa -->2H,=+ O,. Esta
enzima esta involucrada en la defensa contra dafio oxidativo por peroxido de hidrogeno
(Sanford & Katz, 1989).

La catalasa es una enzima altamente conservada que se ha estudiado en bacterias, plantas,
vertebrados y algunos insectos. En crustaceos decépodoé, la informacion sobre catalasa es
ain muy limitada, es por ello, que el objetivo general de este trabajo fue el aislar y
caracterizar el ¢cDNA de catalasa de camardn blanco Penaeus vannamei y detectar su
expresion. La estrategia de clonacion se inicié con una amplificacion por PCR a partir de un
banco de genes de hepatopancreas y utilizando oligonucledtidos  degenerados
correspondientes a regiones altamente conservadas en las catalasas. El fragmento
amplificado de 0.9 Kb se clond y secuencié para confirmar la identidad de catalasa. Este
fragmento se utilizo como sonda para realizar un cribado de banco de genes por hibridacion
y de esta manera obtener el cDNA completo, sin embargo, esta estrategia no fue exitosa.

Por lo anterior, se utilizo la estrategia conocida como Amplificacion Rapida de Extremos de
¢DNA (RACE) utilizando RNA total aislado de hepatopancreas y oligonucleotidos
especificos. Se logré amplificar, clonar y secuenciar los dos extremos faltantes del cDNA de
catalasa, de tal manera que se obtuvo una secuencia continua con un marco de lectura
abierta. La secuencia nucleotidica del cDNA completo de catalasa caracterizado es de 1698
pb, compuesto por 78 pb en la region 5°- no traducida (5’-UTR), 1515 pb en la secuencia
codificante y 105 pb en la region 3’- no traducida (3’-UTR). La secuencia deducida de
aminoécidos contiene 505 residuos que forman un polipéptido (subunidad) con peso
molecular calculado de 57.267 kDa y pl de 7.0. La secuencia de aminoécidos de la catalasa
de camardn blanco tiene una alta similitud con otras catalasas, con los valores mas altos con
el homologo de puerco Sus scrofa con 71 % de identidad, de humanos Homo sapiens con 69
%, mosca de la fruta Drpsophila melanogaster con 66 %, con el neméatodo Caenorhabditis

elegans con 59 % y con la bacteria bacillus subtilis con 55 %.



con 69 "+, Inosca de la fruta Drpsophi/a melallogoster con 66 1, con d nclnarodo
(‘aenor/,a/,d/1/s elegans con 59 (4 y con la buctcrin llacil/11s .rnhti/is con 55 "+4. Los
amino:icidos involtH:rados en la cntiilids por catalwrn son histidilla, nsparnginn y
tirosirrn y fueron irkmificados en bnsc a su absoluta cons,:rvacion y su local.izacion
cl las s ctwnd:1s companldas, enc,mtrandost: ull la pQsidon 71 la histidim:1, ;n la 14T
la :Isparngilla y en la 354 la lirosina de H srinlcncia de tuTiinoucidos tkdl.lcid(l. de

r..arnardn,

El mRNA ,k cnkllim Qi ddcctado por medio de RT.PCR en ll:p;ltopdllcrcis,
hell'lucitos y branquiaz;, Usando Norlllem blot.s se (kleclé tina sd'ial gllc <:iirn:spondc
a lIImRNA mus pequeilo que el tlllllio ;:ispcrado en busc j In sccucllcisl ,:kI cDNA,
Si ctc mRNA cornispondc a mRNi\ parcialmente. (fograd:11lo o es una migracion
;1110nmla debido 3 ,:sln.lcturas secundarias dcl lrwnsajc, ddisr'1 de ser ilw,rHigado en
s:shudios lilluro;, En 1-csunicn, este Irnbnjo pl-cscnla la carm:lcri,acioll del d)NA de
cuilalasa, crdrna colnpollclllc del siolnrn :mtiuxidantc y e n:porta nl expresion en

tres N:Jirlos (le enniHIOrL



INTRODUCCHON

Lna de Tas actividades productivas del sector primario en México es Ja produceion de
camaron, lacunl ha adquirido importancia debido g fa alta canbidad de divisas que se
generan comn consecuencia de su o exportacion (Castro, 2000), Ademis, esta
aetividad genera empleos y es una fuente de alimento, por 1o que ha aumentado su
importaeia para el desarrolio del Pais (Martinez-Cordova, 1993) En México, los

ol oy g i eyl e e b 41y e 1 .- u P " e g 1y o " M il N R "4 .
principales estados productores de camardn stlvestre son Baja California Sur,
Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacdn, Guerrero, Oaxaca y Chiapas

(hibadZsemarnap.pobmx/ssppesea/anua? /e Ta04 m L SEPESCA),

La poblacidn mundia) sigoe aumentando y comto consecuencia se manifiests una mayor
demanda de alimentos y de camardn (hitp:/Avww.shrimp fanm.net/FulureofShrimp, him!),
La produceidn niumdial de camardn por eapura silvesire y cultivado en el ¢iglo de 1990 a
1997 wleanzd 3.5 millones de toneladas segin estadisticas de la FAO. Fsto
cotresponde a un incremento de 32% respecto 3 ka produceion oblenida hasta 1990 v
oeupa un 20% de la produccion mundial en ol mercado de Tos mariscos (Josupeit,

19993,

En Ta produccion de camardn, la pesca artesanal ¢ industrial juegan un papel
importante (Castro, 2000}, Sin embargo, la proteceidn de camardn cullivado es cada
ver mis mmportante. En el ciclo de 1985 a 1995, ge estimd que existian
aproximadamente 30,000 granjas de cultivo a nivel mundial, ocupando casi 1.2
mitlones de hectarens (hipwww. fishfarming.com/shrimp himl), De esta manera, el
cultivo de camardn se establece en ¢l contexto global de produceidn alimentaria, asi
come en ¢l manejo de recursos acuidticos y deswrrollo soctoecondmico; par lo que se

fe considers como un drea de prioridad (hup//www. blacksei co.uld/~cpiliv/hookpage,

pre nepro gigante), Peroeny ehinensiy (camardn blanco chino) v
: LAY S ) .

[

moncdon (camardn

Pencenws vannamed (camarim blanco occidental),



Como conseciencia del dxito del cultivo de camardn, ya no basla con entender los
factores smbientales para Tn optimizacion del mismo, sino lambidn es necesario
estudiar log procesos melabolicos y de proteceidn molecular (Rudneva, 1999, Uno
de los sistemas de profeccion es el sistema antioxidante que ingluye enzimas come la
supsraxido dismutasa (SOD), catadasa, glutatidn reduclass v Goredoxina reductasn.
{Rudneva, 1999). La catalasa @s una enzimg que protege conira dafio axidaivo
capsado por el perdxido de hidrogeno (Sanford, 1989), ¢l cual es producto del
metabolismo oxidative (Wheeler er af., 1993). Por to anterior, en la siguiente seccion
se presenta informacion sobre Ja importancia, forma de accion v otros estudios

velevantes sobre calalasa.



ANTECEDENTES

Oxidaciones Biolozicas

EF metabolismo oxidative genera de forma conlinua especies de oxigeno reducidas
parctalmente, las cugles son allamente toxicas por su gran reactividad (Mathews &
Holde, 1995), En este proceso, el oxigeno es ¢l aceptor final de electrones (Alberts,
P994), La reduceion total de una moléeula de oxigeno requiere de cualro electiones,
La reduccion de oxigeno con un electrén produce radical superdxido, Ta adicion de
un electron mids da lugar a peroxido de hidrdgeno y un tercer electron produce un
radical hidroxito y con un cunrte electron se obtiene oxigeno v agua. Los radicales
hidroxilos  son  extremadamente  (WOxicog. Todas estas  especies se  producen
mtracefulanmente v se tienen que convertr o formas menos dadings para que el

argansmo sobreviva (Mathews & Holde, 1993).

En fos peroxisomas se lleva a cabo una version modificada de b f-oxidacidn, Fstos
organelos se encuentran presentes en practicamente lodas las céhulas (Mathews &
Holde, 1995) vy realizan oxidacidn de Hpidos, peneralmente de cadena larga
(Figueroa ef al, 1997) como C223;1 (Ames, 1983) v detoxificovion de otros
metabolitos como aleoholes v fonoles. Bn oesta ruts, el Oavin adenin dinucledtido
reducido (FADH;) wnido al acilCoA no transiiere electronegs a la cadena respiratoria,
sino directamente al oxigeno, mismo que es reducido a perdxido de hidrégeno. Fata
ruta na estd asociada con ta prodoceidn de enerpia pero si produce calor (Mathews &

Holde, 1995),
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Efectos Dabings del Perdxido de Hidrdgens

wante el metabolismo aerdbico, la reduccion completa del oxigenn molecular on
apaa se Heva o cabo por una reduccidn secuencial, Este proceso ocurre por la
aceplacion de cuatro electrones, uno a ln vez (Mackay & Bewley, 1989) que geners
los productos mencionados v que se conoven como especies reactivas de oxigenn,
Lo vex gue estos oxidantes se forman in sine en ambientes acrdbicos, reaccionan
mmedintamente  con  azdcares, aminoieidos, foslblipidos v acidos  nueléicos
CAmstand er al, 1991). Batas reacciones propician la oxidacion de lipidos, la
inactivicion de enzimas, cambios en el DNA y dafos a organelos, afectando la
integridad estructural y funcional de Ja célula (Mackay & Bewley, 1989). De esta
manery, s¢ ha refocionado el efocto v awmento de estos radicales libres con el
envejecimiento {(Orr er al, 1996), carcinogénesis y aberraciones cromosomales

(Glenn, 1986).

Los vadicales hidroxilos daitan al DNA rompiendo las hebras v aunque fas hebros
seneitlas se pueden reparar, no es of caso de ias hebras dobles v por Jo tanto a célula
muere al no poder replicar los cromosomas, También octre una alferacidn de bases
como o s-hidroxiguaning, Uminglicol, v S-hidroximelilurmecil, Estas modificaciones
s mutagénieas  ya o que  alleran las propiedades  de  apareamiento  par
complementariedad de bases conduciendo o errores en la replicacion del DNA
cundar los dafos exeeden la capacidad de reparacion celular (Mathews & Holde,

1995),

Ao pesar de los electos dafiines gue tienen estos oxidantes, no siempre son
mdeseables, como es el caso de células blancas que realizan fagocitosis par
endocitosis de célulns infecciosas. A este efecto le sigue un incremento respiratorio
con una alta toma de oxigeno estimulado por mecanismos gue todavia o son adn
elaros, Mucho de este oxigeno se reduce a superdxido y perdxido de hidrageno,

cortribuyendo a la eliminacion de la céiula endocitada (Mathews & Holde, 19935),



Sistema Antioxidante v Meléeulas huvolueradas en o Detoxificacion

Debido a los éxitos obtenidos en cullivos marinos, cada ver existe mas interés por
entender los lactores ambientales necesarios para optimizar la sobrevivencia de los
ofganismos, De fgual forma, se busca entender los mecanismos de adaptacion vy
reststencia, basados en procesos metabdlicos v sistemay moleculares de proteceidn

(Rudneva, 1999),

Lers organismos aerdbicos han desarrollado sistemas enzimiticos y no enzimibticos de
os compuestos antimadames no enzinfbeos estdn el glaaion, deido asedrbico
(vitamina ) y w-tocoferol (Mathews & MHolde, 19953, Por su parte, ¢ sistema
enzimabeo incluye enzinas como la superdxido dismutasa (SO, calalaga. ghutation
reductasa v Uoredoxing redoctass (Rudneva, 1999). La SOD convierte el superdxida
a perdsido de drdgeno (Davison e wl, 1984) v a su ver Ly catalasa convierte al
peroxido de hidrdgeno a oxigeno y agus (Kashiwagi ef af., 1997), (Visick & Ruby,
1998} La glutaton reductasa y la tioredoxina reductasa bunsfieren equivalentes
reduciores a ravés del intercambio de disulfuros con ef glulativn v la proteina
toredoxina, usando como donador primario al NADPH. Los productos de la reaceion

acliutn come antioxidantes inracelulares (Missirlis of af., 2001),

La catalasa es una oxido-reductasa que cataliza 1o conversion del perdxido de
hidrdgeno a oxigeno y agua de acoerdo con a sigiiente reaccion: 2H;0 4+ catalasn
<3 2H20 4 O De acuerdo con el nimero de recambio de esta enzima, la conversién
det sustrato a producto se da a una velocidad de 40 millones de moléculas de sustrato
por cada moléeuln de catalasa por scpundo (Garrer & Grislusar, 1995). De esta

forma previene Ia formacion del radical hidroxilo que ey altamente dadtine,



Eatudios de Catalasa en Diversos Sistemas Rioldwicos

La eatalasa ey una hemoproteina (Garet & Grishman, 1995) formada por 4
subunidades 1dénticas que se enctentra en organismos aerdbicos (Wy & Shal, 1995)
lanto procaridlicod como cucaridticos (Kashivagi e af,, 1997), La catalasa v los
efectos de su accidn ha sido estudiados por mas de 150 aiios. Se ha tratado de
conocer la organtzacion estructural a nivel de gen y proteiny, asi como los cfectos de

su accidn en diverses organismaos como se describe a continuacion.

Ln nimero significative de secuencias de catalasa se ha reportado, entre ellas estdn
catalasas de bacterias, plantas, hongos y animales (Klow et al, 1 YIT), Las
subunidades de catalasa tenen tamafios similares con peso molecular entre 50 v 69
kDa, La mds pequena corresponde a Bocifius firmus, mientras que Ja eatalasa de
tamaie mayor corresponde a Escherichia coli (P con polipépidos formados por
48 y 755 aminodcidoy, respectivamente. ] promedio de aminodeidos para catalasas

de animales es de 515 amineidcidos (Garela e al., 2000).

Actividad de Catalasa y Resisiencin al Estrés Oxidativo

Existen algunos cstudios gue demuestran el papel esencial de Ta catalasa, por
gjemplo, en la mosca de la frata Drosophifa melanogoster e Gnico mecanismo de
defensa enzimdtico para la eliminacion de perdxido de hidrogeno es la accivn de
catalasa. De hecho, se ha reportado gue el aumento de catalasa por sobreexpresion
favorecid Ia proteccion manifestdndose en un ligero incremento de tiempo de vida
del 10 % con respecto a moscas control hasta antes del dia 49 del estudio, despuds
del eual el comportamiento fue el mismo tanto para t muestra como para ¢l contro)

(Orr & Sohal, 1992).

Tambidn se han hecho estudios sobre olerancia a H205 por actividad de catalasa en
moseas silvestres asi come en moseas con Jefectos en ) gen de calalasa, Las moscas
silvestres toleran hasta 1% de HoO Bsto contrasta con ¢} efecty mosirsdo en

mutantes del tipo amdrlico (cepa Car™ sin actividad de Ta enzima) ¢ hipomdrficos



)

(cepa Cal™ con un § % de actividad de la enzima) que mostraron fenotipo
hipersensible o las misma concentracidn de 110, No obstante, I cepa Cat’™ mostrd
ser dos veces mis vesistente que fa cepa Car™ Fetas observaciones sy RISren que atn
niveles bajos de actividad de catalasa son sulicientes para contrarrestar e efecto letad

que se ha asociado con el M0, (Mackay & Bewley, 198%9),

En otre experimento, se sobreexpresd la Cu-Zn SOD simultaneamente con catalasa.
Cunndo se estudiaron moscas transgénicas comteniendo una copia extra de los genes
que codillean para estas dos enzimas, se observd un aumento del 26 % en Ia
petividad de la Cu-Zn SO y un 73 % en fa aclividad de catalasa, La concentracion
de HyOa en miocondria en este tipo de moseas fue 2.5 veces menor que en los
controles; mas ain, el vigor de las moscos transgénicas no se perdié en ol tempo de

vida promedio (Sohal er ol 19935),

Ademis, el tempo necesario para mortandad del 50%, 90% v 100% en a line:
transyénica, e de 14.5, 9y 14 dins mds que ol control (Orr & Sobal, 1994, De esta
manera, s resultados indican que cusndo fas enzimas Cu-Zn SOD v catalasa sc
sobreexpresan simultineamente, se disminuye ¢l dafio oxidativo (Sohal e af., 1995Y
funcionado como una estrategia eftciente para incrementar ¢! Gempo de vida (Orr &

Solil, 1994),

A pesar de que ¢l estudio de ka sobreexpresion de las enzimas Cu-Zn SOD v catalasy
apaya la klea de que el estrés oxidativo es una de las cansas del envejecimiento, se
debe tener cuidado al hacer declaraciones relacionadas o la extension de tempo de
vida, ya que el retraso del envejecimiento no se debe basar solanienle en
colttparaciones de cudnlo Hempo vive, sino también en otras condiciones ambientales

que delerminen estados fisioldgicos (Sohat ez af., 1993),

En otro estudio realizade con células de radn se sobreexpresd SOIY v catalass
{Amstand, 1921), se obsorvd que el balance enlre estas enzimas o8 necesario, Se
ulilizaron clones denominados SOD 15y SOD 3 con incrementos de 2.3 v 3.6 veees
la aetividad de Ja enzina, respectivamente, mieniras que el clon e SOCAT 3 tiene

fres veces fa actividad de catalasa v 17 veees la actvidad de Cu-Zn SOD. Los
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ansfectados SOD 15y SOD 3 fueron sensibles a la presencia de superdxido,
manifestindose en rompimiento de cadenas sencillas de DNA, retraso en el
crecinmiente ¥y muerte, mientras que los translectados SOCAT 3 fueron resistentes,
mostrando proteceion contra estrés oxidativo debido al aumento de 1a catalasa, By
decir, eliming los productos de la pccidn de SOD, por 1o gue 1o accidn de las dos

enzimas es necesaria para la proteccion contra anttoxidantes (Anstand, 1991),

El efecto del estrds oxidalivo en ¢l proceso de envejecimiento lambién se ha
estudtado en o] nemdtodo Coenorabdivs. elegans que puede vivir hasta 3 semanas
dependiendo del régimen nutricional. Comparado con el htnmano, un organismo de 1
semana de vida es equividentents a un adulto joven; de 2 semanas es equivalente a
humanos de 45 a 65 afios ¥ de 3 semanas 2 personas ancianas. Bn este organismo so
vio gque en mutantes de larga vida y en organismos control la actividad de ta catalasy
aumenta conforme a la edad; sin embargo e control manifestd un decremenlo a la
tercer semang de vida, mientras que b mutante mantuve el aumento de activida
enzimatics ain a la tercer semann de vidao Transewrrido el tempo  de
experimentacion los vajores de unidades de actividad fueron 102,17 para el mutanie v
SET pira el control (Vanfleteren, 1993}, relacionando asl fa logevidad con la

actividad de catalasa,

Co oelegany se utiiza como un sistema modelo de estudio ya que su cielo de
reproduceion es vapido, Se han demostrado incrementos en los tiempos de vida bajo
dos condiciones: mutacion en el gen yge-/ y condiciones de adversidad, Aungue la
vida de este nemModo ey alrededor de 2.5 semanas, cuando esta en condicones de
eseasez de alimento, entra a un cstadio en el gue puede vivir meses sin afcctar sy
vida después de este periode. Iste tiempo se ha defiido como “estadio de no

envejecimiento” {Larsen, 1993).

Se han hecho mutaciones en el gen age-/, sin embargo, la funcion exacta de si
producto todavia no se conoce (Larsen, 1993), aungue el modelo propuesto predice
que el producto nommal dal gen gge-/ es una proleing que reprime 1y actividad de

otros genes como una funcidn de la edad (Vanfleteren, 1993). Es por ¢llo que se



cvalud fa resistencin contra perdsido de hidrogeno v 1a actividad de SO v catalasa
en organismes denominados THOY mutantes del gen age-J v en estado de escaser de
alimento para determinar si existen variaciones bioquimicas consistentes con el
meremento de defensa confra ¢l daflo oxidativo, Log animales TJ401  son
hiperresistentes al perdxido de hidrogeno y también mosteron incremento en
actividad de SOD y catalasa, De esta manera, sepiin Larsen (1993) se puade pensar
gque ef producto del gen age-/ regula negaivamente a la SOD y catalasa, fo que

puede apoyar la teorta del envejecimiento por radicales,

También se ha mostrado que el nemitodo ¢ efegany tene un gen denominade ef-/
que codifica para una catalasa poco usual. Bl mRNA  que proviene de este pen
pimenta en cantidad cuando la larva se encuenlra en condiciones de escaser de
alimento, Se piensa que orl-1 es necesario pura extender los tempos de vida bajo
estas condiciones, ya que mutantes age-/ mostraron un incramento en la actividad de
catalasa y en ka actividad locomotors, mientras que en Jos animales control se
observd un decremento en la actividad de calalasa asocindo con sefinles de
envejecimiento, lales como  disminucion de movimiento v de capacidad de

alimentacion (Taul er af., 1999),

Cargeteristicas de los Genes de Catalasa

Bl gen de catalasa de D melanogaster es posiblemente el mis estudiado en
invertebrados. Bl ranscrito de este gen conliene una secuencia de 1365 pares de
bases corriente mrviba del sitio de injciacion de la traduceidn v una secucncia de 1423
corriente abajo del codon de Llerminacidn. B pen de Ja catalasa en D, melanagaster
esth compliesto de tres exoncs que codifican pars secuencias de 19, 307 v 180
aminodcidos ¥ estdn separados por inlrones de 3520 v La regidn del promotor de
catalasa es similar ul de fa Cu-Zn superoxide dismutasa, haciendo suponer que ambas
enzimas se regulan de forma semejante (Orr ¢ af, 1996), Con clones de TINA
gendmico de catalasn (Caty de 20 melmogaster se loprd loealizar hy regiin de
wanseripeion en un fragmento de 5.5 kb y el andhisis de secuencia también mostrd

que consiste de tres exones como fue anteriomente reportado (Orr et al., 1996), Par
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verificar ef tamafio ded wanserito de Cat” y su abundancia, se analizaron por Naorthern
blot fos niveles de mRNA en embriones y adultlos, Se detectdy un transerito de 2,2 kb
para ambos casos, Ademds, para estimar la cantidad de eatalasa, la cual es producto
de este mRNA, se utilizaron embriones de 0-2 horas y de 0-18 horas, La actividad de
catalaza en embriones fue menor en los mis jovenes con valores de 4% comparado
con un 10% en fos organismos de 0-18 horas, asumidndose que In actividad aumenta

con el tiempo (Criswold e af., 1993),

También se hn visto gue el producto prinmario de fa traduecion del gen de catalasa
Hene ¢l mismo tamafio que la proteina madury, identificada por andlisis de Western
blot en extractos protéicos de moscas v por marcaje radioactivo in vive seguido de
una inmunoprecipitacion. Bstos resultados son consistentes con los dalos mostrados
para calalasa de peroxisomas de levadura ¢ higado de rata, para los cuales, el
producto de ka traduceidn bnto in wive como in vitre son los mismos (Glenn, 19863,
También {ue posible determinar la tasn de sinlesis de Ta catalasa, haciendo uso del
compueste Jeamino-1,2,4-tnazol (AT). Hsie compuesto es un inhibidor no
compglitivo que s¢ upe a ln apoenzima de la catalasa y forma un complejo
nreversibe ademis de destroir o la enzima existente sin afectar 1z sintesis de nove,
De esta manera, la proporeion de actividad de la enzima que reaparece es

divectamente proporcional a fa tasa de sintesis de novo (Glenn, 1986),

Qo dale interesante es que o complementacion de mutanles alélicos en 1,
melanogaster so paede atribwir a una asociacion de polipéptidos de mutante/mutante
yio mutante/gilvesire gue provoguen un cambio conformacional gue de fugar a una
restanracion parcial de la actividad de la enzima, Bsto es una posibilidad de oblener
malenal genctico para crear especies con niveles de actividad de catalasa que varian
de 0 a 100 %, los cunles se pueden usar para evaluar el efecto de proteceidon durante

condiciones de estrés oxidalivo (Mackay & Bewley, 1989),

El gen cil-1 de Co elengany codifica para una enzima citosdlica mientras que el gen
ctf-2 codifica para una enzima peroxisomal, Ambos cDNAs se obtuvieron a partir de
un banco de genes de cDNAL Losg productos de estog genes fueran idénticos en un

2%, Laenzima CTL-2 tene ung variante conservadia (SH]) deseritin come secuencis



de loculizacion hacia log peroxisomas, mientras que la CTL-1 no 1o iene (Taub e af.,
1999, Para determinar In Jocalizacion subeelular de estay dos catalasas, se fusions el
gen de lu proteina fluorescente verde (gfp) con ef extremo 57 de I repion codificante
del gen de ambas catalasas, Do la forma esperada, la expresion de la fusion grpooed-2
fue visible en los peroxisomas, mientras que la fusion gip:re-d se Toealizd en el

citosol (Taub er al, 1999).

A partic de informacidn generada por Taub (1999} se puede decir que lo catalasa
puede ser wilizada como marcador de organeios, como se deseribié anteriormente
parg el erizo de may Tetrapiguy niger (Figueroa et al, 1997). En esle caso, s¢ buscd
la localizacion subeelular de catalasa como marcador en los gametos e este
organisme, con la intencidn de apoyur I hipdtesis de fa biogénesis de peroxisomas,
Dicha hipbtesis postula que estos organclos no se forman de nove sino que se
eneran a parle de organelos ya preexistentes; por o que fue necesario demostrar Ja
presencia de catalasa en por lo menos uno de los gametos. Para esto atilizd
Inmunemicroscopis ¥ western blot y Jos resulldos mostraron la presencia de
estructuras del tipo de peroxisomas en los huevos del erizo v {1 presencia de eatalasa
cilosdlica en espermatozoides, demostrande que Jos peroxisomas de las edlulag

embridnicas se derivan de log peroxisomas de 1oy oocilos.



JUSTIFICACION

Er el nemitodo O elegans y ol insecto 1 melanogasier se ha estudiado el estres
oxidativo y a la catalasa, cuya luneidn es contrarrestar e efecto 16xico que producen
compuestos comae el Oy BEn el enzo de mar Tetapigus niger 1o catalasa se ha

uttlizado como marcador de pervxisomas (Figueroa el al., 1997),

En crusticens son pocos los estudios, uno de ellos hecho por Rudneva (1999 reportn
o actividad de catalasa en deremia sp oy oen camardn Palaemon adspersus, La
presencia de catalasa en el mayor drgano metabdlico, el hepatopdnereas, ba sido
confirmada en Mucrobrachiun maleolmsoni, aungue mbidn se deteetd en misculo
y branguias pera en menor proporeion (Arun & Subbramanian, 1998), Por otro lado,
la produccion de radical superdxido, el cual es una especies reactiva de oxi gen, se
midid en hemocitos de P, vanmamel despuss de ser estimulados con agenles extraflos
(MuBoz e al,, 2000, to que indica que la catalasa se encuentra en varios tejidos
como s¢ ha demostrade por inmunoloealizacion en moluseos y erusticeos {(Orben e

al, 2000),

Aumgue existen reporles sobre la calalasa de invertebrados, mcluyendo especies
modificadus genéticamente, en organismos marinos como el camardn se tiene
wformacion Hmitada, Ademds, con la creciente demanda de esle oruslicoo, Vir N
basta con enlender los sistemas de ingenieria para la produccion del mismo, sino que
también ha surgido el interés por entender Jos mecanismos de defensa como Lo es of
sistema conlra estrés oxidativa, Lo anlerior hace necesario realizar estudios sobre
enzimas antoxidwnles en camardn, por ko cual se propone aislar ¥ caracterizor ¢f

CLANA de catalaga de camardn blanco P, wainamed,



TIVOS

Obietivo General

Adshar y coaracterizar eb eDDNA de catabasa de camardn blanco P, vanaamed para

dedueir su estroctura primaria y detectar su expresidn en diferentes tejidos,

Cbietivos Partiodares

o Amplilicar por PCR un fagmento correspondiente a regiones conservadas de

catalasa
«  Clonar y sccuenciar ¢ fragmento de PCR.

*  Alslary secuenciar el mensaje completo de eatalasa a partir de un banco de genes

de cIINA de hepatopidncreas,

«  Detectar ol mRNA de catalasa por medio de RT-PCR en tefidos seleccionados.



MATERIALES ¥ METODOS

Para el aislamienty y la posterior caraclerizacion del eDNA de catlasa de camuardn
blanco Poovanmamed, by bisgueda se hizo en un banco de genes de hepatopincreas.
Eate banco de genes fue constriddo previo a este estudio por b Dra, Gloria Yepiz-
Plascencia. Actialmente se mantiene en el taboratorio de Biotecenologia Marina del
Centro de Investigacion en Alimentacion v Desarrollo, A, O Unidad Hermosille,

Sonara, México,

Diseio de Oligonuctedtidos de Calalasn

Log oligonucledtidos degenerados se disefiaron a partiy de secuencias conservadas
abtenidas mediante fa alineactdn de las secuencias aminoacidicas de eatalasas de
humana (Homeo sapiens) y de la mosen de Lo rula (D melunogaster), oblenidas de
Cienl3apk (National Center of Biotechnelogy  Information;  hp:/iwww.ngbinlm,

nih.govy, con mimero de acceso NP_001743 v P17336, respectivamente.

Los aminodcidos que se consideraron son FGYFEVTHDE para el oligonucledtido
sentido (CATs) y corresponde a los aminodeidos 82 al 91 de Mlsapiens y 80 a) 89 de
D, melancgaster, Los aminodeidos que se constderaron para eb antisentido (CATas)
son NYLHIPVNCT gue corvesponden o log aminodeidos 369 a8 378 do M. sapiens y
367 al 376 de 1 melanogaster. Ambas  secuencias  se tradujeron o sus
correspondientes nucledtidos para ser sintetizados guimicamente. La secuencia
antisentido s¢ radujo a reverso complemento y o ambas se ey affadio la
secuencia nucleotidica que corresponde al sitio de restriceion de la enxima Xhol

en el extremo 57
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Obteneion de Frapmentos de DNA por PCR

Ulilizando Jog oligonueledtidos antes mencionados, se amplicd un fragmento intern
de 900 pb del cDNA de catalasa de camardn, Bl banco de genes de cDNA de
hepatopinereas se¢ usd como molde v g condiciones finales de la reaceidn fueron
buffer PCR IX (Tris-HCH 10 mM, MgCl; 1.5 mM, KC1 50O mM, pld 8.3), mezela de
dNTPs 025 mM cada uno, oligonuciedtido sentido {CATS) v anlisentido (CATas)
aproximadamente 0.5 pM cada uno, Tag DNA polimerasa 2.5 U {Roche Molecular
Biochemicals, Indiapapolis, IN, BEUA), 4 pl de cDNA de banco de genes (o de
LIXEOY pfwduly en 50 A4, Los componentes ¢ mezclaron y ose adiciond 40 @ de
acelte mineral y la reaccion de amplificacion se levd a cabo en un termociciador
(DNA Thermal Cycler, modelo 480, Perkin Elmer Corporation, Novwalk, CT, EUA),
Las condiciones de amplificacion fueron Jag siguientes: 94°C, 3 min;, 55°C, 1 min:
T2°C, 3 min por 1 eielo; 94°C, 3 mng 42°C, 1T min; 72°C, 3 min por 1 ciclo; 94°C, 1
miny S2°C, 1 ming 72°C, 3 min por 33 ciclos; 72°C 10 min; 4°C, Bstas condiciones

de corrida se denominard de aguf en adetante como programa J,

Analisis del Producto de POR

El producto de PCR se analizd por electroforests en gel de agarosa al 1% usando
bufter TAE 1X (50 X: 242 p Tvis base, 57,1 ml aeido acético glackal, 100 mi FDTA
0.5 M, pH 8.0 por litro). El aceite mineral se eliming y se analizaron 30 ul de la
renccion a ka cual se alladid bufler carga 6X para DNA (0,15% azul de bromofenn),
0,15% de xilencianol y 33% de glicerol) (Sambrook, Fritsch & Maniatis, 1989),
Como estandar de tamadeo se utilizd 1 ug de 1 Kb DNA adder (12216, 11198,
TO180, 4162, 8144, 7120, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018, 517, 506, 396,
344,298, 220, 2010, 154, 134 v 75 pb); (Gibeo BRL. Gaithersburg MDD, EUAY. F) pel
s¢ comid a 65 volts hasta que el colormte azul de bromolenol recorrid un 73 %

del gel,



b gel se tind en una solucion de bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 2 minutos y se
favd con agua destilada por 10 minutos. Las bandas se detectaron utilizando un
trunsifuminader de Juz de UV modelo TFX-38M (Gibeo BRL, Life Technologies,
Gathersburg ML EUA) v se fotografiaron con una chmara digital EDAS DC120

Zoom (Kodak, Rochester, NY),

Obtencidn de Recombipantes

La clonacion del producto amplificado por PCR se rvealizd sepin la téenica de
pUGEM-T Easy Vector Systemy 1 (Promepa, Madison, WD), ¢l cual consiste
bisicamente en la oblencidn de recombipantes utilizando un vector plasmidico
preparado por digestion con la enzima de restriceion FeoRV oy ademids contiene
imidina terminal en el extremn 3" Fste vector es de allo ndmero de copins,
resistente a ampiciling, tene sitios muliiples de restriccion y regiones promotoras
que flanguern al sitio multipte de clonacion (SMC). Este sistema tene o) pen loe?
que ab ser interrumpido por insercion del fragmento de DNA s inactivado,

facibtando la identificicion de recombinantes.

Ligacidn ¥ Transformacion

-

Para la ligaeion del producto de PCR al vector se utilizd | pb de T4 DNA ligasa (3
Ly, en solucion de Tris-HC 1O mM (pH 7.4), KCT50 mM, DTT 1 mM, BDTA 0.1
miM y ghcerol 50%; 5 pl del buffer de Hgacion rapido 2X, (Tris-HCL 60 mM pl1 7.8,
MpCly 20 mM, DTT 20 mM, ATP | mM, PEG 10%); 50 ng del vecior PGEM-T
Easy, 3 ) del producto de PCR, en volumen de reaecion de 10 pl, Para el control
positivo, o la reaccion de higacidn se le adadicron los mismos componentes o
excepeidn del DNA producte de PCR, v on Jugar de ésie se adiciond 2 p de DNA
control de 342 pb con deoxiadenosing terminal. Los componeples se mezelaron v se

euiyd toda la noche g 4°C,
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Después de la incubacion, las reaceiones de ligacidn se centrifugaron 15 sepundos a
VR0 N gy se agregaron 3 ud de cada una de ellas a 30 b de células TOP 10 T 5
coli competentes One Shot del sistema TOPO TA Cloning Version 1 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). Esta mezcla se incubd en hielo por 20 minutos y Juepo se
aplicd choque-térmico a Jas células por 45-50 segundos en un bado de agua a 42°C
sin mexclar, inmediatamente despuds se incubd en hielo por 2 minutos v se le
afadieron 200 ul de medio SOC (SOB contentends glucosa 20 mM) v se incubd
sobre ura superficie horizontal a 37°C por 1.5 h von agitacion a 250 rmpm en un

agitador Lab-Lane modelo 3527 (Lab-line, Melrose Park, 1L, EUA).

Posterivrmente, se esparcicron voltimenes de 75 v 175 pl lanto para la muestra como
para el control, sobre Ja superfivie de dos placas de LI3 (NaCl 1.0 %, triptona 1,0 %),
extracto de levadura 0.5 %, agar 1.5 %, pl 7h-ampiciling (100 pg/ml), conteniends
40 ul por placa de IPTC 100 mM. (isopropil-f-1-tiogalactdsido) y 40wl por placa de
Mogal 40 mg/mb (S-bromo-d-cloro-3-indolil--D-galactdsido),  Lag  placas se
menbaron & 3770 durante gproximadamente 18 i hasta gue fag colonias fucron

visih ]y,

CAndlisis de Recombinantes por Medio de Electroforesis de DNA Superenrollado

Para el andlists de clones potenciales positivas se seleccionaron 14 colonias blangas.
Cada colonta fue picada con un palitlo de maders esténl v se inoculd en | omi de
caldo de cultive SOB (triptona 2 %, extracto de Jevadura 0.5 %%, NaCl 0.05 %, K¢
2.5 mM, pH 7, MgCly 0.01 M) conteniendo ampicilina 100 pug/ml vy se hizo wuna
réplica de cada colonia en placas con medio LB (NaCl 1.0 %, triptona 1.0 %,
extracte de levadura 0.5 %, agar 2,0 %, pHt 7)-ampicilina (100 ug/ml). Las placas se
meubaron a 37°C 1oda la noche ¥ los cultivos liguidos se incubaron con agitneion

(250 rpm) 0 377C en un agitador hasta tener ¢l cultive en Tase estacionaria (12-18 hy).

Se tomd bl de cullivo y se cenuifugd o 16000 x g en una centrifiga Bppendor!
5415 D (Eppendorf, Mamburg, Alemania) a temperatura ambiente. 5 solrenadante

se desecho en choro al T0%, B pellel se resuspendid en 100 u) de buffer TE {Trs-



20

HCT 10 mM, EDTA T mM, pld 8) v se mezeld vigorosamente en un virtex
(Thermoline, Debugue, IA, BUA). A cadn muestra se e apregd 100 pl de solucion de

fenol/clorolormedaleohol isoamilico (25:24:1) v s mezcld en virex,

Las muestras se centrifugaron por 1 minuto 16000 x g a temperatura ambiente y
serecupery T pl de a fase superior acuosa de cada muestra a Jos cudles se les
agrepo 2 pl de buffer muestra 6X para DNA (Sambrook e al., 1989}, El control
negativo fue DNA de una colonia azul que cormresponde a la ligacién
mtramelecular del vector. Lag muestras se carrieron en un gel de agarosa al 1%
en buffer TAE IX incluyendo 1 pg de estandar de DNA superenroilado
Supercotled DNA ladder (16120, 14174, 12138, 10102, 8066, 7045, 6030, 5012,
ARON 9Ty 2067 ph), (Gibeo BRL, Gaithersburg, MD, EUA) De forma
separmda se trabajaron 235 colonias azules provenientes de las mismas placas de
donde 5o tomaron las colonias blancas y se les dio et mismo tratamienta gue »

datas dllmas.

Extraccion de DNA Plasmidico de Recombinantes

El DNA plasmifdico de os posibles clones positivos seleceionados, se aiald
segun la léenica de extraccidn alealing rapida (Yepiz-Plascencia, 2000). Las
colonias recombinantes se sembraron en § ml de SOB-MpClh 0.01 M-
Ampiciling (Y00 pg/m)) y se incubd toda la poche a 37°C con agitacion a 250
vpm. se transfivid 1.5 mb de cultivo a un mticrotubo y se centrifugd por §
minwios a 12000 x g a lemperatura ambiente, 1] sobrenadante se deseartd en
clova al TU% y el pellet s¢ resuspendid en 250 pl de solucion 1 (glucosa 50 mM,
Tris-HC 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8) y se mezcld en un vortex. A estas
muestras Lambién se les adiciond 230 uyl de solucion 11 recién preparada (SDS
PP NaOH 0.2 N), se mezeld en un vdrtex y se incubd a temperatura ambienie
por 10 pmunuwtes. Después de la incubacidn se agregd S0 pb de solucidn 111
(acetato de potasio 3 M, pH 5.2), se mezeld en un vortex y se incubd por 15

minutos en hielo y se centrifugd por 10 minwtos a 12000 X g a temperatura



ambiente. B sobrenadante (aproximadamente 700 ply se transtirid a uyn
microtubo nuevo y se agregd 700 pl de isopropanc! a temperalura ambienle y se

mezckd en un vortes,

La solucion se centrifugd por 30 minutos a temperaturn ambiente a 12000 x g, 1
pellet se lavy con 300 p de etanol al 70% fifo, so centrifugd por 5 minutes y se
removid el elanol por decantacion, teniendo cuidido de no perder el peblet. 11 lavado
con etanol al 70% se repitid un ver mas v ol petlet se secd en un SpeedVac v se
vesuspendid en 50 wl de agua deionizada estéril y se afiadid 1t de ribonucleasa
RNasa A (10 mg/ml), Este DNA plasmidico se wtilizo para digestion con
endonucleasas de restriceidn y scouenciacion en wn secuenciador automitico AL
Express U (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), como un primer

scercamients hacia la caracterizacion del frugmento clonado.

Para obtener un DNA plasmidico de mayor pureza, se utilizd et DNA previamenie
obtenido y se le agrepd 350 pb de agua dejonizada estéril v se extrajo dos veces con
un volumen igual de fenol-cloroformo-aleohol isoamilico {25:24:1), centrifugando
cada vez a 16000 x g por 2 minwtos y se recuperd ta fase superior acuosa. B
sobrenadante se extrajo con un volumen de cloreformo-ateohol soamilico (24:1), v
al sobrenadante acuoso se agregd dos volimenes de ctanol absohie v 1710 det
volupien de acetmto de sodio 3 M, plt 5,2, Las muestras se incubaron 1 h s ~20°C v
se centrifugaron a 16000 & g por 30 minutos a 4°C. Los pellets, se favaran con etno)
al 70% frio, centrifugando por 5 minutos o 16000 x g v cada pellet se resuspendid en
30 pii de agua deionizada estéril. BI DNA plasmidico se diginid con la enzima Apa)

(10 U/l Gibeo BRL Gaithersburg, M2, BEUA) y se analizd en un gel de agarosa al



Pigestion con Endonyelessas de Restiiceldn

La region de miiliple clonacion del veetor pOEM-T Basy estd angqueado por tres
sitlos de restriceion (EeoRl, BerZE p Mord) que permiten digestiones simples para b
liberacion del fragmento clonado. Las enzimas LeoRE y Nod (Gibeo BRL
Caithersburg, MD, EUA) se utilizaron para digerir el DNA plasmidico obtenido por
exiraceion alealing rapida, Se tomd 3 pf de DNA plasmidico del clon 7 v se incubd
con .5 pb de la enzima KeoRl, Nedel, Sael, (10 Udd) (Gibeo BRI Gaithershurg, M,
EUA)Y respectivamente y de forma separada 3 pl de DNA plasmidico del clon 13 con
W3 pl de faemzma Mol (15 Uinl), EcoRl Apal, Spel, Pt Sall (10 Ul

respectivanente,

Las digestiones se Hevaron a cabo por aproximadamente 2 h en un bafio de apua a
37°C, el control fue DNA plasmidico sin digerir. A Jos DNAs digeridos v a los
controles se les agrepd bufler carga 0Ny se analizaron por electroforesis en el de

agarosa al 1.2 % usando bufler TAE 1X.

secueneiacion v Andlisis de Secuencia

El DNA plasmidico que se obwvo por el métado rapido se sometié g
secuenciacion  en un secuenciador automdtico ALY BExpress I (Amersham
Pharmacia Biotech, Uppsata, Sweden), uitlizando el método de terminacion de
cadena con didedxidos (Sanger, Nicklen & Coulson, 1977) y marcaje
fluorescente con Cy5 usando el Kit Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator
(Amersham  Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) y de acoerdo s las
recomendaciones del fabricante. Para eHo, se prepard una mezeln de dNTP/Cy3
ddNTP para cada uno de Jos cuatro nuctéotidos (adening, citosina, guanina y
tintina) afadiendo los sigwientes componentes de forma separada pary Cada
nucléotida 04 pb de dNTP L mM, 0.2 pb de didedsidos marcados

flusrescentemente (Cy3 JdNTPs: ddATP 8.8 PML ddCTE 7.0 g, Jd0T1 176



ML dTTP 1143 uld) v 1.6 pl de agua destilada estéri] por eada renceion de
sectienciacion, que cerresponde a cada uno de los nucledtidos, Se mercld

ligeramente y se centrifugd brevemente,

Paya cada grupo de 4 reaceiones (A, C, G, T) se prepard Ta siguiente mezela 1.0.20.5
il de DNA molde (se recomienda de 1 a 2 py de pldsmido), 2 ul de oligonueléotido
T7 (4 pmel), 3.5 pl de buffer de reaccion (Trig-ICH 150 mM, pH 9.5, M gl 35
mM), 1 ul de DNA polimerasa Thermo Sequenase 10 U (Amersham Pharmacia
Biotech, Uppsala, Sweden), agua destilada estéril basta un volumen Gnal de reaceidn
iual a 27 pl, se mezeld ligeramente v se centrilugd de moanera breve. Se tomaron 4
alicuotay de 6 ply eada alicuota se afiadio o las mezelas hechas de cada uno de los

ANTPACyS dANT (A, C, G,

Esta mezela se coloed en un tenmoeciclador (PTC-200 DNA Engine, M) Rescarch,
MA, LISA) corriendo 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos y
72°C por T minuto y 20 segundos. Al linal del programa las muesiras se mantuvieron
a 4°C, Para Ta eliminaeion de phigonucledtidos v nucledtidos residunles se wiilizaron
columpas AuteSeq G-50 de Amersham Pharmacin Biotech, (Uppsala, Sweden) que
contiencn Sephadex G-50. Para esto se agrepo 17 ul de agua destilada estéril a cada
wna de las reacciones parn tener wn volumen igual a 25 wl, se colocaron en las
columnas y se centrifupd 1 minuo a temperatura ambiente o 2000 x g, ba mueste

purificada se recolectd en un twbo de soporte,

Despuds de la purificacion se agregaron 8 1) de solucion stop (formamida deionizada
100% v Dextran Blue 2000 (5 mg/ml) a cada reaceion. Bl volumen se redujo a 4-8 pl
seeando parcislmente en un SpeedVae, Se calentd a 72°C por 3 minutos, so
colocaron en hiclo y se cargaron en un gel de secuenciacion Repro el long read
tAmuershary Phormacia Biotech, Uppsala, Swaden) de 7% de polincrilamida (pivy y
bulfer TBE LAX (5X: 54 g de Trizma base, 27.5 ¢ de Seido bdrico y 20 ml do FDTA
0.5 M, pl 8), conteniendo agente desnaturalizonte v agenie enlrecruzanie que

polimeriza a fa exposicion  Juz UV (Palente No SE 9604730-3),



Los parametros de corrida de Ja electroforesis fueron 1500V, 60 mA, 25 W, §5°C vy
750 mimitos comur tiempe de comida. Por oo lado, aproximadamente 1 pg (0.2
peduly de PINA plasmidico extraido con fenol-clovoforma, se envid a secuencar o
los oligonucledtidos MEIF (sentido) y MI3R (antisentido) al Laboraloro de
Evolugion Molecular v Sistemdtion (LMSFE) de la Universidad de Arizona, )

secuenciador antomatico nlilizado fue un 2 AR 337,

Las secoencias nucleotidicas se compararon y alinearon conlra Jas scouencias
depositadas en base de dalos de banco de penes, vsando las facilidades de interned del
NCBE (Nalional Center of Biolechnology Information; hitp:/Awww nebinbm,nil,gov/
blast) v el aigovitmo de bisqueda BLAST (Altschul ef al., 1990) usando la opeion
BLASTX, lu cual hace una traduceion a secuchcias aminoacidicas en los 6 mareos de

teetura {tres marcos divectos y tres marcos de las sceuencias complementarias),

Discho de Oizonieléotidos Bspecificos de Catatasa de 2 vannamei

Dos de los clones obtenido, Hamados originehmente 7 y 13, correspondieron al
cIIMA parcial de catalasn en base a Ja simililad de secuencia aminoacidica de
catalasa y se describon en resultados. Tomando como base esta secuencia se
disefinron printers especificos para su uso posterior y aue fueron evaluados usando el
programa  de Oligo Caleulator de Genosys  (hipd/www.  genosys.comicgi-
win/oligo calconby.exe), Los pardmetros evaluados fueron longiud, temperatura de
alineacion, no formacion de estruciura secundaria, porcentaje de GC y no formacion
de primers-dimers, asi como que no alineara contra el vector en el que se encuentra
el fragmento del gen de catalusa en cuestion, ni con fa secuencia pareial del clon de
calalisa en mas de un sito. Al oligonueledtido sentido se e dio ¢l nombre de

CatnFw mientras que al antisentiido se le denomind CamRy,



Secuenciacion y Analisis de Secueneia det Clon 13 (pPVCAY-1)

Pado gue ta secuencin oblenidn de Jos elones 7 v 13 fue parcial, se deteming la secuencin
completa del clon 13, denominado pPYCAT-1 v que contiene ¢l fragmento de 0.9 Kb del
pen do catalssa de Povanmamer antes mencionado. La secuenciacion se realizd utilizands
gl par de oligonuceldtidos Camlw y CamRy, y previamente se amplified ¢l fragmento de
PCR producido con estos primers gue tiene upa Jongitud de 660 pb wilizando las
condiciones de componentes en la reaccion previamente mencionadas v en donde se
incluyeron log primers CatnFw y CanRy v 2§l de KTy recombinante produsida en el
Laboratorio de Bioteenologia Marina en una reaccion de 50 . La soluctin se mezeld y se
coloco en el termociclador. Las condiciones de corrida fueron: § ciclo de 94°C 3 minutos,
S5MCT minuto, 727C 3 minutos; 34 ciclos de 94°C 1 minuto, 60°C T minuto, 72°C 3
minutos ¥ 10 minutos o 729C y 4°C hasta suouso, Bstas condiciones de comdda se
denominard de aqui en adelante como programa 2. B fragmento de 660 pb se cortd de un
gel de agarosa de bajo punto de fusion, la banda se cortd v se purificd por columna,
(IAGEN, QlAguick Gel Extraction Protocol, CA, USA) de acuerdo al sipuienie

protocolo,

He agregaron 3 volimenes de buffer QG eon respecto al peso de fa banda (100 mp =
LOO p), se ineubd por 1O minutos a 50 °C en baiio de agan y una vez disuelta Ta agarosa, Ja
muestra se agregd a la colunmta y se centiifugd por 1 minule, recolectande ef Hquido e un
tubo de soporte y se descarlo el Haguido, A la columna se le agregd 0.5 ml de buffer OG v
s centrifugd por 1 ominuo a 12000 5 g, descartando el tiguido del wibo de soporte, se
aprega 0.75 mi de bulfer PE a Ja columma y se incubd por 5 minulos a temperatura
ambiente y se centrifugd por T mbto a 12000 x g, se deseantd ¢f liguido del tubo de
soporte y se centrifugd nuevamente por 1 niinuto a 12000 x g La columna se puso en un
micro tubo nueve de LS mib vy se le agrepd 30 pi de buffer de elusion (Tris-FICT 10 mM,
pld 8.5), se incubd | it s temperatura ambiente y después se centrifugd por 1 minuto
a 2000 x g

La eonceniracion del fragmento purificado se determind por comparacidn con
estindares de concentracion conocida separados por electroforesis en un gel do

agaross ol 1 %, (Low Mass DNA Ladder, 100, 60, 40, 20 v 10 np/2 TER



GIBCO BRL, Gafthersburg, MD, FEUA). La muestra se scouencid en el
Laboratorio de Bvolucidn Moleewlar v Sistematica (LMSE) de la Universidad de

Arizona.

Las secuencias de nucledtidos obtenidas fue de nuevo incompleta, por lo que se
diseharon dos primers mas en base a las secuencias obtenidas y que fueron
denominados  Catn2Fw y  Cam2Ryv. Los parimetros de disciio que sc
consideraron fueron los mismos gue se utilizaren para el disefio de CatnFw y

CatnRyv,

Cleperacion de Sondas Homdloeds Mareadas por PCIL

ED mareaje de DNA se hizo por PCR utilizando dos métados, uno de ellos fue por
incorporacidn de nuctéotidos marcados con el esteroide digoxigening, v ol obo fue
por incorporacion de nucledtivlos marcados radivactivamente con [YPJACTP. Bstas
dos sondas se utilizaron para hybridizar con DNA blanco de catalasa proveniente del

banco de genes de hepatopdncreas,

Sonda Marcada con Digoxigening

Para el marcaje de DNA con digoxigenina (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN,
LAY se ulilizd 120 ng del clon de 0.9 Kb pPVCat-1, 10 pb de bufler 1OX (KT 500 mM,
Tris-14CT 200 mM, pit 84), 15 pl de MgCh 25 mM, 3.3 il de digl 1-dUTP | oM, 1.67 pl
de dTTP 10 mM, 2 pd de dNTPs 10 mM cada uno (AC v G), 25wk de Cainlw 20 M,
7.5 de CatnRy 6.6 pM, 4 ul de K7aq v 48 b de agua grado mitli O para un volumen final
de 100 ul, Bsta mezela se colocd en an termociclador bajo fas condiciones de cormida del
programi 2. Como control pegativo se prepard una reaceion fgual a la anterior

gxcepiuando el DMNA,



EF rygnento se purtlicd cortands fa bands de un gel de agarosa de bujo punto de fosion y
se agrego 3 volumenes de buffer TH (Tris-HCH 10 mM, EDTA | mM, pH 8) v 4
volimenes de fevol, se agitd vigorosamente por 5 minutos y se centrifugd 10
minutos & 15800 x g, se recuperd la fase acuosa y se hizo unp segunda extraceion
apregando un volumen de buffer TR (Tris-HCD 10mM, EDTA | mM, pH 8), se
precipitd con etanol absolulo v se resuspendid en 100 1l de agua estéri] {Ausubel g

al., 1995,

La sonda marcada se cuantificd por comparaciéon con DNA control marcado con
digoxigening (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA) ¢ inmovilizado en
membrana de nylon (GeneScreen, Biotechnology Systems, WEN Research Produets.
MA, UISA) y ¢on concentraciones de 100, 10, 1, 0.1, 0.01 ppinl v diluciones serindas

deb DNA 8 cuan fTear TR0, FEOO, 11000, 1710000,

Tara fa deteceton, la membrana se Javd en 5 ml de buffer de lavado (deido mabico 0.1
M, NaCT 0,15 M, pH 7.5, Tween 20 0.3 %) por § minutos, se incubd por 30 minutos
en 3 mi de sotucion de bloqueo 1X (aparentemente feche en polvo), se inenbd por 30
minbtes con el anticuerpo ant-DIG-fosiatasa alealing conjugada (ant-DICG-AP),
(Bochrninger Mannhetm, Indumapolis, IN, USA) 150 milm] (ﬁ;ii.im.‘;‘iff:n 15000 en
solueidn de bloqueo 1X), se lavd dos veces por 15 minutos con 20 ml de buylTer de
lavado, se equilibed por 5 minutos en 3 mil de buffer de deteceion (Tris-HC 0.3 M,
NaCHO M, MpCly 50 mM), se incobd con ¢l sustrato (NBTRBCIP 10X, 200 ul por
sida 1O ml de bulfer de delteceron) hasta ver la coloracion deseads. Estas soluciones
son componentes del sistema de marcaje vy detecoidn no radioactive DIG-IINA

Labeling and Detection Kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA).

Sonda Mareada con [Ml*] JCTP

Yara el marcaje de DNA con {oP] dCTP (Amersham-Pharmacia, Uppsala, Sweden)
se utiizaron 3 pl de bulfer 10X (KO 300 mM, Tris-11C) 200 mM, pi 8.4), 7.5 pl de

MpCly 25 mM, 0.5 il de dNTPs 10 omM cada uno (dATP, dOTP y dTTPY, 0.2 pi de



dCTP 10 mM, 5l de [ PICTP 10 i, 5 1 del oligonucledtido T7 20 pM, v §
ul del oligonucledtido MI3R 20/ pM, 10 ng de DNA del ¢lon de 0.9 Kh pPVCat-1, 2

ul de K-Tag y 188 ul do agua grado milli Q para un volumen final de 50 pl. La

mezela se coloed en un termociclador bajo las condiciones de corrida dul programa
2.

La sonda marcada radioactivamente se cuyantificd usando 1 pd de Ja reaceion de
nisred)e aplicada a filre de fibra de vidrio y se lavd § veces con deido icloroacérico
FFPCAY 5 %, pirofostato de sodio 0.5 % (Sambrook er al., 1989). Al resto de I
reaccion se afiadio 1710 del volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.2 v 2 volimenes
de etanol absoluto, se meubd a ~20°C por 30 minutos y se centrifigd a 13,200 x g
por 30 minutos y eb pellel se Javd con 100 pi de etanol al 70 %, se dejd secar
fremporiura ambiente y se resuspendid en 40 pl de agua grado milli Q, se tomé | jk
y se aplico al filro de fibra de vidrio (Sambrook e af,, 1989). La radiactividad de 1a

sonda se euantificd en un contador de centelleo (Beckman, CA, USA),

Adglamignie de Banew de Genes de cDNA de Hepalopinereas

Los bancos de genes de DNA complementario (elINA)Y representan la informacion
expresada en el MRNA de un tepido v drgano particular, Las moléculas de RNA son
extremadamente labiles, por esta razdn, la informacion codificada en ¢ mRNA se
contvierte en una cadena doble de DNA estable (¢cDNA) v luego se inserta en un
vector. EJ bapco de ¢DNA fue construido en el sistema ZAP Express (Suagene, La
Jolla, CA, USA). Una vez que la informacian estd disponible en fa forma de banco
de genes de cDNA, se pueden aislar segmentos individuales procesados de la
mformacion genética original. Para el aislamiento de clones potenciales se realind

cribado privmario, secundario v Lereiario como se deseribe a continuacian,
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Preparacion de Ia Bacteria Huésped e Infeceiin

El cribado primario se inicid sembrando la bacteria X1.1 Blue MRF' (Stratagene, Lo
Jotha, CA, USA)Y en placos de LI (NaCl 1.0 9%, triptona 1.0 %, extracto de levadur;

0.5 %, agar 1.5 %, pl T)-tetrncicling (12,5 pp/ml), a partir de un stwoek de gliceral v
e ineubd a 37°C, 200 rpm toda Ta noche, luego se inoculd una colonia en 10 m) de
medio NZY (0.5 % de NaCl, 0.2 % de MpSOa. 7H0, 0.5 9% de extracto de Jevadura,
LO % de NZ amina, pH 7.5), suplementado con Mg&80, 10 mM y maltosa al 0.2%,
Se neubd a 37°C agitando a 200 rpm toda fa noche y se centrifugd a 500 x g por 10
minutos y el sobrenadante se descartd, Las células se resuspendicron en 5 mi de
Mg5O4 10 mM y se diluyd con MgSO, 10 mM hasta tener una densidad dplica de 0.5

a ua fongitnd de onda de 600 nm,

La infeccion de las bacterias XL1 Blue MRE* se realizd con aproximadamente
350,000 phy, afadiendo aproximadamente 50,000 pfu a 600 gl de células bacterianas
preparadas {Agap = 0.5) ¥ s¢ incubd a 37°C por 15 minutos. A la mezela de bacterias
mds fagos se afiadio 6.5 ml de medio Top-agar (caldo NZY, 0.7% do apaross)
mantenido a 35°C en bafio de agua. Esta mezela se vacid sobre medio NZY-: ar
(eakdo NZY, agar 1.5 %) solidificado previamente en cajas pelri de 150 mm y se

meubd aprosimadamente § b a 42°C en incubadora,

Una vez gue se observaron zonas do lisis, las cajas petri se enlriaron a 4°C par
aproximadamente 2 h. Para hacer réplicas de trabajo del PINA en membrona, se
cofocd una membrana de nylon Hybond (Pharmacia, Suecia} sobre ¢l medio sdlido
de las cajas petri por 15 minutos paya permitiv la transferencia de las particulas de oy
fagos hacia las membranas y éstas se marcaron con tinta china ulilizando una aguja

para no perder la orfettaeidn de las membranas sobre s placa de cultivo,

Réplica de DNA en Membrana ¢ Hibridacidn con Sounda
Las membranas se separaron del medio sélido para prepararlas para hybridizar con la
sonda; 1 de fas 7 membranas se hibridizé con la sonda radioactiva, mientras que e

vesto se hibridizaron con ta sonds marcada con digoxigenina. Las membranas se
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somelieron o desnaturalizacidn del DNA sumergiéndolas por 2 minutos en una

solucion de MaCl 15 M, NaOH 0.5 My se peutralizaron sumerpiéndolas por 5
minutos en ana safucion de NaCl 1.5 M, Tris-HCI 0.5 M, pH 8, v se lavaron por 30
segundos en una sohucion de Tris-HCL 0.2, M pit 7.5, buffer SSC 2X (1,753 % de
NaCl, 0.882 % de citralo de sodio, pld 7). El exceso de humedad se elimind poniendo
fas membranas sobre papel Ghro, BFDNA se entrecruzo a las membranas usando el

programa C3 (150 mjoules) de un Crosshinker (GS Gen Linker, Bio Rad, CA, USA).

Para la hibridacion con la sonda radivactiva se wilizo 31 mi de solucidn de
hibridtzacidn €55 6N, formamida deionizada 50%, solucidn Denbardl's 5X, SDS
0.5%, DNA de esperma de sabndn 100 pg/mb). La membrana se prehibridizé por 1,3
hoa 42°C, luego s¢ agregd b sondn para lener 54X10° cpm/ml, previamente
desnaturalizada a 100 °C por 10 minutos}), Se incubd por 40 h a 42 2C en un baito de
agua con agitacidn y se Javd dos veces par 15 minutos a temperatura ambiente con
una solueidn 2X S5C, 0.1 % SDS, loego se lavd dos veces por 15 minutos a 60°C
con uig solucidn 2X 8550, 0.1 % SDS, desputs se lavo una vez por 30 minutos a
00°C con una solucion 01X S8C, 0.5% SDS. Como conlral positivo se usd 10 ny del

clon pPVCat-1.

fas seis membranas restantes se hibrdizaron gon la sonda marcada  con
digoxigening, ¥y sipuiendo  lag  recomendaciones  del  fabricante  (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN, USA), Para ello ge incubaran T h i 68°C con 100 ml de
solucion estindar de prebibridizacion {55C 83X, Netaurilsarcosing 0.1 %, SDS 0,02
Y, reactivo de blogueo —~aparentemente leche en polvo-1%), se retird la sobucion y se
agregd 20 mbde ta misma solucidn y 15 ng/ml de sonda y se incubd por 16 b a 68°C.
Despucs de a hibridacion, Tas membranas se lavaron dos veces por 5 minutos cada
ver i temperatura ambiente con una solucion de SSC 2X, SIS 0.1 % y dos veces por

15 minutos en una solucion de SSC 01X, SDS 0.1 %, cuda ver a 68°C,
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Deteccion de Clones Polenciales en Pelicula de Rayos X

La detecesdn de clones potenciales, cuando se wtilizd la sonda marcada con
digoxigening se Devd a cabo como anteriormente s¢ describio para la cusntificacion
de Ja sonda marcada con digoxigening exceplo en b siguiente: se incubd por 3 h con
100 ml de solucidn de blogueo 1X y | 1 con el anticuerpo antidigoxigenina {anti-
DIG-AR) diluido 1:5000 (20 pf de anticuerpe en 100 ml de solucion de bloguen) y
después con el sustrato quintioluminiscenie Lumiphos 530 (USB, Amersham Life
Science, Cleveland, Ohiv, USA) 0.01 mlem®. Cada membrana se colocd

individualmente en bolsa de plastico,

Come control positive so usd 10 ng del clon parcial de catalasa de P vannamei
pPYCat-1 ¥ como conlrol negativo se usd 10 ng de un clon de lisozima de Manduca
sextg, Lina ver puesto el sustrato, se incubd por 20 minutos en obscuridad en
cassetles herméticamente sellados (Cronex Lightning Plus T, Dupont, USA) ¥ luego
s¢ cubrio con peliculs de rayos X Biomas (Sigma Chemical, CO. 5t Louis MO,
USA)Y vy ose reveld por 2 minutos en solucidn reveladora (Bastman Kodak, CO.
Rochester, NY, USA), se Javd por 2 minutos con agua destiluda, se colocd en
solucion fijadora (Eastman Kodak, CO. Rochester, NY, USA) por 2 minutos y
finalniente se lavo por 5 minutos con agua destilada vy se defd secar al aire, Para fa
deteceidn de clones potenciales cuando se usd la sonda radionctiva, las membranas se
cubricron eon pelicula de rayos X Biomax y se expusieron toda fa noche a -80°C y
luego se dejaron 1.3 b a temperatura ambiente y se procedio con la deteecion por

revelado, lavadeo, fijacion v lavado como se deseribid anteriormente.
L3 o R

Para el cribado secundario, Ias muestras que se ulilizaron para infectar las bacterias
XL1 Blue MRF" fueron los fapos contenidos en fus zonas de lsis potencinles
positivas del cribado primario. Se extrajo el medio sélido corespondiente a estas
zonas ¥ los fagos se eluyeron en 500 b de buffer SM (NaCl 0.58%, MgS0,.714:0
(1.2 %, 50 ml de Tris-1ACHD M, pH 7.5, 5 ml de gelating 2 % v agua hasta un volumen
de 1 litre) y 20 ul de cloroformoe y se mercld en un vortex, dejando los tubos en
ineubacion a temperatura ambiente por aproximadamente 2 b, Pars ¢l cribado

terciario se eluyeron los fagos de las zonas potenciales posilivas del aislamiento



secundario de la forma ya deserita y con éstos se infeciaron las bacterias X1 Blue
MRE' Se hizo réplice en membrana, se hibeidizd con la sonda mwcada con
digoxigenina y se detecld de la manera descrita para el atslamiento primario cuando

se usd la sonds no radioactiva.

Despuds de la seleceion de cada clon poteneial se realizd cribado por PCR para
confirmacion, usando como DNA molde los fagos eluidos de las zonas potenciales
positivas y se amplifico utilizando los oligonucledtidos CatmbFw v CoatnRyv. Las
condiciones de corrida fueron Tas del programa 2. El andlisis electroforético se hizo
en gel de agarosa al 1%, el gel se UHY y se [olografis de Ja manera descrita

AntETIoImene.

by Vive Excision

EI plisnido recombinante producto de la excision in vivo en el sistema ZAP
Express tiene como base el veetor pBR-CMV (Stratagene, La Jolla CAL) Estos
plasmidosrecombinantes se usan para transformar £, cofi que se siembran en
medio selectivo parn formar colonias, Bl DNA plasmidico se puede usar para
amithisis el inserto por digestidn con  enzimas de restriccion vy para

SECUEICTACION,

Los fagos eluidos de Jag zonas de lisis potenciales positivas se wtilizaron para
trangformar bacterias, para ello se cultivaron célutas XL 1Blue MRF en galdo
NZY suplementado con maltosa al 0.2 %% vy MgSO, 10 mM. Asl mismo, se
cullivaron células XLOLR en caldo NZY u 30°C toda la noche a 200 rpm. Rstos
cultivos se centrifugaron o 1000 x g, ol pellet se resuspendid en MgSO, 10 mM
y la densidad dplicn se ajustd a 1.0 con este limo reactivo, Bn un luboe falcon
2059 se hizo Ta siguiente mezela: 200 pl de XL Blue MRF' de densidad dpties

Ly 250 1l de un stoek de fapo y 1 ul de ExAssist helper phage (= 1X10°
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pludply (Stratagene, La Jolla, CA, USA), se incabd por 13 minutos a 37°C: sc
agregd 3 mbde caldo MNZY y se eabd por 3 hoa 37°C con agitacion, se calentd

2 O5-7T07C por 20 minutos y se cenlrilugd o 3000 5 g por 15 minulos.

EFsobrenadame contenienda al fagémido pBK-UMYVY se pusa en un lubo faleon 2059
esténi], luego se agregd 200 pl de células XLOLR de densidad optica 1.0 a 2 tubos
falcon 2059 y 100 v 10 pl det sobrenadante que contiene ef fagémido a cada tubo
respectivamente. Exta mezcli se ineubo por 15 minulos a 377¢C, so le agrego 300 pul
de caldoe NZY, se incubd a 37°C por 45 minutos, se colocd 200 ul de esta mezela en
cajas petrl conteniendo medio LB (NaCl 1,0 %, wiptona 1.0 %, extracto de levadura
3 %, agar 1,5 %, pH 7h-kapanticina (50 pg/mby v se incubd a 37°C toda 1a noche.
e esta manera, ks coloniag gue aparecen en las cajns petrd contienen ol plasmido Je
doble cadena con ingerto de DNA clonado, Despuds se procedid con e aislamiento
de DNA plasmidico y la secuenciacion, para analtsis de fragmento clonado, de la

rmanera desertta anterformente.

Alslamiento de RNA ol para RACE, Northern v RT-PCR

Para ta extraceion de RNA wlal se ulilizo TRIZOL (solucion monolisica de fenol ¢
isotincianato de guaniding, Gibeo BRL Lile Technologies, Gaithershurg, M, FLUA),
Los tejidos usades fueron 0.24 g de branguias, 1,13 g de hepatopdneress v 1,15 g de
miseulv, a tog cuales se Jes agregd 1.5 ml del TRIZOL v se homogenizaron en un
polytron PT-MR 2100 (imematica AG, Switzerland). Lag muestras se incubaron a
temperatura ambiente por 5 minutos v ose agreps 200 ul de cloroformo-sleoho!l
woamilico por cada m) de homogenizado, se agitaron vigorosmmente durante 15§
segumdos; se incubaron por 15 mibutos o temperatura ambiente y se centri fugaron a

FOOOG % g por 15 minutos a. 4°C,
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Con la centrifugacion se separaron una fase acuosa superfor, una. inlerfase y una fase
inferior rojiza, La fase acuosa superior se ansfirid a un microlubo de 1.5 ml y el
RNA se precipitd agregando a cada muestra 500 ul de isopropanol, mezelando por
inversion e incubando las muestras a 4°C por 15 minutos, Posteriormente, g
muestras se centrifugaron a 10000 x g a 4°C por 15 minutos y el precipitado se secd
et un SpeedVae, Las muestras se lavaron dos veces adicionando 200 p! de slanol a)
75 % preporado con agua fratada con dietilpirocarbonato al 0,1% (agua-DEPC) v

centrifugando 3 minutos a 15,700 v g a 4°C cada vz,

EL precipitado se secd en up SpeedVac y se resuspendio en 400, 600 y 400 wl de agua
ratada con DEPL 001 %, respectivamente, para of RNA procedente de branguias,
hepitopinereas y misculo, Bl volumen de 600 pb corespondiente al RNA de

hepatopdnereas se dividio en res allcuotay de 200 pl. A cada una de las muestras de RNA

La egridad del RNA se confirme por clectroforesis en el ol 1% de agarosa-fommaldehidp,
preparado con buffer MOPS TN (MOPS 0.02 M, acetato de sodio 5 mM, EDTA | mM, pH
7y dibre de RNasas. Antes de que la agarosa polimerizara (aproximadamente 55°C) se le
agregd fovmaldelido at 37 %, para tener concentracidn final 2 M, como una modi ficacion de
la teenica de Yepiz-Plascencin (2000) y se dejo reposar 1 Iy a temperaiura ambiemnte antes de
s use, Para ba preparacion de Iy muestra se caleuld el volumen necesario de RANA,

proveniente de los tefidos hepatopinereas, branquias y nseudo para cargar 30 g on ol gel.

A las muestrag se les agregd un volunen igual de bufler muestra (0,75 m) de formaniida
desionizada, 015 mi de MOPS 10X, 0.24 m! de formaldehido, 0.1 m] de agoa raada con
DEPC, 0.1 mb de gheerol, 0.08 ml de azul de bromaofenol al 10% ) y se calentd a 754C en
bafio de agua por 20 minutos, se coloed en hiclo y se Je agregd 0.5 1t de bromuro de etidio
Fmpiml La electroforesis se Hlevd a cabo en buffer cimara con MOPS 1X y aplicando 30
volts, La electroloresis se cortd hasta ver fn migracion del azl de bromofenol

aproximitdaments ¥a del gel v se lomd la ftogralia como anterioments se describio,
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Peleceidn del mRINA de calalnsa

Para Ja deteccion del mRNA de catalasa en el RNA de hepalopinereas se usd
ranseripeion reversa y reaccién de Ia polimerasa en cadena (RT-PCR)Y. Para la
ranseripeion reversa (sintesis de cDNA)Y se mezclaron 1.06 pb de RNA tot] (3.76
p/phyy 2 de oligo-dT 1 uM y 2009 ul de agua tratada con DEPC y se incubd por
[0 mintos a 70 "Cy hiego en hielo por 2 minutos. Después se agregd 2 pl de
Superseript 1200 U/ul (GIBCO BRL, Ganthersbury, MDD, EUA), 8 1l de buffer de
primera cadena SX (Tris-HCE 250 mM, pIT 8.3, KC 375 mM, MaCly 135 mM), 4 pf
de XTE 0.8 M, 2 pbde mexcla de dNTPs 10 mM, se incubd por SO minulos 4 42°C v
1 minutos a 75°C. BEnseguida se agregd 2 pl de RNasa A (10 mp/ml) y se incubd por

20 mimitos o 37,

La reaccivn de PCR se Hevd o cabo utilizando ¢DNA equivalente u 32 npg de mRNA
estimadoen bage a la relacion de 75 pg de RNA twotal contienen 3,75 ug de mRNA o
5% del RNA tolal (Dynabeads, Dynal, Oslo, Noruega), La mezela contenla 5 pl de
buffer PCILTOX (KKCT 500 mM, Tris-HCH200 mM, pH 8.4, 7.5 pb de MaCls 25 mM,
mezchs de dNTP s (125 mM cads uno, 3 pl de oligonucledtido CatnFw 20 uM, 4 pl
de oligontecledido CatnRy 6.0 pM, 2yl de K-Tag polimerasa y 22,5 nl de H.0
estéril. Se realizo una segunda amplilicacion con 96 ng de ¢DNA equivalentes »

RMNA mensajero, Las condiciones de corrida fueron las del programa 2.
, ¥

Amplificacion Rapida de Extremos de cIDNA

Para este experitento e ubilizg b sistema RACE (Invivogen, Carlshad, CA, EUA)
con RINA 1otal de hepatopdnereas que se sometid a defosforilacion, remocion de la
estrietura del Cap de los RNA muensajeros  completos, h ligacion de un
oligonucledido de RNA en el exiremo 57y posteriormente fa obtencion de eDNA
por transcripeidn reversa. Se incluyeron también los RNA control inchidos

recomendados por el fabricante.
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Defostorilacion

La defostorilacidn se Hevd a cabo mezelindo 5 yg de KNA oWl de hepatopinereas,
1 de boffer CIP 50 X (Tris-HC 5 mM, pl 8.5, EDTA 1 mM), | gl de inhibidor de
RNasa (10 U/ul en HEPES-IKKOI 20 mM, pH 7.6, IKCI 50 mM, DTT 5 mM, gheerol
50%), 1 pl de CIP (Calf Intestinal Phosphatase, 10 Wl en Fris-HCL 25 mM, pH 7.0,
MaCly 1 oM, ZnCly 08 mM, glicerol 50%) y 2 pd con agua tratada con DEPC, Para
el control se wtilizd | pg de RNA total Hela v el volumen de reaceidn se ajustd a 10
pdocon agua tratada con DEPC. La mezeld se agitd suvemente con pipeta ¥ con
vortex v ose centrifugd o 13200 x g Se ineubd por 1 b a 50 °C, se centrifugd

brevemente ¥ se coloed en hielo,

Al RNA tratado se agrepd 90 pl de agua tratada con DEPC v 100 plb de
fenobiclorofome (fenolcloreformo;aleohol isoamilico, 25:24:1; S-hidroxiguinaleina
0,1%) y se mezeld vigorosamente por 30 segundos en vorex y se centrifugd a 13200
X g por 5 minutos a temperatura ambiente. La fase acunsa superior se transfirid a un
microtube nueve y se aftadid 2 ol de glucdgeno (10 mp/ml), 10 gl de acetato de
sodio 3 M, pH 5.2, se mereld v ose agregd 220 pl de etanold ol 5%, se mezcld de
buevn en vortes brevemente vy se incubd a <2000 toda la noche, Despuds se
centrifugd a 4°C por 20 minutos a 13200 x g, Bl sobrepadante se desceartd y el pellet
s Javd con 500 ul Jde etano) al 75% invirtiendo varias veces v aghando brevemenle.
Despuds se centrifugd a 4°C por 2 minuos, se retird el elanol y se repitid el lavado.
Bl pellet se seco por 2 minwos a femperptura ambiente y 2 minutos en SpeadVae v
postertormente se resuspendio en 7 pb de agua tratada con DEPC para proceder a la

remocidn de b estructura det Cap.

Remoeion de Lo Estraciura dek Cap de los RNA Mensajeros
Pespués de Ly defosforilacion y precipitacion del RMA, se le realizd la remocion de
la estruchura del Cap de los RNA mensajeros a 4°C en bafo de agua-hielo. Se

witizaron los 7 pd de RNA defosforilado, 1 al de buffer TAP 10X (acetato de sodio



0.5 M, pH 6, EDTA 10 M, (-mercaptoetanst 1%, Triton X-100 0.1%), | b de
inhibidor de RNasa, T ul do TAP {Tobacco Acid Pyrophosphatase 0.5 Ll en Tris-
HCT 1O mM, pH 7.5, NaCHO.U M, EDTA O miM, DTT L mM, Triton X-100 0.01%,

ghicerol 30%), teniéndose un volumen final de regceidn de 10 l,

Esta mezela se agitd suavemente con pipeta y vortex, se centrifiigd a 13200 x g por 8
sepundos v se tneubd a 37°C por 1 Iy después se centrilugd a 13200 x g por 5
seghndos y se colocd en higlo, Seguidamente se procedid a precipitar el RNA de la
forma deserita anterionmente, a excepeidn del Uempo de secado del pellet de RNA, ¢
cual se redufo a2 pinutos a temperatura ambiente. Bl pellet se resuspendié en 6 1)
de agua talada con DEPC y se veatizd 1a Hgacion de un oliponuctedtido de RNA a
les RINAs o Jos cunles se les removid fa estructura del Cap en el extremo 5° del

mensije.

Ligacion del Oligonueledtido de RNA

A5 g de oligonueledtido de RNA Gene Racer lofilizado (5" COACUGGAGCA
COAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAAL'), se lo agregd los 6 ul
de RINA a los cuales se les hizo remoeion de la estructura del Cap, el oligo de RNA
se resuspendio y se centrifugd a 13200 x g por 8 segundos para coleclar el contenido
en ¢l fondo del tubo, La mezcla se incubd a 70°C por 5 minutos para refajar Ia
estructura seeundaria, se coloed en hielo por aproximadamente 2 minutos v se
centrifugd a 13200 x g por § sepundos. Se mezeld buffer T4 RNA ligasa 10X (Tris-
acetato 330 mM, pll 7.8, acetsto de potasio 660 mM, acetalo de magnesio 100 mM,
DTT 5 mM), | ) de inhibidor de RNasa (10 UAdy, 1l de T4 RNA ligasa (5 Uil
en Trig-HC 50 mM, pH 7.5, NaCHO M, BDTA 00 mM, DTT 1 mM, Triton X-100
. 1%, glicerol 50%), tenidndose un volumen final de reaceidn de 10 pd, La mezela se
ineubo 1 ha 37°C, se centrifugd a 13200 x ¢ por 5 segundos, s¢ colocd en hielo, se
procedid con la precipitacion del RNA de Ja manera ya descritn amteriormente, el
pellet se resuspendio en 12 upl de agua tatada con DEPC y se procedid con la

Iranseripeivn reversa,



Transeripeion Revers:

Alos 12 1) de RNA al cual se le ligd el oligonuciediido de RNA se¢ e agregd | pl
de olige d1T (OCTOTCAACGATACGCTACGTAACGOCATGACAGTGT))y)
400 np/pd v 1 ul de hexdmeros arbitranios (random hexamers) 100 ng/ul, se
neubd a 70°C por 5 minuwtos v se colocd en hielo por 2 minutos, se centrifupd a
L3200 % g por § segundos y se agregaron Jos siguientes componentes: 1 ul de
mezela de dNTPs (25 mM cada uned, 2 pd de buffer RT 10X (Tris-HC) 250 mM,
P 8.3, MgUl: 50 mM, KC 300 mM, DTT 20 mM), 1wl de AMV-RT {(Avian
myeloblastosis virus reverse transciptase, 5 U/l en Toslat de potasio 200 mM,
PTT 2 mM, Triton X-100 0.2 %, plicerol 50 %), 1 ) de inhibidor de RNasa
(10 Uiy, teniendose un volumen final de reaceidn de 20 pl. Se imcubd a 42°C
por 1 h oy después a B3°C por 15 minutos, se centrifugd a 13200 x g por §

segundos v se puardd o -20°C hasta su uso para amplificar fragmentos de DINA,

Amplificacion de Extremos de cDNA y Reamplificacion de Fragmentos de DNA
por Nested PCR

] DDA obtenido por transeripeion reversa se diluyd dos veces, tanto ¢l obtenido a
partiy del RNA de hepatopidncrcas como el del control, tenjendo con ésto un volumen
di A0 p] para cada unag, Este cDINA proviene de 5 pg de RNA wtal, correspondiendo
a una concentracion de 125 ng/pl del RNA total original. Para amplificar ¢l
ragmiento de DNA correspondivnte al extremoe 57 del gen que codifica Ja enzima
catalasa de  Poannamed se wilizd: 1 gl de oligonueledtido  GepeRacer 5
(3 COACTOOAGUAL GAGGACACTGAYY 10 M, 4 ub de oligonueledtido
CatnRy 6.6 uM, 10yl de ¢cDNA diluido de hepatopinereas, 10l de buffer de PCR
ST ris-HOE 300 mM, pH 85, (NFLOLSO, 75 mM, Mol 12,5 mM, Trion X100
001 %6, 4 pb de mezela de dNTPs 10 mM eada vno, ol de DNA polimerasa
Thermaozyme 1 L (havitrogen, Carlsbad, CA, USA), v 20 pl de apun estéril, para

lener un volimen linal de reaccidn de 50 pl
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Para amplificar e fragmento de DNA correspondiente al extremo 37 del gen gue
codifica la enzima catalasa de P vanamed se realizd una reaceion de PCR igual
a la anterior, a excepeion del par de oligonucledtidos, siendo 1 pl del
oligonuctedtido GeneRacer 3 (3 GUTGTCCAACGATACGCTACGTAACGS )
PO UMy 3l del oligonucledtido especifico CatnPw 20 1M el par gue se utilizé
v 21l de apun estéril pard tener un volumen final de reaccton de 50 pl, Las

condiciones de corrida fueron las def programa 2.

Como control se hizo wna amplificacion de tos exiremos 5’y 3'det gen de la peacting
de células Hela, La ampiificacion del extremo 57 tuvo los misimos componentes
aplerores a excepeion del par de oligonucledtidos v el DNA wilizado come maolde,
stiendo éstog 1l del oligonucledtido GeneRacer 87, t pl del oligonuclesdtido contrl
B (5GACCTGGCCOTCAGGUAGOTCGI™Y 10 M, 4 1l ded ¢cDNA diluido y 32
pb de agua estéri] para tener un volumen final de reaccidn de 50 pl. Para ha
amplificacion del fragmento deb extremo 37 del gen de la f-acting se usaron lambién
tus mismas condiciones que para el extremo 57 del mismo pen, a excepeion del par
de oligonucledtidos y fo cantidad del DNA molde, siendo éstos 1 ul del
ofigonucledtido  GeneRaocer 37, 1 pl del  oligonucledtido  contral A
(3 GOTCACCATGGATGATGA TATCGC3™) 10 nM, 1 pl deb cDNA dilyido v 28

plde agua esténl para fener un volumen final de reaccion de 50 pd,

Las condiciones de corrida fueron 94°C por 2 minutos; 5 ciclos de 94 °C por 30
segundos y 72 € por 1 minuto; 5 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 70 °C por 30
segundos v 72 °C por 1 minato, 20 cielos de 94 °C por 30 sepundos, 68 “C por 30
segundps y 72 °C por T minuto; 72 °C por 10 minutes; 4 5C hasta su uso. A eslas
condiciones de corrida se le denominard de squi en adelante como programa 3. Los
producios de PCR se analizaron por eleciroforesis en pel de agrosa al 1.2 % en donde
se analizaron 10 pl de cada reaceion y se mcluyd el estandar de DNA 1 Kb fadder, B

pel se o y fotogralio bajo luz UV como anteriormente se decribia,



Parg obtener el extrema 57 de eatilisa Rue necesaris una reaceion de PCR anidada
(Nestd PCR), Ta cual se realizd ysando 3 pl det obgonueledtido GeneRacer 5 Nested

(GUGACACTOATA TGOATUTOAAGGAGTAT) 10 uM, 4 pl del oligonucledtido

CalnRy 6,0 M, 1 ul de la reaceldn de PCR inictal, 10wl del buffer de PCR 58X
(Tris-FCT 300 mM, pH 8.5, (INHLD50: 75 mM, MpCl 12,5 mM, Trion X-100 (.01

Yo 4wl de mercly de dNTPs 10 mMocada upe, Topd de DNA polimerasa
Thermozyme T Ll v 29 1l de agua estén] para an volumen Ninal de reaceion de 50
o Pare la PCR anidada del extremo 37 de catalasa se ulilizd 1 opl del ohgonucledtdo
CeneRacer 3 Nested (3" COCTACGTAACGGUATOACAGTGIY 10 uM, 3 il del
eliponueledtido CatnFw 20 uM, 1 pl de a reacceidon de PCR inicial (05), 10wl del
buffer de PCR 5X ("'l":‘i.»;—l--] CE3O00 mM, pH 8.5, (NHD.504 75 mM, M,gg(]l]fl 1205 mM,
Triton X-100 007 %), 4 p) de mezcla de dNTPs 10 mM cada uno, 1wl da DNA
polimerasa Thermaozyme T U/ y 30 pb de agua estéril para un volumen final de

veaccion de 503d. Las condigtones de corrida fueron las del programa 3.

Se realizd una segunda reaceion de amplificacion del extremo 5'del pen de catalasa
del camardn blanco P vannamer, para ello se Hevd a cabo una nueva oblencion de
cDNA (Set 1) o partir de 5 pg de RNA ol de hepatopancreas, al gue se e dio o
mismo ratamiento ya deserito, ef cual conststid en una delosforilacion, remocion de
ba estructura ded Cap de Jos wensajes completos, a hgacion de wn oligonucledtico de
RNA {GeneRacer RNA oligo) a los mensajes a los cuales se les bizo fa remocion de
la estructura del Cap y posteriormente fa transcripeion reversn, Este ¢DNA se
precipitd wiilkzando 110 de volumen de acetato de sodio 3 M, pH 5.2, v 2 voltimenes
de etanol absoluto frio, se incubd a 80 *C por 30 mimmos, se centrifugd por 30
minatog a P3200. g a 4°C, se relivd ¢l sobrenadante y el pellet se lavd dos veces con
elanol al 70 % frio, contrifugands 5 minutos a 4°C cada ver, se seed en un SpeedVae

por 1 minutos v se resuspendio en 80 pl de agua estél,

Para esta amplificacidn se ulilizd topl del oligonneledtido GeneRacer 3°, 4 pl del
aligonueeiedtido CatnRy 6,6 pM, 2 ) del cDNA (equivalente a 125 ng del RNA total

original), 4 pl de mezels de dNTPs 10 mM eada uno, 10 pb del buffer de PCR 53X



(Tris-FCT 300 mM, pH 8.5, (NFLLSO, 75 mM, MpCly 125 mM, Triton X100 0.01
Yok 1l de s enzima Thermozyme 10 U/RLy 28 plde agia estéri] para un volumen

final de 50 ul Las condiciones de amplificacidn fueron Las del programa 3.

Para [a reamplificacion anidada del extramo 57 de catalasa, se utilizd 1l del
oligopucledlido Geneltacer §° Mested 10 pM, 4 0l del oligonucledtido CamRy 6.6
(Tris-FC) 300 mM, pH 8.5, (NH):50, 75 mM, MaCly 12,5 mM, Triton X-100 0,01
o 4 ul de mezela de dNTPs 10 mM ocada uno, 1 opd de DNA polinmerasa

Thermozyme 10 ULy 29 ul de agua estéri] para un volumen final de reaceidn de 50 pl,

Para amplificacion det fragmento correspondiente al exirenio 37 del cDNA de
citalasa, se usaron los siguientes componentes: 4.5 pd de oligonocledtide CanFw,
Pl de oligonucledtido GeneRacer 37, 3 pl de ¢DNA (equivalente o 187 ny del
RNA total original), 10 ul de buffer PCROSN (Tris-HCE 300 mM, pH 8.5, (NH 050,
75 mi, Mgl 1225 mM, Triton X-100 3,08 %), 6 pl de mezcla de dNTPs 10 mM
cada uno, 1.5 pl de enzima Thermozyme 10U y 23,5 i de agua estéril para tener
un volumen final de reaccion de 50l Las condiciones de corida fueron tas del
programn 2. L ragmento de Ld Kb se punificd por electroforesis en gel de agarosa
de bajo punto de fusion, en el cual se cargaron 35 pl y el gel se Lid con bromuro de

ctidio y sc wmd Iy fotogralia de la manern ya descrit anteriormente,

Ea banda se cortdy del gel con espitula estéril v se purificd por columnas QFAGEN,
de ba munera ya deserita anlerionmente, B DNA contenido en el volumen de elusidn
se goncentrd hasta 5 opl oy se usd para reamplificacion como siguer 4wl del
oligonucledtido CamPw, 1 pl del oligonieledtido GeneRacer 37 Nested, | pt de
DNA, 10 1 de buffer SX (Tris-HCE 300 mM, pl 8.5, (NH LS04 75 mM, MpCly
125 mM, Triton X-100 0.01 %), 1 opb de enzima Thermozyme 10 Udul, 4 pl de
mezela de dNTPs 10 mM cada uno y 29 pl de agoa estéril para tener un volmen

final de reaceidn de 50 pl. Las condiciones de corrida fueron fas del programa 2,
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Obtencion de Recombinantes RACEH

La clonacion del producto de PCR corvespondiente al extremo 5 del gen de catalasa
de £ vannamer oblenido por RACIE se realizd de acuerdo a u téenica de AdvanTAge
PCR Clomng (Clontech, Palo Allo, CA) Bl fragmento purificado se sometio a
rtamiento con Tag polimerasa para asegurar Ja adicion de adenina terminal en ¢l
extremo 37 (refreshing), para ello se agregd 2yl de builfer PCR JOX (KCEH 500 mM,
Tris-HCH 200 mM, pl 8.4), 3 pl de MpCl 25 mM, 1.6 0 de mezela de dNTPs 10
mM cada o, 12wl de DINA, Tl de A-Tag, 0.4 pl de agua, para un volumen fingl
de reaceion de 20 pl, se incubd a 72 °C por 200 minutos, EF DNA se precipitod con

elanol v se resuspendio en 12 b de agua estér)),

R estos 12yl se tomd 2 para g al vector pT-Adv de acuerds a Ja siguiente
teaccton: Tl de buffer de lgacidn 10X (Tris-HC 60 mM, pld 7.5, MpCly 60 m,
Nalll 30 mM, BSA 1 mg/ml, f-mercaptoctanol 70 mM, ATP 1 mM, ditiolreitol 20
mM, spermiding 10 mM), 2 b de producto de PCR, 2 pl de vector pT-Adv (25
gy 1ol de Td DINA digasa (40 W/ply v 4l de agua para tener un volumen final
de reaceidn de 10 b Se incubd a 14°C wda 1a noche, se centrtugd brevemente v se
coloed en hielo, se tomd 2 pl de esty reaceion de ligacion y se agregaron a 30 pl de
célidas competentes [ coli TOPIOE, las cuales se descongelaron previamente en
hielo, La repccion de ligacidn mds Jas células se incubaron en hiely por 30 minwos,
se sometid a chogue wrmieo por exactamente 30 sepundos a 42 ¢ en bafio de wzun,
sin mezelar ni agitar, después se coloed en hielo por 2 minulos y ge agregd 250 ul Je
medio SOC a temperatura ambiente, se incubd a 37 °C por 2 h a 225 rpm en un

agttador,

Posteriormiente s¢ esparcteron 75 y 200 ul sobre iy superficie de dos placas con
medio LB (NatZd 10 %, triptona 1.0 %, extracto de levadura 0.5 %%, agar 1,5 %, pld
Th-kanamicina 50 pg/ml-40 pl de PTG 100 mM-40 pl de X-Gal 40 meiml. Las
placas se ncubaron a 37 °C por aproximadamente 18 B hasta que las coloniag fueron

visibles.



Para ta clonacion del agnento de 1.4 Kb se procedid con el sseguramionto de la
adicton de adening tenminal en el extremo 3, incorporando  los  giguientes
compponentes: 0.5 ul de buffer PCRTOX (KC 300 mM, Tris-HC 200 mM, pld §.4),
075wl de MpCl, 25 mM, 2 pl de DINA puriheado, 0.5 pl de merzela de dNTPy 10
il cada une, 0.5 pl de DNA polimerasa K-Tug recombinate, (0,75 p de agua estérd
parg tener un volumen final de reaccidn de 5 pd y se incubo por 20 minutos a 7270 en
bafio de agua, La clonacion se llevd a cabo de acuerdo al protocolo de pGEM-T Basy
Vector Bystem |, descrita anteriormente, s¢ afadio 5 pl de buffer de Heacion 2X, 0.8
b de vector pUEM-T Hasy (50 np/pd), 3.2 pl de DNA, Tl de T4 DNA Jigasa (3

L), teniéndose w volumen final de reaccidn de 10 pl.

Despuds se procedid con fa transformacidn de 30 pl de células electrocompetentes
TOPTO (Invitrogen, Carlsbd, CA, USAY, wilizando un eleciroporador {Gene Pulser
H, Bio-Rad,CA, USA) usando 400 €2, 25 uF v 2.5 kY, Se afiadid 250 pd de medio
SOC (S0, glucosy 20 mM) y seincabd a 37°Cpor 1l a 225 vpmen un agitador, Se
esparcieron 50, 100 y 180 pl en placos gue comtentan medio LB (NaCl 1.0 %,
riptona 1.0 %, extracto de levadura 0.8 %, agar 1,5 %, pH 7)-ampiciting 100 g /m]
y A0 pl de IPTG 00 m y 40 pl de X-Gal 40 my/mi, Las placas se incubaron a

377C por aproximadamente 18 I hasta gue Las colonias fueron visibles,

Andlisis de Recombinantes y Extraecion de DNA Plasmidico

Para el andlisis de clones potencinles positivos correspondientes ol extremo 57 del
gen se scleccionaron 6 coloniag, 1 blanca y 5 azules, cada coloma fue picada con un
padillo de maders estéri] y se inoculd en 3 ml de caldo de cultive LB (NaCl 1.0 %,
riptona 1.0 %, extracto de levadura 005 %, agar 13 %, pll 7)-kanamicina 50 j/ml,
Yara el clon potencial positive del extrermno 37 correspondiente o) fragmento de 1.4
Kb, se seleceionaron 6 colomias blancas y se inocularon en 3 ml de caldo de cultivo
Ternfic (Triptona 1.2 %, extraclo de levadurs 2,4 %, glicerol 0.4 %, KIH.PO 17
mM, KaHPO: 72 mM)-ampiciling 100 pgiml A dos cultivos llquidos se les dio el

tratamiento para electroforesis de DNA superenrollado ya descrito anteriormente. De
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los clones que resubtaron potencinles positivos on el analisis witerior se hizo
extraccion de DNA plasmidico de la manera ya descrita anteriormente v log pellets se

resuspendieron en 30 pd de agua estéril,

Digestion de los Recombinantes RACE con FeoRl

La digestidn del plismido correspondienle al extremo 3° del gen se levd a cabo
utitizando 3 pl del DNA del clon potencial positive y se inculd con 0.5 pl de Ja
enzima LeoR1 (10 Udpl), por 15 ha 37 °C en bafio de agua, mientras que para la
digestion del plismido correspondiente  al extremo 37 del pen, se utilizd DNA,
plasmidico de 6 clones  potencinles que wo  hablan  sido  extraidos  eon
fenaliclorolformosalechol isoamilico, i los cuales se les hizo tal purilicacion después
de Ia digestion; para digerir se utilizo 3 g de DNA plasmidico v se ineubd con 0.3 1

de b emzima SeoRT (10 Uil por 1.5 ha 37°C ey bafo de agua,

Secuenciacion y Andlisis de Secuencia

Para a secuenciacion de tos plismidos, se considerd aproximadamente |y (0.2
pa/pd) del DNA - extraido con fenob-cloroformo para cada muesira v se envid o
secuenciar con los ofigonucledtidos MI3F (sentido) v M3 R {antisentido) al
Laboratorio de Bvolucion Motecular y Sistemitica (LMSE) de la Universidad de
Arizona, wdemis, ol clon comespondiente al extremo 3 del gen, también se
secuencid con el oligonucledtido Catn2Ryv v el del extemo 37 con ¢l Cam2Fw. Las
secuenciag nucleotdicas se compararon v alinearon contra olras depositadas en base

de datos de banco de genes, de la nranera deserita anleriormente,

Reterminacion del Tamano def Mensije de Catalasa pormedio de Nosthern blot

Parn la determinacion del tamaho del mensaje de catalasa se utilizaron 8 pg de RNA

mensajero extraidos & partir del RNA total proveniente del tejido hepatopancreas.



Parva ba extraceion del RNA mensajera se siguid el protocolo de Dynabeads Oligo
Ty 25 (Dynal, Oslo Noruega), Los Dynabeads Oligo (d7) son esferas magnéticas
que tienen unido covalentemente una cadena de 23 nucledtidos de deoxitimidinas,
permmtiéndose la unidn entre éstos y la cadena polisdeniladn de los mensajeros.
Primeramente, los Dynabeads Oligo (d7) se acondicionaron restspendiendo ef stock
y ranstiriendo 250 ul a up microtubo de 1,5 ml libre de RNasas gue se coloed en un
magnelo (Dynal MPCE) y se removid el sobrenadante después de 30 sepundos, 1
tibo se retird del magnetoy y fos Dynabeads Oligo (d71) se resuspendieron en 100 )
de buffer de unidn 2X (Fris-BCL 20 mM, pld 7.5, LiICEH 1O M, EDTA 2 mM), se
mezcld en vortex, se coloed en el magneto, se relivd el sobrenadante, se repitid el
lavado y se resuspendid en 100wl de buffer de unidn 2X (Tris-HCT 20 mM, pH 7.5,

LACT 1O M, EDTA 2 mM).

Lamuestra de RNA tofal (1128 pg, 3,76 ug/nl) se ajustd a un volumen de 100 4l y
se calentd a 65°C7 por 2 minwos on baio de agua, despuds se puso en contacto con
los Dynabeads Oligo (d7T) resupendidos en el buffer de unidn v se mezcld por 5
minuios en viérlex cada minuto. Despuds se coloed en el magnelo v se relird o
sobrenadante, el complejo Diynabeads Olipo (dT)-RMA mensajeros se lavd 2 veces
con 200G pb de buffer de Tavado (Tris-HCEH 10 mM, pH 7.5, LiC1 015 M, EDTA |
M), Lacelusion se hizo en 20 pl de agua tratadn con DEPC, calentando por 2
minutes a4 65°C en bafio de agua, Lo exiraccldn se ropilid 4 veces mis v los

volumenes de ehieion se juntaron y se concentrd a bl en un SpeedVae,

Para evaluar Ta concentracion del RNA mensuwjers, se tomd 1wl v ose hicieron
diluciones  seriadas  1:10, 1100, 11000 v se compard  visuahnenle  contra
concentraciones  conocidas  de estindar de RNA  {(0.24.9.5 Kb, Gibeo BRI,
Ganthersburg, USA) 800, 600, 400, 200, 100, 30 v 10 ne/ut, por medio de fa téenica
de cuantHicacion por ensayo en placa con bromuro de etidin (Yepiz-Plascencia,

2000,



Inmovilizacion de RNA Mensajero en Membrany

ETRNA mensajers se separd por electrofovesis en gel de azarosa-formaldehido como
anteriomiente se deseribid y ¢l RINA se trasnfintd a membrana Hybond de acuerdo al
protocolo de VacuGene XL (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), Para ello, se
recortd una menthrana de nylon, del mismo tanafo del gel v s¢ sumergld por 20

minutos en solucion 20X SSC (NaCl 17,5%, citrato de sodio 8,82 %, pH 7).

La membrana se colocd en la camarn de fransferencia y ¢ gel se coloed sobre la
membrana, imediatamente después se agregd sobre Ja superfcre del pel suficionte
agua para cubrirlo por 5 minotos, haciendo vaeio a 55 mbar, Se retird ef agua y se
agregd solucion alealina (NaOH 500 mM, NaCl 10 mM) de la misma maners v se
hize vacio por 3 minutos a 55 mbar, v se retird esta solucidn, Se agrepd solucidn
neutralizadora (Tris-ICT 0.1 M, pH 7.4) subiciente para cubrir la superficie del gel y
se hizo vacio a 55 mbar, ¥ se relird esta i solucidn, Después se agregd abundante
solucion de transferencia 20X 88T (NaCl 17.5%, Tris-citrato de sodio 8,82 %, pi 7)
suliciente para cubrir 2 veces o altura del gel v se hizo vacio a 55 mbar por 1 hr.
Después se lavo Ja membrana en Buffer 2000 S5C (NaCl 17.53%, citvato de sodio 8.82
%, pH 7) por 2 minwos y se entrecruzd utilizando el programa C3 {150 mjoules) en

wn erosshinker,

Generacion de Sonda Homdloga Radioactiva Marenda por Random Primers

El marcaje de o somda se hizo por el método de random primers (Cibeo BRI,
oy . R T Ay g ey
Gaithersburg, MD, EUAY incorporando nuclestidos marcados con [a'*PJdCTp
{Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden), con el fin de utilizarla para hybridizar

con el RMA mensajere inmovilizado en niembrana,

Para eb marcaje se utifizd 3 pl del oligonueledudo CatnlFw 200 pM, 4 pl del
oligonucledtido CatnRy 6.0 pM, 2 ul de dATP 0.5 mM, 2l de dGTP 0.5 mM, 2
de dTTP 0.5 mM, § ub de [a™PICTP (Amersham-Pharmacia, Uppsala, Sweden) 1)

mCml, 6000 Ciammol, 15 pb de random primers (02,00 260 mm 18 Udml en HEPES



0.07 M, Tris-HCE 017 M, MpClL 17 mM, 2-mercaptoctanol 33 mM, BSA 1.33
mg/ml, it 6.8), 2.5 plode DNA (producto de PCR 265 purificado, 10 ngpl,
previamente desnaturalizado o 100°C por 5 minutos), 1w de Klenow 2 U/l
(Bochringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA), 135 pl de agua para tener un
volunten final de reaccion de 50 pd, se incubd por §ha 25°C y se afiadié 5 pt de
solucton stop. ED producto de la reaccion se precipitd con etanol absolulo v se
resuspendis en 30 pl de agua estéril, se tomd 1l vy se aplicod al filieo de b de

vidrio pary cuanbificacion en contador de cenlell oo,

Hibridizacion de Sonda

Lo mtembrana se prehibridizo por 30 minutos a 65°C en bafio de agua en solucion de
pre-hibridacion (SSC SX, solucion Denhardt’s 3X, $DS 0.1 %, 100 ug/m) de DNA
de esperma de arengue previgmente desnaturalizado a 100°C por 10 minutos en bajlo
de agua y puesto en hielo hasta su uso). Despuds se hibridizo por 22 b en 10 ml de
solucion de hiridacidn (S5C 5N, solueion Denhardt’s 3X, SDS 0.1 %, 100 paiml de
DNA de esperma de arengue y H27X10" cpm totales de sonda radionctiva
previamente desnaturilizados a TOOC por 10 minutos en bado de a Bu) a 65°C en
baio de agia, Com controles positives se utilizaron 1) ng del plasmido pPVCat-1 y
200, 108 v 10 ng del producto de PCR 265 y come control negativo se utilizd 10 ng

de un clon de HDL,

Despuies de by hibridacion, Jas membranas se lavaron 2 veces por 15 minulos a
femperatury amblente en solucion S5 2X, SDS 0.4%, 2 veces por 15 minutos a
O0°CT e soluecidn S5 2X, SDS 0.5 %4, 1 vez por 15 minutos a 60 °C en solucion
S5C02X, SDS 0% v 1 vez por 15 minutos a a 68°C en solucidn 85C 01X, 5§
O %o, La membrana se expuso a pelicula de rayos X Biomax por 456 h v se reveld
por & minutos en solucidn reveladora (Kodak), se favd en agua destilada por 30
segundos, se 11j6 por 10 minulos en solucidn fijadora (Kodak), se lavd en agun

destilada por 30 segundos y finalmente se lavo con agua desiontzada,



Determinacion del Tamano del Mensaje de Hemocianina de P vannamed

La determinacion del tanaio del mensaje de hemocianing de 22 vannamei se realizé
comeo wi eontrol del proceso de la téenica de Novthern blot, Para ello se realizaron 2
aislamientos de RNA mensajero a partir de 1128 g de RNA tolal de hepatopancrens
cada vez, de acuerdo al protocolo de Dynabeads Oligo (dT) 3 (Dynad, Oslo
MNorbega), Los volomenes de elusion se juntaron v se goncentrd & 11 gl en un
SpeedVae y se tomd 1l para cuantificaeion en placa por medio de la téenica de
cuantificuion por ensaye en phica con bromuro de elidio (Yepiz-Plascencia, 20009,
Porg 1o immevilizacion del RNA mensajero en membrana, primero se corrid una
clectroforesis de RNA en gel de agarosy-formaldehido de la maners ya deserita
anferiormmente y se translivid de acuerdo al protocely de VacuGene X1 (Phanmacia

Riotech, Uppsala, Sweden),

La somla que se wilizd se marcd con digoxigening por PCR, ETDNA molde que se
utilizo se obtuvo por PCR de acuerdo a la sigwiente reaceion ;3 ph de bulfer PCR
TOX (WG 300 mM, Tris-ICT 200 mM, pH 8.4), 7.5 gl de MOl 25 mM, 4w de
mezcla de dNTPs 10 mM, 1 oul de oligonucledtide sentido HEMIF 100 pM con las
siguientes caracteristicas: 81.5°C de temperatura de alineactén, la posibilidad de
formacién de estructura secundasia es débil, no forma primer-dimeros y 1a secuencia
es S GUUAATTCCATATOTTTCAGOTGGCCAGTGCAGATGE vyt il de
otigonuciedtido antisentide HEMR 100 pM con las siguientes caracteristicas: 78.9°C
de temperatura de alingaetn, ta posibilidad de que Torme estructura secundaria ey
débil, no forma primer dimeros y 1o osecuencia es S'CGCGGATCOCTTAATG
secyeneia del GenBank con nimero de scceso GI 834402. Se corrid una
clectroforests en pel de agarosa al 1% y el fragmento de 2 Kb correspondiente se
purificd cortando la banda del gel v el DNA se extrajo con fenol de acuerdo a

(Ausulrel g gl 1995),
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Para @l marcaje se incorporaron los sigiienies componentes: 10l de buffer PCR
HOXCCRCT 500 mM, Tris-J1CT 200 mM, pl 8.4), 15 de MgCl; 25 mM, 3.3 ul de
dig-dUTE 1 pmobpl, 1,67 pl de dTTP 10 mM, 2 pl de SATP 10 mM, 2 pl de dCTP
10 mM, 2 plde dGTP 10 mM, T pl de oligonucledtido HEMF 100 uM, | ul de
oligonuciedtido antisentido HEMR 100 1M, 3 ul de DNA {fragmento porificado de
la reaceion de POR 42), 4 pl de K-Tug v 55,03 pl de agua estéril para tener un
volumen final de reaccion de 100 pl Las condiciones de comida fueron las del

prograna 1.

La cuantilieacion de la sonda se hizo de la forma ya deserita para sonda marcada con

digoxigenina y el RNA mensajero (1 pg) inmuovilizado en membrana se prebibridizé

por 125 It en solucidn de prehibridacion (SSC SN, N-laurtlsarcosina 0,1 %, SDS
0,02 %, reactive de blogueo —aparentemente Teche en palvo-1%0) a 68°C en bafio de
agua y despueés se retird esta solucidn y se agregd § ml de Ja misma solucion v 5 ol
de sonda 100 ng/rl previmmente desnaturalizada a 100 °C por 1O minutos v se ineubd
por 16 h a 68 °C ¢n bafto de agua, Bl control negative fue 200 ng de a veaccion de
PCR 265 (proviene de pPVCat-1) y 243 ng de up clon de hemocianina XF2.3 (Felipe
Ortega, 20000, Despuds de Ja hibwidacion, las membranas se lavaron dos veces por 3
minutos cadia vez a temperatura ambiente con una solucion de SSC 2X, SRS 0.1 % y
dos veces por 13 minutos cada vez o 08°C con una solucion 8SC 01X, S8 0.1 9%,
La deteceion se flevd a cabo como anteriormente se deseribid para la coantificacion

de Ja sonda de catalasa marenda con digoxigenina.

Determinieion del Mensaje de Catalasa en Diferentes Tejidos por RT-PCR

Lt delecceion del mRNA de catalasa se hizo por transeripeion reversa y PCR (RT-
PCR), utilizando cDNA equivalente a 60 by de RNA mensajero de hepatopaneraas,
misewle y brangueas, estimados de acuerdo a la relacion que dice gue el RNA

mensajero representa un 3% del RNA total (Dynabeads,Dynal, Oslo, Noruega),
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Lat wbteneidn de oldNAs se hizo por RT-PCR de ha forma deserita anteriormente. Por
otro ludo, también se probd cDNA equivalente a 1.32 ng de RNA mensajero de
hemocitos ¥ ¢cDNA equivalente a t.5 ng de RNA mensajero de hepatopdnerens, La
obtencidn de éstos se hizo por RT-PCR partiendo de 200 ng de mRNA de
bepatopdnereas ¥y 40 ng de mENA de hemocitos, a los cuales se les agregd, de
manera separada, b ul de olige dT 1 pM, se Nevd a un volumen de reaccidn e 5
y e ineubd o 70°C por 3 minulos y se coloed en hielo por 2 nunutos. A esta mezcla
se e agregd 2 pl de buffer de primera cadena 5X (Tris 250 mM, pH 8.3, MpCl, 30
mivl, KOCE375 mM), 2l de dNTPs (5 mM eada uno) v Tl de enzima (ranscriptasa
reversa MMLY (200 Udul) v seineubd por 1T h a 42°C y posteriormente 10 minutos a
15y despudés se colocd en hielo. Las amplificaciones se hicieron con oy

oligonucledlidos especilicos CatmPw v CatnRy v con el programa 2,



RESULTADOS Y INSCUSION

Clonacion v secuenciacion det Fagmenty intero del eDNA de catalasa

Parn obtener fa seciencia nueleotidicn completa del ¢INA de catalosa del camarén
blanvo P2 vamnamed, se ulilizé clonacion de fragmentos intermos amplificados por
PCR usando oligonucledtidos degenerados, bisyueda por hibridizacion en banco de
penes de cDDNA de hepotopinereas v RACE, en wodos Jos casos usando como

material injcial mRNA de hepatopdnereas.

Los oligonucledtidos  degenerados CATs (sentide) y CATas (anlisentido) se
disediaron en base a que la catatasa es wna proteina muy conservada, Se consideraron
las secuencias aminoacidicas de catalasas de homano vy moses de Ja {ruta con
nimeros de acceso en GenBank Np_001743 vy PI7336 respectivamente. Las
sectencias correspondientes a este par de oligonucledtidos que se encontraron en la
secuencia mucleotidics determinada, se enlistan en o Tabls 1. La reaceion de
amphlicacion generd wna sola bandade 0.9 Kb v corresponde al tamaio de

Fragmenlo esperado (Frgur TA),

Elragmento de 0.9 Kb amplificado por PCR. se elond en el vector plasmidico pGEM
T Easy, Hste sistema tiene et gen foed que codilicn para ba -galactosidasa. Bswe
gen se interrumpe ¢ inactiva al insertirsele un Dagmento de DNA, Bsto hace
que fas bacterfas al no tener ta f-galactosidaga [uncional no puedan degradar el
Shromo-d-clore-3-indolyl-beta-D-galactosido (X-Gal), ko que facitia b identificacién de
recombinantes por cofor, Lus colonias azwles gensralmente corresponden a clones sin
serty vy aguellas colonias que no generan el color azul representan clones con

inserto {Garrett & CGrisham, 1993}, sin embargo puede haber excepeiones, cuando se

2l



generan recombinantes de color azul como resultado de Ja insercion en marco de
lectura continuo con JacZ generindose una proteina de fusidn funcional que
modifica of sustrito X-Gal (Promega, Technical Manual No. 042) o por tiempo de
inculsacion de las bocterias. Las colonias se analizaron por migracion de DINA
superenrollado en donde se observd una migracion retardada del DNA provenienle
de 2 colomias azules, comparado con el DNA de colonias blancas (Figura 113). Lo
anterior explica por qué fug posible encontrar ¢l clon de inrerés en colonias azules de

céhdag TOP 10 F' Eeoli transformadas par chogue térmico.

Dos clones potenciales positivos, 7 y 13, se eultivaron y el DNA plagmidico se aishs
por el método de lisis alealina, el cunl fue digenido con FeoRY vy Norl para Tn
liberacion y estimacion del tamafto deb inserto, Ndel, Sacl, Apal, Spel, Psrl, Sall se
seleccionaron en base que sdlu existe unh sitio de restriceion en el veclor v fueron
wlilizadus para buscar sitios especificos de carte en el DNA insertado @ identificar
posildes diferencius entre clones; (Garrett & Grisham, 1995; Lewin, 1997). De odas
las enzimas utilizadas, s6lo LeoRl digird el clon, Hberando dos fragmentos, uno de
680 pb v otro de 220 pb cuya sumatoria es de 0,9 Kb (Figura 2). No se encontraron

siting internos en ¢l agmento para las otras enzimasg probadas,

EFDNA plasmidico de los ¢lones 7 y 13 fue secuenciady con ¢l oligonucledlido 7
cuyo silio de alineacion se encuentra en el vector plasmidico. El andlisis de secnensia

el algoriimo BLASTX (Alischul ¢ af,, 1990),

Las secuencias nueleotidicas de los clones 7 v 13, fucron tambidn determinadas
utitizando los oligonueledtidos M13Fw v MIIRv en el laborstorio de BEvolucidn
Molecular y Sigtematica de In Universidad de Arizona, conlinmande la identilffeacion
de los clones. Las secuencias nueleotidicas y el patrdn de restriceidn de los elones 7
y 13 fueron muy similares, indicando que corespondian al mismo recombinante y

ueron denominados pPVCat-1,
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identificacion de recombinantcs.

Panel A, Fragmento de DNA de catalasa obtenido usandw banco de genes de
hepatopaneress y tos oliponucledtidos CATy y CATas Camil 1 estindar de peso
molecuwlar b Rh DNA fadder, care] 20 fragmento amplitcado de 0.9 Kb, Panel 1,
DNA superenrolladn ¢ identificacion de recombinantes en gel de agarosa ol 1 %,
Camil 1 estindares moleculares de DNA superenrrollado Supercoiled DNA Jadder.
Camib 7 y 130 clones potenciales de un fragmento del gen de eatalasa del camardn

blanco P ovannamel,
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Fig. 2, Andlisis electroforético en pel de agarosa at 1% de o caracterizacion del

ragrmento de (19 Kb con enzimas de restriceidn.

Corril It estindar de peso moleculay de IINA L Kb fadder, Carnl 2y 4 DNA,
plusmidico sin digerir de los clones potenciales 7 y 13, Camil 3 y 5 TINA plasmidicn

deJos clones 7 y 13 digeridos con Ja enzima de restriceion EeoR L
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Las secuencias oblenidas de los extremos del fragmento de 0.9 Kb fueron parcinles ¥
von bases ambiguas, por lo que se disefiaron oligonucledtidos especificos Namados
CaFw y CatnRy, cuyas caracteristicas se muestran en la Tabla 1. A este
procedimiento s¢ e conove como estrategia de primer watking, 1a cual se basa en la
obtencion de una secucncia inicial, a partir de la cual se disefia un nueve
oligonucledtido para obtener una segunda sceuencin que se traslapa con L primera,

Asi sucesivamente  la secuencia se  extiende  hasta  tenerfa completa

otros oligonueledlidos especilicos Cam2Fw y Cam2Ry y con ellos se secuencid el

clon pPVCale1,

Lia comparaeion de las secuencias deducidas de amimodcidos obtenidas de ta
tracucendn de las secoencias nocleotidicas deterniinadas de ambos clones, tuvo una
ala similitad con catalasas de diversos organismos, incliuyendo bacterias, inscotos,
mamiferos, peees y nemifodos depositadas en la base de datos GenBank, La
somparacion con catalasas de otros organismos se muestra on Ja Tabla 2,

confirmands la identificacidn de este fragmento comn el correspondiente a calalas,
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Tabla 2. Longitud de tag secuencias peneradas del ragmenm de 0.9 Kb (elon

pPYCal-1) y stmibinud con catalasay de olros organismuos

Clon_oligonucledtido  Namero de bases  Similitud/Nomera de Aceese en base

congiderndas Gienflank
clon? 7 444 Stacrtizobivm melilot! AACGAS,
clenl3 17 335 Lo metanogasier/P 37330
clon? _MI3Rv 12 Coeleguns/ 27177
elonld MI13Fw 180 O melonogaster! PTG

clonl3 MI13Rv 373 o sapiens! AAIIIIET]

PPVCal-t Canfw 637 Suts serofi/062339
pPVCat] CamRy 609 8. scrofaO62839

pivCat-1 Catn2Fw 114 D rerioiQOPTY?
PPV Cal-l Caln2Rv 251 C. elegunsiT271 77




Adstamiento del (NA g party de un Banco de Cienes de Hepalopingreas

La busgueda del ¢DNA completo de calalasa en el banco de genes de cDNA de
hepatopancreas,  s¢  med  ullizando  aproximadamente 330,000 piu totales
distribuidaz en 7 placas de medio de cultivo. Lag placas de fagos fueron transferidag
a membranas;, una de las mombranas se utilizd para realizar la hibridizacion con la
soudn radicactiva mienfras que el resto de las membranas fueron usadas para

hibridizacion con Ta sonda marcada no radivactivamente (Dig-dt TP,

En 1o membrasa hibridizada con sonda radicactiva {denominada membrany A) se
detectaron 4 clones  potenciales  positivos  mienlras que  en Ias membranas
hilridizadas con la sonda no radioactiva (denoniinades membranas 13) se detectaron
26 clones polenciales. Los 4 clones oblenidos de Ja membrang A, se sometieron a
atslamiento secundario y s obtuvieron 9 clones potencinles positivos que se
sometieron a PCR con los oligonucledtidos especificos, de los cuales, 58l 1 resulto
pusitive a L amplilleacion con los obigonucledtidos CanPw y CatnRy tomands

coma DNA molde fos fagos eluidos de lag zones de lisis correspondientes,

Dre los 26 clones polenciales de las membranas B al hacer amplilicacion se obtuve
7 rencciones positivas, los cuales se muestran en la figura 4, De éstos, 7 son los que
e aprecial mas intensamente que el resto. Bl clon secundario potencial positive
proveniente de ly membrana A se sometid o aislamiento terciario y tambidn a
amplificacion por PCR resulando 1 amptificacion positivi. A log clones potenciates
provemenles de las membranas B3 también se les hizo aislamienlo terciario y
confirmacion por PCR, sin embargo ne se obtuvo ninguna reaccion positiva, Las
figuras de las amplificaciones por PCR en aislamiento secundadio v Lerciario no se

muesrnt.
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Aungue no se obiuve algin clon positive de 1os clones secundarios yolerclarios se
eseogieron 6 aleatorfamente para someterlos a fo wive exelsion, aislamiento de DNA
plasmidico y liberacidn del inserto con FeoRl v secuenciacion de nucledtidos, Al

digerir los plismidos se generaron bandas de diferentes tamahos.

Por ejemplo para el clon 1.3a13 se tuvieron 4 bandas siendo de 700 ph Ia nyor,
mienlras que eb clon 7.3al3 liberd un inserto de 2 Kb, Bstos das clones se
secuencraron v las secuencias  corresponden  a una  hemocianing Y o oserm
carboxipeptdasa, cuyns secuencias se muestran en ¢l apéndice. Bl resto no se

BECUENCIS v que rhostraron patrones de restriecion muy parecidos a los sscopidos,

Lat bibsgueda convencional de fragmentos de cDDNA contenidos en bancos de BeNes
se hace por hibridacion. Este método cs laborioso, requiere de bastante uempo v
puede producir falsos positivos. Tal fue el caso en  Ia bisqueds  def clon  de
catalasa en el banco de genes de ¢DNA de hepalopancress. ste efecto se pudo
deber 3 una baja densidad del eDNA de catalasa en el banco de genes y a una baja
astringencia en las condiciones de PCR, Existe un método que wiiliza  la
amplificacidn de los fagos propagades en bacterias de £ cofli y un aislamienlo or
PCR utitizando un par de oligonuciedtides especificos v un tercer oligonucledtido
mberno en Ja region amplifieada por el primer par, v actia como sonda, con 1o eual el
producto amphificado se puede confirmar al hibridizar con este tercer o Lgonucledtido

(David, 19933,

Las constderaciones eenicas también son importates, tales como el dinlo del banco
de genes, establecer ka existenciy previn del gen en el banco de genes y eliminar
falsos  positivos en Ias reacciones de PCR hibridizando con sondas. Fsie
procedimiento se puede aplicar a eualquier gen del cual se tenga informacion de la
secuencta para ¢l diseflo de los E'.!]’l' gonueledtidos para PCR y para la sonda interna,
Este mélodo puede sustituir al aislamiento convencional cuando éste produce wm
alta proporcidn de falsos positivos, va que es mis astringente debide a I
propagacion de los fagos v a los tes ofigonueledtidos que se wiilizan para la

seleceion de positivos reales (David, 1993),
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El eDNA completo de catalass no se obiuvo por la via convencional de Biisqueda en
banco de genes, por lo que se decidio aplicar una estralegia altermativa pary oliener
tos extremos faltantes del cDNA donde se¢ ulilizd la (éenica conovids como
amplificacion rapida de extremos de ¢DNA (RACE), Este mélodo asegura la
amplificacion sédlo de mRNAs completos eliminando del proceso fos mENAs truneados

para obtener extremos 3'y 3" completos (Innis er al., 1999, Weaver, 1999),

Adslamiento de RNA Total para RACE Nopthern bloly RT-2CR

Se frabajnron muestrus de hepatopancreas, branguins v misenlo utilizando ¢f reactivo
TRIZOL que es ung modificacitn al mélodo de Chontexynsky & Sacchi, 1987,
Durante la homogenizacidn de la muestra, el TRIZOL mantiene Ja iegridad del
RNA, nientras que lisa lag células. Con la centrifugacion previa adicion de
cloroformo se separan dos lases, una acuosa y otra orgdnica, o la primera s
encuentra el RNA que se precipita con isopropanol, A las muestras de RNA 1olal se

les determind concentracidn por especirofolometyia y se muestra en la Tabla 3,

Para evaluar la intepridad del RNA se realizd una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes en peles de agarosa, Para cada muestra se calenld o volumen
neeesario para cargar 30 pg de RNA wial, Jo cunl se muestra en fa Figurs 5A. Para
las tres muestras se vbservo un patron de buena calidud basado en la presencia de I

banda de RNA ribosomal earacterfsticn de aproximadamente 2.1 Kb.

Confirmacion del Mensaje de Catalasa

La presencia del mensaje de catalasa por RT-PCR sdlo se investigs en
hepatopanereas, tejido en el cual ya se ha demostrado la calalisa, Para evitar
amplificaciones del tipo “falsos positivos™ a causa de posible contaminacion con
DNA gendmico, el RNA se tnld con DNAs: v se evalud por RT-PUCR, observindose
un patron de bandas consistente ol amplificar con oligonucledtidos especificoy de
HDL (Romo-Figueron ef afl., datos no publicados). Para la eviluacion de catalasa los

shigonucledtidos wtilizados lueron Catnl™w y CaniRy, v s¢ obivo el fragmento de tamario
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esperado, 660 ply de acuerds a la posicion que ocupan este par de oligonucledtidos on la
secuencia det clon pPVCat-1 (Figura SB). Con ello las bandas obtenidas para calalasa son

reales y confiables,

Amplificacidn Ripida de Bxremos de cPNA

Pespuds de confirmar la presencia del mensaje de catatasa por RT-PCR e la preparicion
de RNA total de hepatopidncieas, se procedis con fa amplificacion de log extromos del
cDONA de camlasa, por medio de la estrategia RACE, Tomando como referencia
posicion de los oligonucledtidos CamFw y CatnRv en la secuencia nucleolidica parcial de
catalasa y la Jongitad de Ta secuencia de sminodeidos de esta proteing en ¢ elegans (G
7510205) y considerando que catalusa es una enzita muy conservada se esperaban
tamafios aproximados de 1.1 y 1.2 Kb para los extremos 5° y 37, respectivamente, Bi ¢l
sistoma wilizado se incluye como control amphificaciones del gen de la Pacting de eéhilas
Hela, en los cuales se obtinderon los fragmentos de tamaho esperado, de 0.9 y 1.8 Kb,
para los extremos 5y 3, respectivamente (GeneRacer Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA),

(Figura 6A),

En tas amplificaciones del cDNA de catalasa se obtuvieron varas bandas con tamaios on
el rango de 0.6 a2 Kb, con un birrido en ¢l fondw, debido a gue fas condiciones de PCR
atn no - estaban optimizadas (Innds @ al, 1999% por o gue fue necesario hacer
resunplificacion anidada (Nestedy de Tos extremos 57y 37 vespectivamente incrementondo
la especilicidad del RACE (Gonis e af, 1999), Se atilizaron los oligonucledtidos
GrehelRacer 37 Nested y CatnRy para el extremod” y con Genelacer 37 Nested v Catnliw
para el exiremo 3°. Sin ermbargo, no fue posible oblener una sola banda. Por ejemplo, on la
correspondiente al 37 se obmvieron varias bandas, entee Tas cuales las de tunanos de

aproximadamente 0.8 y 1.4 Kb [ueron las mas intensas, comu se muestra en la Figura, 613,
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Fig. 3. Andhisis electroforético en gel de agarosa ol 1 % del fragmento de 660 ph.

Camnl 1 estandar de peso molecudar T Kb DNA ladder, Carril 2: fragmento de 660
ph o parir del clon pPVCat-1 y los oligonucledtidos CaluFw y CatmRv,. Carril 3:

fragmento de 660 pb purificado,
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Fig. 4. Analisis electroforétics de los clones potenciales positivos cn el alslamiento

de bance de penes,

Caril 1y 200 estandar de peso molecolar de DNA T K DNA Ladder, Camriles 2, 4, 8,
W, 23, 20y 33 peneraron un producto de amplificacidn con los oligonueladtidos
Catndw y CatinRy, Carril Ac control positivo, 1 ng de clon pPVCat-1 evalusdo con

Ios oligonucledisdos CatnFw y Calnlty,



Tably 3, Concentracidn v vendimiento del RINA total extraido

branguias y musculo,

(4

de hepatopdncreas,

Tejido Peso del tepido Concemtracidn ug totales
{tng) RNA g /ul

Rendimiento RN/
mg /g de tejido

Hepatopinereas 1130 208" 1ot8 142
Branguias 240 112 448 1.80
Milseuto P50 .68 272 (23

H

Promedio de las tres alicuotas de hepatopancreas,
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Fig, 5. Andlisis efectrolorélico de RNA 1otal de diferentes tejidos v RT-PCR de

catalasa.

Panel A. Andlisis electrolorético de RNA total de diferentes tefidos en gel de agarosa
en comdiciones desnaturnlizantes. Carrd 1; estdndar de peso molecular de RNA 0.24.
949 Kb, Carl 20 RNA total de hepatopanereas, Carril 3: RNA total de branguias.
Carrdl 4 RNA otal de masculo. Panel B: Analisis electroforético de las repcciones
de RT-PCR para confinmacion del mensaje de catalasa en RNA de hepatopincress,
Carril 11 estindar de peso molecular | Kb DNA ladder, Carril 2 v 3 agmentos de

000 pb obtenidos con 32 y 96 ng de cINA equivalentes de mRINA.
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Fig, 0. Andhgis electrofordico en gel de agarosa al 1% de amplificaciones RACE,
- w] o

Panel A, Carrtl | estdndar de peso molecular 1 Kb DNA ladder, Camil 2 v 30 primer
intento de amphificacion de los extremos 57 y 3 del ¢DNA de ceatalasa
respectivamente, Camid 4y 55 producto de las amplificaciones de los extremos 37 vy
57 de Ja muestra controt, Panel By Andlists clectrofordtico en gel de agarosa al 1 % de
reaceiones RACE de los extremos 57 v 37, Carril 1; estandar molecular 1 Kb lf).";a'.f\
ladder, Carril 20 producto de reamplificacion del extremo 37 del ¢DNA de catalasa.
Carril 35 fragmentos producto de 1o reamplificacton a partir de Ja amplilicacion del

extremo 3 del cDNA de catalasa,
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Por otro ladw, al no abtenerse ¢l producto deseado en la reamplificacion del extremeo
57 se realizd una nueva amplificacion con los uligonuciedtidos GeneRacer 5° ¥
Catnltv aumentando la lemperatura de alineacion hasta 68 “C para favorecer la
amplhificacion selectiva del cDNA de catalasa (Don er al., 1991, Roux, 1995). Se
abtuve wna banda aparentemente Gnica del tamano esperado (~1.1 Kb, (Figura TA),
la cual fue reamplificada con los oligoouciedtidos Nested v Catnly a las mismas
condictones (Figura, 78). Por otro lado, s hizo una amplificacion del extreme 3° con
los oligonucledtdos GeneRacerd” y CatnlFw a una temperatura de alineacion de 60°C
(Figura 8A) ¥ se confinmd por Nested-PCR con los oligonucledtidos CrencRacer3 Nested

y Catnl'w (Figura 813),

Igs

Obtencidn y Anglisis de Recombinantes RACE

Los ragmentos correspondientes o Jos extremos 57y 37 del cDNA de eatalasa de P
varnamed, se insertaron en s vectores pT-Adv y pGEM T Easy, v se wilizaron parg
wansformunr £ coli. 8¢ escogieren colonias y se cultivaron, el DNA plasmidico fue
analizado por electroforesis en peles de agarosa coma DINA superenrollado (Figurs
Ay 9B3). De tas 6 coloniag escogidas de Jos posibles recombinantes del extremo §°
soln | tuvo migracion retardada, mientras que para las 6 colonins escogidas de los

posibles recombinantes del extremeo 3 1os 6 migraron de forma retardada,

EFIINA plasmidico también fue digerido con EooR) y ¢ clon eorrespordienie al
extremo 57 del cDNA de catalasa produjo dos fragmentos de tamafios apraxinmados
de 1.0y 0145 Kb que son los tamafos esperados de acuerdo fa secuencia del elINA
de catalasy de £ vannamer (Figura 10A), Los clones correspondientes al extremo 3°
también mostraron el patron de restriceion esperado generando fragmentos de 0.5 y
0.7 Kb {Figura 10B)Y. A estos clones se les denoming pPVCat-2 y PPV Cat-3,

respectivamente,
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Fig. 7. Andlisis electroforético en pel de agarosa al % de amplificaciones RACE y

MNested,

Panet Ao Amplificactdn RACE del extremo 87, Carril 11 estandar de peso molecular 1

Kb DINA Jadder, Caml 2: fragmento de aproximadamente 1.1, Kb correspondiente o)

extremo 37, Panel B Amplificacion RACE-Nested. Carrdl 1 estdndar de peso
molecihir 1 Kb DNA Jadder, Carril 20 producto de reamplificacion hecha con los
oligonucledtidos GeneRacer 57 Nested v el especifico CamBRy v correspondiente al

extremo 5 del cDNA de catalasi,
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Fig. 8. Andlisis electroforético an gel de agarosa al 1% de amplificaciones RACIE,

Panel A, Reamplificacion del extremo 37, Carrd] 12 estindar de peso molecular 1 Kb
PDNA - ladder. Carril 20 productos de o meamplilicacion hecha  con o
aligonueledtidos GeneRacer 37 y ¢l eapecifico CatnFw, Panel B Reamplificacion. del
extremo 30 Camb 10 oestindar de peso molecutar T Kb DNA Jadder. Cardil 2
productos de hy reamplificacién a partir det IDNA de la banda purificada de 1.4 Kb de

la venceidn del panel A de esta Gaara,
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Fig, 9. Andlisis electroforético en get de agarosa al | % de recombinanies RACE,

Panel A, Recombinante del extrento §° Carril | estdndar de peso molecular de DNA
superentollado. Carril 2: recombinante del extremo 57 del eDNA de catatasa clanado
en el vector pTeAdy. Carril 3: control, vector sin inserto, Panet B Recombinantes del
extreme 37, Carril 12 estindar de peso molecular de DNA superenrollada, Carrdl 2-7;
recombinanies del extremo 3 de catalass ampliffeados con los oligonncledtidos

Lrenelacer 37y el especifico CamPw y clonados ¢n el veetor pGEM T Lasy.
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Fig, 10, Andlisis electrolorético en pel de agarosa al 199 de fa digestion con Feolll de
4 o sl w

levs recombinmmues RACE,

ranel A, Digestion del recombinamte del extremo 37 del ¢DNA de ealaga, Carril 1
estdidar de peso molecutar Kb DNA ladder, Carril 2: plasmido sin digerir, Carpl) 3;
plismido digerido genera dos ragmentos de tamaitos sproximados de 0,145 y 1T Kh
Panel By Digeston del recombinante del extremo 37 del cDNA de catalasa, Carril 1
estandar de peso moleculny 1 Kb DNA adder. Caril 20 plasnido sin digerir, Caril 3;

plismido digerido genera dos fragmentos, de tamaios agroximados 500 v 700 b,
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Secuenciacion y Andlisiy de Secuencin

Elalgorimo BlastX fue wilizado para el sndfisis de secuencia (Allschal e al, 1!579{))
y el cDNA completo alined con catalasas de otros organismos, enconirandose la
similitud mis alta con In catalasa de puerco S serofic (DBY812), seuida por la de los
invertebrados (0. mefanogasier y O elegans) y finalmente con bacterias (3. suhiilis),
i con wr valor muay alto de 553%. Estos valores son odavia mds alle, si se
consideran los reemplaze conservidos (Tabla 4); contrariamente a o esperado, la

homologin es mis alla con vertebrados que con invertebrados,

Las secuencins de nucledtidos obtenidas se alinearon con las del fragmento de 0.9 Kb
(elon: pPVCat-1) utilizando ¢l programa SeqMan de Dnastar (Dnastar, MD, W1,
LISA) para oblencr una secuencia continug o contig (Figura 11) ¥ que corresponde al
cDINA vompleto de catalasa, Esta secuencia se tradujo a secuencia de aminodeidos
wsando la pagina web htpZablovmbs.colostate.edu/motkit/iranslute/. ¥l eDNA
completo es de F698 pb, con el codon de iniciacion ATG correspondiente a Mel en Ja
posicidn 79, y el coddn de (erminacion TAA en la posicién 1594, La secuencia
codificante es de 1513 nucledtidos e corvesponden a 303 residuos de aminodeidos
tracueido, o esta secuencia e preceden 78 nucledtidos que corresponden a la regiin
no baducida 5'UTR, mientras que Lo region no traducida 3 VTR estd compuesta por
P05 nueledtidos (Fig, 12). En esty Glims no se delecta la poliadenilacion
carcteristica de Jos mRNAs, tampoco fue posible identificar B secuencia del

oligonuctedtido GeneRacer 3" que antecede o 1a primera.

Lasecuencin de aminodcidos deducida que forma la proteing s analizd también para
predecir caraeteristicas del polipéptide completo usando ef programa Protean de
DNASTAR, que caleuld un peso meleculay por subunidad de proteina de 57,267
kia, con p/ de 7.0 v carga neta (¢ de -0.02 a pll 7.0, La composicion de
aminodeidos en porcentaje de [recuencia {ué: aminodcidos cargados (RKITYCDE)
3386 M, aminodcidos deidos (D10) 12,67 %, aminvdcidos basicos (KR) 12.28 %,
aminodeidos polares (NCQSTY) 28,12 % y aminodcidos hidrofdbicos (AILFWWV)

293 Y%,



FTambicn se compird 1a secuencia deducida con catalasas de obos organismes por medio
del programa Chustal X (Fliggins, Bicashy & Fuchs, 19923 donde claramente se observa Ja

allia conservicion de 1z secuencia primaria de tas catalnsas (Figura 13),

Comparando estas seouenciss se observa gue Ja catalasa de humanos Gene 15 aminodeidos
mids ent el extremo terminal earboxilo que la de P ovammamer, mientras que ésta es §
aminodcidos mayor que fa de puerco en el extrame terminal carboxilo. Los aminoacidos
catalfticos para cafalasa de 2. vanmamed se indican con asteriscos y san [os residuos H-71,
N-ldd y Y-354, y fueron deducidos en base a la catalasa de himano (PO4040) 14275, N-
LB v Y358, B famosen 1) melanogaster (P17330) estos residuos son los mismos 11.73,

N-146 y Y-336.

3¢ puede observar en tn catalasa de £, vanpamel que esth oty conservada, principalmente
en las regrones vecinas a los residuos colalilicos, indicando que el mecanismo de
reconocinuents del sustrato poy catalasa esti dado por Ja estructura de la protedna (Pulnam
el al., 2000). Bl sitio activo de las catalagas esta localizado en ung region estructurahnente
muy consetvada del homotetrbmero y los canales que se forman hacia e sitio sctvo so han
identificado como rutas potenciales para ¢ Nojo de sustrato y productos (Melik-Adamyan

et ad,, 20001),

Eoneiud del mRINA de catalasa por Northern Blo

La determinacion del tamafio del mRNA de catalasy se hizo a partir de RNA mensujero
extraido de hepuopincrens. Después de Ta hibrdacidn con la sonda radionctiva y la
exposicidn a la pelicula de rayos se detectd una banda de tamaiio no esperadn wmando en
cuenla que fa secuencia contina (contig) es de 1,698 Kb v gue 1o catalosa de aninmles
tiene en promediv 315 amineicidos (Klotz e af,, 1997, B tamaio minime esperado de la
secuencia codificante es de 1.5 Kb, sin embirgo se esperaba que el tamado del mensyje
fues mayor debido a tas regiones no raducidas en ambos extramos del eDNA, Para [,

melgnogaster e reporls una tmaio de mensaje de 22 Kb (Griswold o af., 1993),
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Fig. 12, Secuencia nueleotidica y deducida de aminoicidos del eDNA de catalasa de

Poviinmmed

La secuencia de los oligonueledtidos para secuenciacion esth subrayads. Los

nuctedtidos 79, 80 y 81 codifican para la metionina inicial. Los nucledtidos 1594,

1595y 1396 representan el codién de tenminscidn vy esta simbolizado con un

asterisco.
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Fig. 13 Alincamiento de secuencias aminoacidicas entre catalasa de P vesnamer v

OLPOR Organismos,

Los aminoacidos cataliticos de catalasa de P vannanted estin marcados con asteriseo,
y o son deducidas por similitud con eatalasa de T4 sapiens (PO4040Y v D,
medanogoster (P17336). Las regiones sombreadas on negro  representan  los
aminodcidos 1dénticos de catalusa de diferentes organismos, mientras que los

sombreados en gris representan log reemplazos conservados,
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no obstante L seial de catalasa fue avn menor de 1.5 Kb, Si bien este mRNA
corresponde 3 mRNA parelalmente degradado, 0 es una migracion andmala
debido a estructuras sceundarias del mensaje, deberd investigarse en estudios

posteriores (Fig. 14),

Prebido a I discrepancia de la longitud del mRNA de catalasa detectado con el
esperado, se realizo un ensayo de Northern blot para hemocianina para utilizarlo
comg un control del proceso de inmovilizacion por vacle del RNA miendajero on
membranit. Al amplificar con los oligonucledtidos espectficos MEMF y HEMR cuyvas
caracterisicas se enlistan en Ia Tabla 1 se genera un producto de 2 Kb, of cual se
purificd y mared con DIG-AUTP pbieniénduse un fragmento de 300 ph que estd

contenido en el Tragmento de 2 Kb (Fig, ISA) v s¢ wtilizd como sonda homologa.

EFmRNA de hemocianina tiene un tamafio de 2,095 Kb (Fig. 158} que coincide con
ol reporte de Sellos, Lemotne & Van Wormhoudt (1997) para hemocianing de 2
vanaemer, Por lo anterior s¢ dedujo gue el proceso de inmovilizacion por vacio es un
método cficiente y a0l para realizar Ja téeniea de Northern blot ¥ que el tamafio
detectado para el mRNA de catalasy no os un artefucto 1éenico, sino otro problema

que no fue posible resolver,

Kxpresion del gen de catalasa

La ealalasa, necesaria para la degradacion de especies reactivas de oxigeno en
sincronia con oiras enzimas antoxidantes durante ¢l metabolismo celular nommal, se
investipo on 3 tejidos (hepatopdnereas, branguias v miseuty) atilizando RT-PCR. Se
observo una clari diferencia en Ja abundancia de la expresion del mensaje en los
diferentes tejidos, (Figura J6A), La intensidad de las bandas ests en refacion a la
cantidad de mRNA (Weaver, 1999), o que sugiere que el gen de eatalasa ticne v
alta expresion en hepatopincrens, seguido por branquias y no se detectd en misento, 12l
hepatopinereas es una glanduba con gran actividad metabolica y alto contenido de
lipidos (Mouwrente, 1996), To cwil pudria superir que su alla actividad produce mis

especies reacUvas de oxigeno y que para su inactivacion la catalast tiene upa
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Tabla 4. Porcentajes de identidad y de identicad mas reemplazos conservados entre

catalasa de Powagnnamel v de olros organismos.

Crganismo  Poreentaje de identidad

Porcentaje de identidad mis
reemplazo conservado

3. sorafi

H. sipians

L melanogaster
£ elegans

B subiilis

71
(%
$11)
59
55

/0
74
IA
73
T
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importante funcion, Por su parte parte para L21, utilizado como control, la interisidad
de L wedal se mantiene en todos los casos indicando que los niveles de expresion en
los diferentes tejidos probados es constanle va que ey una proteing constinniva

(Figura 161).

En un experimento independiene, se determing la presencia del mRNA de catalisa en
hemocilos ¥y hepatopancreas con 132 v 1.5 ng de ¢DNA squivalenles de mRNA,
tespectvamente, observindoss on hemoetlos wna banda tenue a diferencia de la
amplificacion con mRNA de hepalopinereas donde no fue posible detectar 1a banda
(Figura 17} Lo anterior sugiere que a una concentracidn similar de ¢DNAs de ambos
(ejidos, la concentracion de RNAs de catalasa en hepalopincreas es menor, Bsto va de
acuerdo ok sugerencia de Gross y col. (2001) quienes proponen que existe mds
variedad de RNAs mensajeros en hepatopdncreas que en hemocitos en base a la
variedid de mRNAs detectados usando etiguelas de secuencias de expresion o ES7T
(Eapressed Sequence Tags)y dado I gran variedad de funciones que tiens el

P,



.24
Fig, 14, Morthern blot para RNA de catalasa.

Sefial generada para mensaje de catalasa por Northern blot, tamabo menor al minimo

waperado de 1.5 Kh,
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Fig. 15, Andlisis clectrolforético de fragmentos de ¢DINA de hemocianing y Northern

blai,

Panel A, Fragmentos de cDNA de bemocianing, Carril 1) estindar de peso moleculay

I Kb DNA - ladder. Carril 2; fragmentos de 2.0 y 0.3 Kb oamplificados con

oligonucledtidos especificos HEMF y HEMR, Manel B: Analisis de Ia seial penerada

en la determinacion del mensaje de hemocianina de camardn blanco P vanmamer comn

sondia homdlaps,
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Fig. 16, Andlisis elecirolorético deo la expresion del mensaje de enlalasa contra una
proteing constitutiva,

Carril T estandar de peso molecular T Kiy DNA ladder. Carril 2, 4 y O producto du

amplificacion de cIINA de catalasa a partir de 60 ng de cDNA equivalmles 5 RNA

mensijero de hepalopaneress, misculo vy branguias respectivamente, Camil 3, 5 y 7

producto de amplilicacion de Ja proteing constitutiva L21 a partir de 60 ng de eINA

equivalentes o RNA  mepsajero  de  hepatopdneress, museulo v branyguias

respectivamente. Carnil 8: producto amplificado a partir de 1 ng del clon pPyCat-1,
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Fig, 17, Andlisis elecuoforético en agarosa al | % de las amplificaciones por RT.
PUR con cDNA de hemoeitos v hepatopinereas v oligonueledidos especificos
K i

CatnFw vy CainRy,

Caril 1 estindar de peso moteeular 1 Kb DNA lodder, Carril 20 producte de
ampliticacion a partir de 1.3 ng de ¢cDNA de hepatopincrens. Carril 3: producto de

amphlicacidn a partir de 1.32 ng de ¢DNA de hemocilos,
o



CONCLUSIONES

El pen de catalasa de camardn hlanco P, vawnomed es parte del sistema
antioxidante, La secuenicia de aminodcidos de esta enzimu es altamente
conservada con identidad desde 55 a 71 % con los gencs correspondientes desde
baclerias hasta mamiferos. Bl gen de eatalasa se transeribe por lo menos en
hepatopancreas, branguias v hemocitos. Bn estudios futuros se podi evalugr
cambivs en la expresion del gen de caotalasa concomitante con | produceidn de

especies  de  oxigeno  reactivas v fundamentar sy funcion bioldgica,

B0



APENDICE

A contintacion se enbistan Jas secucncias de Jus clones 1.3 y 7.3l que se
oltuvieron del eribado de banco de penes de hepatopdnereas, asi como también se
presenta e nombre v el nimern de acceso de dos de us protefnag con las que
atingaron al wsar BLASTN (Allschul er af., 1990}, Las secuencias se_obluvieron
utlizando el oligonucledtido T3, Sélo se incluye la secuencia nucleotidicn del

serio.
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