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Glosario

ADN: Acrénimo de &cido desoxirribonucleico. Es un tipo de &cido nucleico, cuya
estructura tiene dos hélices formadas por nucleétidos. Molécula que contiene la
informacion genética en los seres vivos.

ADNCc: Molécula de ADN obtenida por transcripcion inversa utilizando como molde
una cadena de ARN.

ADN polimerasa: La ADN polimerasa es la principal enzima de la replicacion.
Partiendo de una cadena inicial o “primer” la ADN polimerasa afiade nucledtidos
complementarios a la cadena molde extendiendo la nueva cadena de ADN en
direccion 5'- 3.

Agua ultrapura: Es agua desmineraliza mediante una filtracion con membranas o
mediante un sistema de intercambio i6nico. En su estructura contiene H20 ademas
de iones H+ y OH- en equilibrio.

ARNmM: Molécula de ARN que lleva la informacion necesaria para la sintesis de
una proteina. Se origina por el proceso de transcripcion, en el cual al enzima ARN
polimerasa sintetiza ARN usando al ADN como molde.

°C: Grados centigrados.

Cebadores: Segmentos cortos de ADN que se aparean a una cadena simple de
acido nucleico y sirven de punto de partida para la sintesis de una cadena
complementaria, en presencia de nucleétidos y la enzima ADN polimerasa.
CODIGO GENETICO: Conjunto de reglas por el cual cada codén (triplete de
nucleotidos) en el ARN codifica para un determinado aminoacido en las proteinas.
CODON: Secuencia de tres nucledtidos en una molécula de ARNm (ARN
mensajero) que se aparea (forma enlaces puentes de hidrégeno) con el anticodon
complementario del ARNt (ARN de transferencia. Cada codon codifica para un
aminoacido, salvo tres codones para los cuales no hay aminoacidos posibles y
que por lo tanto sefialan la terminacién de la sintesis proteica (traduccion).

dde: Dias después de eclosion.

dNTP: Acrénimo de desoxirribonucledtidos trifosfatos. Sustratos para la sintesis
de ADN.

Electroforesis: Es la técnica por la cual las moléculas de proteinas, ADN o ARN
se separan en un gel a través de un campo eléctrico de acuerdo al tamafio y a su
carga eléctrica.

Expresion génica: Proceso por el cual la informacion codificada en un gen se

transcribe a un ARN ribosomal, de transferencia o mensajero. La informacién

contenida en los ARN mensajeros luego se traduce a proteinas.

Expresion relativa: Comparaciéon entre diferentes muestras (tejidos, tratamientos,

time-points, etc.) la cantidad relativa o relacion del mRNA de un gen especifico

respecto a la cantidad de mRNA de un gen constitutivo (control endégeno).

Gen de referencia: También denominados “housekeeping” o control enddgeno.

Son genes constitutivos que se utilizan en las técnicas de cuantificacion relativa y
8



encuentran presentes en todas las muestras analizadas, permiten normalizar la
cuantificacion del ARNm y de esta forma se eliminan diferencias debidas a
concentracion inicial.

Hibridacion in situ: Es una técnica de laboratorio que consiste en marcar una
hebra sencilla de ARN o ADN denominada sonda y permitir que se empareje con
su secuencia complementaria en el ARN o el ADN presente en una muestra de
tejido o de cromosomas. La sonda estd marcada con una sustancia trazadora
quimica o radiactiva por lo que su unién puede ser visualizada.

Mg: Miligramos

Nucledtidos: Un nucledtido es una molécula organica, que en combinacion con
otros nucleotidos, produce ADN o ANR. Un nucleétido esta compuesto de un
azucar, un fosfato y una de las bases: adenina, timina, guanina, citosina.
Oligonucledtidos: Son polimeros cortos del acido nucleico, se componen de 13 a
25 nucledtidos.

Pb: Pares de bases (las cuales componen los acidos nucleicos).

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa. La PCR es una técnica que permite
llevar a cabo la sintesis in vitro de fragmentos de ADN. Estd basada en una
reaccion enziméatica catalizada por una ADN polimerasa, que produce multiples
copias (amplificacién) de un mismo fragmento de ADN.

Polimerasa: Es una enzima capaz de transcribir o replicar acidos nucleicos.
Resultan cruciales en la divisidon celular y en la transcripcion del ADN.

Primers: Son pequefas secuencias de oligonucleétidos que se utilizan para iniciar
la sintesis de ADN.

Primer Fw: Primer sentido.

Primer Rw: Primer antisentido.

g-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa-tiempo real. Método de andlisis
cuantitativo para cualquier secuencia de ADN amplificable, el cual detecta la
acumulacion de ADN en base a la fluorescencia emitida por la muestra.

Retrotranscriptasa: Componente de reaccibn PCR que convierte el RNA en
cDNA.

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa-punto final. Es una técnica de alta
sensibilidad utilizada para amplificar regiones génicas especificas. La generacion
del producto final se detecta hasta que la amplificacion ha terminado y el amplicon
es visualizado en un gel de agarosa.

Sintesis de proteinas: Se conoce como sintesis de proteinas al proceso por el
cual se componen nuevas proteinas a partir de los aminoacidos esenciales. En
este proceso, se transcribe el ADN en ARN. La sintesis de proteinas se realiza en
los ribosomas situados en el citoplasma celular.



Taqg polimerasa: ADN polimerasa obtenida de Thermophilus aquaticus. Enzima
encargada de construir nuevas cadenas de ADN

Traduccion: Sintesis de proteinas cuyas secuencias aminoacidicas son
codificadas por las secuencias de nucledtidos de las moléculas de ARNmM
correspondientes. La traduccién ocurre sobre los ribosomas.

Transcripcion: Proceso por el cual una cadena de ADN es usada como molde
para la sintesis de un ARN complementario por accién de la enzima ARN
polimerasa.

Transcriptasa reversa: Enzima que sintetiza ADN a partir de un molde de ARN,
el cual se duplica posteriormente para dar la doble cadena de ADN. Frecuente en
retrovirus y también empleado en ingenieria genética para generar ADN
complementario.

UV: Radiacion ultravioleta. Se denomina radiacion ultravioleta a la energia
electromagnética emitida a longitudes de onda menores que la correspondiente a
la visible por el ojo humano, pero mayor que la que caracteriza a los rayos X, esto
es, entre 100 y 360 nm.

Hg/ml: Microgramos por mililitro
MI: Microlitros

MM: Micromolar
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RESUMEN

En la actualidad, la acuicultura aporta casi el 50% del pescado destinado a la
alimentacion a nivel mundial y ha sido visualizada como una alternativa ante
problemas de seguridad alimentaria. Asi mismo, es una herramienta util para
mitigar el efecto de la sobreexplotacion de especies. En este sentido, se continta
trabajando en el desarrollo tecnolégico del cultivo de especies nativas, como son
la generacion de informacion de aspectos basicos en el area de nutricion,
fisiologia digestiva del organismo en diferentes etapas de crecimiento y el uso de
analisis bioquimicos y moleculares, que cada vez son mas utilizados en las
distintas areas de estudios. Una de ellas es la identificacién de genes relacionados
con el desarrollo de las especies, informacion que puede ser utilizada en la etapa
larvaria para estudios de expresién génica durante la ontogenia inicial, pudiendo
ser complementaria al momento de elaborar protocolos de alimentacion al realizar
el destete de larvas. Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar los
cambios en la expresion del gen precursor de la proteasa alcalina tripsina, durante
la ontogenia inicial de C. trimaculatum.

El estudio consta de dos etapas experimentales, la primer etapa fue la
identificacion del gen tripsindgeno en juveniles de C. trimaculatum; para ello, se
disefiaron oligonucleotidos para RT-PCR, a partir de secuencias homologas de
otros peces. Se realiz6 extraccion de ARN total de los tejidos: estbmago, intestino
y pancreas de juveniles de la especie en estudio, posteriormente se realizo la
sintesis de ADNc y se amplific6 mediante PCR punto final. El producto obtenido se
visualiz6 en geles de agarosa con exposicion a luz UV, siendo extraido y
purificado para su secuenciacion. Como resultado se obtuvo una secuencia parcial
de 414 pb la cual codifica para 137 aminoacidos. La secuencia fue analizada
mediante software libres y se encuentra registrada en la base de datos GenBank
con el cédigo KX697033. La segunda etapa experimental, fue la cuantificacion
relativa del gen tripsindgeno en la ontogenia inicial de C. trimaculatum, para ello se
disefiaron oligonucledtidos especificos para qgPCR a partir de la secuencia
obtenida en la primer etapa experimental. Asi mismo, se realizd extraccion de
ARN total y posteriormente sintesis de ADNc de las larvas obtenidas del muestreo
(H-30 dde). Posteriormente se hizo gPCR para relacionar los cambios de la
expresion del gen tripsindégeno durante la ontogenia inicial de C. trimaculatum y se
realizaron curvas de estandarizacion del gen de interés (tripsinégeno) y de los
genes de referencia (GAPDH y 18S) para evaluar la eficiencia de amplificacion de
dichos genes. Como resultado, La expresion relativa del tripsinbgeno, con
respecto a los genes de referencia GAPDH y 18S, se detect6 cerca del dia 3 dde.
Los niveles de expresion aumentan paulatinamente hasta el dia 11 dde en el cual
comienza a elevarse su expresion hasta un maximo obtenido el dia 15 dde,
posteriormente se observa una disminucion significativa en la expresién génica
gue continué hasta el dia 24 dde; a partir del cual, la expresion permanecio
relativamente constante hasta el final del experimento.
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l.- INTRODUCCION

El incremento en la poblacion humana puede acarrear diferentes problemas
relacionados con la seguridad alimentaria ya que, se dificulta el acceso al alimento
en diferentes zonas del mundo (LOpez-Gonzales, 2009). En este sentido, la
acuicultura podria ser una alternativa por ser el sector productivo de mayor
crecimiento en los Ultimos afios, cuya produccion a representa el 50% del pescado

gue se comercializa a nivel mundial (FAO, 2014).

En el caso de México, muchas de las especies nativas son representadas por la
familia Cichlidae (Veladzquez, 2013), dentro de las cuales, un elevado niamero de
ellas poseen potencial para ser incorporadas a la acuicultura en el pais. Sin
embargo, en la actualidad la mayoria de especies de agua dulce cultivadas son
especies exdbticas como la tilapia y la carpa. Esto es reflejo del desconocimiento
de la biologia y potencial del cultivo de las especies nativas (Uscanga Matrtinez,
2010) Una de estas especies es Cichlasoma trimaculatum (Amphilophus
trimaculatum Rican et al., 2016), conocida comUnmente como mojarra prieta o
tahuina; la cual se caracteriza por ser dulceacuicola, de habitos omnivoros
(Orellana-Amador, 1992), su carne es muy apreciada por las poblaciones locales,
presenta un buen crecimiento en cautiverio, resistencia al manejo y aceptan con
facilidad alimentos balanceados. En la actualidad, la poblacién de esta especie
esta disminuyendo en su habitat natural, como lo demuestran estudios realizados
(Violante, 1995; Ortiz Cruz, 2011). En este sentido y con fines tanto productivos
como ecoldgicos, es recomendable implementar alternativas de produccién en el

cultivo de esta especie nativa.

Con este fin, es importante conocer aspectos biologicos ya que permiten
desarrollar y realizar el manejo adecuado durante el cultivo de un organismo, con
la finalidad de poder garantizar su correcta producciéon y rentabilidad (Guerrero-
Zarate, 2010). De igual forma, abordando los vacios de conocimientos en las
diferentes areas de cultivo (nutricion, reproduccion, sanidad, fisiologia digestiva,
etc.) se podra lograr el completo desarrollo del mismo (Uscanga Martinez, et al.,
2011; Vidal-L6pez, 2009).

12



Uno de los principales problemas en la incorporacion de cualquier especie a la
acuicultura es el larvicultivo, fundamental para la obtencion de semilla en gran
cantidad para su posterior engorda y asi, a largo plazo, asegurar un aporte
constante de juveniles (Saenz De Rodrigafiez, et al., 2005). Para ello y en una
etapa tan crucial, un punto de suma importancia es conocer, a nivel fisiolégico el
desarrollo de su organismo y especificamente el de su aparato digestivo ya que,
dependiendo del desarrollo de su funcionalidad, el individuo, a partir del alimento
suministrado, podra degradar y obtener los materiales necesarios para realizar sus
funciones fisioldgicas (Gisbert, et al., 2008). Por ello, el conocimiento del momento
exacto en el cual el organismos disponen de las enzimas digestivas necesarias
para llevar a cabo el proceso completo de digestion, es fundamental para saber el
instante adecuado de la incorporacién del alimento balanceado (Juarez, 2014).
Con este fin, se han realizado estudios enfocados en la descripcion de las
enzimas digestivas, debido a que reflejan parte de la capacidad digestiva de los
organismos acuaticos (Lorca, 2014). El aporte de estos trabajos esta relacionado
al disefio de alimentos especificos que facilitara la optimizacion del proceso de

larvicultivo (Alvarez-Gonzalez, 2003).

Los estudios sobre la actividad de las enzimas digestivas se han centrado en la
aplicaciéon de técnicas bioquimicas usando sustratos especificos y determinando
su actividad. Sin embargo, en los ultimos afios los estudios bioquimicos han sido
complementados por ensayos moleculares, con el fin de comprender los cambios
mas importantes en la sintesis de enzimas digestivas durante la ontogenia de los
organismos (Manriquez, et al., 2011). La sintesis de proteinas consta de fases
como la transcripcion y la traduccion, las cuales se realizan a través de un proceso
a nivel celular, cuyo producto final es la obtencion de proteinas a partir de los
aminodacidos existentes. En este sentido, la mayoria de los eventos concernientes
a sobrevivencia, crecimiento y diferenciaciéon celular, son reflejados en los
patrones de expresion génica, en donde la habilidad para detectar y cuantificar a
nivel de genes especificos, es una parte central dentro del area de investigacion
basica y aplicada, (Solomon, et al., 1998). EI manual “introduccién a la PCR en

tiempo real” del sistema StepOne-life technologies, describe la cuantificacion
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relativa de la expresidbn génica como la comparacion cuantitativa del &cido
nucleico con respecto a una muestra de referencia denominada calibrador, donde
los resultados se expresan como un cambio en el nimero de veces que un ARNm
se expresa en una muestra. Por ello se considera, que la expresion génica de las
enzimas, pueden ser utilizada como un indicador en el proceso de desarrollo y
funcionalidad del sistema digestivo (Martinez-Burguete, 2012), permitiendo un
mayor conocimiento que facilitaria considerablemente el manejo del larvicultivo
(Arévalo, 2009).

Los estudios de genes precursores de enzimas digestivas han sido aplicados para
especies de importancia comercial tales como el robalo blanco (Centropomus
undecimalis) y la tenguayaca (Petenia splendida). Estos trabajos permitieron
comprender la respuesta en relacion crianza-alimento al estudiar la expresion de
los genes tripsina y lipasa en el pancreas durante la ontogenia temprana
(Martinez, 2012) y también para optimizar el manejo del cultivo de la especie, al
localizar el momento de méaxima expresion del gen de tripsinogeno (Arévalo,
2009).

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la expresion del gen
precursor de la enzima digestiva tripsina, durante la ontogenia inicial de C.
trimaculatum. Esta informacion podria beneficiar la elaboracion de protocolos de
alimentacion en primeras edades para esta especie, de importancia local en la

region sur-oeste del pais.
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Il.- ANTECEDENTES

2.1.- Estudios de Cichlasoma trimaculatum

Al realizar una busqueda de los estudios en C. trimaculatum, encontramos que
son pocos Yy la mayoria abarcan campos de estudios en aspectos biologicos,
ecolégicos y algunos acuicolas. Orellana-Amador (1992), coloca a C. trimaculatum
en la categoria de peces dulce-acuicolas. Sin embargo, en posteriores estudios se
observd que esta especie es capaz de tolerar ciertas salinidades (Miller, et al.,
2009). Esta especie prefiere aguas de flujo lento, con rangos de temperatura entre
21 y 30°C, asi como sustratos de arena, limo, lodo, grava, cantos rodados y
detritus; dicha especie tiene una distribucién neotropical de transiciéon (Corona-
Santoyo, 2005) localizdndose preferentemente, en zonas con raices y plantas

acuaticas.

Afos mas tarde Violante (1995) aborda informacion acerca de su reproduccion
reportando que los indices gonadosoméaticos y hepatosométicos muestran la
existencia de una temporada reproductiva que comprende de junio a septiembre
en la laguna de tres palos Guerrero, México. Desde esta perspectiva, se han
realizado estudios en aspectos de crecimiento y madurez gonadal como el
realizado por Ortiz Cruz (2011), en el cual asegura que la reproduccion se lleva a
cabo en temporadas de secas para la subcuenca del rio Atoyac (Oaxaca),
reportando un crecimiento alométrico positivo para ambos sexos en la poblacion
estudiada. Ademas afirma que C. trimaculatum es un individuo con preferencia a
desovar sobre substrato y que presenta huevos adhesivos con un nuamero
promedio por hembra de 3,082; cantidad que se modifica segun el tamafio de la
hembra. También informa que es una especie monogamica que presenta cuidado

biparental de huevos, larvas y alevines.

Por otra parte, se ha realizado la descripcion anatémica de C. trimaculatum (fig. 1);
la cual indica que la especie presenta XVI-XVIII espinas dorsales, usualmente
XVII; anales por lo general VII; tiene tres manchas redondas caracteristicas de la
especie, una mancha grande en la nuca, sobre el origen de la linea lateral; otra a

la mitad del costado, cerca de la punta de la pectoral; y una en la mitad superior
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del pedunculo caudal (puede haber barras verticales y series de manchas laterales

en desarrollo variable o ausentes) (Miller, et al., 2009).

Violante, et al., 2008 realizo un estudio en indica que C. trimaculatum presenta
hébitos alimenticios omnivoros durante algunos meses del afio, pero tiene cierta
tendencia a la carnivoria. También define que en la naturaleza, sus principales
problemas son los parasitos, los cuales se centran en nematodos del género
Contracaecum Yy en trematodos (Clinostomum sp), finalizando el estudio con una
evaluacion de los requerimientos nutricionales de proteina, para determinar, a

mediano plazo, su factibilidad para el cultivo.

Por otro lado, se realizaron estudios de fisiologia digestiva (Toledo-Solis, et al.,
2013) cuyo objetivo fue analizar el comportamiento de las enzimas digestivas
durante la ontogenia de C. trimaculatum, mediante técnicas bioquimicas y
electroforéticas. En este trabajo se concluyé que la digestion del organismo en
estudio es llevada a cabo tanto por proteasas acidas como alcalinas y que la
especie, desde el punto de vista de su capacidad digestiva, apunta a ser

considerada como omnivoros con tendencia a la carnivoria.

Fig. 1. Ejemplar de Cichlasoma trimaculatum donde se observan las caracteristicas
morfolGgicas representativas de la especie.
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2.2.-Fisiologia digestiva en peces

La produccién de animales acuéticos, como cualquier otra actividad orientada a
produccion tanto animal como vegetal, se puede describir de forma sencilla como
un proceso de transformacion energética. Desde ésta perspectiva, el desarrollo y
la rentabilidad del cultivo, depende de la eficacia en que las necesidades
nutricionales de los organismos son cubiertas mediante programas adecuados de
alimentacion (Moyano, 2006). De no ser asi, las afectaciones dependerian del rol
que el nutriente tenga en el desarrollo del organismo, ya que, una mala nutricién
en los organismos pueden llegar a tener un efecto directo en el crecimiento,
supervivencia y morfologia (deformaciones esqueléticas y despigmentacion)
(Gisbert, et al., 2008), aumentando los costos de produccion y la comercializacion

del producto.

Desde esta perspectiva, uno de los grandes retos para la acuicultura, son aquellos
relacionados con la sobrevivencia larval, 1o cual se debe principalmente a la baja
capacidad digestiva y en general, al desconocimiento de los requerimientos
nutritivos que se observan en esta etapa (Paz Raymundo, 2014; Saenz de
Rodrigafez, et al., 2005). Para favorecer este campo, se requiere profundizar mas
en estudios de fisiologia digestiva, area que permite el desarrollo de avances en la
investigacibn de nuevas alternativas alimenticias para la nutricibn de nuevas
especies acuicultivables, evaluando su digestibilidad, grado de inhibicién, y la
evaluacion de enzimas digestivas a través del estudio del desarrollo del tracto
digestivo (Uscanga Martinez, et al., 2011).

En este contexto, Zambonino y Cahu (2001) realizaron un trabajo de investigacion
cuyo objetivo fue dar una visidn general del proceso de desarrollo gastrointestinal
en larvas de peces marinos, con especial atencion a tres especies: lubina
(Dicentrarchus labrax), corvina roja (Sciaenops ocellatus) y lenguado senegalés
(Solea senegalensis). Los autores reportan que durante las primeras etapas, las
larvas de peces marinos exhiben caracteristicas digestivas particulares, por lo
cual, las enzimas digestivas presentan diversos comportamientos por lo que estan

directamente influenciado con el desarrollo del tracto digestivo y la funcionalidad
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de cada 6rgano que lo conforma. Por ejemplo, la actividad enzimatica amilasa
disminuye con la edad a partir de la tercer semana después de la eclosion en
lubina y la corvina roja, mientras que la expresion de otras enzimas (tripsina,

lipasa, y fosfolipasa) aumenta hasta el final del periodo larvario.

En la actualidad, existen diversos estudios de fisiologia digestiva realizados
mediante ensayos bioquimicos y moleculares en peces marinos y dulceacuicolas.
Un ejemplo de dichos estudios fue el realizado por Jiménez-Martinez, et al. (2012)
al estudiar el desarrollo de enzimas digestivas durante la ontogenia inicial del
robalo blanco (Centropomus undecimalis). En este trabajo se evaluaron diversas
actividades enzimaticas de la maquinaria digestiva durante el larvicultivo de esta
especie, lo cual proporcioné informacion basica sobre la fisiologia digestiva de
este pez marino, aspirando a desarrollar un alimento artificial que pueda ser

utilizado durante esta etapa del cultivo.

Asi mismo, Alvarez Gonzalez, et al. (2010) resaltaron la importancia de los
estudios relacionados con la determinacion de los requerimientos nutricionales y la
evaluacion de la capacidad digestiva en los periodos de vida de un ciclido nativo
del sureste mexicano, la tenguayaca (Petenia splendida). Mediante técnicas
histol6gicas y bioquimicas, aumentd considerablemente el conocimiento de la
fisiologia digestiva del organismo. Los resultados encontrados mostraron una gran
similitud con otros ciclidos, en los patrones de desarrollo precoz del sistema

digestivo y la aparicion temprana de enzimas digestivas.

Desde esta perspectiva, se han venido realizando estudios de enzimas digestivas
gue permitan estudiar los cambios morfologicos de las especies y con ello conocer
la funcionalidad del sistema digestivo; todo esto con el objetivo de incorporar
protocolos de alimentaciéon adecuados que permitan mejorar el cultivo de la
especie en estudio. Ejemplo de ello fue lo realizado por Lopez-Ramirez, et al.
(2011) quien identifico los cambios morfofuncionales en Cichlasoma urophthalmus
a lo largo de su ontogenia inicial, y confirmé que es una especie de amplio
espectro tréfico, con atributos de una especie omnivora, con cierta tendencia a la
carnivoria oportunista, ya que presenta actividad importante en una amplia gama

de enzimas digestivas como amilasa, lipasa, fosfatasa y tripsina. Cabe mencionar
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gue todo esto pudo realizarse mediante la aplicaciébn de técnicas bioquimicas,
histologicas y moleculares.

Por lo tanto, todas las proteasas son esenciales en el proceso digestivo de los
organismos, por las funciones que desempefian. Sin embargo, entre las proteasas
digestivas mas estudiadas se encuentra la tripsina, perteneciente a la familia de
las serin-proteasas que juega un papel importante en la activacion de
endopeptidasas digestivas en animales y lleva a cabo la catalisis de reacciones de
hidrélisis de enlaces peptidicos que contienen residuos de aminoacidos bésicos,
tales como lisina y arginina (Devlin, 2004). En este sentido, Arévalo (2009) detecto
la expresion de la tripsina durante la ontogenia inicial de la mojarra tenguayaca
(Petenia splendida) y relaciond la sintesis de enzimas digestivas con el desarrollo
de los 6rganos del sistema digestivo, con la finalidad de generar informacion para
el desarrollo de su cultivo. Los resultados mostraron que la expresién del ADNc de
tripsina fue detectada un dia antes de la eclosion, mientras que la expresion
maxima del gen, se detecté 3 y 23 dias dde, disminuyendo en el 28 dde. Por otra
parte, el analisis de similitud mostré que el gen de tripsina de P. splendida es muy
conservativo con relaciéon a una amplia cantidad de especies, ubicandolo dentro

del grupo de los ciclidos.

En general, la mayoria de los trabajos de fisiologia digestiva se han realizado,
principalmente, en especies de importancia comercial, con la finalidad de obtener
conocimiento que permita el disefio de alimentos especificos y con ello optimizar
el cultivo de la especie en estudio. Todo lo anterior se ha logrado con la
integracion de técnicas histologicas, bioquimicas y moleculares (Alvarez-
Gonzalez, et al., 2010).

2.3.- Estudios moleculares en genes precursores de enzimas

digestivas

La gendmica funcional ha sido utilizada en diversos campos de estudio y también
ha impactado en el estudio de los peces, tanto en su investigacion basica como
aplicada (Martinez Portela y Figueras Huerta, 2007). Un ejemplo de ello es el

realizado por Chen, et al. (2016), quienes reportaron para Argus verde
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(Scatophagus argus) un aumento significativo en los niveles de expresion del gen
WNT4 (proteina crucial en la diferenciacion y desarrollo ovarico) durante el
desarrollo gonadal de la especie en estudio. Los resultados obtenidos sefalan que
dicho gen podria estar involucrado en el desarrollo de gonadas y el proceso de
espermatogénesis. También, estas técnicas moleculares se han utilizado en
especies acuicolas con el fin de aumentar la eficiencia de sus cultivos, debido a
que tienden a complementarse con los ensayos bioquimicos, permitiendo
comprender cambios importantes en la sintesis de enzimas digestivas durante la
ontogenia de los organismos estudiados. La expresion génica de las enzimas
podria reflejar la capacidad digestiva y ser utilizada como un indicativo en proceso
de desarrollo y funcionalidad del sistema digestivo (Larsen, 2011; Martinez-
Burguete, 2012), permitiendo la posibilidad de mejorar mediante los protocolos de

alimentacion, el crecimiento y supervivencia de los organismos (Arévalo, 2009).

Un claro ejemplo de estos estudios es el de Galaviz, et al. (2013) el cual consistié
en medir la expresion génica y la actividad enzimatica de tres proteasas
digestivas: tripsina, quimotripsina y pepsina en Totoaba (Totoaba macdonaldi), con
el objetivo de relacionar la informacién obtenida y desentrafiar los mecanismos
gue desencadenan la produccion de enzimas digestivas y la digestion de los
alimentos. Al observar los resultados obtenidos mediante los datos moleculares y
bioguimicos, se puede concluir que las larvas de Totoaba, tienen el sistema
digestivo completamente desarrollado y funcional entre 20-24 dde. Gracias a los
resultados obtenidos en este estudio se puede sugerir el adelanto en el inicio del
periodo de destete a estos dias, dado que hasta la fecha, el protocolo de

actuacion vino siendo alimentar entre los dias 28 y 32 dde.

Asi mismo, Murray et al. (2003) realizaron la clonacion y el analisis de la expresion
de tres enzimas digestivas en el Fletan (Hippoglossus hippoglossus) durante su
desarrollo temprano. El uso de secuencias nucleotidicas de los genes precursores
de las enzimas digestivas en estudio, permitieron obtener como resultados la
amplificacion de las secuencias parciales de lipasa, tripsindégeno y pepsinégeno a
partir de ARNm extraido de larvas enteras y juveniles utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). Los productos
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fueron secuenciados y utilizados para el disefio de cebadores especificos de los
genes de interés. Los resultados arrojaron que la expresion de los genes lipasa y
tripsindégeno fueron evidentes desde el momento de la primera alimentacion, pero
la expresion geénica del pepsindgeno no fue detectable hasta 80 dde. La
hibridacion in situ, utilizando sondas moleculares, localizé la expresion de lipasa y
tripsindégeno en el pancreas exocrino, mientras que pepsina solo se localizo en las
regiones glandulares del estbmago. Estos datos proporcionan un primer paso para
la comprension de los eventos moleculares que rigen la ontogenia de la capacidad

digestiva del organismo en estudio.

Algunos de los genes precursores de enzimas digestivas en C. undecimalis; se
expresan desde el periodo embrionario en el caso de peces y la expresion
depende, en gran medida, de condiciones como el estadios de desarrollo, la
nutricion del organismo y tipo de alimentacion (Martinez-Burguete, 2012). Por ello,
un gran numero de estudios se han centrado en la proteasa tripsina, debido a que
es una enzima clave en el proceso de digestion proteica y por tanto, asimilacion y
utilizacion de los nutrientes. Asi mismo, el tripsinégeno es un precursor esencial
secretado por el pancreas y podria utilizarse como un indicador en la funcionalidad

del pancreas.

En el pargo lunarejo (Lutjanus guttatus), se estudié la expresién génica y actividad
enzimatica de tripsina y pepsina durante el desarrollo larvario. El objetivo de este
trabajo fue conocer la fisiologia digestiva del organismo mediante la transcripcion
de genes, la actividad enzimatica de dos de sus principales proteasas digestivas y
su posible relacion tanto con el desarrollo del tracto digestivo, como con la
alimentacion de las larvas. Los resultados obtenidos sugieren que, en esta
especie, el destete podria iniciarse a una edad mas temprana de la que se
practica actualmente (entre 28 y 30 dde), ya que las larvas de dicho pez, tienden a
desarrollar un estébmago funcional entre los dias 20 y 25 dde (Galaviz, et al.,
2012). Asi mismo, en el lenguado de invierno (Pleuronectes americanus) se ha
estudiado la expresion del tripsindgeno durante el desarrollo del pancreas,
encontrando que a medida que las larvas se acercaban a la metamorfosis, el
pancreas se difundié, extendiéndose por todo el mesenterio que rodeaba el
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estbmago. Por otro lado se presentaron patrones de expresion tisular, debido
probablemente a la naturaleza difusa del pancreas. La expresion del tripsinégeno
fue evidente a partir del dia 5 dde (Murray, et al., 2004).

Cada uno de estos aspectos sefiala, que las técnicas de expresion de genes
precursores de enzimas digestivas, complementadas con informacion de fisiologia
digestiva, podrian utilizarse como base del conocimiento en su aplicacion para la
elaboracion de dietas inertes y también para indicar el momento adecuado en su
empleo, lo cual es adaptable para todo tipo de organismos acuicultivables
(Moguel-Hernandez, 2016).
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lll.- Objetivos

3.1.- Objetivo general:

3.1.- Determinar los cambios en la expresion del gen precursor de la proteasa

alcalina tripsina, durante la ontogenia inicial de C. trimaculatum.

3.2.- Objetivos especificos:

3.2.1.- Identificar el gen codificante de la proteasa digestiva tripsina/tripsin6geno

en el sistema digestivo de juveniles de la mojarra C. trimaculatum.

3.2.2 Relacionar los cambios de la expresién del gen de la proteasa digestiva

tripsina/tripsindgeno durante la ontogenia inicial de C. trimaculatum.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Identificacion de genes en juveniles de C. trimaculatum
4.1.1- Obtencion de juveniles

La identificacion del gen tripsindgeno se realizo en juveniles (42.21 + 15.18 g) de
C. trimaculatum los cuales, fueron obtenidos de un lote en cautiverio del
Laboratorio de Nutricion y Produccion Acuicola del Centro de Investigaciones
Costeras de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH). Los
juveniles se mantuvieron en un sistema de circulacion en estanques de fibra de
vidrio de 3 m de didmetro y 1 m de alto, con oxigenacion continua y recambios de
agua diario del 2% del volumen total. Los juveniles se alimentaron con alimento
balanceado Silver Cup® (pellets con un contenido de 32% de proteina y 5% de
lipidos) tres veces al dia (08:00, 13:00 y 18:00 hrs) a saciedad aparente.

4.1.2.- Disefio de oligonucleotidos

En el disefio de los oligonucleotidos para la identificacion del gen tripsinégeno
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR) de C. trimaculatum se utilizaron las secuencias homologas de peces
reportadas de la pagina de GenBank; como Paranotothenia magellanica
(X82223.1), Pleurogrammus azonus (AB441709.2), Lutjanus fulvus (AB738891.1),
Gadus chalcogrammus (AB506710.3), Ctenopharyngodon idella (AB698820.1) y
Boreogadus saida (AB530319.1).

Para el disefio de oligonucleétidos se utilizaron software de libre acceso. La
identificacion de regiones conservadas de las diferentes secuencias se realizo
mediante un alineamiento multiple realizado con el programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). La especificidad de la secuencia se
determind mediante el alineamiento especifico con el algoritmo de bdsqueda de
secuencias con alta similitud BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Por ultimo, con el programa Oligoanalyzer
version 3.1, se determinaron las temperaturas de alineamiento, contenido de C-G

y la verificacion de formacion de dimeros (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).
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Los oligonucleétidos disefiados se enviaron al Integrated DNA Technologies (IDT)

para ser sintetizados y su composicion se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1.- Disefio de oligonucledétidos para la identificacion parcial del tripsindgeno en
juveniles de C. trimaculatum.

Direccion Oligonucledtidos Tm (°C) Producto

esperado

Tryp SE 5- CTGGGTGGTGTCTGCTGC -3 59.0 500 bb
Tryp AS 5'- GCACATCCGTAGCCCCAG -3 58.6 P

4.1.3.- Extraccion de 6rganos

La identificacion de gen tripsindgeno se realizd en el estbmago, intestino e higado-
pancreas. La extraccion de los 6rganos se llevo a cabo en frio y con ayuda de un
estuche de diseccion previamente esterilizado. Se pes6 en una balanza analitica
una fraccion de 500 mg de cada uno de los tejidos, se colocaron en tubos
Eppendorf® y fueron congelados a -80°C en un ultracongelador Thermo

scientific® modelo Ultima plus hasta su posterior analisis.
4.1.4.- Extraccion de ARN total

La extraccion de ARN total para cada una de las muestras (estdmago, intestino e
higado-pancreas) se realiz6 mediante el kit PureLink® RNA Mini Kit codigo
121830182 (Anexo 1). Para separar el ARN del tejido se centrifugo a 12,000 rcf
ocupando una centrifuga Eppendorf® modelo 5810-R). Por dltimo, el producto
obtenido se cuantific6 por espectrofotometria con un nanodrop Jenway® modelo
Genova nano (Tabla 2); y se conservd a -80°C en un ultracongelador Thermo

scientific® modelo Ultima plus hasta su utilizacién.
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Tabla 2.- Cuantificacion del ARN total en diferentes tejidos de juveniles de C.
trimaculatum.

Unidades/Tejidos Estémago Intestino Pancreas
ng/ul 249.3 550.3 197.4
ABS 0.312 0.688 0.247
Nm 260 260 260

4.1.5.- Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetizo a partir de ARN total de acuerdo a las especificaciones del kit
de sintesis QUIAGEN QUALITY® QuantiTect Reverse Transcription Kit codigo
205310) (Anexo 2). Se realizaron reacciones de 40 pl para cada muestra con las
cantidades descritas en la Tabla 3.

Tabla 3.- Volimenes utilizados para sintesis de ADNc en diferentes tejidos de
juveniles de C. trimaculatum.

Estémago Intestino Higado-

Pancreas
ARN total 8 ul 4 ul 10 pl
ADNg 4 ul 4 ul 4 ul
Master mix 2 ul 2 ul 2 ul
Buffer 5x 8 ul 8 ul 8 ul
Primer mix 2 ul 2 ul 2 ul
H20 16 pl 20 pl 14 pl
Total 40 pl 40 pl 40 pl

El proceso de sintesis de ADNc se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf®
modelo ag22331, bajo las siguientes condiciones descritas en la Tabla 4. El

producto obtenido de ADNc se conservo a -80°C.
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Tabla 4.- Protocolo de condiciones para la sintesis de ADNCc.

Ciclos ler 2do 3er 4to 5to
Tiempo 2 min 5 min 15 min 3 min 00
Temperatura 42°C 4°C 42°C 95°C 4°C

4.1.6.- RT-PCR de ADNc

La amplificacion del gen tripsindbgeno se efectué en las condiciones del kit
HotStarTag® DNA Polymerase cédigo 203203 (Anexo 3). Se realizd una reaccion
final por cada muestra de 20 ul con las cantidades correspondientes de los
componentes y de los oligonucledtidos disefiados (Tabla 5). En el proceso de RT-
PCR se utilizé un termociclador eppendorf® modelo ag22331; este proceso se
desarroll6 en las condiciones descritas en la tabla 6 y 7 con un sistema de
gradiente de temperatura, optimizdndose en términos de temperatura de
alineamiento y concentracion de Mg?*.

Tabla 5.- Preparacion del master mix para la identificacion del tripsinégeno
en C. trimaculatum.

Master mix
Componentes Volumen 1X
10x PCR Buffer 2.0l
dNTP mix 0.4 ul
Primer Fw (10 uM) 0.4 ul
Primer Rw (10 uM) 0.4 ul
MgCl2 (25 mM) 0.4 pl
RNase-free water 5.9 ul
HotStarTaq Plus DNA Polymerase 0.5yl
Volumen total 10 pl
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Tabla 6.- Condiciones de ADNc para cada muestra en la identificacion del
tripsinégeno en C. trimaculatum.

Muestra Control negativo
ADNc 2 ul -- Ml
H20O(libre de ADNasas) 8 ul 10 pl
Volumen total 10 pl 10 pl

Tabla 7.- Programacion de la RT-PCR para la amplificacion del gen tripsinégeno.

Desnaturalizacién Desnaturalizacion- Extensién Almacenamiento

inicial alineamiento
Temperatura 95 °C 95°C 58°C 72°C 72 °C 4°C
Tiempo 15 min 35s 35s 50s 5 min 0
Ciclos 1 38 1 1

4.1.7- Electroforesis en gel de agarosa (visualizacion de bandas)

Los productos amplificados de RT-PCR se visualizaron en un gel de agarosa al
1.5%, utilizando 3 pl de SYBR Safe DNA gel stain INVITROGEN® cdédigo S33102
(Anexo 4). Se emple6é un marcador molecular de 100 pb de QIAGEN® (codigo
239045). Cada una de las muestras se inyectaron con buffer de carga Loading
Buffer (10x) INVITROGEN® (codigo 10816-015). La electroforesis se corrid en
una camara Mini Sub Cell GT (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durante 40 minutos a
100 volts, utilizando como buffer de corrimiento TAE al 1x. La visualizacién de las
bandas se realiz6 mediante la exposicion de rayos UV con ayuda de un

fotodocumentador Bio-rad® Modelo Universal Hood II.
4.1.8- Purificacion del transcrito parcial de tripsindgeno

La banda con el producto esperado visualizaron en el gel de agarosa se extrajeron
para ser purificados de acuerdo a las especificaciones del protocolo kit PureLink®
PCR Purification Kit cédigo k3100-01 (Anexo 5). El producto ADNc purificado fue
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cuantificado por espectrofotometria con un nanodrop Jenway® modelo Genova
nano y se verifico su integridad mediante una electroforesis al 1.5% a 100 volts por

40 minutos.
4.1.9 Secuenciacion del ADNc purificado

El producto purificado fue enviado a secuenciar a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las muestras enviadas
para secuenciar se realizaron de acuerdo a lo solicitado por el laboratorio (Tabla
8).

Tabla 8.- Condiciones de envi6 para secuenciacion del fragmento del tripsindégeno de
juveniles de C. trimaculatum.

Tubo 1 (C3TT) Tubo 2 (C4TT)
ADN purificado 3.66 ul 3.66 ul
Oligonucleétido SE 1l
Oligonucledtido AS 1ul
H20 11.34 pl 11.34 pl
Total 16 pl 16 pl

4.1.10- Analisis de secuencia e identificacion del gen

La secuencia obtenida por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM se visualizo
con en el programa Chromas Lite y se realizd un BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para encontrar la identidad de la secuencia
y la homologia con otras especies (analisis de similitud). La traduccion de
nucleétidos a aminoacidos se adquiri6 mediante el software Expasy Translate
(http://web.expasy.org/translate/). La ubicacion de los exones se obtuvo mediante
la base de datos de Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) donde la
secuencia parcial obtenida se comparé con el gen completo (tripsinogeno) de
tilapia ENSONIT00000020695.1 (try-201).

29



4.2- Expresion de genes durante la ontogenia inicial de C.

trimaculatum

4.2.1- Obtencidén de larvas

Las larvas de C. trimaculatum se obtuvieron de un lote de reproductores en
cautiverio. Las larvas, al momento de la eclosion, se transfirieron a un sistema de
recirculacion con tanques de fibra de vidrio circulares de 100 L de capacidad; los
cuales estan conectados a una bomba de recirculacion tipo Jacuzzi 1 Hp, filtros de
arena silica, un biofiltro de concreto y condiciones controladas. Aun asi,
diariamente se midieron los parametros de la calidad del agua, temperatura,
oxigeno disuelto, pH, amonio y nitritos, con un equipo multiparametro YSI®
modelo 556 profesional plus; para mantenerlos dentro de las condiciones dptimas

del cultivo larvario.
4.2.2- Alimentacion de larvas

Las larvas en los primeros tres dias dde fueron alimentadas con alimento vivo
(Artemia sp.) entre los dias 4 y 10 después de la eclosion (dde). Posteriormente,
se inicié una coalimentacion de alimento vivo (Artemia sp.) y alimento balanceado
Silver Cup® (45% de proteina y 16% de lipidos) para los dias 11 y 12 dde. Fue a
partir del dia 13 dde cuando Unicamente se proporcioné alimento balanceado. La
alimentacion se proporcioné tres veces al dia a saciedad aparente, en los horarios
08:00, 13:00 y 18:00 h hasta finalizar el muestreo.

4.2.3- Colecta de muestras

Las muestras colectadas se enjuagaron con agua ultra pura y fueron transferidas a
tubos Eppendorf de 2 ml que contenian 1.5 ml de solucién de estabilizacion de
(Invitrogen™ RNAlater™). Las muestras se dejaron por 24 horas a temperatura
ambiente y posteriormente fueron almacenadas a -80°C en un ultracongelador

Thermo scientific® modelo Ultima plus hasta su posterior analisis.
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Tabla 9.- Cronograma de muestreo de larvas durante la ontogenia inicial C. trimaculatum.

Numero de larvas Dias después de eclosién (dde)

10 larvas 0,1,3,6,9, 11, 13, 15,17, 19, 21, 24, 27, 30

4.2.4- Disefio de oligonucledtidos para gPCR

A partir de la secuencia parcial obtenida del tripsinégeno se disefaron
oligonucledtidos especificos para cuantificar la expresion relativa del gen durante
la ontogenia inicial. Para el disefio se utilizé software de libre acceso Primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0 'y se validaron mediante  OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html), OligoAnalizer 3.1
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). En la tabla 10 se muestran los
oligonucledtidos disefiados.

Tabla 10.- Secuencia de oligonucleétidos para la cuantificacion de la expresion del
tripsinégeno en larvas durante la ontogenia inicial C. trimaculatum.

Direccion Oligonucledtidos Tm (°C) Producto

esperado

Sentido 5- TGCCACCCTCAACAGTTATG - 59.57
3!
113 pb
Antisentido  5- CTATCAGCAGTGGGGCTCAT - 60.24

3!

4.2.5- Extraccion de ARN total y sintesis de ADNc

La extraccion de ARN total para cada uno de los dias muestreados se realizé de
mediante el kit PureLink® RNA Mini Kit (Cédigo 12183018A) de acuerdo al
protocolo descrito en el apartado 4.1.4. Del mismo modo, la sintesis de ADNc a
partir de ARN total se realizé mediante el kit de sintesis QUIAGEN QUALITY®
QuantiTect Reverse Transcription Kit (codigo 205310) bajo el mismo protocolo

descrito en el apartado 4.1.5.
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4.2.6- Cuantificacion de la expresion del tripsinégeno por qPCR

(Tiempo real)

La cuantificacion de la expresion del tripsindgeno por qPCR se realizé partir de
ADNCc en la ontogenia inicial de C. trimaculatum desde el dia 0 hasta el dia 30 dde.
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador BioRad® CFX96 Touch™
Real-Time con el fluor6foro de Bio-Rad® SsoAdvancedTM Universal SYBR Green
Supermix mediante la preparacion de una mezcla con un volumen total de
reaccion de 10 ul (Tabla 11). La tabla 12 define las condiciones estandarizados de

tiempos, temperatura y ciclos para este ensayo.

Tabla 11.- Reaccion para qPCR de la ontogenia inicial de C. trimaculatum.

Solucién 1x Volumen (pl)
SYBR® Green Supermix 5.00
Oligonucleétidos SE 0.25
Oligonucledtidos AS 0.25
ADNc 1.00
H20 (libre de nucleasas) 3.50
Total 10.00

Tabla 12.- Condiciones estandarizadas en el termociclador para la cuantificacion de la
expresion del gen tripsindgeno.

Desnaturalizacion Desnaturalizacion Alineamiento Lectura

inicial Curva
melting
Temperatura 95 °C 95°C 60 °C 65-95°C
Tiempo 30 seqg 19s 30 seg 0.05 seg
Ciclos 1 40 40 60
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4.2.7- Curva de estandarizacion de oligonucleotidos

Se realizaron curvas de estandarizacion del gen de interés (tripsindgeno) y de los
genes de referencia (GAPDH y 18S). Primeramente se preparé un homogenizado
tomando 3 pl de ADNc de cada dia muestreado y después se hizo un conjunto de
diluciones seriadas con dicho material (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 y 1:100000).
Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador BioRad® CFX96 Touch™
Real-Time con el fluor6foro de Bio-Rad® SsoAdvancedTM Universal SYBR Green
Supermix mediante la preparacion de una mezcla con un volumen de 15 pl para
cada dilucién (Tabla 13); donde los oligonucle6tidos tenian una concentracion de
10 pM. Todos los puntos de las diluciones para cada gen, se realizaron por
triplicado; todo esto con la finalidad de relacionar el valor del ciclo umbral (Cq) en
la corrida de PCR-tiempo real, con el nUmero de copias en la muestra (ADNCc) para

el calculo de la eficiencia de amplificacion.

Tabla 13.- Reaccion para la validacion de oligonucleétidos de qPCR.

Componentes Volumen (pl)
SYBR® Green Supermix 7.5
Oligonucleétidos SE 0.25
Oligonucleétidos AS 0.25
ADNCc 5
H20 2
Total 15

4.3-Analisis estadisticos.

El andlisis se llevd a cabo considerando los lineamientos establecidos en la guia
MIQE (Minimun information for publication of quantitative Real-Time PCR
experiments) (Bustin, et al., 2009). Los célculos correspondientes se realizaron
con base en el método comparativo (2"22CT) de acuerdo con Livak y Schmittgen
(2001). Las curvas estandar fueron calculadas por medio de un analisis de

regresion lineal utilizando la férmula: E= (10(-1/pendiente)-1), publicada por
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Bustin, et al.,, (2009) usando los valores de Ct (Threshold cycle) y el numero
logaritmico de copias (log Co) que fueron obtenidos en el andlisis de las diluciones

seriadas.

El nimero de copias (Co) de muestras desconocidas fue calculado mediante la
siguiente formula: [(Valor de CT-b) m-1] donde b= intercepto de Y y m = la
pendiente de las curvas estandar. Los niumeros de copias normalizadas de tripsina
para cada muestra, fueron determinadas dividiendo el nimero de copias de los
genes entre el nimero de copias de GAPDH y 18S, y cada muestra normalizada

fue dividida entre el calibrador (la muestra externa).
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V.- Resultados

5.1 Identificacion de la secuencia parcial del gen tripsinégeno

La amplificacion del ARN total de las muestras, utilizando los oligonucledtidos
disefiados de tripsindbgeno, dio como resultado productos de amplificacion del
tamafio esperado de 500 pb (Figura 2). Los productos obtenidos fueron facilmente
observados tanto en estdmago, intestino e higado-pancreas; siendo la del intestino

la de mayor intensidad.

Fig. 2. Electroforesis de agarosa al 1.5% del fragmento del gen
tripsinégeno en juveniles de C. trimaculatum en los tejidos de E=
estdmago, | = intestino, P = Higado-pancreas; C- = Control negativoy M =
Marcador molecular.
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5.2 Analisis de la secuencia obtenida

Se obtuvo una secuencia parcial de 414 pb del gen tripsindgeno, la cual codifica
para 137 aminoécidos; registrandose en el GenBank con la clave de acceso
KX697033 (Fig. 3). Dentro de los aminoacidos que codifican esta seccion
podemos observar que aparecen todos los aminoacidos que conforman el cédigo
genético, siendo el mas numeroso la glicina, seguida de la serina y la prolina. Por
el contrario, los amino&cidos que menos aparecen son la histidina, seguido de la
treonina y el triptéfano. En el caso de los aminoéacidos alifaticos, representan el
33.5 % de la secuencia, seguido de los azufrados con el 23.4 %, posteriormente
vienen los &cidos que representan el 21.9 %, los aromaticos con un 13.9 % y
finalmente los basicos que representan el 7.3 %.

1 tt cag gtg cgo ctg gga gag cac aac atoe ggg gte aac gag gga 44

1 Q v R L G E H H I G v N E G 14
45 act gag cag tte ate gac tee tec ocgt gte ate cca aat ccot 86
15 T E Q F I D 5 5 R v I F N P 28
87 ggg tac gac tce tgg acce att gac aat gac ate atg ctg atc 128
29 G b4 D =1 W T I D N D I M L I 42
129 aag ctg age cag cot geoeo ace cote aac agt tat gtg cag cot 170
43 E L S Q P A T L N s ¥ v Q P 56
171 gtg oot cotg cce agg age tgt got cco got gge aco atg tgo 212
57 L\ P L F R 5 C A P A ] T M C T0
213 agyg gtce tet gga tgg gge aac acce atg age ccc act got gat 254
71 R v s = W G N T M 5 P T A D 84
255 agg aac aag ctg cag tge ctg aac ate cce ate ctg tet gac 296
85 R H K L Q C L H I F I L 5 D a8
297 agt gac tgt agg aac geo tat cot ggoe atg ate act gac tec 338
99 5 D C R N A 4 P G M I T D 5 112
339 atg ttc tgt got gga tac coctg gag gga ggo aag gac tet tgo 380
113 M F C ry G ¥ L E G G K D 5 c 126
381 cag ggt gac tet ggt gge cet gtt gtg tge aat g 414
127 Q = D s ] G P v v c N 137

Fig. 3. Secuencia parcial de nucleétidos y aminoacidos del gen tripsin6geno en
juveniles de C. trimaculatum.
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5.3 Ubicacion de los exones en la secuencia obtenida

Al comparar la secuencia parcial del gen tripsindgeno obtenido en C. trimaculatum
(cédigo KX697033) se observa que se ubica en el 3 exdn y abarca hasta el
comienzo del exon 5 en la secuencia de ENSONIT00000020695.1 (try-201) (Fig.
4).

: Fonvad siand e
[ I S - a0
Exon | Exon |l Exon [l Exon IV ExonV  Tripsindgeno
137 157 254 137 303 pb Q. niloticus

Tripsindgeno C. rimacuiatum I N W (] | —

Fig. 4. Ubicacion de los exones de la secuencia parcial del gen tripsindgeno en juveniles
de C. trimaculatum con respecto a la secuencia del gen completo de
ENSONIT00000020695.1 (try-201).
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5.4 Analisis de similitud

La comparacion de nucleoétidos (pares de bases) de la fraccion del tripsindégeno de

414 pb, nos reveld que tiene un 99% de similitud con Petenia splendida y guarda

una similitud del 90% con otras especies de la familia Cichlidae; siendo el pez

mandarin (Siniperca chuatsi), el robalo prieto (Centropomus poeyi), el robalo

blanco (Centropomus undecimalis) y lenguado senegalés (Solea Senegalensis) las

primeras especie que se salen de esta familia las que poseen un porcentaje de

similitud del 87% (Tabla 14).

Tabla 14.- Analisis de similitud de la secuencia parcial del tripsindgeno en juveniles de C.
trimaculatum.

# Especie Caodigo de acceso Porcentaje de
en GenBank similitud
1 Petenia splendida FJ859997.1 99%
2 Symphysodon aequifasciatus AY690664.1 95%
3 Pundamilia nyererei XM_005736166.1 92%
4 Haplochromis burtoni XM_014338719.1 92%
5 Maylandia zebra XM_014408230.1 91%
6 Oreochromis niloticus XM_019365054.1 90%
7 Oreochromis aureus AY737395.1 90%
8 Siniperca chuatsi EU688996.1 87%
9 Centropomus poeyi KR349663.1 87%
10 Centropomus undecimalis JX128261.1 87%
11 Solea senegalensis AB359191.1 87%
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5.5 Peso y longitud o de los organismos cultivados.

Las larvas de C. trimaculatum mostraron un crecimiento exponencial en peso
huamedo y longitud total durante la eclosion, desde y hasta el final del estudio a 30
dde (Fig. 5y 6).
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Fig. 5.- Peso humedo promedio de larvas de C.
Trimaculatum cultivadas en condiciones experimentales
(media £ DS) n=5.

LONGITUD TOTAL (mm)
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Fig. 6.- Longitud total promedio de larvas de C. trimaculatum cultivadas en
condiciones experimentales (media = DS) n =5.
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5.6 Cuantificacion relativa para la expresion del gen tripsinégeno.

La expresion relativa del tripsindbgeno, con respecto a los genes de referencia
GAPDH vy 18S, se detect6 cerca del dia 3 dde, donde comienza la alimentacién
exogena (nauplios de Artemia sp.) (Fig. 6). Los niveles de expresion aumentan
paulatinamente hasta el dia 11 dde en el cual comienza a elevarse su expresion
hasta un maximo obtenido el dia 15 dde, coincidiendo nuevamente con el cambio
de alimentacion. Primero en el periodo de coalimentacion de alimento vivo y
balanceado y finalmente con la eliminacion del alimento vivo en la dieta (dia 13
dde). Posteriormente se observa una disminucion significativa en la expresion
génica que continud hasta el dia 24 dde, a partir del cual la expresion permanecié

relativamente constante hasta el final del experimento.
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Fig. 7.- Medias *+ E.E. de la expresion relativa del gen tripsindgeno durante la ontogenia
inicial de C. trimaculatum. Letras diferentes en minasculas indican diferencias estadisticas
significativas (p<0.05) n=3. Letras en mayusculas indican pautas de alimentacion SV =
Saco vitelino, NA= Nauplios de Artemia sp. CO= Coalimentacion de Nauplios de Artemia
sp. y alimento balanceado y AB= Alimento balanceado.
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VI.- Discusion

El primer avance a destacar en este trabajo es la secuenciacion del fragmento de
414 pb del gen del tripsindégeno en juveniles de C. trimaculatum. El tamafio de
dicho fragmento identificado se encuentra cercano a lo obtenido en diferentes
estudios de tripsindbgeno en peces, como lo descrito para Petenia splendida con
535 pb, Xiphister atropurpureus con 535 pb, Anoplarchus purpurescens con 528
pb, Cebidichthys violaceus con 521 pb, Xiphister mucosus con 535 pb y
Centropomus undecimalis con 519 pb (Arévalo, 2009; Gawlicka et al., 2005;
Martinez-Burguete, 2012). En la actualidad, se han realizado pocos estudios en
esta area para C. trimaculatum, enfocadndose principalmente en las areas de
filogenética, taxonomia y estudios biogeograficos (Rican, et al.,, 2016). Sin
embargo, las posibles aplicaciones de dicha secuenciacion es amplia y no
solamente en estudios de este tipo, mas recientemente, la aplicacién de dichas

herramientas se ha incrementado notablemente.

Al realizar el andlisis de similitud de la secuencia parcial de tripsin6geno con otros
ciclidos dulceacuicolas, podemos observar elevada coincidencia y en todos los
casos presenta similitud superior al 90 % obteniéndose el valor mas alto en
Petenia splendida (FJ859997.1) una especie cercana filogenéticamente (Mdiller,
2008). Esta elevada similitud en secuencias de nucleétidos indica que el gen de
tripsina de esta especie de peces, podria ser utilizada para el uso de sonda en
ensayos de hibridacion in situ y para determinar los niveles relativos de expresién
de tripsina para otras especies en estudio, ya que nos indica que este gen es de
caracter conservativo (Sainz, 2004; Rodriguez-Casariego, 2012). Esto también, se
ve reforzado al comparar la secuencia obtenida con el gen completo de
tripsinogeno de Oreochromis niloticus (Base de dato ENSEMBL cdodigo
ENSONIT00000020695.1; try-201), donde se observa una identidad del 95.45 %
iniciando a principios del exén 3 y finalizando al inicio del exon 5 (Mdller, 2008;
Arévalo, 2009). Mdller (2008) describe que el grupo de las sarin-proteasas
presenta una zona conservada denominada triada catalitica, la cual se ubica al
final del exdn 2 con pares de bases que codifican para el aminoacido histidina,
seguido del exdn 3 donde se codifica el aminoacido aspartato y finaliza al inicio del
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exon 5 donde se codifica el aminoacido serina; considerando que la fraccion del
gen tripsindgeno obtenida en C. trimaculatum corresponde a los exones 3, 4y 5,
podria indicarse que esta fraccion obtenida se encuentra dentro de la region
catalitica y por tanto, en la zona conservativa del gen tripsinégeno (Devlin, 2004)

con lo que con mayor peso, esta sonda puede usarse con el fin que fue disefiada.

Tras observar el ensayo de expresion relativa del gen tripsindgeno en lavas de C.
trimaculatum, podemos ver un patron de comportamiento parecido a la expresion
del mismo gen descrito en ontogenia inicial de otras especies como Hipoglosus
hipologlusos (Murray, et al., 2004) Lutjanus guttatus (Galaviz, et al., 2011),
Sphoeroides annulatus (Gasca, et al., 2005), Totoaba macdonaldi (Galaviz, et al.,
2015) y Petenia splendida (Arévalo, 2009). Si bien la expresion génica es
especifica en cada especie, puede estar influenciada por diversos factores como
el desarrollo del sistema digestivo, la composicion de los alimentos suministrados
y los protocolos de alimentacion (Péres, et al., 1998; Zambonino and Cahu, 2001;
Gawlicka, et al., 2006). Esta coincidencia que presenta el patron de expresion, es
el que nos permite adjudicar el origen pancreético del gen (Young, et al., 2017;
Srivastava, et al., 2002); el cual, sera funcional en las primeras etapas de
desarrollo, comenzaria la secreciéon de zimégenos (Murray, et al., 2004) bajo las

mismas condiciones que en el resto de especies.

Al comparar los datos obtenidos de la expresion relativa del tripsinbgeno, con el
comportamiento de la actividad enzimatica de tripsina en la ontogenia inicial de C.
trimaculatum descrita por Toledo-Solis et al., (2013), podemos observar un patron
similar. En ambos casos, se observa una expresion y actividad enzimatica casi
nula en los primeros dias dde siendo, a partir del dia 6, cuando se detecta la
expresion (tripsindgeno) y paralelamente la elevacién de la actividad enziméatica
(tripsina), coincidiendo todo ellos con el comienzo de la alimentacién exdgena
(nauplios de Artemia sp.). Finalmente, el gen encuentra su maxima expresion en el
dia 15 dde después de suministrar alimento balanceado, coincidiendo nuevamente
con el maximo de actividad enzimatica obtenida en el experimento de Toledo-Solis
et al., (2013). Por su parte, Karp (2009), menciona que primero tienen que haber
una expresion de la proenzima (zimogeno) para que pueda existir una actividad
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enzimatica, por tanto, los resultados obtenidos en este trabajo muestran, que el
proceso de digestion es llevado a cabo, en primer instancia, por las enzimas de
origen pancreéatico como en otros estudios previamente realizados (Zambonino-
Infante & Cahu 2001; Toledo-Solis et al., 2013). Por otro lado, el patron observado
en la expresion en los primeros dias dde tiene un comportamiento basal o casi
nulo. Sin embargo, esas pequefas variaciones pueden ser debidas a la carga
genética que es transmita por los progenitores (Garcia-Gasca et al., 2006),
posteriormente se produce un incremento asociado a la funcionalidad del
pancreas y por ultimo un descenso en la expresion para mantenerse constante o

fluctuante durante el crecimiento (Galaviz, et al., 2012; Lucero, 2016).

Para que las larvas puedan realizar sus funciones vitales una vez eliminado el
saco vitelino, es imprescindible una maquinaria que se encargue de la digestién de
los alimentos. En el caso de la proteina, las larvas necesitan las proteasas y
peptidasas para realizar esta funcién (Zambonino-Infante & Cahu, 2001). Algunos
ejemplos de estos tipos de enzimas es la tripsina, la cual es una enzima digestiva
perteneciente a las endopeptidasas, cuya funcion es la ruptura de enlaces
peptidicos de proteinas mediante hidrélisis, para formar péptidos de menor
tamafio o aminoacidos. Dicha enzima es sintetizada en el pancreas en forma de
tripsinégeno, (enzima inactiva) y secretada en el duodeno (parte del intestino),
donde es una parte fundamental para la digestion, ya que es una de las primeras
enzimas digestivas capaces de hidrolizar las proteinas provenientes del alimento.
Ademas, tanto su actividad enzimatica como su expresion genoémica, pueden ser
utilizadas como un indicativo del proceso de desarrollo y funcionalidad del sistema
digestivo (Cao, et al., 2000; Moyano, et al., 2005).

Afadido a esto, en estas etapas larvarias, la capacidad de degradacién de las
macromoléculas es limitada y en general se procede a la degradacion de los
nutrientes mediante absorcidbn por pinocitosis en los enterocitos y posterior
degradacion mediada por enzimas intracelulares; pero en este caso su eficiencia
es generalmente escasa para desenvolverse con un alimento externo. Por ello,
este analisis molecular podria servir de herramienta para describir y determinar el
momento adecuado en que los peces cuentan con su sistema digestivo completo y
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funcional (Chen, 2016; Guerrero-Olazaran, 2004) para facilitar que en el cultivo
larvario, se puedan realizar protocolos de alimentacién y dietas que permitan su

produccion masiva en mayor cantidad de individuos para las proximas etapas del
cultivo.
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VIl.- Conclusion

En el presente trabajo de investigacion se concluye lo siguiente:

1) Se obtuvo una secuencia parcial de 414 pares de bases del gen tripsin6geno en
juveniles de C. trimaculatum, la cual codifica para 137 aminoacidos de la enzima

tripsina.

2) La fraccion del gen tripsindbgeno en C. trimaculatum presenta una similitud
mayor al 90% con otros peces de la familia Cichlidae, lo cual refleja lo

conservativo que es el gen en estas especies.

3) Se encontrd una relacion entre la expresion relativa del gen tripsinégeno y la
actividad enzimatica de tripsina en la ontogenia inicial de C. trimaculatum. Al
mismo tiempo, se observaron cambios en los niveles de expresion cuando se
realizan las pautas de alimentacion en el larvicultivo, lo cual indica que existe una
induccion a la sintesis de tripsinbgeno debido a factores como el desarrollo
digestivo y el suministro de alimento; de igual forma se concluye que tripsina es
una enzima de gran importancia en esta especie, debido a su funcionalidad en la

degradacion de alimento en las primeras etapas de vida.
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VIl-. ANEXOS

Anexo 1.- Protocolo de extraccion de ARN

(PureLink® RNA Mini Kit Codigo 12183018A)

1. Preparacion de buffer de lysis

54



e Por un volumen de 1 ml del buffer de lysis se agregan 10 pl de 2-

mercaptoetanol.

Tabla 1.- Proporcion del volumen de buffer de lysis por la cantidad en muestra

del tejido.
Tejido Buffer de lysis
Menor a 10 mg 0.3 ml de Buffer de lysis.
De 10 a 30 mg 0.6 ml de Buffer de lysis.
De 30 a 200 mg 0.6 ml de Buffer de lysis (por cada 30 mg de

tejido).

Colocar el tejido en un tubo ependorf y agregar 350 ul de buffer de lysis con
2-mercaptoetanol.

Lisar la muestra hasta homogenizarla, utilizando la puntilla de la
micropipeta (hasta que la mezcla pase 10 veces por puntilla) o utilizar un
micropistilo para disgregar por completo la muestra.

Centrifugar la mezcla lisada a 12,000 rcf por 5 minutos a 4°C (puede

centrifugarse a temperatura ambiente).

5. Transferir los 350 ul del sobrenadante a un tubo limpio.

9.

Agregar un volumen (350 pl para ésta reaccion) de etanol al 70% (de
preferencia mantener el frio el etanol) y agitar con la mano de arriba hacia
abajo de 3 a 5 veces.

Transferir los 700 pl de muestra a la columna (colocar en el centro de la
columna el volumen).

Centrifugar a 12,000 rcf por 1 minuto a 4 °C y decantar el filtrado (golpear
de 2 a 3 veces la columna sobre un papel para sacar la mayor parte del
filtrado)

Colocar 700 pl de buffer de lavado | al centro de la columna.

10.Centrifugar a 12,000 rcf por 1 minuto a 4 °C y decantar el filtrado (golpear

de 2 a 3 veces la columna sobre un papel para sacar la mayor parte del
filtrado).
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11. Aiadir 500 pl de buffer de lavado Il (colocar al centro el volumen de lavado
).

12.Centrifugar a 12,000 rcf por 1 minuto a 4 °C y decantar el filtrado (golpear
de 2 a 3 veces la columna sobre un papel para sacar la mayor parte del
filtrado). Repetir 2 veces el paso 12 y el paso 13.

13.Insertar la columna a un tubo limpio y agregar 40 pl de agua libre de
ARNasas (RNase-free water).

14.Dejar incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

15. Centrifugar a 12,000 rcf por 2 minutos a 4 °C.

16.Descartar la columna y guardar el producto de ARN a -80 °C para uso

posterior. En caso de ocuparse en el momento mantener el frio.
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Anexo 2.- Protocolo de Sintesis de ADNc

(QuantiTect® Reverse Transcription Kit codigo 205310)

1. Cuantificar el ARN vy realizar las conversiones correspondientes para
agregar entre 1ng y 1ug de la muestra de ARN. En este caso se utiliza 1ug
por reaccion.

2. Preparar la siguiente reaccion (Entire genomic DNA elimination reaction).

Esta reaccidn se prepara por cada muestra de ARN a realizar la sintesis.

Tabla 1-. Datos del Genomic DNA elimination reaction para 1X

Componentes Volumen
gDNA Buffer, 7x 2 ul (valor
establecido)
ARN (Muestra) - ul (valor Variable)
RNase-free water - Ml (valor Variable)
Volumen total por 14 pl
reaccion

e Se recomienda aplicar los componentes en el orden de Agua-Buffer-ARN.

Tabla 2.- Reacciones de cada 6rgano para la sintesis de cDNA de tahuina

Estbmago Intestino Pancreas

gDNA Buffer 7x 2 ul 2 ul 2 ul
ARN (muestra) 4 ul 2 ul 5 ul
RNase-free water 8 ul 10 pl 7 ul

Volumen total 14 ul 14 ul 14 ul

3.- Incubar las reacciones por 2 minutos a 42°C y posteriormente colocar en

hielo o bien mantener las reacciones por 5 minutos a 4°C.

4.- Preparar las reacciones de Reverse-transcription reaction, esto se prepara
para cada una de las muestras.
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Tabla 3.- Datos de Reverse-transcription reaction para 1X

Componentes Volumen
Reverse-transcription master mix 1l
Quantiscript RT Buffer, 5x 4 pl
Primer Mix 1l
Total reaction volumen 6 ul

Mezclar los volumenes totales de las dos reacciones preparadas para obtener un

volumen total de 20 pl por reaccion.

Tabla 4.- Master mix para la Reverse-transcription reaction para 1X

Entire  genomic DNA elimination 14 pl
reaction

Reverse-transcription reaction 6 ul
Volumen total 20 pl

5.- Incubar la reaccion por 15 minutos a 42°C, para llevar a cabo el proceso de

sintesis ADNCc.

6.- Incubar la reaccién por 3 minutos a 95°C, para inactivar la enzima (Reverse-

transcription).

7.- Almacenar a -20 °C, se recomienda alicuotas del producto obtenido para ser

almacenado por largo tiempo. Si se usara en el momento mantener en hielo.

Anexo 3.- Protocolo de RT-PCR de ADNCc
58



(HotStarTag® DNA Polymerase codigo 203203)

1.- Desinfectar el area de trabajo con alcohol al 70% y los materiales deben estar

esterilizados.

2.- Preparar el mix para las reacciones a realizar. En la tabla 1 muestra las

condiciones con respecto al instructivo del kit.

Tabla 1. Indicaciones de concentraciones del instructivo.

Master mix

Componentes Volumen/reaccién Concentracion
1x final

10x PCR Buffer 10 pl 1X
dNTP mix (10 mM) 2 ul 200 uM
Primer Fw Variable 0.1-0.5uM
Primer Rw Variable 0.1-0.5uM
HotStarTaq Plus DNA 0.5 ul 2.5
Polymerase unidades/reaccion
RNase-free water Variable -
ADNc Variable < 1 pg/reaccion
Total volumen 100 pl

Tabla 2. Preparacion del master mix para las condiciones de C. trimaculatum.

Master mix
Componentes Volumen 1X
10x PCR Buffer 2.0 ul
dNTP mix 0.4 ul
Primer Fw (10 yM) 0.4 pl
Primer Rw (10 uM) 0.4 ul
MgCl2 (25 mM) 0.4 pl
RNase-free water 5.9 ul
HotStarTaq Plus DNA Polymerase 0.5 ul
Volumen total 10 pl

Nota: Se recomienda tener los reactivos en frio durante la preparacion de la
reaccion.

4.- Preparas las muestras de ADN para la identificacién de genes.

Tabla 3.- Condiciones de ADN para cada muestra.
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Muestra Control

negativo
ADNc 2yl -l
H20 8 ul 10 pl
(libre de ADNasas)
Volumen total 10 pl 10 ul

Nota: Se recomienda tener las muestras en frio durante su preparacion.

5.- La reaccion final por cada muestra es de 20 pl, conjunto de la mezcla de 10 pl
del master mix mas 10 pl de la muestra preparada. La cual se ingreso al

termociclador bajo las siguientes condiciones.

Tabla 4.- Condiciones de la RT-PCR para del gen tripsinégeno en C. trimaculatum.

Setl Set 2 Set 3 Set 4

Temperatura 95 °C 95 °C 58 °C 72 °C 72 °C 4°C
Tiempo 15min  30seg 30 seg 30 seg 5 min 0
Ciclos 1 38 1 1

6.- Los productos obtenidos son visualizados en un gel de agarosa.
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Anexo 4.- Electroforesis para visualizar fragmentos de ADNc
(Gel de agarosa al 1.5%)
1.- Pesar 0.6 gr de agarosa y disolver en 40 ml de buffer TAE al 1X.

2.- Calentar hasta disolver la agarosa, la solucion queda completamente
transparente. (Si se calienta en microondas con 2 minutos es suficiente, se

recomienda supervisar al ler minuto que no se hayan formado grumos).

3.- Agregar 3 pl de sybr safe para visualizar del ADNc (se recomienda dejar que se

enfrié un poco la solucién de agarosa para agregar el syber safe).
4.- Agitar hasta obtener una mezcla homogénea.

5.- Verter la mezcla a la camara de electroforesis y colocar el peine.
6.- Cubrir de la luz el gel hasta que se solidifique.

7.- Colocar el gel en la cAmara de electroforesis y agregar el buffer TAE 1X hasta

cubrir por completo el gel.

8.- Colocar 3 pl de buffer de carga a los 20 pl de cada uno de los productos

obtenidos en la RT-PCR (muestra).

9.- Inyectar 10 pl de cada muestra por pocillos del gel (El volumen de inyeccién

puede ser variable dependiendo del tamafio del pocillo).
10.- Inyectar 5 yl del marcador molecular.

11.- Configurar la fuente de poder para el corrimiento del gel. En este caso se
corrio a 100 volts por 35 min. (Las condiciones pueden variar dependiendo del

producto esperado).

12.- Visualizar el gel de agarosa en un fotodocumentador con luz UV.
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ANEXO 5.- Protocolo de extraccion y purificacion de ADNc del gel

de agarosa
(PureLink® PCR Purification Kit Codigo: k3100-01)

1. 1.- Visualizar y ubicar las bandas de interés en el gel de agarosa.

Cortan las bandas de interés y colocarla en un tubo eppendorf de 0.6 ml
con fibra de vidrio esterilizada (Este tubo debe estar perforado con un
agujero pequefo en la punta del tubo).

Colocar el tubo de 0.6 ml dentro de un tubo de 1.5 ml y centrifugar la
muestra a 14,000 rpm por 20 minutos a 5 °C.

Al producto filtrado se agregan 500 ul de buffer B2 (Bliding Buffer) y agitar
unas 10 veces de arriba hacia abajo.

Transferir el volumen final a una columna del kit y centrifugar a 10,000 rpm
por 1 minuto a 5 °C o temperatura ambiente.

Decantar el filtrado y reinsertar la columna dentro del mismo tubo.

7. Agregar 650 pl de buffer de lavado WI (buffer con etanol) y se centrifugar

8.
9.

dentro de la columna a 10,000 rpm por 1 minuto a 5 °C o temperatura
ambiente.
Decantar el filtrado y reinserta la columna en el mismo tubo.

Centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos a 10 °C.

10.Descartar el tubo con el filtrado y colocar la columna en un tubo limpio.

11. Agregar 50 pl de solucion buffer e incubar por 1 minuto a temperatura

ambiente.

12.Centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos a 10 °C.

13.Se obtendran aproximadamente un volumen de 48 pl del producto de ADN

y se recomienda almacenar -20 °C.

ANEXO 6.- Curva estandar de amplificaciones a partir de
diluciones seriadas de cDNA de larvas de C. trimaculatum con
concentracion conocida. n=4
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ANEXO 7.- Melting curve de q-PCR: oligonucleétidos de
tripsindgeno durante la ontogenia inicial de C. trimaculatum
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