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RESUMEN.

La acuicultura se ve fuertemente afectada por patologias bacterianas que provocan
mortalidades en la produccion e importantes pérdidas econdémicas; por ello, uno de los
principales retos del sector, es su prevencion y eliminacion. El estudio del sistema inmune
como mecanismo de defensa ante enfermedades nos permite conocer la respuesta de los
peces cuando se ven expuestos a una diversidad de agentes patdgenos. Una de las
estrategias para el estudio del sistema inmune, es la evaluacidn de la expresidén génica bajo
cierto estimulo, por ejemplo, la infeccién experimental. A pesar de que la cabrilla sardinera
Mycteroperca rosacea es considerada un candidato potencial de cultivo, no se tienen
antecedentes de su capacidad de respuesta ante agentes patdogenos comunes en granjas de
produccioén. El propdsito de éste trabajo fue investigar la respuesta, con énfasis en la
respuesta inmune a nivel transcripcional, de la cabrilla sardinera experimentalmente
infectada con la bacteria Aeromonas hydrophila, un importante patégeno secundario capaz
de ocasionar severas enfermedades en peces marinos y de agua dulce. Con el fin de obtener
una perspectiva mas amplia de la respuesta, en el presente trabajo se utiliz6 la técnica de
hibridacién sustractiva por supresion para generar una coleccién de genes expresados por
efecto de la infeccidn experimental. Se seleccionaron y secuenciaron aleatoriamente un
total de 329 clonas y después de su analisis bioinformatico, se obtuvieron un total de 108
secuencias que mostraron identidad con otras especies de teledsteos. La cuantificacion del
nivel de expresion de cinco transcritos mostré que los cinco se ven expresados por efecto
de la infecciébn experimental y dado que tres de las secuencias analizadas estan
involucradas directamente en rutas de sefializacion, se sugiere que los mecanismos de
transduccién de sefiales tienen un rol importante en la respuesta transcripcional tardia de M.

rosacea ante la infeccién con A. hydrophila.

Palabras clave: Mycteroperca rosacea, Aeromonas hydrophila, leucocitos, sistema inmune, hibridacion

sustractiva por supresion.

Dr. Felipg de scencio-Valle



ABSTRACT.

The most significant factor affecting aquaculture is the incidence of microbial pathologies,
mainly bacterial in origin. Nowadays, the main challenges of fish farming industry are
prevention and eradication of these diseases that provoke severe mortalities which in turn,
cause economic losses. The assessment of immune system as an integrative defense upon
bacterial infection enables us to elucidate the mechanisms that regulate this protection and
one of the commonly used strategies for its assessment is the evaluation of immune gene
expression upon certain stimulus (e.g. experimental bacterial infection). In BCS, leopard
grouper Mycteroperca rosacea is considered a potential candidate species for aquafarming,
however there are no previous reports of its response capacity when facing farm-common
bacterial pathogens. The aim of this work was to investigate the response at a
transcriptional level, emphasizing the immune response of leopard grouper experimentally
challenged with Aeromonas hydrophila, an important opportunistic bacterial pathogen for
several marine and fresh water farmed fish species. In order to obtain a wider perspective of
the response displayed, it was employed the suppressive subtractive approach to generate a
cDNA library of overexpressed genes after a bacterial experimental infection. Random
clones (329) were selected and sequenced. After assembling, 108 singlets were finally
obtained, some of which were immune-related genes. A real time reverse transcription-PCR
analysis of the expression patterns of five transcripts showed that all of them were up-
regulated after 72 h of double bacterial challenge stimulation. Since three of the analyzed
sequences are involved in signaling pathways, it is proposed that these mechanisms are
specially activated in late gene response of leopard groupers experimentally infected with

A. hydrophila.

Keywords: Mycteroperca rosacea, Aeromonas hydrophila, leukocytes, immune system, suppressive

subtractive hybridization.
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ABREVIATURAS.
°C: Grados Celsius.

Mg: Microgramo.

pL: Microlitro.

pum: Micrometro.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNC: Acido desoxirribonucleico complementario.
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ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.
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TGF-B: Subunidad 3 del factor de crecimiento tumoral.

U: Unidades.



GLOSARIO.
Anticuerpo: Una tipo de glicoproteina, también llamada inmunoglobulina, producida por
los linfocitos B y que se une generalmente con demasiada afinidad a un antigeno.

Antigeno: molecula que se une a un anticuerpo o TCR y puede inducir una respuesta
inmunitaria

Apoptosis: Proceso de muerte celular que se caracteriza por la condensacion nuclear,
rompimiento de ADN, fragmentacion y liberacion del citoplasma.

Caspasa: Proteasa intracelular que es componente de las cascadas enzimaticas que causan
la muerte apoptética de las células.

Citocina: Proteina producida por muchos tipos celulares que median las reacciones
inmunitarias e inflamatorias.

Estimulo: (fisiologia) Factor externo que tiene influencia sobre alguna actividad.

Etiqueta de secuencia expresada (EST): (Expressed sequence tag, por sus siglas en
inglés) la secuencia (usualmente parcial) de una transcripcion en biologia

Factor de transcripcion: Proteina que participa en la regulacion de la transcripcion del
ADN, pero que no forma parte de la ARN polimerasa.

Factor nuclear-kB (NF- «B): Una familia de factores de transcripcion para muchos genes
de respuesta inmune innata y adaptativa.

Fagocitosis: Proceso del sistema inmune innato, en el cual macréfagos y neutréfilos
engullen particulas grandes como microorganismo completos.

Hematopoyesis: La diferenciacion y desarrollo de células sanguineas maduras.

Homeostasis: Propiedad de un organismo para regular el ambiente interno y asi mantener
una condicion estable y constante.

Inflamacidn: Reaccion compleja del sistema inmune innato que se lleva a cabo en tejidos
vascularizados, que involucra la acumulacion de una gran cantidad de proteinas plasmaticas
y leucocitos en el sitio de infeccion.

Interferon y: Una citocina producida por los linfocitos T y las células NK, cuya funcién
principal es la activacion de macréfagos.
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Interleucina: Sin6nimo de citocinas producidas por leucocitos y que actdan sobre
leucocitos.

KEGG: Kyoto enciclopedia de genes y genomas. Es una base de datos de sistemas
biolégicos, compuesta por elementos de genes y proteinas (KEGG GENES), rutas e
interacciones moleculares (KEGG PATHWAY), asi como jerarquias y relaciones entre
elementos bioldgicos (KEGG BRITE). Permite relacionar genomas completos con otros
sistemas bioldgicos a través de mapeo.

Linfocinas: Familia de moléculas del tipo de las citocinas 0 mensajeros quimicos, que son
producidas y liberadas por los linfocitos T.

Linfocito B: El Unico tipo celular capaz de producir anticuerpos.
Linfocito T: El tipo celular que regula la respuesta inmune adaptativa mediada por células.

Lipopolisacarido (LPS): Ppolimeros complejos con restos de acidos grasos y cadenas
caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos, que forman la parte mayoritaria de la capa
externa de la membrana externa de bacterias Gram negativas.

Opsonizacion: Proceso por el que se marca a un patdégeno para su ingestion y destruccion
por un fagocito. La opsonizacion implica la union de una opsonina a un receptor en la
membrana celular del patdgeno. Tras la union de la opsonina a la membrana, los fagocitos
son atraidos hacia el patégeno.

Poiquilotermia: estrategia que usan algunos organismos para optimizar su temperatura
corporal, arcaicamente conocido como poiquilotermia y aplicado a ciertos animales con
temperatura corporal variable.

Potenciador (enhancer): Una secuencia nucleotidica regulatoria que puede encontrarse rio
arriba o rio abajo del promotor, se une a los factores de transcripcion e incrementa la
actividad del promotor.

Promotor: Una secuencia nucleotidica adyacente al extremo 5° del sitio de inicio y a la que
se unen las proteinas que originan la transcripcién de un gen.

Protein- cinasa activada por mitdgenos (MAPKS): La via MAPK (de las siglas en inglés
Mitogen-activated protein kinases) es una ruta de transduccion de sefial de células de
eucariotas con el fin de modulando la expresion de distintos genes.

Puntaje (score del analisis BLAST): Es un valor de referencia para estimar la similitud de
la busqueda con otras secuencias previamente reportadas.

Vi
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): Es una técnica de biologia molecular cuyo
objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN particular,
partiendo del minimo de muestra.

Teledsteo: Peces de esqueleto dseo, cola homocerca, escamas cicloideas o ctenoideas, y
vejiga natatoria habitualmente presente. En este grupo se integran la mayoria de peces
comunes y formas mas evolucionadas.

Ubiquitinacién: Union covalente de varias moléculas de ubiquitina a una proteina y asi
marcarla para su degradacion proteolitica y posterior presentacion de antigenos.

Valor esperado (e-value): Medida de la confiabilidad del puntaje o score.

Virulencia: La capacidad de un microorganismo de causar dafio en su hospedero.

Vil
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1. INTRODUCCION.

Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés), la acuicultura es considerada una actividad
de gran relevancia, al aportar cerca del 50% de los productos pesqueros mundiales
destinados a la alimentacion y ser el sector de produccion de alimentos de origen animal de
mayor y mas rapido crecimiento (Fig.1). Particularmente, en Meéxico la acuicultura
participa con poco mas de 12% en la produccion pesquera nacional, sin embargo, tiene ain
un amplio potencial de desarrollo acuicola, ya que cuenta con amplias extensiones con
posibilidades de uso (Magallon et al., 2007). De acuerdo con las perspectivas, la
acuicultura podria representar en nuestro pais mas de 40% de la produccién pesquera total

en un plazo de entre diez y quince afos.
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Figura 1. Pesca y produccion acuicola mundial. El declive de la captura pesquera en las tltimas décadas, ha
sido compensado en gran parte por la acuicultura.

Sin embargo, la industria acuicola enfrenta algunos problemas que limitan su méximo

desarrollo. Uno de ellos, es la presencia de patologias microbianas, principalmente de



origen bacteriano que ocasionan mortalidades masivas y cuantiosas pérdidas econdémicas
(Zorrilla et al., 2003). La aparicion y desarrollo de enfermedades en cultivos acuicolas es
resultado de la interaccion entre patdgenos, hospederos y su ambiente, y por ello, s6lo a
través de un enfoque multidisciplinario se aplicaran medidas adecuadas para la prevencion
y control de las principales enfermedades (Toranzo et al., 2005).

El uso de agentes terapéuticos (desinfectantes, antibioticos, etc.) en estos sistemas, es una
practica comun para la eliminacién de patégenos, no obstante son generalmente poco
efectivos, costosos y dafiinos para el ambiente. En el caso de antibidticos, los
microorganismos tienden ademas a desarrollar mecanismos de resistencia y por ello, su uso
es restringido en muchos paises. La tendencia actual es la prevencion de enfermedades, mas
que el desarrollo de medidas terapéuticas.

El cultivo de nuevas especies de peces, requiere investigacion de sus patdgenos potenciales,
asi como del desarrollo de nuevas vacunas (Grentvedt et al.,, 2004), como medidas
preventivas contra las enfermedades y alternativas al uso de antibiéticos. Se han
desarrollado vacunas experimentales efectivas contra patogenos bacterianos como
Aeromonas salmonicida atipica (Ellis, 1999; Ingile et al., 2000; Lund et al., 2002), Vibrio
(Toranzo et al., 1997), Pasteurella (Romalde y Magarifios, 1997) y Aeromonas mdviles
(Karunasagar, 1997, Vazquez-Juarez et al., 2005). Actualmente, se estdn generando algunas
vacunas contra A. hydrophila, sin embargo adn no estan disponibles de forma comercial. A.
hydrophila es una especie heterogénea, ya que posee antigenos variables, por lo cual el
desarrollo de vacunas es extremadamente complejo (Yin et al., 2009).

El conocimiento de los mecanismos de respuesta ante la exposicion a patdgenos y la

estimulacion con diferentes antigenos nos proporciona informacion para el manejo de
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enfermedades en cultivos acuicolas. La respuesta de un organismo ante determinado
estimulo, se puede describir mediante la caracterizacion de su transcriptoma. Comparado
con el genoma, relativamente estable, el transcriptoma es altamente variable dependiendo
de la expresion génica diferencial dentro de los diversos tejidos, estados de desarrollo o
bajo las condiciones variables del medio. Esta variacion no se refleja solo por el tipo de
genes expresados, sino también por sus niveles de expresion (Kocabas et al., 2002). Desde
hace poco mas de una década, se ha usado el enfoque de clonacién sustractiva para el
aislamiento de genes que se reprimen o sobreexpresan bajo cierta condicion. Este enfoque,
ha establecido las bases para una diversidad de estudios subsecuentes de genomica
funcional, regulacion génica y como tal, representa una valiosa herramienta para muchos
campos de la Biologia (Goetz, 2003). Como resultado de las técnicas de clonacion
sustractiva, es posible obtener una coleccion de etiquetas de secuencias expresadas (EST’s,
por sus siglas en inglés), que sirve para caracterizar de forma global la respuesta de los
organismos estudiados ante cierto estimulo. En peces, el analisis de EST’s ha sido
empleado para caracterizar la respuesta inmune a nivel transcripcional de especies con
importancia econémica como el flatin (Teleostei: Pleuronectidae, Hippoglossus
hippoglossus), lenguado japonés (Paralichthyidae, Paralichthys olivaceus), bagre de canal
(Ictaluridae, Ictalurus punctatus), anguila japonesa (Anguillidae, Anguilla japonica), trucha
arcoiris (Salmonidae, Oncorhynchus mykiss), salmén del Atlantico (Salmonidae Salmo
salar), carpa comun (Cyprinidae Cyprinus carpio) y dorada (Sparidae Sparus aurata).
Hasta este momento, nuestro conocimiento acerca de la respuesta inmune a nivel

transcripcional de la cabrilla sardinera (Serranidae Mycteroperca rosacea) es muy limitado.
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En bases de datos publicas, solo existen seis secuencias nucleotidicas disponibles para esta
especie, y de éstas, ninguna de ellas pertenece a genes de respuesta inmune.

Con el fin de comprender mejor la respuesta inmune de la cabrilla sardinera, un pez con
alta demanda regional y potencial de cultivo, en este trabajo se genero la primera coleccion
de EST’s de la especie. Mediante técnicas de clonacion sustractiva, se logaron identificar
genes relevantes en su respuesta ante la infeccion experimental con Aeromonas hydrophila

un importante patdégeno secundario ubicuo de los sistemas acuaticos.
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2. ANTECEDENTES.

2.1 Expresion genica diferencial.

Los procesos biologicos en los organismos, tales como el desarrollo celular, la
organogenesis o bien, la progresion de una enfermedad, se ven regidos por programas de
expresion genica diferencial. Aproximadamente 15% del repertorio de genes presentes en
eucariotas superiores, se expresan selectivamente en una determinada etapa fisioldgica
(Revisado en Huang et al., 2007). Una alteracion de los patrones de expresion basal puede
determinar un destino totalmente diferente para la célula, por efecto del proceso bioldgico o
patoldgico en cuestion; es por ello, que mediante la identificacién de genes que se expresan
en forma diferencial, podriamos obtener una perspectiva global de los mecanismos
moleculares involucrados en la enfermedad y otros procesos bioldgicos (Liang y Pardee,
1992).

En el estudio de la activacion y subsecuente expresion de un gen, primero debe realizarse
su deteccidn, que es Unicamente posible una vez que pasa de transcrito a su correspondiente
acido ribonucleico mensajero (ARNm). La identificacion de la diversidad de genes que se
activan bajo cierta condicién, es un aspecto ampliamente estudiado, ya que nos provee
informacion basica para el analisis de los procesos bioldgicos que rigen nuestras vidas
(Liang y Pardee, 1992). Los métodos desarrollados para el analisis de la expresion génica
diferencial, tienen su fundamento en un enfoque comparativo; es decir, una muestra
problema que contiene los genes activos se compara contra una muestra control, en la cual
estos genes no se han activado. Mediante esta estrategia, es posible aislar los genes activos,
discriminando de manera selectiva la multitud de genes inactivos. Generalmente, la

transcripcion del ARNm es el primer paso que determina la actividad de un gen y posterior
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sintesis de la proteina correspondiente. Estos genes se encuentran inactivos en las muestras
control y no producen ningin ARNm. En la mayoria de los méetodos, el ARNm se extrae a
partir de la muestras problema y control, se realiza el proceso de transcripcion reversa para
sintetizar su correspondiente &cido desoxirribonucleico complementario (ADNc) y
posteriormente, el material por analizar se enriquece sustancialmente mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Dado que la mayoria de estos métodos no operan con
transcritos de ARNm completos sino con secuencias cortas, éstas deben relacionarse con el
gen previamente descrito (0 no descrito) mediante programas bioinformaticos avanzados o

en bases de datos de nucleotidos.

2.2 Hibridacion sustractiva por supresion.

La hibridacion sustractiva por supresion; o SSH por sus siglas en inglés, es una técnica
desarrollada en los laboratorios de Clontech E.U.A. para lograr el aislamiento de genes que
se expresan diferencialmente en dos muestras de células eucariotas (Diatchenko et al.,
1996). Comparada con la técnica de microarreglos, la SSH se puede desarrollar en ausencia
de informacion acerca de las secuencias estudiadas, ademéas cubre los requerimientos para
encontrar genes nuevos en organismos que no han sido estudiados en forma exhaustiva. El
principio de la SSH se basa en la PCR supresora, la cual hace uso de las secuencias
terminales repetidas e invertidas (LITR: Long Inverted Terminal Repeats) para unir los
extremos de una muestra problema y formar estructuras ‘loop’ en cada ciclo de
desnaturalizacion-alineamiento (Fig. 2). Bajo este efecto, las secuencias que no son
objetivos no se amplificaran exponencialmente. Ademas, dado que la SSH combina ambos

pasos de normalizacion y supresion en uno solo, hace que la abundancia sea relativamente
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igual para cada uno de los transcritos en la muestra estudiada, pues permite la amplificacion
de los transcritos escasos expresados en forma diferencial, hasta 1000-5000 veces
(Diatchenko et al., 1996), esta amplificacion reduce al maximo la generacion de falsos-
positivos (background) en el andlisis.

Durante la decada pasada, la técnica de SSH se ha empleado para identificar genes
expresados en forma diferencial, permitiendo la elucidacion de la regulacion génica en los
procesos biologicos y/o patoldgicos de diversos organismos (Huang et al., 2007). En la
actualidad, algunas compafiias (e. g. Clontech, Evrogen) comercializan los sistemas
completos para la construccién de bibliotecas gendmicas y de ADNc mediante la aplicacion

de la técnica SSH.

2.3 Expresion diferencial durante la infeccion experimental de peces

La respuesta que muestran los teledsteos ante la infeccion, ha sido ampliamente estudiada
mediante enfoques bioldgicos clasicos y moleculares. Sin embargo, recientemente se han
realizado importantes contribuciones a la elucidaciéon de la respuesta inmune de peces a
través de multiples estudios de expresion génica (Tsoi et al., 2004). Se ha reportado que la
identificacion de genes funcionales con relevancia inmunitaria es muy importante en la
investigacion de mecanismos moleculares involucrados en la resistencia a la enfermedad
(Wang et al., 2008), por ello, la técnica de SSH ha sido empleada con éxito para el
aislamiento de genes que se expresan en forma diferencial durante la estimulacion con un
mitogeno (Darawiroj et al., 2007; Wang et al., 2007) o el curso de la infeccion xperimental

con un patogeno (Tsoi et al., 2004; Dios et al., 2006; He et al., 2006; Wang et al., 2008).

Tania L. Lopez Medina CIBNOR S.C.



ADNc tester’ con adaptador 1 ADMc “driver ADMe tester’ con adaptador 2
| — _— -
——m — —E

Primera hibridacion

abed+ Segunda hibridacién

¢
l Rellenar extremos

Amplificacion con primers

ad  noamplifica

E::D b no amplifica
c

amplificacion lineal

amplificacion exponencial

Figura 2. Fundamento de la Hibridacion Sustractiva por Supresién (SSH).

El objetivo es comparar la expresion genica de peces infectados contra la expresion de
peces sanos Yy, una vez que se han descartado de la muestra los transcritos comunes, se

amplifican los transcritos remanentes mediante PCR supresora (Diatchenko et al., 1996;
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Winstanley et al., 2002). Como resultado de la técnica, se obtendra una coleccion de genes

expresados de forma diferencial que seran entonces clasificados como genes candidatos a

estar involucrados en la patogénesis bacteriana (Goetz, 2003).

Tabla I. Comparacion de Ventajas y desventajas de las técnicas analiticas para la caracterizacion del perfil de

expresion génica. Modificado de Huang et al. (2007).

Técnica

Ventaja

Desventaja

Hibridacion
sustractiva por
supresion (SSH)

Microarreglos

Analisis de diferencias
representativas (RDA)

Despliegue diferencial
(DD PCR)

Hibridacion supresora
(SH)

Minima cantidad de
material bioldgico inicial,
alta eficiencia,
especialmente para
obtener genes de
expresion ‘escasa’, alta
especificidad.

Minima cantidad de
muestra, maxima eficiencia,
alta especificidad, se
pueden analizar més de dos
muestras en un solo
experimento.

Alta especificidad y baja
proporcién de falsos
positivos, el cDNA de
RDA puede ser usado en
MRNA sin poliA terminal.
Poca cantidad de muestra,
alta eficienciay
generalmente se pueden
obtener genes de expresion
‘escasa’, se pueden analizar
mas de dos muestras en un
solo experimento.

Bajo costo, se pueden
obtener secuencias mas
grandes en la biblioteca
generada.

Generalmente, se pueden
comparar sélo 2 muestras en una
SSH, los resultados dependen
mucho en la eficiencia de ligacion
de adaptadores.

Se requiere de informacion previa
de las secuencias estudiadas, baja
deteccion de genes de expresion
‘escasa’.

Baja deteccion de genes de
expresion ‘escasa’, procedimientos
repetidos de corte y ligacion
enzimatica.

Alto porcentaje de falsos-positivos,
los productos amplificados
generalmente se encuentran en el
extremo 3.

Baja sensibilidad, gran cantidad de
muestra, proceso laborioso.

El objetivo es comparar la expresion génica de peces infectados contra la expresion de
peces sanos y, una vez que se han descartado de la muestra los transcritos comunes, se
amplifican los transcritos remanentes mediante PCR supresora (Diatchenko et al., 1996;

Winstanley et al., 2002). Como resultado de la técnica, se obtendra una coleccién de genes
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expresados de forma diferencial que seran entonces clasificados como genes candidatos a

estar involucrados en la patogénesis bacteriana (Goetz, 2003).

2.4 Sistema inmune de peces

Los peces son un grupo altamente divergente, representado aproximadamente por
28,000 especies, ocupando distintos habitats; poseen la capacidad de responder a un desafio
inmunoldgico, al tener un sistema inmune completo que incluye reacciones fisioldgicas y
de comportamiento, que lo ayudan a adaptarse a una nueva situacion (Ribas, 2006). Como
en todos los organismos, la funcion esencial del sistema inmune de peces es la defensa
contra infecciones, este sistema permite la supervivencia del individuo y el aseguramiento
de la integridad de sus funciones corporales en un medio que le es hostil por naturaleza. El
sistema de defensa incluye dos grandes sub-sistemas: el sistema inmune innato, no
especifico o natural y el sistema inmune adquirido, especifico o adaptativo. Cada
subsistema contiene su componente humoral y su componente celular (Abbas y Lichtman,
2005).
El componente humoral hace referencia a la produccion de anticuerpos y los procesos que
la acompafian, incluyendo: la activacion de células T helper, produccion de citocinas, la
generacion de células de memoria, entre otros. También se refiere a las funciones efectoras
de los anticuerpos, que incluyen la neutralizacion de toxinas y patogenos, activacion del
sistema de complemento, que al inducir la opsonizacion de patdgenos, amplifica el proceso
fagocitico y con ello, su eliminacion (Abbas y Lichtman, 2005).
El componente celular se integra con subpoblaciones de leucocitos como linfocitos By T,

granulocitos, macrofagos y celulas NK. Las células troncales hematopoyeticas en el rifidén
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ceféalico pueden autorenovarse o bien, dar lugar a células progenitoras (pluripotenciales)
que a su vez, generan las lineas celulares eritroide, mieloide y linfoide. El progenitor
eritroide es productor de celulas rojas, el mieloide es precursor de granulocitos,
macrofagos, células dendriticas y mastocitos; y el progenitor linfoide es el precursor de los
linfocitos B y T. En peces, no ha sido caracterizada e identificada la totalidad de los tipos
celulares del sistema inmune en contraste con los descritos en mamiferos (Zapata et al.,
2006).

2.4.1 Sistema inmune no especifico.

a) Componentes humorales.

El epitelio intacto y su secrecion - el mucus -, forman la barrera de defensa primaria entre
el pez y su ambiente. EI mucus dérmico proporciona proteccion y prevencion contra la
colonizacién de parésitos, hongos y bacterias en su superficie, a través de un sistema de
continua pérdida y reemplazo (Ribas, 2006). Esta constituido por proteinas y carbohidratos,
entre ellos, mucina, precipitinas inespecificas, aglutininas, proteina C-reactiva (CRP) y
lisozima, entre otros componentes secretorios (Tort L. et al., 2003).

En el suero sanguineo, existe una diversidad de proteinas que juegan un papel fundamental
en la defensa contra agentes que han superado las barreras fisicas de un hospedero, entre
ellas se encuentra la proteina C reactiva (CRP), que representa un grupo muy primitivo de
moléculas de reconocimiento de antigenos; tiene la capacidad de aglutinar bacterias y de
interactuar con un gran nimero de moléculas del sistema inmune, como el complemento y
los receptores Fc linfocitarios. La CRP no so6lo se produce en respuesta a la exposicion a

antigenos, sino también ante el estrés y la manipulacion.
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La lisozima ha sido detectada en el suero, el mucus y en otros tejidos ricos en leucocitos,
como el rifidn, el bazo y el intestino, tanto en peces de agua de mar como de agua dulce
(Ribas, 2006). Tiene propiedades antimicrobianas ya que es capaz de degradar
mucopolisacaridos de la pared celular de bacterias, particularmente las Gram positivas,
causando su lisis (Ellis, 1990). Se encuentra también en neutrofilos, monocitos y en menor
cantidad en macrdfagos. Las citocinas son glicoproteinas que actian como moduladores del
sistema inmune y su presencia se ha reportado en varias especies de peces al igual que en
los vertebrados superiores, entre ellas, las interleucinas 1 y 2 (IL-1, IL-2), el interferon
(IFN), el factor de activacion de los macréfagos (MAF) (Secombes et al. 2001), la IL-3, la
IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el receptor soluble para IL-2 en el suero
de animales infectados con virus o parasitos. Los IFNs constituyen una serie de moléculas
importantes como agentes antivirales, son producidas por macrofagos, linfocitos,
fibroblastos y células NK (células asesinas naturales, por sus siglas en inglés) en respuesta
a una infeccion viral o bien, mediante estimulacion quimica.

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento y sobrevivencia de la mayoria de los
organismos, ya que es imprescindible para muchas rutas metabdlicas celulares y reacciones
enzimaticas, sin embargo, cuando se encuentra en exceso, puede llegar a ser tdxico para las
células. La regulacion del metabolismo de hierro implica la interaccién de varios genes, de
los cuales la mayoria estan también implicados en la respuesta ante la infeccién, como la
transferrina, una proteina transportadora de hierro y la ferritina, una proteina de reserva
(Neves et al., 2009). La transferrina es una glicoproteina globular que se ha encontrado en
el suero la mayoria de vertebrados, carece del grupo heme, sin embargo puede unirse al

hierro. Cuando no esta totalmente saturada presenta propiedades antimicrobianas y por lo
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tanto juega un rol importante en la patogénesis de muchas infecciones bacterianas,
limitando la cantidad de hierro enddgeno disponible para los patégenos invasores y por
ende, su capacidad de reproduccion.
El sistema del complemento estd constituido por al menos unas veinte proteinas
plasmaticas sintetizadas principalmente como precursores inactivos (zimogenos) que se
activan por la introducciéon y/o presencia de ciertas sustancias en el plasma de sangre
normal. La mayoria de estas proteinas son sintetizadas en el higado y en menor proporcion
en el epitelio intestinal, y la produccion por macréfagos. La activacion del sistema de
complemento induce mdaltiples reacciones bioquimicas, generando numerosos
intermediarios del proceso inflamatorio. Actlan secuencialmente para lograr la lisis de
células blanco, usualmente bacterias y también en la activacion de respuestas de defensa no
especificas, asociadas a la inflamacion.
b) Componentes celulares.
La fagocitosis es un mecanismo celular de ingestion y digestién del material extrafio, es
probablemente la accidon de defensa mayormente distribuida tanto en vertebrados como
invertebrados. En teledsteos al igual que en mamiferos, se han descrito diferentes células
con capacidad fagocitica, entre ellas, los granulocitos y los fagocitos mononucleares o
agranulocitos, estos Ultimos, con mayor importancia. Los granulocitos, incluyen los
neutrofilos, eosinofilos y basofilos y los monocitos, que en su estado maduro y activo son
Ilamados macrofagos (Ellis, 1990).

a) Granulocitos: En el citoplasma contienen numerosos granulos (Fig. 3), son

pobremente fagociticos, pero producen la mayoria de las enzimas liticas y por tanto,
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su rol primario es la lisis extracelular por secrecidn enzimatica y de otras sustancias
antimicrobianas (Abbas y Lichtman, 2005).
b) Monocitos-macrofagos: Los macréfagos son células fagociticamente activas
derivadas de los monocitos que se encuentran en tejidos y en la cavidad peritoneal y
pericardica, son maviles, y normalmente de mayor tamarfio que otros leucocitos, por
esta razon pueden fagocitar particulas méas grandes. En teledsteos, los macrofagos
son especialmente abundantes en bazo. Durante el proceso de ingestion, el antigeno
es capturado inicialmente por los macréfagos presentes en las branquias y los
tejidos conectivos de la piel e intestino (Zapata et al., 2006). Los macrofagos que
contienen material fagocitado se agregan en areas linfoideas, pueden ejercer su
accion inmune mediante dos vias: la directa por fagocitosis y la indirecta, mediante
la secrecion de factores humorales (e.g. citocinas) marcando al antigeno como una
molécula blanco para ser destruida y amplificando los efectos citotoxicos de los
mismos macrofagos y de toda la maquinaria reclutada y asignada para destruccion
de ese antigeno en particular.
La ferritina es una proteina intracelular de 450kDa que posee una funciéon doble, de
almacenamiento y de desintoxicacion del hierro, se encuentra principalmente en los
monocitos-macrofagos del sistema reticuloendotelial del higado, del bazo y del rifidn
cefalico, sin embargo esta también presente en el citosol de eritrocitos y leucocitos. Esta
compuesta por 24 subunidades H (Heavy: Subunidad pesada) y L (Light: Subunidad ligera)
cuando no se encuentra unida a ninguna molécula de fierro; a la subunidad H se le atribuye

el proceso de desintoxicacion de cantidades excesivas de hierro (Neves et al., 2009). La
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sintesis de ferritina se induce cuando el fierro estd en forma disponible, mientras que en
condiciones limitantes, la sintesis de ferritina se reprime.

Las celulas NK ejercen una citotoxicidad inespecifica sobre células blanco, han sido
identificadas en rifion cefalico, bazo, sangre periférica y timo de distintas especies de
teleosteos; la lisis celular mediada por las células NK requiere obligatoriamente el contacto
célula-célula, sélo representan menos del 1% de los leucocitos de sangre periférica (Fénge,

1994).

Basdfilos

Neutréfilos

Macroéfago
Figura 3. Células implicadas en el sistema inmune no especifico mediado por células. Células
polimorfonucleares, neutréfilos (a), eosinéfilos (b) y baséfilos (¢); célula mononuclear, macréfago (d).

2.4.2. Sistema inmune especifico.

a) Componentes humorales.

Los anticuerpos (Ac) o inmunoglobulinas (lIgs), de naturaleza glicoprotéica, constituyen el
40-50% de la proteina total en el suero. La Unica Ig presente en los peces teledsteos y
cartilaginosos corresponde al isotipo IgM; en teledsteos se presenta en forma de tetramero

con dos cadenas pesadas y dos ligeras (peso molecular de 700 Da aproximadamente), sin
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embargo también existen formas monomeéricas (Ribas, 2006). Los vasos sanguineos son
permeables por las Igs de suero, por ello se les encuentra en la mayoria de los fluidos
tisulares, en el plasma, linfa y mucus epitelial. Colaboran con los macréfagos en el proceso
de presentacion de antigenos.

b) Componente celular.

En este grupo se encuentran las células no granulociticas que participan en los mecanismos
de inmunidad especifica, especificamente los linfocitos, células inmunocompetentes que
constituyen la base de la respuesta inmunoldgica. Los linfocitos son células no fagociticas
que constituyen el 50-80% del total de leucocitos. La mayoria de ellos son producidos en el
rifidn cefalico y el timo. Los linfocitos T y sus clonas a su vez reclutan otros tipos celulares
como los macrdfagos, permitiendo un ensamble adecuado de la respuesta. En una
estimulacion antigénica primaria, las clonas se diferencian como tipos celulares con
funciones especificas; entre ellos, los linfocitos T citotoxicos (Tc), capaces de lisar células
por contacto fisico directo; las células supresoras que regulan la produccion de anticuerpos
y citocinas proporcionando un cierre al proceso inmunitario una vez que se ha eliminado al
antigeno; y los linfocitos T colaboradores (Th: Linfocitos T helper), que auxilian a las
células plasmaticas y secretan ademas factores solubles y linfocinas (Zapata et al., 2006).
Las células productoras de anticuerpos o plasmaticas, derivan de linfocitos B, que se
transforman por interaccion con un antigeno especifico, su citoplasma por lo comdn no es
(Ribas, 2006). Al timo se le considera granular.

2.4.3. Organos implicados en la respuesta inmune de teledsteos.

Los principales organos linfoides en peces teleosteos son el timo, el rifidén y el higado como

un organo linfoide primario donde se produce el grueso de linfocitos madre que migraran
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para unirse con los linfocitos de sangre periférica y otros 6rganos linfoides. No participa en
la produccidn de anticuerpos o en la captura de antigenos. EI rifion cefalico, es el principal
organo hematopoyético de los peces y el principal sitio de diferenciacion de eritrocitos,
granulocitos, monocitos y linfocitos B, por tanto, el principal 6rgano productor de
anticuerpos. Es un analogo de la médula 6sea, ganglios y en parte, de la glandula adrenal de

los vertebrados superiores (Fig. 4).

| Rifidn cefalico | -
Mucus dérmico

Tejido linfoide
intestinal

Figura 4. Principales érganos implicados en el sistema inmune de peces teledsteos.

Un rasgo particular del bazo de los teledsteos es la presencia de macréfagos que contienen
pigmentos de color oscuro (principalmente melanina), y que se denominan
melanomacroéfagos; estos se agrupan y forman centros melanomacrofagicos. Su numero y
tamafo es mayor en peces enfermos, cuando el catabolismo es excesivo. Sirven como
depdsito de los productos finales del metabolismo (e.g. fosfolipidos), de antigenos vy
material particulado (Ellis, 1990).

Tomando en cuenta las diferencias organizacionales de compartimientos corporales y
celulares en el cuerpo, la mayoria de los dérganos linfoides generativos y secundarios

presentes en mamiferos también se encuentran en peces, con excepcion de nodulos
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linfaticos y médula espinal; en lugar de ellos, los peces tienen rifion cefalico y por ello, éste
Organo es considerado un excelente modelo para estudiar los efectos regulatorios del
estimulo inmunologico (Tort et al., 2003). En el rifion cefalico se generan las células
pluripotenciales a partir de células troncales y de ahi, 2 lineas principales: la linfoide y la
mieloide. De ellas, la gran diversidad celular que tiene implicacion directa e indirecta con el
sistema inmune. En especifico, los leucocitos o células blancas de la sangre periférica
desempefian un papel principal en la defensa del hospedero ante infecciones bacterianas, y
su actividad y composicion cambia drasticamente en respuesta a la infeccion (Secombes,

2001).

2.5 Mycteroperca rosacea.

La cabrilla sardinera, Mycteroperca rosacea, es una de las cinco especies del género
Mycteroperca en el Pacifico Oriental. Se distribuye en la costa sur oriental de la Peninsula
de Baja California hasta Jalisco, México. Es una especie relacionada directamente con el
grupo de los meros y como las demas especies que integran este grupo de peces, la calidad
de su carne, asi como el elevado precio y demanda, la colocan como una especie potencial
de cultivo (Gracia et al., 2004). Particularmente, su introduccion en el libro rojo de la
Unidad Internacional de Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) y
subsecuente clasificacion como ‘vulnerable a la extincion’, representa otro factor de
importancia para la produccion de esta especie en cautiverio. La vulnerabilidad poblacional
de una especie sefiala la disminucion de stocks naturales, y aunque no lleva consigo la
extincion inmediata, si puede promover una situacion poblacional delicada en los proximos

anos.
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Una vez que se establecen las condiciones de cultivo, la manipulacion de organismos, asi
como las condiciones fisicas y quimicas de los sistemas de acuicultura, ocasionan estrés
fisioldgico, bioldgico y fisico a los peces (Myhr et al., 2005). El estrés durante el cultivo es
intermitente y sinérgico, amplificando su efecto negativo e incrementando el riesgo de
mortalidades ocasionadas por microorganismos oportunistas o agentes patogenos (Wang et
al., 2007), es por ello que la acuicultura de nuevas especies requiere investigacion en torno
a los agentes que podrian afectar los cultivos, y en forma simultanea, investigacion
relacionada al desarrollo de medidas profilacticas y terapéuticas efectivas contra la
frecuente exposicion a dichos patdgenos.

La aplicacion de algunas estrategias de ingenieria genética (e.g. peces transgénicos,
vacunas de ADN, etc.), representa una estrategia tecnoldgica contra las enfermedades que
afectan fuertemente a la acuicultura (Myhr et al., 2005). Para el analisis global de cierto
efecto sobre el transcriptoma de peces, se ha hecho uso de una diversidad de herramientas
moleculares. En particular, el anélisis del sistema inmune a nivel transcripcional durante la
infeccion experimental, podria conducir a un mejor entendimiento sobre la fisiologia de los
peces, asi como su respuesta ante el reto inmunoldgico (Yong et al., 2005). Es importante
remarcar que las enfermedades que eran consideradas tipicas de la acuacultura de peces de

agua dulce, ahora son problemas también en cultivos marinos.

2.6 Aeromonas spp.
El género Aeromonas spp. esta representado por un conjunto de bacterias ubicuas de
ambientes acuaticos. Estas bacterias han sido aisladas a partir de muestras alimenticias,

clinicas y ambientales (Ashdown y Koehler, 1993; Janda y Abbot, 1998), sin embargo, son
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mayormente asociadas a su capacidad patogénica primaria en una gran cantidad de
organismos poiquilotermos, particularmente en peces (Austin y Adams, 1996). Las
Aeromonas spp. son bacilos Gram negativos, cuyo tamafio aproximado es de 0.3-1.0 um de
diametro y 1.0-3.5um de longitud. Pueden presentarse como células aisladas o asociadas en
pequefias cadenas. Son anaerobios facultativos y generalmente moviles por la presencia de
un flagelo polar, a pesar de que, una de las especies del género es no-movil. Presentan
metabolismo de glucosa tanto fermentativo como respiratorio, son oxidasa y catalasa

positivas, su temperatura de crecimiento va desde los 4-41°C, y 6ptima de 22-28°C.

2.7 Aeromonas hydrophila.

Aunque Aeromonas hydrophila ha sido descrita como patégeno primario y como patdgeno
oportunista para una variedad de animales acuéticos y terrestres, incluyendo humanos
(Merino et al., 1992), la especie se encuentra ampliamente distribuida en ambientes
acuaticos, tanto dulces, estuarinos y marinos. Esta asociacion al agua se refleja en el
nombre de la especie, hydrophila, ‘afin al agua’. Algunas cepas de A. hydrophila son
capaces de inducir septicemia hemorragica en peces y tener un rol importante en el
sindrome de la enfermedad ulcerativa, una patologia epizo6tica que se caracteriza por la
presencia de Ulceras dérmicas expuestas en la cabeza, cuerpo y regiones dorsales del pez
(Gosling, 1999).

2.7.1 Factores de virulencia de A. hydrophila.

En general, los integrantes del género Aeromonas tienen la capacidad de producir varios
elementos de virulencia bacteriana que facilitan el contagio. A pesar de que la patogénesis

de A. hydrophila no ha sido totalmente caracterizada, se considera que ésta es multifactorial
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(Chopra et al., 2000). Los factores de virulencia de esta bacteria incluyen la produccion y
secrecion de productos extracelulares (PEC), como toxinas (e.g. hemolisinas, enterotoxinas,
y endotoxinas), enzimas liticas (e.g. lipasas, proteasas y amilasas) y adhesinas (Vazquez-
Juarez et al., 2003; Galindo et al., 2004), todos ellos, contribuyen en mayor o menor
proporcion a la expresion de enfermedad en peces (Revisado en Majumdar et al., 2007). La
hemolisina se regula por la disponibilidad de hierro en el ambiente y, cuando el metal se
encuentra en cantidades limitantes, la cepa puede perder su capacidad para lisar células del
hospedero mediante el proceso hemolitico (Revisado en Austin y Adams, 1996).

Las caracteristicas de superficie de A. hydrophila incluyen la capacidad de adhesion y
aglutinacion, ademas de hidrofobicidad, éstas a su vez, facilitan la union a células
eucariotas (Ascencio et al., 1990; Austin y Adams, 1996). La capa S es un arreglo de
proteinas superficiales que tiene influencia sobre la interaccion entre la célula bacteriana y
su ambiente (Dooley y Trust, 1988; Dooley et al., 1988a); ésta capa le confiere proteccién
fisica a la bacteria contra la lisis mediada por factores humorales del suero y bacteriéfagos

del hospedero.
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3. JUSTIFICACION.

Uno de los principales retos de la acuicultura es la prevencion y eliminacion de
enfermedades que provocan mortalidades en la produccion, y por tanto, importantes
pérdidas economicas. El estudio del sistema inmune como mecanismo de defensa ante
enfermedades nos permite conocer la respuesta de los peces cuando se ven expuestos a una
diversidad de agentes patogenos. Una de las estrategias para el estudio del sistema inmune,
es la evaluacion de la expresion genica bajo cierto estimulo, por ejemplo, la infeccion
experimental. A pesar de que la cabrilla sardinera Mycteroperca rosacea es considerada un
candidato potencial de cultivo, no se tienen antecedentes de su capacidad de respuesta ante
agentes comunes de la produccion en cautiverio. El proposito de éste trabajo fue investigar
la respuesta, con énfasis en la respuesta inmune a nivel transcripcional, de cabrillas
sardineras infectadas experimentalmente con la bacteria Aeromonas hydrophila, un
importante patdgeno secundario capaz de ocasionar severas enfermedades en muchas
especies de teledsteos. Con el fin de obtener una perspectiva mas amplia de la respuesta, se
utilizé la técnica de hibridacion sustractiva por supresion para generar una coleccién de

genes expresados por efecto de la infeccion experimental.
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4. HIPOTESIS.
La infeccion experimental con Aeromonas hydrophila inducira una expresion génica

diferencial en leucocitos de cabrilla sardinera.

5. OBJETIVO GENERAL.
Analizar la expresion genica diferencial en leucocitos de juveniles de cabrilla sardinera ante

la infeccion por Aeromonas hydrophila.

6. OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Retar peces juveniles de Mycteroperca rosacea con Aeromonas hydrophila, como
modelo de infeccidn experimental.

b) Construccion de una genoteca sustractiva de genes expresados diferencialmente
durante la infeccién experimental.

c) Secuenciacion y analisis bioinformatico de los genes expresados diferencialmente
durante la infeccion experimental.

d) Validacion de la genotea generada mediante la seleccion y cuantificacion de la

expresion de cinco genes por PCR en tiempo real.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Organismos.

Se emplearon 10 organismos juveniles de M. rosacea (100+15.3 g y talla promedio de 17.5
cm) que fueron obtenidos por métodos de reproduccion artificial en cautiverio, en el
Laboratorio de Biologia Reproductiva del CIBNOR Unidad La Paz durante el verano de

2006.

7.2 Estanqueria.

Se utilizaron dos tanques cilindricos de 5000 L con entrada independiente y continua de
agua de mar filtrada (Fig. 5). En cada tanque se colocaron dos difusores de aire y una
resistencia sumergible para mantener el agua con una concentracion de oxigeno disuelto
(OD) de 5.5 - 6.2 mg/mL y la temperatura en 25 £1°C, respectivamente. Se trabajé con un
tanque para peces del grupo control y otro para el grupo de tratamiento, en cada uno de
ellos, se instalé una jaula construida con tubos de PVC y malla de nylon (luz de malla: %
pulgada) y en ella, se colocaron 5 peces aparentemente sanos. El agua de descarga de
ambos tanques se colectd en un reservorio comun, con el fin de ser tratada antes de ser
desechada. Para el tratamiento de la descarga, se afiadid directamente hipoclorito de sodio
al 0.01%, que posteriormente fue neutralizado con tiosulfato de sodio al 0.001% para

eliminar las posibles cloraminas formadas durante la cloracion.

7.3 Bacteria e indculos bacterianos.
Se empled la bacteria Aeromonas hydrophila cepa Ah-315 para realizar la infeccion

experimental. La bacteria, que pertenece a la coleccion del Laboratorio de Patogénesis
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Microbiana del CIBNOR Unidad La Paz, fue originalmente aislada en 2007 por Gomez-
Rojo, a partir del rifion de una cabrilla sardinera infectada experimentalmente con la cepa

Ah-315 (Departamento de Microbiologia Médica - University of Lund, Suecia).

Control Tratamiento

x Difusor de aire

Desca rga Resistencia eléctrica

Figura 5. Estanqueria empleada para el ensayo de infeccion experimental.

Al momento del bioensayo, la cepa de trabajo se encontraba preservada en stock de glicerol
a -80°C, por lo que fue necesaria su reactivacion. Bajo condiciones de esterilidad, se tomo
una asada del cultivo axénico y se sembr6 por estria cruzada en placas con agar LB, por
duplicado. Se reactivo también la cepa de referencia (ATCC 7966) como control positivo y
se reservo una placa de LB sin sembrar como control negativo. Todas las placas fueron
incubadas durante 48 h a 30°C. Posterior a este tiempo de incubacion, se tomé una colonia
aislada de la caja con la cepa de interés y se resembr6 en una placa fresca de LB (por
duplicado); se incubd durante 24 h a 30°C, con lo que se consider0 reactivada. Se les
realizaron las pruebas de catalasa, citocromo oxidasa y tincion de Gram como pruebas

presuntivas de identificacion de la cepa y como prueba confirmatoria, se amplificom
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mediante PCR de colonia, una proteina de membrana con capacidad antigénica, la omp28
especifica del género Aeromonas.

Se prepararon los inoculos bacterianos un dia antes de realizar la infeccion experimental en
los peces. Bajo condiciones de esterilidad, se recuperd la biomasa de las placas recién
incubadas y se resuspendié en 10 mL de solucién salina estéril (SSE: cloruro de sodio al
0.85%). La suspension bacteriana se centrifugd a 3000 rpm durante 15 minutos a 10°C, se
descart6 el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié gentilmente en 10 mL de SSE
fresca, este lavado se realizé en dos ocasiones mas, con el fin de retirar la mayoria de los
productos extracelulares (PEC) presentes en la biomasa. Una vez lavada, la suspension
celular se ajust6 a una densidad optica (DO)= 1 (A= 450 nm), que corresponde a una
densidad poblacional de 1X10° células/mL (Gémez-Rojo, 2007) (Colorimetro Linson 3,
Internacional Cientifica S.A.). Se realizaron las diluciones seriadas necesarias para obtener

indculos de 1X10” cél/mL para la primera inyeccion, y 1X10° cél/mL para la segunda.

7.4 Infeccidn experimental.

Durante siete dias previos a la infeccion experimental, los peces se mantuvieron bajo
régimen de aclimataciéon a las condiciones; durante este periodo se administré alimento
fresco ad libitum en 3 ocasiones por dia. Una vez aclimatados, los peces se anestesiaron
con metanosulfonato de tricaina (MS 222; Argent Laboratories, EUA) a una concentracion
de 50mg/L. Los peces del grupo de tratamiento fueron inoculados con 200 pL de inoculo
bacteriano (1x10’ cél/mL) mediante inyeccion intraperitoneal (Fig. 6), mientras que los

peces del grupo control con 200uL de SSE. Durante los siguientes catorce dias, los peces se
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mantuvieron bajo las condiciones medioambientales y nutricionales anteriormente descritas

y se llevd ademas, un registro de cualquier signo mostrado por los mismos.

Figura 6. Los peces se inocularon intraperitonealmente (izquierda). La sangre periférica se extrajo de la vena

caudal del los peces (derecha).

Los peces del grupo de tratamiento fueron inoculados nuevamente con 200 uL de inéculo

bacteriano (1x10® cél/mL) y los peces del grupo control con 200uL de SSE (Fig.7). Cuatro

dias después de esta segunda inyeccion, los peces se anestesiaron y a cada uno de ellos, se

le extrajo aproximadamente 0.5 mL de sangre periférica (Fig. 6), usando jeringas de 3 mL

impregnadas con heparina (heparina sédica 100U/mg; Laboratorios Hycel, México) como

anticoagulante. Se combind la sangre de los cinco peces infectados y en forma

independiente la sangre de los cinco peces control, de forma que se obtuvo una sola

muestra de ‘tratamiento’ y una de ‘control’.

aclimatacion )
. la inyeccio7n: 2a inyeccion:
[ 1 200uL de 1X10° cél/mL 200uL de 1X10°® cél/mL

<« 7dias 3£ l4dias — 5 1 2 3 4

dias T

Muestreo

Figura 7. Disefio de la infeccidn experimental.
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7.5  Aislamiento de leucocitos, extraccion de ARN total y sintesis de ADNCc.

Las muestras se diluyeron con dos volumenes de amortiguador salino de fosfatos pH=7.2
(PBS, por sus siglas en inglés) y mediante centrifugacion, se aislo la fraccion leucocitaria
haciendo pasar la sangre diluida a través de un gradiente continuo de Histopaque 1077
(Sigma) que permite el aislamiento celular mediante exclusion por tamafio (Anexo A.l). Se
extrajo y purific6 el ARN total de leucocitos mediante el uso del reactivo TRIzol
(Invitrogen EUA) (Anexo A.ll), cuya integridad y calidad se evalu6 mediante la
visualizacion de su patron electroforético en un gel desnaturalizante de agarosa al 1.5%
(Fig. 8b) y la lectura de su absorbancia (A=260 y A=280 nm) en espectrofotometro

(Nanodrop N-1000 Spectrophotometer).

7.6 Construccion de la biblioteca de ADNc sustractiva.

Se utilizd la metodologia de hibridacion sustractiva por supresion (SSH) para la
construccion de la biblioteca (Fig. 8a); empleando el kit PCR-select© cDNA Subtraction
(Clontech, Palo Alto, CA). Dado que la biblioteca se gener6 en sentido ‘forward’, es decir,
se generd una coleccion de genes sobre-expresados por efecto del tratamiento, el ARNm de
leucocitos de peces infectados fue usado como el ‘tester’ (o minuendo) y el ARNm de los
leucocitos de peces control fue el ‘driver’(0 sustraendo), que es el conjunto de transcritos
de referencia con el que se realizara la sustraccion. Se sintetizo el ADNc de las muestras y
se digirio con la enzima de restriccion Rsal. EI ADNc de la muestra de tratamiento se
subdividié en dos fracciones; cada una de ellas fue ligada a un adaptador diferente, que a su
vez servirdn como sitios de union de oligonucledtidos en la amplificacion por PCR en

pasos subsecuentes. Las muestras de ADN tester y ADN driver se sometieron a una doble
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hibridacion y finalmente, se realizd una amplificacion anidada de los EST’s expresados

diferencialmente en leucocitos de cabrillas infectadas con A. hydrophila (Anexo A.llI).

0.05-1pg
ARN total

[ Sintesis de ADNc MWCRT

(SMART® PCR)

|

Digestion con Rsal

| -

Ligacion de adaptadores
| -
[ Hibridacion sustractiva ]

|

Amplificacién por PCR

|

EST’s expresados
diferencialmente

Figura 8. a) Descripcién general de la metodologia de SSH. Adaptado de Rebrikov et al., 2003; b) gel
desnaturalizante de agarosa al 1.5% donde se visualiza la calidad del ARN con el que se construy6 la
biblioteca; en el carril 1 se observa el marcador de peso molecular RNA ladder (Invitrogen, EUA), en el carril
2 el ARN de leucocitos de peces control y el carril 3 ARN de peces infectados experimentalmente.

7.7 Clonacion de EST’s, purificacién de ADN plasmidico y secuenciacion.

Los fragmentos de ADN (EST’s) obtenidos por hibridacion sustractiva por supresion,
fueron ligados al vector plasmidico pGEM T-easy (Promega, EUA. Fig. 9) de acuerdo a las
indicaciones del proovedor (Anexo A.IV). Posteriormente, los plasmidos se insertaron en

células E. coli DH5a mediante electroporacion (Anexo A.V). Las bacterias transformantes
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se sembraron por aspersion en placas de agar LB (DIFCO BD Diagnostics) suplementadas

con ampicilina (100 pg/mL), IPTG (500 uM) y X-Gal (80 pg/mL) y se incubaron toda la

noche a 37°C.
Xmn| 2009
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Scal 1890 el2707/ | Apal | 14
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Figura 9. Mapa circular del vector plasmidico de clonacion pGEM- T Easy (Promega, EUA).
Se seleccionaron las clonas que presuntivamente contenian un inserto, mediante monitoreo
de la produccion de pigmento azul/blanco y se les realizé PCR de colonia amplificando su
inserto con los oligonucle6tidos M13F/M13R. Las clonas que presentaron un inserto Gnico
mayor a 300 pares de bases, fueron propagadas en caldo LB suplementado con ampicilina 'y
se purificé su de ADN plasmidico (ADNp), mediante el kit PureLink Quick Plasmid
MiniPrep (Invitrogen, EUA). Simultdneamente se reservaron stocks de LB inoculado con
cada una de las clonas obtenidas y se preservaron en glicerol al 35% a -80°C. EI ADNp de
cada clona fue colocado en placas de 96 pozos y se liofilizaron. La reaccion de
secuenciacion se llevd a cabo en el CINVESTAV (lrapuato, México). Ambas hebras del
ADN clonado fueron secuenciadas por el método de Sanger (Sanger et al., 1977) en un
secuenciador automatico ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

usando los oligonucleétidos universales M13F/M13R.
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7.8 Anélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas.
Para la edicion de las secuencias obtenidas se eliminaron los siguientes fragmentos que
flanqueaban a la secuencia en cuestion:

a. Los nucledtidos correspondientes al vector pPGEM T-Easy Vector. Se empled el
software en linea VecScreen©
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/VVecScreen.html) del NCBI (National
Center for Biotechnology Information por sus siglas en inglés).

b. Los adaptadores que habian sido ligados a los ADNc tester (de la muestra de
tratamiento), mediante edicion manual. La informacion de la secuencia de
adaptadores fue obtenida del manual de procedimientos del kit Clontech© PCR-
Select cDNA Subtraction.

Con las secuencias editadas se realizd la busqueda de su identidad con otras secuencias
reportadas en la base de datos de GenBank, usando el programa BLAST de NCBI (Altschul
et al., 1997) y mediante los algoritmos blastn, blastx y tblastx. Para la asignacion de una
probable relacion de identidad entre las secuencias obtenidas y las secuencias disponibles
en la base de datos, se consideraron los porcentajes de identidad, de cobertura asi como el
valor esperado (e-value) para cada una de ellas.

Posterior a la evaluacién de secuencias, se seleccionaron cinco de ellas ponderando
primordialmente su relevancia para el sistema inmune, un alto puntaje y el minimo valor
esperado mostrado, con el fin de cuantificar su nivel de expresion mediante PCR en tiempo
real. Las secuencias seleccionadas fueron: Tirosin-fosfatasa tipo 4A-2 (TyrPh), subunidad

H de la ferritina (FerrH), canal anionico dependiente de voltaje (VDAC), cinasa
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dependiente de RNA de doble cadena (Kinase) y una proteina plasmatica regulatoria del

sistema de complemento (Complement).

7.9 Disefio y sintesis de oligonucleotidos para RT-PCR en tiempo real.

Se disefiaron los oligonuclettidos para la amplificacion de las cinco secuencias
seleccionadas, usando el software Lasergene y la herramienta PrimerSelect (DNASTAR
Inc. EUA). Los oligonucleotidos fueron sintetizados por Sigma Genosys (Sigma-Aldrich,
EUA); para confirmar la especificidad de cada uno de ellos, se realizaron PCR’s de punto
final y se visualizaron los amplicones en un gel de agarosa al 2%. Las secuencias de los
oligonuclettidos empleados en este trabajo, asi como el tamafio del producto que

amplifican, se presentan en la tabla Il.

7.10 Cuantificacién mediante RT-PCR en tiempo real.

El ARN total de los leucocitos de peces infectados y peces control obtenido en el bioensayo
se tratd con DNasa | (Invitrogen, EUA) para eliminar cualquier contaminacion de ADN. Se
sintetiz6 el ADNCc a partir de 1ug de cada muestra mediante el kit Super Script 11 First
Strand Synthesis System for RT- PCR (Invitrogen, EUA) siguiendo las instrucciones del
proveedor (Anexo A.VI). La cuantificacion de la expresion de las secuencias (genes)
seleccionadas se realiz6 mediante PCR en tiempo real en un equipo ABI PRISM 7500
(Applied Biosystems) usando el reactivo SYBR Green PCR (Applied Biosystems). Los
componentes de la mezcla de reaccion fueron: 10 pl de 2X SYBR Green supermix, 5 pl de
oligonucleotidos (0.6 mM) y 5 pl de la muestra de ADN por cuantificar. La mezcla se

incubd durante 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C, y
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finalmente 15 s a 95°C, 1 min a 60°C y 15 s a 95°C. Para la normalizacion de la expresion
de cada ARNm evaluado, se cuantificd también la expresion de una proteina de la
subunidad 18S ribosomal en cada muestra. Los oligonucleétidos empleados se muestran en

la tabla Il.

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos usados para RT-PCR en tiempo real

GEN SECUENCIA DEL OLIGO (5’-3) TAMANO DEL
PRODUCTO (pb)
Tirosin-fosfatasa tipo 4A-2 F CGCCCCGCT GCAGTAGAGATT 84
R  GAACTT GTT GAG CGT GGC ATT GGT
Subunidad H de la ferritina F  ATGCCG AGA AGC TGATGA AAC TGC 95
R ACC ACT GCC CCACTC GTC CCTCTC
Canal anionico dependiente F  GAT GCC TCC GTC AGT GCT AAA GTG 100
de voltaje R CCAGGC CAGACA GGG TGAGTT
Quinasa dependientede RNA  F  ACCGGGCTGCATTTTGTT TG 104
de doble cadena R AGCTCATGGCCCTCAGTTTTTCTA
Proteina plasmatica F GCATCGCCATCAACACC 147
regulatoria del complemento R GAA ATG GGA GAC GAA GGACA
Proteina ribosomal de la F CGAAAGCAT TTG CCA AGA AT 101
subunidad 18S R AGTTGGCACCGTTTATGGTC

7.11 Analisis Estadistico.

Para el presente trabajo, el bioensayo se realiz6 en dos ocasiones, con el fin de contar con
material suficiente para cuantificar la expresion génica en las muestras del bioensayo
original y las de su correspondiente réplica bioldgica.

En todos los casos, cada PCR se realizd por triplicado y se realizé en 2 ocasiones. Los

-AACt
2

resultados se expresaron usando el método (Livak, 2001), como el cambio en el nivel

de expresion de la muestra de tratamiento con respecto a la muestra control.
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8. RESULTADOS.

8.1 Bioensayo de infeccidn experimental.

Una vez que fueron colocados en sus respectivas jaulas, los peces se aclimataron
rapidamente a las condiciones de la estanqueria. Los dos dias en que se realizaron las
inoculaciones mediante inyeccion intraperitoneal, los peces del grupo control y del grupo
de tratamiento mostraron algunos signos de abatimiento como letargia y anorexia, sin
embargo, al dia siguiente, nadaban vigorosa y uniformemente, ademas aceptaban y digerian
el alimento suministrado. No se registrd ninguna mortalidad ni se observaron dafios

externos en los peces de ambos grupos durante el bioensayo.

8.2 Aislamiento de leucocitos y extraccion de ARN total.

A pesar de que se partio de cantidades iguales de sangre periférica, se obtuvo una mayor
fraccion de leucocitos en la muestra del grupo control, y por ende, durante la extraccion de
ARN total se observo un mayor pellet en esta muestra. Al evaluar la calidad de los ARN
obtenidos en el gel desnaturalizante de agarosa al 1.5% (Fig. 8b) se observa que el ARN del
grupo control tuvo mejor calidad e integridad, mientras que el ARN del grupo de
tratamiento present6 una ligera contaminacion de ADN gendémico por lo que fue necesario
tratarlo con DNasa | (Invitrogen, EUA), ademéas se logré aislar una menor cantidad de

ARN de esta muestra con una menor relaciéon de absorbancias 260/280.

8.3 Genoteca de ADNCc sustractiva.
Con el ARN que se obtuvo, se construyo la genoteca de ADNCc. El efecto de sustraccion en

las muestras de ADNc se documenté en un gel de agarosa al 1.2% (Fig. 10). En la muestra
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puede observarse el patrén de bandeo caracteristico de la amplificacion selectiva de los
transcritos expresados de forma diferencial (Fig 10; carril 1). Junto a las muestras de M.
rosacea se corrio el control de sustraccion del kit utilizado (Fig 10; carriles 3 y 4),

correspondiente a ADNc de musculo esquelético de humano.

Figura 10. Gel de electroforesis de la muestra de ADNc de cabrilla sustraida (carril 1), sin sustraer (carril 2),
el control positivo (carril 3) y negativo (carril 4) de sustraccion del kit. En la extrema izquierda se muestra el
marcador de talla molecular 1 kb plus (Invitrogen, USA). La zona de sustraccion se observa en el rango que
va desde las 300 hasta las 650 pares de bases aproximadamente.

8.4  Clonacion y secuenciacion de los fragmentos nucleotidicos generados.

Previo a la clonacion, los fragmentos se visualizaron en un gel de agarosa al 1.2%. El
patrén de barrido sugiere que el tamarfio de los insertos oscila entre las 300 y 1100 pares de
bases (pb); también es posible observar un patron de bandeo caracteristico del efecto
sustractivo de la técnica, que nos indica el enriquecimiento de algunas secuencias
expresadas diferencialmente por efecto de la infeccidn experimental. En total, se obtuvieron
329 clonas con un inserto unico (Fig.11) y del tamafio esperado (Fig. 12) a través de cuatro

eventos de transformacion.
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Figura 11. Gel de electroforesis de PCR de colonia de clonas aleatorias. Se purifico el ADNp de las clonas y
se amplificé el inserto usando el juego de oligonucleédtidos M13. Se descartaron las clonas donde no se
identificd ninguno, o bien se identificaron dos o més amplicones (flechas). En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular (DNA ladder 1kb plus Invitrogen, EUA) y cada uno de los carriles 2-30
corresponde al (los) amplicon(es) por clona.

Tamafio de EST's en la colecciéon de M. rosacea
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Figura 12. Distribucion del tamafio de EST’s en pares de bases (pb), de las clonas que contienen los
fragmentos de la biblioteca sustractiva de M. rosacea.

8.5 Analisis bioinformético de las secuencias obtenidas.

En la basqueda de homologia en las bases de datos publicas de un total de 329 clonas, 254
(77.2%) resultaron ser unigenes, mientras que las 75 (22.8%) restantes correspondieron a
secuencias redundantes de varios fragmentos del mismo ADNCc. De entre los unigenes, sélo

el 4.33% no mostraron identidad con secuencias previamente reportadas en la base de datos

Tania L. Lopez Medina CIBNOR S.C.



37

del GenBank; el 42.52% mostraron identidad con secuencias de teledsteos el 42.91% con
secuencias de otros organismos eucariontes y finalmente 10.24% con organismos

procariontes (Fig 13).

Distribucion de identidades de las secuencias analizadas

4.33%

H Teleosteos H Otroseucariontes “ Procariontes H Sin homologos

Figura 13. Distribucidn de identidades de las secuencias analizadas.

8.6  Seleccion de secuencias.
Una vez que se realizo el alineamiento de las secuencias, se seleccionaron 5 secuencias
para ser cuantificadas mediante PCR en tiempo real, con el fin de validar la coleccion de
EST’s construida en este trabajo. La seleccion se basé en a su alto porcentaje de identidad,
minimo valor esperado (e-value), y un importante rol putativo en la respuesta de los peces
ante la infeccion bacteriana:

e Tirosin-Fosfatasa tipo 4A-2 (PTP-4A: Tyrosine phosphatase type 4A-2):

Participa como mediador en la transduccion de sefiales y regulacion de un amplio
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repertorio de procesos fisioldgicos caracteristicos de organismos multicelulares,
por ejemplo: la proliferacion, diferenciacion o muerte celular y el transporte de
moléculas hacia dentro y fuera de las células. En la respuesta inmune, el proceso
de fosforilacion mediado por las PTP determina la coordinacion entre células
vecinas, a través de mediadores solubles (humorales) y contacto directo célula-
célula. Los cambios en el nivel de expresion de los genes PTP regulan la
activacion linfocitaria mediada por un antigeno-receptor, la diferenciacion celular
mediada por citocinas y otras respuestas a una gran diversidad de estimulos

(Mustelin et al., 2005)

e Subunidad H de la Ferritina (Ferritin H subunit): La ferritina es una proteina
ubicua en todas las células eucariotas y funciona como almacén de hierro,
mantiene los niveles de hierro intracelular en forma disponible y desplazable hacia
los requerimientos de procesos metabdlicos. También evita la produccion de
especies reactivas de oxigeno catalizada por hierro, al suministrar hierro en su

forma no tdxica (Geetha et al., 1999).

e Canal anionico dependiente de voltaje (VDAC: Voltage dependent anion
channel): Proteina formadora de canales con un peso aproximado de 30 a 32 KDa.
Se encuentra principalmente en la membrana mitocondrial exterior de todas las
células eucariotas; ésta proteina se encarga de perforar la membrana mitocondrial

exterior para crear vias para la difusion de iones y metabolitos, hacia la
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mitocondria. En 2007, se reportd por primera vez la clonacién, secuenciacion y
caracterizacion del gen VDAC en un teledsteo Paralichtys olivaceus; y como
respuesta a la infeccion viral se observo que su expresion se ve inducida (L0 et al.

2008).

e Cinasa dependiente de RNA de doble cadena (ARNdc-PKR: Cinasa
dependiente del ARN de doble cadena): La expresion de genes de los
interferones (IFN) requiere del ensamblaje de un grupo complejo de factores de
transcripcion. Uno de estos factores es el NF-kB, cuya activacion es mediada por
el RNA de doble cadena. Se ha sugerido que la proteina quinasa p-68 (PKR)
puede actuar como un inductor-receptor de NF-kB, llevando la sefal del ARNdc
hacia NF-«xB, fosforilando al inhibidor 1kB (Kumar et al. 1994). También se ha
demostrado que en ratones, la quinasa dependiente de ARNdc es esencial en la
termotolerancia y la acumulacion de la proteina HSP70 (Zhao et al., 2002).

e Proteina plasmatica regulatoria del Complemento (Complement regulatory
plasma protein). En peces, se ha identificado la presencia del sistema
complemento principalmente en el mucus dérmico, actuando asi como primera
barrera de defensa. Esta constituido por al menos unas veinte proteinas plasmaticas
sintetizadas principalmente como precursores inactivos que se activan
secuencialmente en respuesta a células o sustancias extrafias al organismo. Esta
proteina fue reportada por primera vez en 1994 para una especie de teledsteo

(Parablax neblifer) (Dahmen et al., 1994).
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8.7 Analisis bioinformatico de secuencias en la Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas.

Se localizaron las secuencias seleccionadas en este trabajo en las secuencias similares
disponibles en pez cebra y los nimeros de acceso correspondientes (Genbank) fueron
colocados en la base de datos de la KEGG (Kanehisa y Goto, 2000) para inferir el proceso
biolégico en el que participa cada una de las secuencia obtenidas en este trabajo. Los

resultados obtenidos en este analisis se presentan completos en las figuras 14-20.
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Figura 14. Ruta de sefializacién de calcio. Los iones Ca*" que entran a la célula de manera externa, son
principal sefial de Ca®". La entrada de Ca®* se lleva a cabo por la presencia de un gradiente electroquimico que
atraviesa la membrana plasmatica. Las células usan este suministro externo de Ca®* mediante la activacion de
una diversidad de canales con propiedades totalmente diferentes. Los canales operados por voltaje se
encuentran en células inducibles y generan réapidamente el flujo de Ca** que controla los procesos celulares
instantaneos. Existen muchos canales de entrada para los iones Ca?*, como por ejemplo el ROC (canal
operado por el receptor), el SMOC (canal operado por el segundo mensajero) y el SOC (canal operado por el
almacén).
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Figura 15. Cascadas de sefializacién de sistema de complemento. El sistema de complemento es una cascada
de proteinas plasmaticas que se activa ante la presencia de patdgenos. Existen tres rutas de activacion: la
clasica, la via de las lectinas y la alternativa. Estas tres rutas generan actividades enziméticas cruciales que
generan las moléculas efectoras del sistema de complemento. Las tres consecuencias principales de la
activacion del sistema son la opsonizacion de patégenos, el reclutamiento de células de repuesta inmune e
inflamatoria, asi como la eliminacion directa de patégenos. En algunos casos, la actividad del sistema de
complemento es mayor a la requerida por lo que existen factores de regulacion que impiden el dafio al propio
organismo. En el presente trabajo se identificd una proteina regulatoria del sistema de complemento.
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Figura 16. Metabolismo de porfirina y clorofila
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Figura 18. Adhesiones focales. Las adhesiones célula-matriz juegan importantes papeles en procesos
bioldgicos como la motilidad, proliferacion y diferenciacién celular, la regulacién y expresion génica, asi
como la supervivencia celular. En los puntos de contacto célula-matriz extracelular, existen estructuras
especializadas llamadas adhesiones focales, donde los filamentos de actina se anclan en los receptores
transmemebranales a través de un complejo multi-molecular de proteinas de union a placas. Algunos
constituyentes de las adhesiones focales participan en las uniones estructurales entre los receptores de
membrana y el citoesqueleto de actina, mientras otros son moléculas de sefializacion, incluyendo diferentes
protein-cinasas y fosfatasas, sus sustratos y varias proteinas adaptadoras. Las sefiales de integrina son
dependientes de las actividades de las tirosin-cinasas no-receptoras del FAK y las proteinas scr, y de la misma
forma, las proteinas adaptadoras del FAK, src y Shc promueven posteriores eventos de sefializacién. Estos
eventos culminan en la reorganizacién del citoesqueleto de actina; un prerrequisito para los cambios de forma
y motilidad celular y de la expresion génica.
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Figura 19. Uniones de adherencia. Las uniones de adherencia célula-célula son el tipo mas comin e
importante de adhesiones intercelulares ya que mantienen la arquitectura tisular y polaridad celular, ademas
pueden limitar el movimiento celular y su proliferacion. En las uniones de adherencia, la cadherina E sirve
como molécula esencial de adhesién. Los residuos citoplasmaticos unen a la beta-catenina, que su vez, se una
a la alfa-catenina. La alfa-catenina se asocia con la F-actina directa e indirectamente. La integridad del
complejo catenina-cadherina es regulada negativamente mediante la fosforilacion de la beta catenina
mediante el receptor de tirosin-cinasas (RTK) y las tirosin-cinasas (PTK) (Fer, Fyn, Yes y Scr), lo que lleva a
la disociacion del complejo catenina-cadherina. La integridad de este complejo es regulada positivamente por
la fosforilacién de la beta-catenina mediante la casein-cinasa Il y su desfosforilacion mediante las tirosin-
fosfatasas. Los cambios en el estado de fosforilacion de la beta-catenina afectan las adhesiones célula-célula,
la migracion celular y el nivel de sefializacion de la beta-catenina. La cadherina puede actuar como un
regulador negativo de la sefializacion de la beta-catenina cuando se une a ella en la superficie celular,
apartandola del nucleo.
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Figura 20. El proceso de Apoptosis es un mecanismo de muerte celular genéticamente controlado, y que esta
involucrado en la regulacion de la homeostasis tisular. Las dos principales rutas de apoptosis son la extrinseca
(FAS y otros miembros y ligandos de la superfamilia TNFR) y la intrinseca (asociada a la mitocondria);
ambas se llevan a cabo en el citoplasma. La ruta extrinseca se induce cuando los receptores de muerte celular
se ven comprometidos, éstos a su vez inician la cascada de sefializacion via activacion de la caspasa-8. La
caspasa-8 se introduce directamente en la activacion de la caspasa-3 y estimula la liberacién del citocromo c
de la mitocondria. La activacion de la caspasa-3 lleva a la degradaciéon de proteinas celulares que son
necesarias para mantener la supervivencia e integridad celular. La ruta intrinseca ocurre cuando varios
estimulos apoptoticos inducen la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria (independientemente de la
activacion de caspasa-8). El citocromo c interactla con el Apaf-1 y la caspasa-9 para promover la activacion
de la caspasa-3. Estudios recientes sefialan que el reticulo endoplasmico (RE) es un tercer compartimiento
subcelular implicado en la ejecucién apoptética. Las alteraciones en la homesotasis de Ca2+ y proteinas
desnaturalizadas en el RE ocasionan estrés celular que cuando es prolongado, puede resultar en la activacion
del BAD y/o la caspasa-12, y finalmente inducir la apoptosis.
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8.8 Validacion de la genoteca generada mediante PCR en tiempo real.

La cuantificacion de la expresion génica por RT-PCR en tiempo real se realiz6 como
validacién de la construccion de la genoteca sustractiva de cabrilla sardinera. Dado que la
genoteca fue construida en sentido forward, los EST’s generados representan genes que se
ven sobre-expresados por efecto de un tratamiento, en nuestro caso la infeccion
experimental con la bacteria Aeromonas hydrophila. Para el andlisis de resultados, se aplico

el enfoque 244";

cuando se usa este enfoque, los datos son presentados como el cambio en
el nivel de expresion genica (fold change), normalizado contra un gen enddgeno de
referencia y relativo a la expresion génica en la muestra sin tratamiento o control (Livak et
al., 2001). Los resultados mayores a 1 en la relacion tratamiento/control, se interpretan
como una sobre-expresion del gen en la muestra de tratamiento. EI cambio en los niveles de

la expresion génica obtenidos para cada uno de los genes analizados se muestra en la Tabla

Iy laFig. 21.

Tabla I1l1. Cambio en el nivel de expresion de los genes seleccionados a partir de la coleccion de EST’s de la

. . . -AACt . o .
genoteca de cabrilla sardienra aplicando el enfoque 2 . Se presenta ademas la desviacion estandar para
cada valor. *Los niveles mayores a 1 indican sobre-expresion.

Gen Cambio en el nivel Desviacion
de expresion* estandar
Tirosin Fosfatasa 1.2200 0.0281
Ferritina sU-H 10.3621 0.1117
VDAC 4.0180 0.5530
Cinasa 6.2436 0.2882
Proteina de Complemento 3.1486 0.2600
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Figura 21. Cuantificacion de la expresion de los genes que codifican para: Tirosin-fosfatasa tipo 4A-
2(Tirosin-PTP 4A), subunidad H de la ferritina (Ferritina sU-H), canal anidnico dependiente de voltaje
(VDAC), quinasa dependiente de RNA de doble cadena (ARNdc-PKR) y proteina plasmatica del sistema de
complemento (P-Complemento).
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9. DISCUSION.

En el presente estudio, se evaluaron las diferencias de expresion génica en leucocitos de
cabrilla sardinera por efecto de la infeccion experimental con Aeromonas hydrophila, bajo
un enfoque global. El estudio de los cambios de expresion geénica en respuesta a un
estimulo o condicion particular, como por ejemplo una infeccion, nos permite obtener una
perspectiva de los mecanismos de la interaccion hospedero-patdgeno, y asi elucidar el
fundamento molecular de patogénesis (Munir et al., 2004).

Ademas de representar un modelo biolégico para el estudio de teledsteos, la cabrilla
sadinera Mycteroperca rosacea es una especie que ha sido propuesta como candidata para
la acuicultura en el Noroeste de México (Gracia et al., 2004; Reyes-Becerril, 2008), y en su
momento, como toda especie que se somete a las condiciones de cultivo, sera
especialmente susceptible a una gran diversidad de enfermedades infecciosas, comunes en
las instalaciones de produccion acuicola. EI género bacteriano Aeromonas, es ubicuo en los
ecosistemas acuaticos; sin embargo, la especie A. hydrophila tiene la capacidad de ser un
patégeno primario, secundario u oportunista para una gran variedad de animales acuaticos y
terrestres, incluyendo humanos y peces (Galindo et al., 2006). A nivel mundial, A.
hydrophila es uno de los patdgenos mas importantes para peces de cultivo, resultando en
pérdidas anuales millonarias para la acuicultura comercial (Poobalane et al., 2008), ya que
ocasiona una enfermedad llamada ‘septicemia hemorragica bacteriana’ en sus formas
septicémica; cutanea (con lesiones en piel y musculo); y latente, que es una forma sistémica
sin manifestacion de signos clinicos (Grizzle y Kiryu, 1993). ). Gomez-Rojo (2007)
recientemente publicd sobre la susceptibilidad de M. rosacea a A.hydrophila, concluyendo

que esta especie bacteriana es un patdgeno oportunista para M. rosacea. En el presente
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trabajo se estudid la respuesta a nivel transcripcional de cabrillas sardineras previamente
infectadas de forma experimental, con el fin de obtener una perspectiva global de los
mecanismos de defensa que M. rosacea despliega para hacer frente al reto bacteriano de A.
hydrophila; para lograr éste objetivo, se generd una coleccion de EST’s representativas del
transcriptoma de M. rosacea durante el curso de la infeccion experimental.

Para la construccion de la coleccion o genoteca de EST’s se utiliz6 la técnica de hibridacion
sustractiva por supresion (SSH), la cual ha sido empleada con éxito en muchas estudios con
el fin de identificar nuevos genes de relevancia inmunitaria, tanto en las respuestas
antibacterianas (Bayne et al., 2001; Martin et al., 2006; Tsoi et al., 2004) como en la
actividad antiviral (O’Farrell et al., 2002). Estos reportes, han mostrado que el método de
SSH es altamente eficiente para la construccion de bibliotecas enriquecidas (Martin et al.,
2008), ya que provee una herramienta importante en la identificacion de genes que se
expresan en forma diferencial y dinamica, como respuesta a diferentes agresiones
inmunitarias (Martin et al., 2008); por ello, se aplico esta metodologia para construir la
primera coleccion de EST’s de M. rosacea.

Como resultado, se obtuvieron un total de 329 clonas, de las cuales 254 resultaron contener
insertos representativos de unigenes; a su vez, 108 de los unigenes mostraron identidad con
secuencias de teleGsteos previamente reportadas; y es ésta cantidad de secuencias, la que
actualmente se enlista en la coleccion, aunque ain es posible optimizar la purificacion de
ADNp de las clonas ya existentes y asi obtener secuencias mas limpias, que probablemente
presentaran una mayor identidad con secuencias de teledsteos, o bien, las clonas completas

pueden ser enviadas a secuenciar, permitiendo que el proveedor del servicio tenga pleno
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control sobre el método de purificacion de los plasmidos, ademas también pueden
realizarse mas transformaciones, para obtener un mayor numero de clonas.

De los 108 unigenes con identidad a secuencias de teledsteos, se realizo la seleccion de
cinco de ellas para cuantificar su nivel de expresion en los peces; la proteina tirosin-
fosfatasa tipo IVA-4A, la subunidad pesada de la ferritina, el canal anionico dependiente de
voltaje, la cinasa dependiente de RNA de doble cadena y un componente del sistema de
complemento y para ello, se emple6 el PCR en tiempo real y para el analisis de resultados,
el método 244,

Cuando se usa el método de 2*2“", los datos se presentan como el cambio en el nivel de
expresion geénica (fold change), normalizado contra un gen enddgeno de referencia y
relativo a la expresion génica en la muestra sin tratamiento o control (Livak et al., 2001).
Los resultados mayores a 1 en la relacion tratamiento/control, se interpretan como una
sobre-expresion del gen en la muestra de tratamiento. Nuestros resultados indican que para
M. rosacea los cinco genes evaluados se sobre-expresan por efecto de la infeccion
experimental con A. hydrophila, ya que se observd un cambio en el nivel de expresion por
encima del valor = 1 en todos los genes, esto a su vez, confirma la eficiencia de la
coleccidn generada, al no obtener un solo falso positivo.

De acuerdo a lo observado, la respuesta a nivel transcripcional de M. rosacea sugiere que
varios sistemas metabolicos se activan en respuesta a la infeccion experimental con A.
hydrophila y que los elementos regulatorios juegan un papel fundamental en la patogénesis
misma.

Todas las células del sistema inmune presentan una gran cantidad de procesos regulados

mediante tirosin-fosforilacion y en general, expresan mas genes que codifican para las
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proteinas tirosin-fostasas (PTP) y tirosin-cinasas (PTK) que cualquier otro tipo celular, con
la posible excepcidn de las neuronas. La tirosin-fosforilacion es un mecanismo clave en la
transduccion de sefiales y la regulacién de una amplia diversidad de procesos biolégicos,
entre ellos, la proliferacion, diferenciacion o muerte celular; morfologia y motilidad celular,
transporte de moléculas hacia dentro y fuera de las células y la activacion de programas
complejos de transcripcion. La tirosin-fosforilacion en el sistema inmune estad también
involucrada en la duracion de los procesos celulares, asi como su coordinacion entre células
adyacentes y contactos célula-célula. Se ha mostrado su relevancia en ratones knock-out
(KO) al observar un severo desequilibrio inmunitario como producto del silenciamiento de
los genes PTP (Mustelin et al., 2005). En leucocitos de M. rosacea infectados
experimentalmente, el cambio en el nivel de expresion fue de 1.22, apenas por encima del
minimo para considerarse sobre-expresion, sin embargo, es posible que éste valor
corresponda al nivel al momento del muestreo (cuatro dias después de la segunda
inoculacidn bacteriana) y la expresion haya disminuido en esta fase.

Los cambios en el nivel de expresion de la tirosin-fosforilacion regulan (i) la activacion
linfocitaria mediada por el contacto antigeno-receptor, (ii) la diferenciacion celular mediada
por citocinas y (iii) la respuesta a muchos otros estimulos; por lo cual, es probable que el
maximo valor de la expresion génica de la tirosin-fosfatasa tipo IVA-4A se hay registrado
en fases tempranas de la infeccion experimental, cuando el hospedero entra en contacto con
los antigenos bacterianos y por medio de su expresion, se activen y desplacen los linfocitos
ya existentes, asi como la induccion de su proliferacion clonal.

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de la mayoria de los

organismos, ya que es requerido para muchas rutas metabolicas y reacciones enzimaticas
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celulares. Sin embargo, cuando se encuentra en exceso, el hierro en forma libre es toxico
para las células generando ROS en cantidades dafiinas (Ganz et al., 2007). Los peces como
muchos otros organismos, no tienen una ruta catabolica para el hierro y por ello, su
disponibilidad se regula mediante la absorcion en el intestino, respondiendo a la cantidad
almacenada y a los requerimientos del organismo. Esta regulacion mantiene un balance de
los efectos benéficos y toxicos del hierro, aunada con la interaccion de varios genes, por
ejemplo los que codifican a su transportador transferrina y la proteina de almacén ferritina.
Ambos genes también se han identificado y descrito en respuesta a la infeccion (Neves et
al., 2009). La ferritina tiene un papel primordial en el metabolismo de hierro, es la principal
proteina de almacenamiento en procariotas y eucariotas. En su forma libre se compone de
24 subunidades H (pesada) y L (ligera); la subunidad H es la encargada de la detoxificacion
de hierro mientras que, la subunidad L en su confinamiento y almacenamiento a largo
plazo. En general, la transcripcion de genes que codifican para la ferritina se incrementa
cuando hay bastante hierro disponible, mientras que disminuye cuando hay deficiencia de
hierro. Se ha observado que la ferritina también se sobre-expresa por efecto del estrés
oxidativo, del proceso inflamatorio y de la exposicién a LPS, lo cual sugiere su conexién
con la respuesta inmune. En peces, el almacenamiento de hierro via ferritina, representa un
importante mecanismo de eliminacion, ya que se desecha en conjunto con las células
senescentes (Neves et al., 2009). En general, los patdgenos bacterianos usan sistemas
hemoliticos como mecanismo de obtencion de nutrientes a partir de las células del
hospedero. Por ejemplo, el hierro puede ser un factor limitante para el crecimiento de

muchos patégenos (Sritharan, 2006).
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De los genes analizados en leucocitos de M. rosacea se observo el maximo cambio el nivel
de expresion (10.36) para el gen de la subunidad H de la ferritina, lo cual sugiere que al
haber grandes cantidades de hierro libre como un producto de la lisis celular ocasionada por
las bacterias, los leucocitos activos incrementan la expresion de genes de ferritina en su
intento (i) por contrarrestar el dafio que les ocasiona y (ii) de privar a las bacterias del
suministro de hierro, que requieren para su posterior proliferacion y diseminacion. Este
resultado tiene concordancia con los resultados obtenidos para otros organismos (Torti y
Torti, 2002; Li et al., 2008) y especificamente, también para teledsteos (Neves et al., 2009).
La mitocondria, que juega un papel importante en la sintesis de ATP, sefializacion celular y
homeostasis del calcio intracelular, en condiciones basales permite un intercambio efectivo
de metabolitos, cationes e informacion con el citoplasma, a través de las membranas
mitocondriales interna y externa (MMI y MME, respectivamente). Mientras que el trafico
de metabolitos a través de la MMI requiere de procesos complejos catalizados por mas de
30 acarreadores, la difusion de metabolitos a través de la MME se lleva a cabo
practicamente solo a través del canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC, por sus
siglas en inglés) (Abu-Hamad et al., 2006) que permiten el paso de iones dependiendo del
voltaje transmembranal. EI VDAC funciona ademas como un sitio de union de cinasas
celulares (principalmente hexocinasa), y con ello proveerles acceso preferencial al ATP; y
como un sitio de sefializacion apoptética (Abu-Hamad et al., 2006). Su rol trascendental se
debe a la liberacion de proteinas apoptoticas como el citocromo C hacia el citoplasma,
activando a las enzimas proteoliticas llamadas caspasas, que a su vez cortan varias
proteinas celulares que promueven la apoptosis (Tsujimoto y Shimizu, 2002). Por otro lado,

el silenciamiento de los genes que codifican para VDAC de células embrionales humanas,

Tania L. Lopez Medina CIBNOR S.C.



55

inhibe la produccion de energia y la proliferacion celular (Shoshan-Barmatz et al., 2008).
En 2008, LU y colaboradores reportaron la clonacion y caracterizacion del primer y Gnico
gen que codifica al VDAC (PoVDAC) de teledsteos, a partir del lenguado japones
(Paralichthys olivaceus, Teleostei: Pleuronectoidei), que por efecto de la infeccién viral
experimental, se observd la induccién del proceso de apoptosis. En este mismo estudio, se
observo que nivel de expresion del VDAC en células infectadas era 6 veces mayor con
respecto a las células control (L0 et al., 2008); en los resultados obtenidos en este trabajo,
se observo que los leucocitos de cabrilla presentaron un nivel de expresion del VDAC 4
veces mayor por efecto de la infeccion bacteriana experimental con respecto a los
leucocitos control. Probablemente este valor de sobre-expresién de VDAC nos indique que
el proceso apoptético se esta llevando a cabo en los peces infectados y que su poblacién
leucocitaria sea menor con respecto a la de los peces que no fueron inyectados con inéculo
bacteriano. Experimentalmente este hecho fue notorio incluso a simple vista, ya que se
obtuvo un menor rendimiento al realizar el aislamiento de la fraccién leucocitaria y
posterior purificacion de ARN total de las muestras provenientes de cabrillas infectadas.
Aln deben realizarse algunos estudios para determinar bajo qué mecanismo se induce
VDAC en respuesta a la infeccién, ya sea viral o de tipo bacteriano, como es el caso del
presente trabajo.

Los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) son uno de los principales tipos de
receptores involucrados en el reconocimiento de patogenos microbianos. Los TLRs se
expresan y encuentran activos en los macrofagos, donde activan cascadas de sefializacion
que culminan en la sobreproduccion de citocinas inflamatorias, incluyendo a IL-6 y TNFa,

protagonistas de la respuesta inflamatoria ante infecciones bacterianas. Ademas de las dos
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rutas clasicas de sefializacion mediada por TLRs (MAPK y NF-kB), recientemente se ha
reportado otra proteina que posiblemente esté involucrada en el proceso, la cinasa
dependiente de ARN de doble cadena (ARNdc-PKR), un componente de la respuesta
antiviral ampliamente caracterizado. La PKR se activa al contacto con el ARNdCc,
promoviendo la fosforilacion de la subunidad a del factor de iniciacion de sintesis proteica
eucariota (elF-2a), resultando en una rapida inhibicion general de la sintesis proteica, que
efectivamente limita la produccién de viriones (Cabanski et al., 2008).

Dentro de la biblioteca de EST’s de leucocitos de M. rosacea infectadas experimentalmente
con A. hydrophila, asombrosamente encontramos una secuencia con identidad a la ARNdc-
PKR, por lo cual su nivel de expresion se cuantifico, con el fin de esclarecer si la secuencia
correspondia a un falso positivo o bien, su relevancia en la respuesta al reto bacteriano. En
teoria, los genes que codifican la ARNdc-PKR se expresan en cantidades minimas, pero de
forma constitutiva en la mayoria de las células, y mediante inmunoestimulacion con
interferon o ARNdc el nivel de expresion original puede aumentar hasta 5 veces
(Rothenberg et al., 2008). EIl nivel de expresion de ARNdc-PKR en leucocitos de M.
rosacea aumentd 6.24 veces en respuesta a un estimulo bacteriano, no viral. En varios
estudios recientes, se ha reportado la potencial funcion de PKR en la transduccion de
sefiales en respuesta a LPS, donde se ha encontrado que la PKR esta involucrada en la
activacion de la ruta MAPKSs y de factores de transcripcion como el NF-kB (Revisado en
Cabanski et al., 2008).

Estudios in vitro muestran la toxina Act de A. hydrophila, indujo la produccién de sefiales
antiapoptdticas en macrofagos murinos al activar los factores de transcripcion NF-xB y

CREB (Chopra et al., 2000), en concordancia con el antecedente de que las células que
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expresan a NF-xB inducen la expresion de genes antiapoptdticos y se ven protegidas contra
la muerte celular ocasionada por el TNF (Zhang et al., 1999), ademas el factor de
transcripcion NF-xB es importante en un gran nimero de rutas relacionadas al proceso
inflamatorio (Galindo et al., 2006).

Aln asi, algunas cepas de A. hydrophila resisten los mecanismos de defensa del hospedero,
por ejemplo, tienen la capacidad de resistir la lisis mediada por el sistema de complemento
y resultar en una bacteremia y otras enfermedades invasivas asociadas con las infecciones
por Aeromonas (Chopra et al., 2000). El sistema de complemento representa el nexo clave
entre la inmunidad innata y adaptativa en vertebrados (Beutler, 2004), sin embargo,
también tiene un papel importante al provocar dafio tisular. Para contrarrestar esta
situacion, el hospedero cuenta con estrictos mecanismos regulatorio. El balance entre la
activacion y la inhibicién del complemento es fundamental para determinar si el sistema
lleva a la defensa o al dafio tisular en el hospedero. Por ello, era factible identificar algln
componente del sistema representado en la coleccion de EST’s generada; se encontrd una
secuencia con identidad a un componente regulatorio del sistema de complemento en
cabrilla comdn (Paralabrax nebulifer, Teleostei: Serranidae) y la cuantificacion de su
expresion en leucocitos de M. rosacea infectados experimentalmente resultd en una sobre-
expresion de 3.14 veces mas con respecto al control. Este valor se debe probablemente a
que aun después de 3 dias de la re-exposicion al microorganismo, los peces aun tienen
excesivamente activado el sistema de complemento, ya sea para (i) opsonizar las células
dafadas por el proceso apoptotico en curso, (ii) opsonizar las bacterias que se encuentren a
su paso, o (iii) mantener activo el proceso de lisis celular mediado por el complejo de

atagque membranal (CAM).
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El constante desarrollo de las herramientas gendmicas relacionadas al analisis funcional del
sistema inmune de peces nos ha permitido una perspectiva mas amplia de su respuesta ante
la infeccidn o la vacunacion. Las metas hacia el futuro incluyen una mayor anotacion de
secuencias, el desarrollo de nueva y mejor tecnologia de secuenciacion, asi como el
desarrollo de lineas celulares y protocolos de silenciamiento de genes y examinar ain mas
a detalle las vias de sefializacion celular, que se encuentra altamente involucrado en la
respuesta al estimulo. Mediante la aplicacion de novedosas técnicas analiticas altamente
eficientes, la informacion generada tendra en corto plazo, una mayor relevancia para el
sector acuicola nacional e internacional, esperando colaborar en la conformacion de una

produccidn sustentable de peces marinos y de agua dulce.

Tania L. Lopez Medina CIBNOR S.C.



59

10. CONCLUSIONES.

a)

b)

d)

La especie Mycteroperca rosacea si muestra cambios a nivel transcripcional por
efecto del la infeccion experimental con la bacteria Aeromonas hydrophila; se
sugiere que estos cambios se integran como parte de una respuesta inmunitaria
dirigida al ataque.

La técnica de SSH representa una herramienta practica para obtener informacion
acerca de la respuesta transcripcional global por efecto de un estimulo en
organismos eucariotas, incluso cuando la metodologia demanda bastante tiempo en
el laboratorio, es posible optimizarlo en pasos clave, por ejemplo la clonacion y la
secuenciacion.

La cuantificacion relativa del nivel de expresion de cinco EST’s en leucocitos de M.
rosacea, demostr6 la eficiencia de la biblioteca generada, ya que de cinco EST’s
evaluados, cinco mostraron sobreexpresion con respecto a las muestras control.

En base a los resultados de expresion génica, las rutas de sefializacion podrian tener
un rol importante en la respuesta tardia ante la infeccién por A. hydrophila; de las
cinco secuencias seleccionadas y analizadas, tres estan involucradas directamente
en la transduccion de sefiales (cinasa, fosfatasa y VDAC); una en la proteccién de
respuestas autoinmunes (proteina regulatoria del sistema de complemento) y la otra
como almacén de hierro.

De las cinco secuencias analizadas, dos se activan principalmente como respuesta a
la infeccion viral. Aunque al momento de hacer el bioensayo los peces se
encontraban aparentemente sanos, no se descarta que hayan estado previamente en

contacto con algun agente viral.
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f) Los peces con los que se realizo el presente trabajo, recibieron dosis subletales de
inoculo bacteriano, lo cual posiblemente generd en ellos anticuerpos contra la
bacteria y para este momento aun estén inmunizados, ya que cuatro de los cinco
peces utilizados en el presente trabajo aun permanecen en el laboratorio de Biologia

Reproductiva.
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12. ANEXOS

ANEXO Al

Aislamiento de leucocitos de sangre periférica.

Materiales:

Tubos de centrifuga estériles de 1.6 mL

Jeringas estériles de 3 mL con aguja removible
Pipetas Pasteur de punta corta estériles

Tubos de centrifuga estériles de 15 mL

Puntas para micropipeta estériles de 1000 y 200 mL.

Reactivos y Soluciones:

Heparina sédica 10000 U.I.

Histopaque 1077 (Sigma EUA, no. cat. 10771)
PBS pH 7.2

Cloruro de amonio al 0.83%.

1.

w

La sangre se extrae con jeringas heparinizadas* de 3 mL cuya aguja pueda ser
removible, ya que las células sanguineas se lisaran si se hacen pasar nuevamente por el
delgado orificio de la aguja, al colectar la sangre en los tubos eppendorf.

Obtener la sangre a partir de la vena caudal de los peces, retirar la aguja y colectarla en
tubos de 1.7 mL con una pequefia gota de heparina en el fondo. En cuanto la sangre se
encuentre en el tubo, invertir suavemente para homogenizar la sangre y la heparina.
Una vez colectada, puede mantenerse a temperatura ambiente hasta ser transportada al
laboratorio, donde se haran los posteriores anélisis.

Atemperar el Histopaque 1077 y alicuotar en los tubos que se necesiten

Diluir la sangre en relacion 1:2 con PBS. Se obtiene aproximadamente 4 mL de sangre
por cada 5 peces, por lo que se diluye la sangre en 8 mL de PBS en tubos de centrifuga
esteriles (12 mL totales de sangre diluida).

Colocar la sangre diluida se con extrema precaucién sobre los tubos con Histopaque
previamente atemperado, la relacién Histopaque —Sangre diluida es de 2:1.

Cubrir la boca de los tubos y centrifugar durante 1 hora a 1500 rpm a temperatura
ambiente. Si después de que ha transcurrido el tiempo, no se observa una buena
separacién de fase, puede ampliarse el tiempo de centrifugacion durante 2 intervalos
mas de 10 minutos y subirse las rpm hasta un maximo de 1750rpm.

Retirar el plasma con una pipeta Pasteur para dejar disponible la fase de leucocitos, que
se vera como un algodoncillo blanco en medio de las fases

*Heparinizada: Se hace pasar la heparina a través del volumen de la jeringa y sin sacar la aguja del
contenedor se regresa la mayoria del volumen, solo se deja una gotita al final de la jeringa.
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8. Con otra pipeta Pasteur separar la fase de leucocitos (de todos los tubos empleados
para un pool) en un tubo de ensaye limpio y afiadir PBS pH 7.2 (aproximadamente 5
mL) por las paredes del tubo para lavar en una sola ocasion. Agitar suavemente y
centrifugar 10 min a 1500 rpm. De aqui en adelante se entenderd por lavado la adicion
de solucion fresca, agitacion suave y centrifugacion durante 10 minutos a 1500 rpm.

9. Retirar y eliminar el PBS con una pipeta Pasteur y hacer 2 lavados con cloruro de
amonio (NH4CI) al 0.83% estéril para lisar los eritrocitos remanentes en la muestra
(pueden hacerse mas lavados, sin embargo puede alterar la cantidad de leucocitos
obtenidos inicialmente). Es posible que después de los lavados aun se siga viendo un
color rojo en la muestra, sin embargo el tratamiento con NH4Cl ya lisé (en teoria) los
eritrocitos.

10. Hacer un lavado final con PBS estéril.

11. Colectar los leucocitos en un tubo de 1.7 mL y la muestra esta lista para la extraccion
de ARN.
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ANEXO A1l

Aislamiento de RNA (células).

1. Centrifugar ligeramente para eliminar la mayor parte de PBS excedente y se pasa el
paquetito celular a un tubo de Fast Prep para extraccion de RNA. Agregar 1 mL de
Trizol (Invitrogen EUA).

2. Dar un pulso de 20 seg en el Fast Prep a velocidad 6 vy colocar
INMEDIATAMENTE en hielo.

3. Centrifugar a 12,000 xg durante 10 minutos a 4°C para separar las perlas y detritos
del Trizol que contiene el RNA, recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

4. Incubar el homogenizado 5 minutos a 15-30°C para que se disocien los complejos
de nucleoproteinas.

5. Agregar 200 pL de cloroformo por cada mL de Trizol y agitar los tubos
vigorosamente por 15 segundos e incubar de 2-3 minutos a 15-30°C

6. Centrifugar a 12,000 xg durante 15 minutos a 4°C. Se observardn 3 fases, una
inferior color rojo, una interfase de fenol-cloroformo y la fase acuosa incolora en la
parte superior, es aqui donde se encuentra el RNA.

7. Separar la fase acuosa y pasarla a un tubo limpio y agregar 2 uL de RNA de
transferencia (Yeast tRNA 10 mg/mL, Ambion Inc. EUA) para optimizar la
recuperacion de RNA.

8. Precipitar el RNA agregando 500 pL de Isopropanol por cada mL de Trizol
empleado, agitar levemente por inversion del tubo hasta que la solucién se vea
homogénea.

9. Centrifugar 12,000 xg por 15 minutos para precipitar el RNA

10. Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet de RNA con 1 mL de etanol al 75%
(preparado con agua DEPC) por cada mL de Trizol empleado.

11. Centrifugar a 7500 xg durante 5 min, eliminar sobrenadante y dejar secar el pellet al
aire (no usar el vacu-fuge).

12. Resuspender en 30 uL de agua DEPC y Almacenar a -20°C o -80°C.

NOTAS:

a) Se recomienda alicuotar las muestras de RNA para visualizarse en gel
desnaturalizante de agarosa al 1.5% y/o para cuantificar, sin necesidad de
descongelar toda la muestra.

b) Si se desea almacenar por un periodo largo, se pueden almacenar las muestras

agregando al volumen de RNA, 100 pL de Acetato de Amonio mas 1 mL de Etanol
Absoluto, y guardar a -80 °C.
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ANEXO ALl
Hibridacidn sustractiva por supresion.

La genoteca fue construida mediante el procedimiento SSH (Suppresive Subtractive
Hybridization, por sus siglas en inglés) (Diatchenko et al., 1996) usando el PCR-select©
cDNA subtraction kit (Clontech, Palo Alto, CA). Los genes que se expresan en forma
diferencial se encontraban contenidos en las muestras ‘tester’ y ausentes o en muy bajos
niveles en las muestras ‘driver’. Se usaron cantidades iguales de ARNm tester y driver, que
fueron convertidos a ADNc de doble cadena mediante transcripcion reversa, Yy
posteriormente el ADNc fue digerido con la enzima de restriccion Rsal para producir
fragmentos pequefios con extremos romos. EI ADNc tester fue subdividido en dos
fracciones y cada una de ellas fue ligada a un adaptador diferente, incluidos en el Kit.
Posteriormente se realizaron dos hibridaciones consecutivas; primero, se hibridé cada
fraccion de ADNCc tester con un exceso de ADNc driver desnaturalizado: las
concentraciones de moléculas de alta y baja abundancia en el tester fueron normalizadas
por efecto de la cinética de segundo orden en la hibridacion y el efecto de supresion de la
PCR. Las secuencias blanco en el tester también se vieron significativamente enriquecidas
con genes expresados diferencialmente (Fig. A.1). En la segunda hibridacion, se mezclaron
los dos productos de la primera hibridacion y se re-hibridaron con un exceso de ADNc
driver desnaturalizado; en este proceso, las poblaciones de ADNc de cadena sencilla que
han sido normalizadas y sustraidas se complementan, formando hibridos de doble cadena
con diferentes adaptadores en sus extremos 5’; estas son las moléculas objetivo de la
técnica. Los extremos de las cadenas que no contienen adaptador son entonces completados
con la ADN polimerasa. Finalmente, se realiz6 una amplificacion selectiva de las
moléculas sustraidas mediante PCR anidada, usando los oligonucleétidos especificos
(complementarios a las secuencias de los adaptadores).
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ADNc Tratamiento ligado al ADNc Control ADNc Tratamiento ligado al
adaptador 1 (ADNc tester) (ADNc driver) adaptador 2 (ADNc tester)
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Figura A.1. Hibridacion sustractiva por supresion. Doble hibridacion y posterior amplificacion selectiva
(exponencial) de las secuencias que se sobreexpresan por efecto del tratamiento (Adaptado de Diatchenko,
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ANEXO A.IV
Protocolo de Ligacion en el vector pPGEM®-T Easy.

Los fragmentos de ADNCc obtenidos en la genoteca fueron clonados en el vector comercial
PGEM T-easy (Promega) y posteriormente transformados mediante electroporacion en
celulas de E. coli DH5a.

1. Centrifugar el tubo que contiene al vector pGEM®-T Easy brevemente (pulso), para
colectar el material que se pega a las paredes del mismo.

2. Hacer la mezcla de reaccion conforme la siguiente tabla:

Reactivo Control Reaccion
positivo

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA 5uL 5puL
Ligase
pGEM®-T or pGEM®-T Easy 1uL 1uL
Vector
Producto de PCR - X yL
Control Insert DNA 2 uL -
T4 DNA Ligase 1puL 1uL
Agua desionizada para un volumen 10 puL 10 puL
final

3. Mezclar mediante pipeteo. Incubar las reacciones durante 1 hora a temperatura ambiente,
o0 durante toda la noche a 4°C para maxima eficiencia.
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ANEXO AV
Protocolo de transformacion.
1. Descongelar las células competentes en hielo (cada alicuota de 50 pL).

2. Pipetear 2 pL de 0.5 M b-mercaptoetanol en cada vial. Mezclar gentilmente con la punta
de la pipeta.

3. Pipetee 1- 2 uL dI plasmido (o ligacion) y mezcle gentilmente con la punta de la pipeta.
4. Incube los tubos en hielo durante 30 min.

5. Apligue un shock térmico al incubar los tubos a 42°C 30 segundos.

6. Inmediatamente pase los tubos a hielo e incubelos asi durante 2 minutos.

7. Adicione 250 uL de SOC a cada vial e incube 1 hora en agitacion a 225 r.p.m. a 37°C.
Después de la incubacién, regrese los tubos a hielo.

8. Plaquee de 50 - 200 uL de cada transformacion en placas de LB ampicilina.
9. Incube a 37°C durante al menos 18 horas.

Se seleccionaron aquellas bacterias que resultaron presuntamente positivas para contener un
inserto, mediante monitoreo de la produccion de pigmento azul/blanco. Se realizé PCR de
colonia a cada una de las bacterias blancas recombinantes y aquellas que presentaron un
inserto Gnico mayor a 300 pares de bases se sembraron en caldo LB con ampicilina para la
purificacion de ADN plasmidico (ADNp) con el PureLink Quick Plasmid MiniPrep kit
(Invitrogen EUA).
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ANEXO A.VI

Protocolo de Reverso Transcripcion (RT).
Mezcla de alineamiento

1. Para cada muestra de ARN (para cada arreglo) combinar lo siguiente en un tubo para
PCR estéril:

ARN total 0.5-5.0 mg
Buffer 1L
H,O libre ARNasa Ajustar volumen final a 10 pL

2. Mezclar suavemente con pipeta seguida de una centrifugacion breve.
3. Poner la muestra en un termociclador 70°C por 3 min.
4. Enfriar a 37°C y mantener a esta temperatura por 10 min.

Preparacion de la mezcla de RT

5. La mezcla debe preparase mientras la Mezcla de Alineamiento estd incubandose a
37°C.

Buffer BN 4 uL
H,0 libre ARNasa 4 uL
Inhibidor ARNasa (RI) 1puL

Transcriptasa reversa (RE) 1pL

Volumen final 10 pL

6. Mantener esta mezcla a 37°C antes de sequir el siguiente paso.
Reaccion RT
7. Afnadir 10 pL de mezcla RT a 10 pL de mezcla de alineamiento

8. Mezclar bien pero suavemente con una pipeta y continuar la incubaciéon a 37°C por 25
min.

9. Calentar a 85°C por 5 min para hidrolizar e inactivar la transcriptasa reversa.

10. Almacenar a -20°C o mantener en hielo hasta el siguiente paso.
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