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Introduccién. La generacién de secuencias parciales de genes
expresados, comunmente llamados EST del inglés Expressed
Sequence Tags (1) han sido de gran utilidad como marcadores
genéticos, indicadores de expresion, etc. En camarén blanco, se
cuentan con varios cientos de estas secuencias depositadas en el
banco de datos GenBank fvww.nchi.nlm.nih.gov). En nuestro
laboratorio estamos interesados en la caracterizacion y
expresion de genes de proteinas involucradas en el sistema
inmune y en el transporte de lipidos, asi como la comparacion
de sus niveles de expresion con proteinas constitutivas. Para
esto, se han disefiado oligonucledtidos degenerados para ser
usados en la busqueda de cDNAs especificos, asi como de
secuencias de ESTs del GenBank. Estos oligonucleétidos estan
siendo utilizados para estudiar el efecto de estimulos sobre la
expresion de los genes.

M etodologia. Para construir los bancos de genes de cDNA se
utilizd Zap-Express (Stratagene) y mRNA poliadenilado de
hepatopancreas o hemocitos de camardn. Los fragmentos de
DNA se obtuvieron por amplificacion por PCR usando como y
DNA templado el banco de genes de cDNA o cDNA obtenido
por RT-PCR de mRNA vy oligonucleétidos disefiados en base a
secuencias Ntermina o internas de las proteinas de interés.
También se usaron secuencias parciales obtenidas en el
laboratorio y la informacion disponible en GenBank para
disefiar oligonucledtidos correspondientes a proteinas
constitutivas que son usados para normalizar y comparar los
niveles de expresion de los genes en respuesta a tratamientos.
Los fragmentos amplificados se analizaron en geles de agarosa
o poliacrilamida, se purificaron por GeneClean y se ligaron a
los vectores PCR 2.1-TOPO (Invitrogen) o pGEM (Promega) y
se secuenciaron. Las secuencias se analizaron con el programa
Blast usando la coneccion con el National Center for
Biotechnology Information (NCBI, (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para evaluar los efectos de tratamientos sobre la expresion de
los genes, el mRNA purificado se someti6 a RT-PCR y los
DNAs amplificados se analizaron por electroforesis en geles.

Resultados y Discusion. Los bancos de genes tanto de
hepatopancreas como de hemocitos contienen los mensajes
comunmente aceptados como de expresion constitutiva en otros
organismos, como son los de actina 'y de la proteina ribosomal
L21. Para estos dos genes se amplificaron fragmentos de
aproximadamente 700 y 500 pb, respectivamente. También se
obtuvieron fragmentos de la HDL-BGBP (2) de 1800 pb, de
hemocianina (3) de 1950 pb, de tripsina de 900 pb, superéxido

dismutasa (SOD) de 300 pb, catalasa de 900 pb, lisozima de 400
pby delaproteinaribosomal S60 de 800 pb.

Hasta el momento, los resultados indican que la expresion de
HDL-BGBP en hepatopancreas, anadlizada por RT-PCR, es
afectada por inoculacion con particulas abidticas. Lo mismo

ocurre con los niveles de mMRNA de lisozima en hepatopancreas
y en hemocitos, probablemente relacionado con la funcion

degradadora de paredes bacterianas en el caso de lisozima (4) y
de molécula de reconocimiento de [o no-propio en €l caso de la
HDL-BGBP (5). Esta metodologia est4d siendo utilizada para
evaluar efectos de estimulos sobre los otros genes y de DNAs
gue corresponden a genes aln no identificados

Conclusiones. Los bancos de genes de cDNA contienen los
cDNAs de proteinas constitutivas como actina y las proteinas
ribosomales L21 y S60 y pueden ser utilizados para normalizar
los niveles la expresion modificada en respuesta a un estimulo.
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