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El répido desarrollo de la acuacultura de camarén ha
generado la necesidad de desarrollar métodos sensibles y
precisos para el diagnéstico, no solo del estado de salud,
sino también parala prediccion de capacidades genéticas de
los organismos cultivados. El estanque de cultivo es un
sistema abierto cuyas variables deben minimizarse, s se
quiere mantener un adecuado control. Los factores que
impactan la produccién son: la nutricién, las enfermedades
y, sobretodo actualmente, la disponibilidad en cantidad y
calidad, adecuada de organismos. Nuestra investigacion alo
largo de 12 afios se ha dividido en varias fases, continuas,
pero diferenciables por el enfoque y metodologias utilizadas.

La primera fase consistio en la descripcion de proteinas
relacionadas con el sistema inmune y con el transporte de
nutrientes, la cual fue redlizada en dos laboratorios
independientes. Se aislaron y caracterizaron: una aglutinina
que reconoce LPS, la HDL, hemocianina, la proteina de la
coagulacion, un factor hemolitico, asi como la fenoloxidasa
y la a2-macroglobulina. Ademas se describieron las técnicas
para obtencion de la hemolinfa y la separacién de las
poblaciones celulares. Se establecieron las relaciones entre
los componentes y sus mecanismos de respuesta. Esto nos
ha permitido tener una vision conjunta del sistema inmune
del camardn.

La segunda fase ha consistido en la implementacién y

elaboracién de herramientas diagndsticas. Se produjeron

anticuerpos contra las proteinas purificadas, con lo cual

tenemos métodos de cuantificacion por ELISA. Ademas, se
disefiaron kits para medir la actividades de la fenoloxidasa y
de la a2-macroglobulina, asi como la rutina para la cuenta
total y cuenta diferencial de hemocitos. Por Ultimo se
implemento para microplaca la cuantificacién de glucosa,

triacilgliceroles, colesterol, proteina total y lactato, este
Ultimo como indicador de estrés. Esta fase marco la
conjuncion de los dos laboratorios y la formacion del
Laboratorio de Biotecnologia Marina.

En latercerafase, nos enfocamos ala blsqueda de los genes
de las proteinas inmunes encontradas y, en el caso de las
lipoproteinas, sobre sus sistemas de regulacion. A partir de
las secuencias aminoacidicas (N-terminal e internas) se
disefiaron primers para la busgueda de clones en bancos de
genes de hepatopancreas y de hemocitos. Se pretende

obtener la regidn codificante completa y describir la
organizacion del gen en un banco genémico, incluyendo las
regiones de control.

Esta informacién dié origen a la blsgueda de marcadores
molecul ares especificos. Sin embargo, mas que €l estudio de
los genes de proteinas inmunes o de lipoproteinas y su
organizacion, la blusqueda de marcadores se ha basado en €l
DNA mitocondrial, por dos razones. La primera porque es
posible Ilegar a conocer todo el genoma; |a segunda porque
posee regiones conservadas y variables definidas que
permiten hacer comparaciones filogéneticas a nivel de
grupo, género, especie e incluso familias. En esta fase
también se contempla el uso del andlisis de fragmentos,

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) y SSCP
(Single-Stranded Conformation Polymorphism), con lo que
se tienen el soporte técnico para los programas de
mejoramiento genético.

Laquintafase seinicia con €l establecimiento de un modelo
molecular de la respuesta inmune de los camarones, 10s
cual es son capaces de responder a sustancias no propias, ho
solamente a patdgenos sino incluso poder reaccionar en

forma diferente a compuestos quimicos, como se demostro
por Differential Display. A partir de este punto, los
productos amplificados por PCR son aislados, clonados y
secuenciados. En esta fase, también se considera la
construccion de un banco de genes sustractivo, cuyos clones
son secuenciados y se busca la identidad de las proteinas
expresadas en respuesta a un estimulos, incluso a diferentes
tiempos. La estrategia incluye la sobre-expresién de las
proteinas, su caracterizacion biofisicay fisiolégica, asi como
su evaluacion como indicadores del sistema inmune de los
camarones.

De alguna manera, todas las fases de desarrollo aln estén
presentes en nuestro laboratorio. Unas mas intensas que

otras, pero una caracteristica es el entrecruzamiento de las
metodologiay enfoques. Esto nos ha permitido mantener un
area de investigacion solida que mantiene colaboraciones
con otros grupos de investigaci6n que trabajan con camaron
e incluso, con otros organismos cultivables (moluscos y
peces), o hien con otras disciplinas que nos alimentan con
sus diferentes enfoques.



