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Resumen

En insectos y crustaceos el gen de Dscam (molécula de adhesion celular del sindrome de
Down) ha sido ampliamente estudiado. La participaciéon de Dscam en el sistema inmune se
ha reportado en la mosca de la fruta, camardn, mosquitos, y cangrejos entre otros. El gen
Dscam puede dar origen a numerosas isoformas mediante splicing alternativo, con
capacidad de responder de manera patogeno-especifica. En moluscos bivalvos existe poca
informacidn acerca de la expresioén, localizacién, existencia de isoformas y participacion en
la respuesta frente a patogenos. En este trabajo se logré amplificar todos los dominios de
Dscam de Crassostrea gigas, C. corteziensis y C. sikamea. La secuencia de Dscam de
Crassostrea spp. mostrd una organizacién estructural similar a la descrita en otros
invertebrados. Se logro la identificacidon de dos regiones conservadas que permitieron el
disefos de sondas y oligonucléotidos especificos para las técnicas de hibridacion in situ 'y
PCR cuantitativa (qPCR). Dscam se expresa en branquias y manto de C. gigas y C
corteziensis sanos. La localizacién de Dscam en C. gigas infectados con herpes virus tipo 1
(OsHV-1) y C. corteziensis con Perkinsus marinus no se limita a branquias y manto también
se observo en intestino, glandula digestiva y génada. Los resultados de qPCR en C. gigas y
C. corteziensis sanos e infectados sugieren que la expresion de Dscam podria estar
relacionada con el patégeno al que fueron expuestos. La expresidn de Dscam en branquias
infectadas incrementa considerablemente respecto al control en ambas especies. Por otra
parte, en manto no se observa diferencia, particularmente en presencia de P. marinus se
observd una inhibicidn de la expresion. Para evaluar la participacién de Dscam durante la
exposicion a un patogeno, se midieron los niveles de expresién de Dscam en branquias y
manto de C. gigas adultos expuestos a E. coli. Ademas se determinaron los niveles de
expresion de otros genes de respuesta inmune como FREP, TLR2 e interleucina 17 (IL-17-
3). En general, los niveles de expresion de Dscam en manto fueron mayores en
comparacion con branquias. Los patrones de expresion fueron tejido-especifico, en
manto, un incremento gradual en la expresion de Dscam se observé de las 0 a 12 h,
mientras que en branquias, no se observd un patrén de expresién particular. Los picos de
maxima expresion se observaron a las 12 h posteriores en ambos tejidos. Los niveles de
expresion de TLR2 fueron altos durante todas las horas evaluadas. La expresién de FREP
mostrd un increment gradual de 8 h a 24 h en branquias y los niveles de mayor expresién
se observaron en manto a las 4, 24 y 48 h. La expresion de IL-17-3 fue bajaalas4y 8 hen
branquias, esta disminucidn a las 8 h también se observd en manto, sin embargo, los
niveles de expresién mas altos se observaron después de la inoculacién y de manera
tardia a las 48 h. Este trabajo proporciona evidencia de la localizacion de Dscam y su
asociacion en la respuesta inmune frente a patdgenos en especies de ostiones
econdmicamente importantes.

Palabras clave: Dscam, Crassostrea  spp., Sistema inmune, Patdgeno.
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Summary

The Dscam (Down syndrome cell adhesion molecule) gene has been widely studied in
insects and crustaceans. Its role in immunity has been reported in the fruit fly, shrimp,
mosquitoes, bees and crabs, among others. It is known that Dscam potentially gives rise to
numerous isoforms by alternative splicing, which are able to respond in a pathogen-
specific manner. In bivalve molluscs, information about Dscam expression, localization,
isoforms and its role in the immune response is scarce. In this work, the Dscam domains
from Crassostrea gigas, C. corteziensis and C. sikamea were amplified. Sequence analysis
showed that the structural organization of Dscam from Crassostrea spp. was similar to
other invertebrates. Two conserved regions were found and used to design specific
primers and probes to perform in situ hybridization and quantitative PCR (qPCR). Dscam
was expressed in gills and mantle from healthy individuals of C. gigas and C. corteziensis.
Dscam localization in C. gigas infected with herpes virus type 1 (OsHV-1) and in C
corteziensis infected with Perkinsus marinus was not limited to gills and mantle, since it
was also found in intestine, digestive gland and gonad. Quantitative PCR results in healthy
and infected C. gigas and C. corteziensis suggest that Dscam expression could be related
to pathogen exposure. Dscam expression in infected gills increased substantially in
comparison with healthy individuals in both species. On the other hand, the mantle
showed no differences in Dscam expression; even more, a decreased expression was
observed in C. corteziensis infected with P. marinus. In a controlled bioassay using gills and
mantle from adults of C. gigas challenged with Escerichia coli the expression of Dscam,
together with other immune-related genes such as Toll-like receptor, FREP and IL-17-3
was measured by gPCR. In general, the expression levels of Dscam were higher in mantle
than in gills. The expression profiles were tissue-specific, in mantle, a gradual increase of
expression was observed from 0 to 12 h, while in gills, the expression profile did not show
any pattern. A delayed response of Dscam in gills and mantle was observed, with highest
expression levels at 12 h post-infection. TLR2 expression levels were higher through all the
experiment in both tissues. FREP expression showed a gradual increase from 8 hto 24 h in
gills, and the higher expression levels were found in mantle at 4, 24 and 48 h. IL17-3 gene
expression was low at 4 and 8 h in gills, this low expression was also found at 8 h in
mantle, however, in this tissue a higher expression was observed at early (after
inoculation) and late (48 h) time points of infection. This work provides evidence about
Dscam localization, and its association to the immune response against pathogens in two
economically important oyster species.

Keywords: Dscam, Crassostrea spp., Immune system, Pathogen

o g s b

Dr. Ricardo Vazquez Juarez Dr. Armando Acosta Dominguez




Dedicatoria

A mis pequeiios Jacob Yy valentina.

A mi esposo por su apoyo Y fe infinita.

il



Agradecimientos

Al Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, por permitirme el uso de sus instalaciones,
acceso a laboratorios, en especial al personal de posgrado por todas las facilidades y apoyo
otorgado.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca otorgada (217347).

Al proyecto ¢Existe Inmunidad alternativa adaptativa en Crasssotrea spp? El papel bioldgico de
Dscam (SEP-CONACYT 254648) a cargo del Dr. Ricardo Vazquez Judrez.

A mi comité evaluador por el tiempo, disposicién y apoyo brindado, Dra. Alejandra Garcia Gasca,
Dra. Maurilia Rojas y el Dr. Pedro Cruz.

A mis Directores de Tesis Dr. Armando y Dr. Ricardo. Especialmente al Dr. Ricardo por la
confianza, apoyo, la libertad de proponer y realizar.

Al laboratorio de Gendmica y Bioinformatica del CIBNOR, Dr. Ricardo gracias por permitirme el
uso sin restriccidon alguna, a la técnico Gabriela Carrion Mendoza por todo el apoyo, charla y
abrazos alentadores.

Al laboratorio de Histologia e Histoquimica del CIBNOR, especialmente a la Dra. Maria del Carmen
Rodriguez Jaramillo y Maria Eulalia Meza, por todo el apoyo brindado.

Al laboratorio de Fisiologia comparada y gendmica funcional, a la técnico Patricia Hinojosa por
toda la disposicidn, amabilidad y facilidades otorgadas en el uso de equipos y préstamos de
material.

Al laboratorio de farmacos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Concepcién, Chile.
Particularmente al Dr. Frank Camacho y M. en C. Fatima Reyes, gracias por su calidez y
hospitalidad tanto acddemica como personal.

A mis amig@s, por las charlas, cafés, vinitos e impulso compartido.

A las familias Arzeta-Pino y Lépez-Cruz que sin su apoyo incondicional, el periodo doctoral no
habria llegado a buen término. Mil gracias

A mis padres, hermanas que me acompafian en todo momento.

A mis hijitos y esposo por la paciencia, compaiiia e inspiracion.

v



Contenido

=T U1 = o PO i
SUIMIMIAIY ettt e e e e e e e e e e e et e et e ttte b et se e e e e eeeeeeeeeteteeesessnnnenaeeeeeeaaeeas ii
DI<Te [ToF=1 o] o - WU OO URTUPRRR iii
JA e =T LYol 0 1= o} o U UPP PP iv
(000 01 =T Tc [« J TSR v
[ = o [ = { U = LR PRSPPI vii
T = o [N =] o] = U URPPRURRURRPPPRN viii
A DTEVIATUIGS ..o ittt et ee ettt e et e e e eeeeeeeaaeeeeeee s s aa b et aaeeseeeeaaaaeesennens ix

1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del cultivo de moluscos bivalVos..........cccuviiiiiiiiiiieiiieee e 1
1.2 Evolucion y componentes del sistema inmune de moluscos bivalvos .............cccceeeuneee. 2
1.3 Presencia de patdgenos €N CrasSOStred SPP ..cuvveeeeeeriiureeeeeeriiireeeesssiiireeesssssssneesessssnenes 4
1.4 MOdElOS dE ESTUAIO.....uuuiiiiiiiieiiiiee et e e s st e e e e s s sbba e e e e e s saseees 6
1.5 Descubrimiento de DSCAM en humano (HOMO SAPIENS) ...........eeeeeeeecveeeeeeeciireeeeeeeennee, 7
1.6 DSCamM €N INVEItEDIradOS. . ..ccivviiiiiieeeeieee et e e s e e e s aaees 7
2. ANTECEDENTES .......coiiiiiiiiiiiteee ettt e e e ettt e e e s st e e e e e s bbaa e e e s seabtaeeesssnnssaaeeeeas 11
BLJUSTIFICACION ..ottt ettt ettt es et et ae et et etene s teneanns 16
B HIPOTESIS. ......couiieiieteiieiete ettt sttt s bbbttt s e s st an bt seseseses 17
BUOBIETIVOS ...ttt ettt e e et e e e sttt e e e s st e e e e e e s sbbaaeeesssabtaeaeesannssaaeeeean 18
5.1 ODJELIVO ENEIAL ...t aaeea e s 18
5.2 ODbjetivos ESPECITICOS . uiiiiiiiiiiie ittt e e e e s raa e e e s 18
6. MATERIALES Y METODOS...........coouiitieiieteeeteteteeetetees et seeesss et s seas et eaessessaeneanns 19
6.1 ENSQYOS i1 SIlICO ..vvveeeeiiiiieeeeiiiee ettt ettt e e e e st e e e e e sttt a e e e s ssssnaaesennassees 19
6.2 ENSQY0S €XPEIIMENTAIES ....viiiiiiiiiiiie et e e s s e e e s e e e e e e 19
6.2.1 Caracteristicas y procedencia de los individuos de estudio........cccceeuvveeeeinnnnenn. 19
6.2.2 Purificacion de ADN y deteccidn de patOgeN0S .......cccvvvveeeiiiiiiieeeeeniiireee e e 20
6.2.3 EXEracCion d@ ARN .....cooiuiiiiiei ittt st e e e s s saae e e e s s s baae e e e s snnaees 20
6.2.4 Sintesis de ADN complementario (ADNC) .....ccccuvvieeieeiiiiiee e e 21
6.2.5 AMPIIfiCacion dE DSCAM ...uuiiiiiiiiiiiiee ettt s s e e s s s bare e e s s s aaees 22
6.2.6 Hibridacion in sitt (H. in SItU) .........oeeeeeciieeeeeeeceeee ettt e 22
6.2.7 SINtESIS A SONUAS ..eeiiieiiiiiiei i e s e e e e s bae e e e e s s aeees 23
6.2.8 MArcaje de SONUAS ..ccccevueiiiieeiiiiiiee ettt e e e s s s e e e s s s sbaeeeeeeenaseaes 23
6.2.9 Preparacion de las laminillas € H. in SitU..........coeeeeeevvvveeeesiiiiieeeseiieeeeeeiieen 23
6.2.10 Evaluacion de la expresidn de Dscam por PCR cuantitativa......ccccoeeeuvveeeeennnnen. 24
6.2.11 Evaluacion de la expresidn de Dscam durante la exposicion a E. coli ............... 28
6.2.12 ANAliSis @STATISTICO .iiivvuiiiiiei it 28
T RESULTADOS ......coiiiititeee ettt ettt e e e et e e e e s ebte e e e e s s st aee e e e e s sbbaaeeesesabtaaeeessnnssaneeeenn 29
7.1 Identificacion y caracterizacion del transcrito de Dscam en diferentes tejidos
provenientes de C. gigas Y C. COMteZIONSIS .........ccccuueiiiericuiieeiieriiiieeeeesiiieeeeeessireeeesssnaseees 29

7.2 Localizacién de Dscam en los tejidos de C. gigas y C. corteziensis por H. in situ........... 39



vi

7.3 Determinacién de los niveles de expresion génica de Dscam en branquias y manto de

C. GIGAS Y C. COITEZIBNSIS ..ottt e e e e e ettt e e e s e e e e e e eeeeeeeeeeeeaessnnnaaaes 48
7.4 Evaluacion de la expresion de genes inmunes durante la exposiciéon a E. coli.............. 51
B.DISCUSION ...ttt ettt s st s s esesenaes 55
9. CONCLUSIONES. .........ooiiiiiiiiiieee ettt e et e e e e st e e e s s st e e e e e s bbaaeeesesabtaeeesssnssaaeeeeas 62
10. LITERATURA CITADA ..ottt ettt e ettt e e e st e e s s s iba e e e s esabaeeeeessabbaaeessenassees 64
L2 ANEXOS ...ttt ettt e e s st e e e e e st bt e e e e s et t e e e e e e n bt e eeeeeanabraaeeeennarreaes 73

ANEXO At e e e e e e ettt ettt et a— e e eeeeeaeeeeeeetetarabernnnnaan 73

ANEXO B ettt e et e e e e e e et eetetererebnnnnaan 77



vii

Lista de Figuras

Figura 1. Comparacion de dominios de DSCAM de Drosophila y humano (Homo sapiens) .............. 8
Figura 2. Comparacion de la estructura de Dscam en diferentes grupos taxondmicos..................... 9
Figura 3. Analisis electroforético del ARN t0tal .......cccviiiiiiiiiiiiiiee e 32
Figura 4. Amplificacidn por PCR del g8en B-acting ......cueeeiiieiiiieeiiiieiiie et 33
Figura 5. Amplificacidn por PCR de los dominios de Dscam en Crassostrea gigas .............cc.ce.uv.... 34
Figura 6. Amplificacidn por PCR de los dominios restantes de Dscam en Crassostrea gigas .......... 35
Figura 7. Amplificacidn por PCR de los dominios de Dscam en Crassostrea corteziensis ................ 36
Figura 8. Amplificacidn por PCR de los dominios restantes de Dscam en Crassostrea corteziensis ....
.......................................................................................................................................................... 36
Figura 9. Amplificacidn por PCR de los dominios de Dscam en Crassostrea sikamea ..................... 37
Figura 10. Regidn conservada localizada en el péptido sefial y el dominio Igl..........cccuveeeennnes 40
Figura 11. Region conservada localizada en el dominio transmembrana y tallo citoplasmatico.....41
Figura 12. Amplificacion por PCR de 1as SONAas A Y G ..ccceevuiiiiiiiiiiiee e ciieee e eeiee e esiiee e e e e 42
Figura 13. Comparacién de la intensidad de sefial de Dscam por hibridacién in situ en tejido de
manto infectado de Crassostrea gigas (200X). ....ueeeeieeiiicciiiiiiieeee e et e e e e e e e e e e serraraaareeaaaae s 43
Figura 14. Seiial de Dscam en los tejidos de branquias y manto (200X)........ccccceeerriiieeenriieeneennnnee 44
Figura 15. Expresién de Dscam en los tejidos de glandula digestiva e intestino .........ccccecvveveeneee. 46
Figura 16. Tincion de hematoxilina-eosina en branquias y manto de Crassostrea gigas vy
CrOSSOSEIEA COMTOZIBNSIS ...t e e e e e ettt s s e e e e e e e e e e e e e eaeaaaaaaeaaenens 47
Figura 17. Analisis electroforético de los genes de referencia .......ccccoevveviiiiciii e, 48
Figura 18. Estabilidad de los genes de referencia en branquia y manto de Crassostrea spp .......... 49
Figura 19. Expresién de Dscam en branquias y manto de Crassostrea gigas y C.corteziensis......... 50
Figura 20. Efecto de la infeccién por E. coli en la expresion de genes inmunes en branquias de C.
[0 1 Lo KPP TPPPPPPR 52
Figura 21. Efecto de la infeccién por E. coli en la expresion de genes inmunes en manto de
(@ KXo XY A g =1e W [ [ o KOO PSP PUPPTPPN 54
Figura 22. Analisis electroforético de la amplificacién de las regiones de Dscam .......c..cccvveveennnee. 74
Figura 23. Posibles clonas positivas con la construccion con el inserto de la regién 1-5 de Dscam ...
.......................................................................................................................................................... 75



viii

Lista de Tablas

Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para amplificar genes de referencia y regiones

conservada y variables del transcrito de DSCam .......cuuvveieiiiiiiieeeiiiiieee e 27
Tabla Il. Disefio de oligonucledtidos para la amplificacién por PCR de Dscam en
ClOSSOSTIEA SPP -uuuuuneeeeeeeeeeeeteete ittt e aaaeeeeeeeeeeeetetttaeeesssn s s eeaeeeeaaaeeeeereeeeesesnnnnnnnnnnn 31
Tabla Ill. Secuencias conservadas dentro del transcrito de Dscam en Crassostrea spp
localizadas en la region que amplifica para el péptido sefial y el dominio Igl.................... 38
Tabla IV. Secuencias conservadas dentro del transcrito de Dscam de Crassostrea
localizadas en la region que amplifica el dominio TM y el tallo citoplasmatico ................. 39

Tabla V. Tejido con sefal positiva a Dscam en CrassoStrea SPP ...eeeeeeevcveeeeeeesiiveeeeesssenenns 45



Abreviaturas

DSCAM:
EF-1:
FN:
GAPDH:

H. in situ:

TLR:
TM:
Tub-a:

Molécula de adhesién celular del sindrome de Down
Factor de elongacién 1 alfa

Fibronectina

Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa
Hibridacidn in situ

Inmunoglobulina

Interleucina

Patrones moleculares asociados a patégenos
Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa
Proteina ribosomal L-13

Proteina ribosomal L-9

Retrotranscripcién

Receptor tipo toll

Transmembrana

Tubulina alfa

X



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del cultivo de moluscos bivalvos

La creciente demanda de organismos marinos a nivel mundial ha llevado a la busqueda de
mejoras en los procesos de produccién y procesamiento. Dentro de los organismos con
mayor demanda, sin importar su alto costo, estan los moluscos bivalvos, entre los que se
encuentran los ostiones (FAO, 2012). Francia, el principal productor a nivel mundial, asi
como otros paises europeos disminuyeron su produccion en los ultimos afios debido al
incremento en los episodios de mortalidad, dando lugar al surgimiento de nuevos

productores en el mercado como México (FAO, 2012).

México se encuentra dentro de los primeros 10 productores de ostiones a nivel mundial.
Se calcula que se producen 10 toneladas de ostién anualmente, de los cuales el 90% de la
produccién corresponde al cultivo de Crassostrea virginica en el Golfo de México. En la
region del Noroeste, que incluye los estados de Baja California, Baja California Sur, Sinaloa
y Nayarit se cultivan las especies de C. gigas, C. sikamea y por ultimo la especie nativa C.
corteziensis. La presencia de mortalidades inusuales reportadas desde 1997 ha afectado la
produccién de C. gigas y C. corteziensis ocasionando pérdidas econdmicas (Caceres-

Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013).

Ademds de su importancia econdémica, los ostiones juegan un papel importante en
términos ecoldgicos del ambiente marino, ya que participan en el mantenimiento de la
calidad del habitat, realizan funciones de filtracidon y control de biotoxinas, ademds de
funcionar como reservorios de microorganismos patdgenos que pueden ocasionar
pérdidas dentro de su especie y de organismos asociados a ellos (Sokolova, 2009; Zannella

etal.,, 2017).



1.2 Evolucién y componentes del sistema inmune de moluscos bivalvos

Los moluscos bivalvos estan constantemente expuestos a patdgenos (protistas, parasitos,
virus y bacterias) por desarrollarse en ambientes con factores estresantes, tanto biéticos
como abidticos. La constante necesidad de ampliar la capacidad de reconocimiento a
patdgenos derivo en la evolucidn de los componentes del sistema inmune innato (Bacheré
et al., 2004; Du Pasquier, 2006). La teoria de la evolucién menciona, entre otras cosas, que
la seleccion natural favorece una defensa altamente especifica siempre y cuando el
beneficio no supere el costo genético (Frank, 2000; Schmid-Hempel, 2005). Las
alteraciones en la distribucion gendmica, asi como en los procesos de desarrollo y
sefializacion celular, originan dicho costo (Schulenburg et al., 2007). La evolucion “prueba”
modificaciones hasta encontrar cambios favorables; la interaccion huésped-patdgeno
promueve el hallazgo de dicho cambio para mejorar la especificidad en la respuesta del
huésped (Daugerthy y Malik, 2012). Los invertebrados carecen de un sistema inmune
adaptativo, es decir, no tienen la capacidad de producir anticuerpos especificos ni
memoria inmunoldgica. Sin embargo, los procesos evolutivos les confirieron otros
mecanismos para aumentar la especificidad en el reconocimiento a patdgenos, tales como
el aumento de la diversidad mediante splicing alternativo, duplicaciones, ganancia o
pérdida de funcidn, recombinacion, cambio de dominios, retrotransposicidon y conversiéon
de genes (Buchman et al., 2014; Du Pasquier, 2006; Schulenburg et al., 2007). Debido a la
eficiencia y especificidad encontrada en dichos mecanismos de respuesta del sistema
inmune, actualmente se le denomina como “inmunidad innata con especificidad”, que en
términos generales, alude a una respuesta incrementada y eficiente frente a un patégeno
previamente conocido (Ng et al., 2014; Schulenburg et al., 2007). Un analisis detallado del
genoma de C. gigas mostrd que son pocos los genes que codifican para las moléculas que
efectlan la respuesta inmune innata, pero éstas exhiben una gran especificidad, producto
de duplicaciones a gran escala y divergencia en familias de genes con funcién inmune

(Zhang et al., 2015). Algunas familias de genes de respuesta inmune que aumentaron el



numero de sus genes codificantes mediante procesos de diversificacion son: los
receptores tipo Toll, proteinas relacionadas a dominios de unién Toll/Interleucina 1,
componentes relacionados a la via de RIG-1, factor de necrosis tumoral, receptores tipo
NOD, proteinas de reconocimiento a petidoglucanos, proteinas de unién a bacterias Gram
negativas, proteinas que contienen dominios de fibrindgeno (FREP) y miembros del
complemento, entre otras (Zhang et al., 2015). Se ha descrito que la expresién de los
genes de respuesta inmune puede ser modulada por factores tanto bidticos como
abidticos que enfrentan los moluscos bivalvos. De esta manera, el sistema inmune innato
en C. gigas refleja una alta complejidad, capacidad discriminativa y eficiencia en Ia
respuesta a patégenos y a factores ambientales (Zhang et al., 2015).

El sistema inmune es una red de comunicacién compleja y especifica entre receptores y
efectores (Litman et al., 2008). De manera general, el sistema inmune de los moluscos
bivalvos tiene como primera linea de defensa barreras fisicoquimicas que evitan la
entrada de agentes externos, sus componentes son la concha, mucus y el epitelio. La
segunda linea de defensa esta constituida por una respuesta de tipo celular a cargo de los
hemocitos, que se dividen en granulocitos, semigranulares y agranulares (Wang et al.,
2017). Los hemocitos exhiben la capacidad de fagocitar, los granulocitos son los que
realizan esta funcién principalmente en respuesta a infeccion (Cajaraville y Pal, 1995;
Fisher y Tamplin, 1988). El proceso fagocitico involucra la atraccién de patdgenos via
guimiotaxis, anclaje, endocitosis y degradacion. Se ha descrito que la respuesta frente a
patdgenos involucra tres procesos, infiltracion de hemocitos al sitio del dafo, nodulacién y
encapsulaciéon (De Vico y Carella, 2012; Rowley y Powell, 2014). Finalmente una respuesta
de tipo humoral, que incluye citosinas, enzimas lisosomales, aglutininas, péptidos

antimicrobianos y lectinas, entre otros (Gosling, 2015; Sokolova, 2009).



1.3 Presencia de patdgenos en Crassotrea spp.

Los eventos de mortalidad ocurren de manera natural en todo habitat, sin embargo, la
intensidad y recurrencia de estos eventos esta condicionada por diversos factores, como
los cambios en las condiciones ambientales, incrementos de temperatura, disponibilidad
de alimento y uno de los mas importantes, la presencia de microorganismos patogenos
(Chaney y Gracey, 2011; Pernet et al., 2014; Zannella et al., 2017). Hasta hace algunos
afios la presencia de patogenos en C. gigas era considerada poco relevante, a pesar de
que se identificaban lesiones por virus, bacterias y protistas. El papel de los patdogenos
tomoé relevancia hasta los acontecimientos de mortalidad masiva observados en Francia a
partir del 2008, e incrementandose en 2009 y 2010 (Segarra et al., 2010). Acontecimientos
similares, asociados a la identificacién de la variante 1 del virus herpes (OsHV-1) se
suscitaron en ltalia, Irlanda, Reino Unido, Espafia, Nueva Zelanda, Australia, Estados
Unidos de Norteamérica y Corea (Chaney y Gracey, 2011; Dégremont, 2013; Green et al.,
2016). En México se ha reportado que la presencia de infecciones por OsHV-1 ha
ocasionado pérdidas importantes en el cultivo de C. gigas (Vasquez-Yeomans y Caceres-

Martinez, 2004; Escobedo-Fregoso et al., 2013).

Existen numerosas especies de bacterias causantes de enfermedad en moluscos bivalvos.
Dentro del grupo de Gram negativas destacan las especies del género Vibrio (V.
alginolyticus, V. splendidus, V. anguillarum, V. aestuarianuns, entre otras), en menor
asociacion estan las de los géneros Pseudomonas y Aeromonas (Garnier et al., 2008; Kwan
et al., 2015). Se ha reportado que V. splendidus y V. aestuarians ocasionaron mortalidades
masivas de C. gigas en Francia (De Lorgeril et al., 2011; Pernet et al., 2014). En cuanto a
Gram positivas, el principal patégeno de este grupo es Norcardia crassostreae causante de

nocardiosis en C. gigas (Friedman et al., 1991).



La presencia de coliformes como Escherichia coli en moluscos bivalvos, estd asociada
principalmente al vertimiento de aguas contaminadas en cuerpos de agua salada (Derolez
et al., 2013; Vega et al., 2013). En el Golfo de Nicoya, Costa Rica, se identificé E. coli en
cultivos de C. gigas y se establecid un vinculo de la presencia del coliforme con la descarga
de agua contaminada proveniente de las ciudades costeras cercanas (Vega y Marin, 2014).
También se ha reportado la presencia de E. coli en individuos de C. commercialis
colectados durante dias de lluvia, lo que sugiere que el arrastre de agua contaminada

afecta las areas asignadas al cultivo de ostiones (Eyles et al., 1984).

Por otra parte los protistas Perkinsus marinus, P. olseni, Marteilia refringens, Bonamia
ostreae y B. exitiosa han sido asociados a enfermedades en diversos paises como Canada,
Estados Unidos de Norteamérica, Irlanda, Australia y Espaiia, entre otros. El transporte de
bivalvos estd bajo vigilancia de las autoridades sanitarias. La presencia de algunas especies
de Perkinsus spp. y Halosporium spp. también se han asociado a eventos de mortalidad
masiva en paises del continente Americano (Gueguen et al., 2003). Se ha establecido que
los episodios causados por protistas son mas frecuentes e intensos en periodos con

elevadas temperaturas y altas tasas de salinidad (Queiroga et al., 2015).

La distribucion de P. marinus abarca las costas del este de Estados Unidos, el Golfo de
México hasta la peninsula de Yucatan y el Pacifico de México. Su presencia ha causado
mortalidad de C. virginica, en areas dedicadas a su cultivo. En México el primer reporte de
P. marinus como agente causante de mortalidad se dio en 1950 en el estado de
Tamaulipas, donde se observaron pérdidas importantes de C. virginica; se ha sugerido que
dicha infeccién tuvo origen en el Golfo de México y fue el traslado de especies infectadas
las que transmitieron el patégeno a organismos del Noroeste del pais (Caceres-Martinez y

Vasquez-Yeomans, 2013).

En el 2006, se identifica por primera vez P. marinus en la especie nativa C. corteziensis en

el estado de Nayarit sobre la costa del Pacifico. Hasta el momento la intensidad e



incidencia de dicho protista se ha asociado al incremento de la temperatura y niveles de
salinidad (Caceres-Martinez et al., 2016). Posteriormente, se reportd el hallazgo de P.
marinus en Tamaulipas (Aguirre-Macedo et al., 2007), Veracruz, Tabasco y Campeche
(Gullian-Klanian et al., 2008) cabe mencionar que en dichos estados no existe asociacién
de P. marinus con eventos de mortalidad. En afos recientes, P. marinus también se ha
detectado en C. gigas cultivados en el Golfo de California (Enriquez-Espinosa et al., 2010).
Actualmente se desarrollan estudios para establecer la resistencia o susceptibilidad de
este nuevo hospedero (Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2008; Caceres-Martinez y

Vasquez-Yeomans, 2013).

1.4 Modelos de estudio

En este proyecto se estudiaron dos especies de moluscos bivalvos de importancia

comercial en el Noroeste del pais, C. gigas y C. corteziensis.

C. gigas es la especie de mayor distribucién mundial, fue introducida en la década de los
70’s en Baja California Sur, por afos habia sido cultivada de manera artesanal, lo cual ha
cambiado debido a su gran aceptacion y creciente demanda. Es una especie de gran
adaptabilidad y rapido crecimiento. Se han probado distintas estrategias para Ia
tecnificacion y modernizacién del proceso de produccion, que garanticen la obtencion de
moluscos bivalvos inocuos para el consumo humano e incremente su participacién en el

mercado a nivel mundial (Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013; Mazén, 1996).

Por otra parte C. corteziensis es una especie nativa de la regién, de clima calido, que posee
gran adaptabilidad a cambios en su habitat y presenta un corto periodo de crecimiento,
con una importante tendencia de aumento en su produccion, principalmente en el estado

de Nayarit (Caceres-Martinez y Vasquez-Yeomans, 2013; SEMARNAT 2014).



1.5 Descubrimiento de DSCAM en humanos (Homo sapiens)

El gen de DSCAM (molécula de adhesion celular del sindrome de Down) fue identificado
por primera vez en humanos en la region 21g22.2-22.3 del cromosoma 21, dentro de un
grupo de genes sobreexpresados y determinantes para el desarrollo de retraso mental y
dafio intestinal en pacientes con Sindrome de Down (SD)(Yamakawa et al, 1998). La
secuencia de aminodacidos presenta un 47% de identidad en secuencia y estructura con
multiples proteinas miembros de la sliper familia de las inmunoglobulinas, que participan
en procesos de desarrollo neuronal, incluyendo migracién celular, extension de axones,
fasciculacion y mielinizacién como es el caso de CAM L1 (Dickson et al., 2012; Yamakawa
et al., 1998), otras que participan en la formacién y mantenimiento de la red de neuronas
como BIG-1y BIG-2 (Yoshihara et al., 1994). Estos hallazgos llevaron a la denominacién de
esta nueva molécula como DSCAM, debido a su estructura y participacion en el desarrollo

del sistema nervioso en pacientes con SD (Yamakawa et al., 1998).

1.6 Dscam en invertebrados

Algunas familias de proteinas han desarrollado un sistema especializado de splicing
alternativo para cubrir estas necesidades de diversificacion (Hattori et al., 2007), como las
neurexinas y algunos miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas, como el
homologo DSCAM en Drosophila, que, puede generar tedricamente miles de isoformas
con diferente capacidad de reconocimiento en el sistema nervioso y en el sistema inmune

de insectos (Wojtowicz et al., 2004; Zispusky et al., 2010).

El splicing alternativo es un proceso por el cual el ARN maduro puede dar origen a
diferentes variantes, en donde puede haber extensidn o acortamiento, salto o inclusién de
exones o retencion de secuencias intrénicas (Kelemen et al., 2013; Richard et al., 2010). A

partir de este proceso se generan multiples moléculas de ARN mensajero (ARNm) maduro



provenientes de un sélo gen, aumentando la diversidad proteédmica (Kelemen et al,
2013). El proceso de splicing alternativo es clave en la regulacion de la expresion de genes,
gue cambia bajo determinadas condiciones fisioldgicas, permitiendo a los organismos

responder al ambiente (Kelemen et al., 2013; Park et al., 2004).

La primera descripcion de la proteina Dscam en invertebrados surgid en Drosphila,
durante el estudio de la via de sefalizacion de Dock, una proteina adaptadora con
dominios SH2/SH3 que une a Pak. Pak a su vez se une a miembros de la familia de Rho
GTPasas las cuales inician su via de sefalizacion para promover cambios en el
citoesqueleto, necesarios para el desarrollo de la guia del axdn. En este estudio se sugiere
por primera vez a Dscam como receptor, proponiendo que reconoce sefiales guia
extracelulares y por consiguiente induce la unidn a dominios de Dock que une a Pak y las
Rho GTPasas, actuando de manera conjunta para dirigir la via de sefializacion del nervio

de Bolwig (Schmucker et al., 2000).

Los analisis comparativos de la proteina Dscam entre Drosophila y humano revelaron que
el nimero y organizacién de los dominios extracelulares, son idénticos. A nivel de
secuencia, mostraron un 32% de identidad y 49% de similitud. La estructura de la proteina
Dscam consta de dominios de inmunoglobulinas (lg), fibronectina tipo Il (FNIII) vy

transmembrana (TM) (Fig. 1) (Schmucker et al., 2000).

Drosophila memw% A

% ldentity 31 41 28 28 41 37 38 27 33 35 38 35 33 31 29 30

Human M@,& 1

Figura 1. Comparacién de dominios de DSCAM de Drosophila y humano (Homo sapiens).
Se muestra la organizacién de Dscam asi como el porcentaje de identidad entre los
dominios, obtenidos a partir del analisis de secuencia. Tomado de Schmucker et al. (2000).



La proteina Dscam muestra una estructura conservada en diferentes organismos, a partir
del extremo N-terminal se localizan en orden los siguientes dominios, nueve de
inmunoglobulina, tres de ellos son variables (dominios 2, 3 y 7) que pueden dar origen a
miles de isoformas mediante splicing alternativo, cuatro de FNIII, uno de inmunoglobulina,
dos de FNIII, un dominio TM (puede presentar splicing alternativo) y finalmente un tallo
citoplasmatico en el extremo C- terminal, estos dos ultimos pueden estar ausentes como
se ha observado en el crustaceo Litopenaeus vannamei (Fig. 2) (Brites et al., 2008; Chiang
et al., 2013; Chou et al., 2009; Hattori et al., 2007; Schmucker et al., 2000; Schmucker y
Chen, 2009; Watson et al., 2005; Watthanasurorot et al., 2011; Yamakawa et al., 1998).

O Dominio Inmunoglobulina D Dominio Fibronectinatipo Il [l Péptido sefial Dominio transmembrana

Litopenaeus vannamei
HOO-O-0-OOCOOOC IO
pugesio jopenico. g——CHO~OO— OO H O H " H—
e OO-OO-O-OOO-OEHDI:H:I—C]:IEI—E—
Anopheles gambiae : : : : : : : : DE ﬁ
Drosophila melanogaster .|
rFOO-O-O0O-O-O-OOOCH T H O H
Tribolium castaneun Tc2
O OOO-O OO0 O H HTOCHH—

\ I\ J

Region extracelular Tallo citoplasmatico

Figura 2. Comparacion de los dominios de Dscam en diferentes grupos taxondmicos. De
arriba hacia abajo Homo sapiens Hs:AAF27525, Mus musculus Mm:NP_112451, Danio
rerio Dr:NP_001025395, Daphnia magna Dma:ACC65887, Dugesia japonica Dj:BAE94189,
Apis mellifera  Am:NP_001014991, Anopheles gambiae Ag:EAA05472, Drosophila
melanogaster Dm:AAF71926, Triboluim casteneum Tc2:XP_967655, Triboluim casteneum
Tc1:NP_00110784. Modificado de Chou et al. (2009).
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La alta diversidad molecular observada en la regién extracelular de Dscam no ha sido

observada en organismos vertebrados (Armitage et al., 2012; Schmucher et al., 2000).

Por ejemplo, en Drosophila los exones 4, 6, 9 y 17 producen 12, 48, 33 y 2 variantes
exonicas respectivamente y permiten la generacion de numerosas isoformas Unicas, si se
multiplican todas las posibles variantes (12 x 48 x 33 x 2) se obtienen 38016 posibles
isoformas, este nimero puede incrementar hasta 152,064 debido a la ausencia/presencia
de exones 19 y 23. El numero de isoformas que puede presentar Dscam difiere de una

especie a otra (Armitage et al., 2012; Schmucher et al., 2000).
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2. ANTECEDENTES

La proteina Dscam es miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, tiene un papel
fundamental en el sistema inmune alternativo de algunos invertebrados (Dimopolous
2006; Dong et al., 2006; Watson et al., 2005; Zhang et al., 2004). Las isoformas de Dscam,
codificadas por un solo gen, exhiben una gran diversidad molecular, con capacidad de
participar en el reconocimiento especifico, unién y eliminacién de patégenos (Brites et al.,

2008; Jin et al., 2013; Ng et al., 2014; Watthanasurorot et al., 2011).

En el andlisis de Dscam en Drosophila, se identificé que mediante el proceso de splicing
alternativo mutuamente excluyente en dominios variables, Dscam podria generar hasta
18,000 isoformas con dominios extracelulares diferentes. La expresion de Dscam se
identifico en células del tejido graso y hemocitos, estas células tienen un papel
fundamental en la respuesta inmune de tipo humoral y celular, respectivamente. Se
reportd que hemocitos mutantes carentes de Dscam redujeron su capacidad de fagocitar
bacterias de E. coli lo que sugiere su participacidon en la unién a bacterias (Watson et al.,

2005).

El analisis de las secuencias identificadas en Drosophila, Tribolium castaneum y Bombyx
mori, mostroé la alta conservacion estructural de los dominios de Dscam, evidenciando una

sorpresiva complejidad molecular del sistema inmune de insectos (Watson et al., 2005).

Se han identificado genes homdlogos de Dscam en organismos invertebrados como L.
vannamei, Penaeus monodon, Daphina pulex, magna, Pacifastacus leniusculus, Eriocheir
sinensis, Scylla paramamosian y Sacrostrea glomeratta (Brites et al., 2008; Chou et al,,
2009, 2011; Ert et al., 2016; Li, Whensi et al., 2017; Watthanasurorot et al., 2011; Xing-
Kun et al., 2013).
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En L. vannamei se identificd una region codificante para Dscam de 4761 pb. La estructura
de la regién codificante estd compuesta por: nueve dominios de Inmunoglobulina (Igl-
Ig9), cuatro dominios de FNIIl y un dominio (Ig10) y dos dominios FNIII, el dominio TM vy el
tallo citoplasmatico no estan presentes. El motivo Arg-Gly-Asp (RGD) involucrado en
anclado celular, ubicado entre los dominios Ig6 e Ig7, en los aminodcidos 595-597 (Chou et
al., 2009). La expresién de Dscam realizada por retrotrancripcion (RT-PCR) mostré que los
transcritos se expresan abundantemente en drgano linfoide y corazdn, seguido por
hemocitos e intestino, baja expresidn en nervio, musculo y branquias, y sin expresiéon
detectable en estémago, pledpodos y hepatopdncreas. (Chou et al., 2009). La clonacién y
caracterizacion de 62 ADNc (ADN complementario) de hemocitos colectados de
camarones en la etapa persistente y aguda de infeccion con virus del sindrome de mancha
blanca (WSSV) y en condiciones control, permitié la identificacidon de veintitrés secuencias
de aminoacidos con variaciones en el extremo N-terminal del dominio IgG 2, treinta
secuencias con variaciones en el N-terminal del dominio Ig3 y trece en el dominio Ig7.
Estas evidencias, sugieren que los dominio Ig2 e Ig3 son funcionalmente mas importantes

gue Ig7 en la respuesta frente a WSSV en L. vannamei (Chou et al., 2009).

Los reportes de Chou et al. (2011), mencionan la existencia dos formas de Dscam, la unida
y la no unida a membrana en el camardn P. monodon. La secuencia parcial de Dscam en P.
monodon consta de 4713 pb, que codifica para una secuencia de 1571 residuos de
aminodcidos. La estructura de la proteina coincide con lo reportado para Dscam de L.
vannamei, diez dominios de Ig, seis dominios de FNIII. El motivo RGD también se identific
entre el dominio conservado Ig6 e Ig7, que corresponde a los residuos 595-597. Para
identificar la expresion de Dscam en diferentes tejidos, los autores amplificaron sélo la
region conservada lg6-Ig9 de Dscam. Los resultados mostraron que corazén, nervio y
tejido linfoide expresan abundantemente Dscam, branquias, hemocitos, musculo e
intestino medio mostraron baja expresidn, indetectable en pledpodos, estémago y

hepatopancreas (Chou et al, 2011). Ademas, identificaron secuencias alternativas de
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Dscam, para ello aislaron y secuenciaron de 20 a 21 clonas aleatoriamente de cada grupo
evaluado: control, inoculados con WSSV e inoculados con PBS. En total se identificaron
veintiocho variantes localizadas en el N-terminal del dominio Ig2, cuarenta y tres en el N-
terminal del dominio Ig3 y diecinueve en el dominio Ig7. Considerando que las secuencias
alternativas pueden seleccionarse de manera independiente un estimado de 22, 876

isoformas podrian originarse (Chou et al., 2011).

Trabajos realizados por Hung et al. (2013), en Dscam de L. vannamei, mostraron que dos
elementos localizados en el dominio del tallo citoplasmatico, se expresan
diferencialmente en los distintos tejidos. El elemento 1 variante A (1A, incluye dominio
transmembrana y motivo endocitosis) se expresa predominantemente en tejidos inmuno-
relacionados, hemocitos y 6rgano linfoide. El elemento 1 variante B (contiene solo
dominio TM) se expresa predominantemente en branquias, corazon, intestino medio y
tejido nervioso. La combinacion de estos elementos se expresa en los diferentes tejidos
evaluados, de manera particular en hemocitos, solo se identificé la expresién del
elemento 1A. Adema3s, identificaron dos isoformas de Dscam de L. vanammei inducidas
por la presencia a V. harveyi (V2 y V5) y dos en condiciones normales (N1 y N2) se
utilizaron para evaluar la capacidad de union de Dscam. Las cuatro isoformas (V2, V5, N1y
N2) mostraron una fuerte unién a V. harveyi. La capacidad de unién a E. coli fue
relativamente baja pero N2 y V2 mostraron mayor habilidad de unién en comparacién con
N1, V5 y la proteina control (EGFP). Los autores mencionan la existencia de una “super
isoforma” o “isoforma general” capaz de unirse a V. harveyi, E. coli, Staphylococcus aureus
y WSSV. El analisis de los resultados sugiere que Dscam no es un factor inmune de accion

inmediata en presencia de ciertos patégenos (Hung et al., 2013).

En el cangrejo del Pacifico Pacifastacus leniusculus, se identificd una expresién abundante
de Dscam en corazdn, una expresién moderada en cerebro, nervio, tejido hematopoyético
y testiculos, baja expresidn en estdmago, branquias, musculo y hemocitos y no se detectd

en hepatopdancreas e intestino. Se identificé una secuencia de 6,009 pb que codifica para
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una secuencia de 2,002 aminoacidos, la organizacién de los dominios permanece
conservada nueve dominios (Ig), cuatro dominios FNIII, dos dominios de inmunoglobulina
(Ig), dos dominios FNIIl y un tallo citoplasmatico, también se identificd el motivo RGD. Se
estimd que Dscam puede dar origen a mas de 22,000 isoformas Unicas (Watthannasurorot

etal.,, 2011).

La exposicion de P. leniusculus a LPS, E. coli y S. aureus indujo un incremento en la
expresion de Dscam a las 6 h y 24 h posteriores al reto. La inoculacion con WSSV y
peptidoglicano no tuvo efecto en los niveles de expresidn de Dscam. La identificacion de
una isoforma inducida posterior a la inoculacién con E. coli (E), S. aureus (S) y el grupo
control (N), fueron utilizadas en los ensayos de union de Dscam. La isoforma E se une con
facilidad a E. coli, con una alta capacidad de unién en comparacion a las isoformas Ny S.
De igual manera la isoforma S se une fuertemente a S. aureus, las isoformas Ey N no

mostraron la misma afinidad (Watthannasurorot et al., 2011).

Por otra parte, en E. sinensis se reportd la expresion de Dscam en hepatopancreas,
branquias, hemocitos, cerebro, intestino y estémago. Observaron que los niveles de
expresion de Dscam aumentaban después de la exposicion a componentes de membrana
bacteriana como lipopolisacdridos, peptidoglucanos y [3-1,3-glucanos. También
evidenciaron la forma de Dscam unida a hemocitos y una forma circulante, esta ultima
aumentd su expresion posterior a la exposicidon a los componentes mencionados

anteriormente (Xing-Kun et al., 2013).

En Scylla paramamosian recientemente se reportd la presencia de Dscam, altamente
expresada en cerebro, piel, musculo, intestino y hepatopancreas, sin embargo, se expresa
débilmente en hemolinfa, corazéon y branquias. Identificaron una secuencia de 7363 pb,
con un ORF de 6069 pb que codifica para una secuencia de 2,022 aminodcidos. La

expresion de Dscam fue inducida posterior a la inoculaciéon con V. parahaemolyticus.
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Ademas reportan que Dscam tiene alta capacidad de union y eliminacion de V.

parahaemolyticus (Li et al., 2017).

En moluscos bivalvos existe poca informacién de Dscam, se han identificado transcritos de
Dscam en Saccostrea glomerata (Ertl et al., 2016), Mytilus edulis (Gorbushin e lakovleva,
2013) y en ganglio visceral de C. gigas (Gorbushin e lakovleva, 2013). Se ha sugerido que la
expresion podria ser tejido especifica y que no existen isoformas de Dscam en hemocitos
de C. gigas, sin embargo, existe muy poca informacién acerca de las condiciones

experimentales en M. edulis y C. gigas (Gorbushin e lakovleva, 2013).
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3. JUSTIFICACION

Uno de los cultivos de mayor produccién acuicola y de gran impacto en el Noroeste del
pais, es el de ostiones del género Crassostrea spp. El cultivo de las especies C. gigas y C.
corteziensis contribuyen al desarrollo social y econdmico de las comunidades que se
dedican a su produccién, sin embargo, la presencia de microorganismos patogenos
comprometen la obtencion de un producto de calidad para el consumo humano, ademas

de provocar pérdidas econdmicas importantes.

Debido a la importancia econdmica, gastrondmica y a la poca informacién acerca de la
interaccion especifica frente a patdégenos en ostreidos, surge la necesidad de buscar

moléculas blanco que aporten conocimientos de dicho mecanismo.

Como se ha observado en algunos organismos invertebrados, L. vannamei, E. sinensis y P.
leniusculus, S. paramamosian, Dscam puede aportar informaciéon acerca de dicha
interaccidon. Un mejor entendimiento de estas nuevas moléculas con amplia capacidad de

diversificacion podria contribuir a la prevencion, tratamiento y diagndstico de patdgenos.
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4. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas de funcidon y variabilidad que despliega Dscam en algunos

invertebrados, se hipotetiza que en Crassotrea spp., Dscam participa en el reconocimiento

de patogenos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Demostrar la presencia de Dscam en C. gigas y C. corteziensis asi como su participacion en

la respuesta frente a patdgenos.

5.2 Objetivos especificos

1. Identificacién y caracterizacion del transcrito de Dscam en diferentes tejidos
provenientes de C. gigas y C. corteziensis.

2. Localizacién tisular y celular de Dscam en C. gigas y C. corteziensis.

3. Evaluar la expresién de Dscam de C. gigas durante el proceso de exposicidon a E.
coli.

4. Construccién de una biblioteca gendmica natural de fagos a partir de las regiones

variables del gen Dscam de C. gigas.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Analisis in silico

A partir de las secuencias del transcrito de Dscam de invertebrados disponibles en la base

de datos GenBank y el uso de las plataformas Pfam http://pfam.xfam.org y SMART

http://smart.embl-heidelberg.de, se identificaron las regiones de ADN codificantes para

los dominios de Dscam, a partir de las cuales se hizo el disefio de oligonucledtidos
especificos. El disefio de oligonucledtidos especificos se realizé con el programa Primer 3

Plus http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/.

6.2 Estudios experimentales

6.2.1 Caracteristicas y procedencia de los individuos de estudio

Las especies incluidas en este proyecto fueron C. gigas y C. corteziensis, de talla adulta
(aproximadamente 90 + 5 mm). Los residuos organicos observados en el exterior de la
concha, algas y briozooarios, entre otros, se eliminaron mediante cepillado y enjuague
externo. Los individuos de la especie C. gigas fueron obtenidos de cultivos acuicolas de la
granja Mar Mex, CIBNOR, La Paz, B.C.S., y granjas locales de Baja California. Estos
individuos se utilizaron para la construccion de la biblioteca gendmica de Dscam. Ademas,
se colectaron muestras de individuos de C. gigas infectados con OsHV-1 en granjas
acuicolas del estado de Sonora, dichas muestras fueron donadas amablemente por el Dr.
Llera (CIAD, Mazatlan, Sinaloa). Los individuos de la especie C. corteziensis fueron
colectados en la Boca de Camichin en Nayarit bajo sospecha de infeccion por P. marinus.
En este estudio se incluyeron individuos cuya procedencia no fue proporcionada por el

proveedor y bajo sospecha de infeccidn por E. coli, Vibrio sp. entre otros. Estos individuos
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fueron recibidos por el laboratorio de Histologia del CIBNOR, La Paz, B.C.S. e incluidos en

la construccion de la biblioteca gendmica (Anexo A).

6.2.2 Purificacion de ADN y deteccién de patégenos

Para el aislamiento de ADN total se utilizaron las branquias de ambas especies bajo
sospecha de presencia de patdgenos. El tejido se colocd en solucién de lisis (5M NaCl, 1M
Tris, 0.5M EDTA y 10% SDS pH 8.) con 20 pug/mL de proteinasa K (Thermo Fisher Scientific)
e incubo toda la noche a 37°C. Posteriormente, se agregd NaCl 6M y se agitod
vigorosamente. EI ADN fue precipitado con etanol al 70% y centrifugado a 1200 X g

durante 10 min; el boton de ADN fue resuspendido en agua grado molecular.

El ADN obtenido se utilizéd para la detecciéon de patégenos. Mediante ensayos de PCR
punto final se amplificaron los genes ya establecidos en el diagndstico de OsHV-1 y P.
marinus. Para las muestras de C. gigas se utilizaron los oligonucledtidos especificos
forward (DPF) y reverse (DPR) que amplifican la subunidad catalitica de ADN polimerasa
de OsHV-1 (Webb et al, 2007). En el caso de C. corteziensis se utilizaron los
oligonucleétidos especificos forward (Perkits-85), y reverse (Perkits-585) que amplifican
una region del ITS (Internal Transcribed spacer) del operon ribosomal de P. marinus

(Casas-Villalba y Reece, 2002).

6.2.3 Extraccion de ARN

Para la obtencidon de ARN total se diseccionaron fragmentos de branquia y manto, los
cuales fueron colocados en tubos de 1.5 mL que contenian 1 mL de RNA later (Life
Technologies). Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento, otra

porcidn de tejido sin RNA later se almacend a -80°C.
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Antes de iniciar el procedimiento de extraccion de ARN se limpiaron las superficies e
instrumentos de trabajo con alcohol al 70% y enseguida se agregd RNase Zap (Life

Technologies) para minimizar la presencia de enzimas degradadoras del RNA (RNAsas).

Se pesaron 50 mg de tejido y se colocaron en tubos de 1.5 mL con 1 mL de TRIzol (Life
Technologies). Los tejidos se homogenizaron utilizando pistilos estériles o mediante
FastPrep con el uso de perlas de silicato de zirconio y ceramica. Se aplicaron 2 ciclos de 30

seg con una aceleracién de 4.5 m/s.

Se agregaron 200 pL de cloroformo (SIGMA), se mezclé suavemente por inversion,
permanecieron en reposo durante 3 min a temperatura ambiente, enseguida se
centrifugaron a 4°C a 12, 000 x g durante 15 min. La fase acuosa se coloco en tubo nuevo
y se agregaron 500 plL de isopropanol, se mezclaron por inversién, permanecieron en
reposo 10 min a temperatura ambiente, nuevamente se realizé un paso de centrifugacién
a las mismas condiciones anteriores de velocidad y temperatura por 10 min, se decanto la
fase acuosa con sumo cuidado para no eliminar el botén de ARN. Se realizaron lavados
con 1 mL de etanol al 75%, se centrifugaron en las mismas condiciones durante 5 min, se
descarté el sobrenadante, los botones se secaron a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 min, posteriormente se hidrataron con 50 uL de agua grado biologia
molecular (Life Technologies) e incubaron por 10 minutos a 55°C. Se determind la
integridad del ARN total mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.5 %
teflido con Red gel (Biotium) y su concentracién y pureza se determind utilizando un

Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

6.2.4 Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para eliminar restos de ADN se realizé un tratamiento enzimatico con DNase Kit de la
marca SIGMA en cada una de las muestras de ARN total siguiendo las indicaciones del

fabricante. Enseguida se realizd el procedimiento de RT-PCR utilizando el kit comercial
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ImProm-Il Reverse Transcription System Kit (Promega). El ADNc fue conservado a -20°C

para posteriores ensayos.

6.2.5 Amplificacion de Dscam

Se disefaron varios pares de oligonucledtidos especificos para lograr la amplificacién de
los diferentes dominios de Dscam de ambas especies (Tabla | y IlI). Cada mezcla de
reaccion contenia 0.25 U de Go Taq Flexi DNA Pol (Promega), dNTPs 0.25 mM, MgCl, 2.5
mM, 0.1 uM de cada primer, 1 uL ADNc 50ng/uL, buffer de PCR (50 mM Tris-HCI (pH 9.0),
50 mM NaCl) en un volumen final de reaccién de 25 pL. Las condiciones de PCR punto final
fueron las siguientes: 95°C por 2 min, seguidos de 30 ciclos de 95°C por 1.5 min, 62°C por
0.5 miny 72°C por 1 min. Los productos obtenidos se analizaron mediante electroforesis,
en geles de agarosa al 1.2 %, teflidos con Red Gel y visualizados en un fotodocumentador
con luz UV (Sistema BioDoc-It, UVP). Los productos amplificados se enviaron a la empresa

Macrogen para su secuenciacion.

6.2.6 Hibridacion in situ (H. in situ)

Para los ensayos de hibridacion in situ se utilizaron en total 33 cortes de organismos de
talla adulta de C. gigas y C. corteziensis, previamente fijados en bloques de parafina
conservados a 4°C, de los cuales cuatro fueron de organismos controles (sin evidencia de
patdgenos) para cada especie y el resto de organismos infectados con OsHV-1 para C.
gigas y P. marinus en C. corteziensis. También se analizaron organismos como control de
los ensayos de hibridacion (sin sonda marcada) para descartar la presencia de sefial

inespecifica.
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6.2.7 Sintesis de sondas

Se obtuvo ADNc de branquia y manto de individuos sanos de C. gigas y C. corteziensis,
respectivamente, utilizando el procedimeinto descrito anteriormente. Para Ia
amplificacién de la regién conservada de Dscam, se mantuvieron las concentraciones de
reaccion descritas, se emplearon los siguientes oligonucledtidos denominados sonda A
forward 5'CCGATATTGCCAAGACGAAT'3 vy reverse 5CCTCAACACGAACAGCTTTAAC'3 y
sonda G forward 5"-ACATGAGGCGTAGAAGGGAG’-3, reverse 5-
AGGTCTGGGGATTTGTCTCG-3". Las condiciones de PCR punto final fueron las siguientes:
95°C por 2 min, seguidos de 30 ciclos de 95°C 2 min, 60°C por 0.5 min y 72°C por 1 min. El
producto de ADN obtenido se analiz6 en geles de agarosa al 1.2 %, tefiido por Gel Red y

visualizados en fotodocumentador mediante luz UV.

6.2.8 Marcaje de sondas

Para cada ensayo de hibridacién in situ se prepararon dos alicuotas de 1 pg de sonda A
(sonda G solo para ensayo de estandarizacion) de cada especie. Para la incorporacion de
UTP marcado con Digoxigenina, se utilizd DIG DNA labeling and Detection Kit (Roche) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante, cada mezcla de reaccién contenia: 1 plL de
enzima Klenow (2U/uL), 2 pL mezcla de hexanucledtidos 10X y 2 uL mezcla de
dinucéotidos marcados (0.35-1 mM) en un volumen final de 20 pL por reaccién. Cada tubo
de reaccion se incubo por un periodo de 20 horas a 37°C, la reaccion se detuvo con 2 uL

de EDTA 0.2 M pH 8.0.

6.2.9 Preparacion de las laminillas e H. in situ

Las laminillas con los cortes de tejidos fueron desparafinados en tres soluciones de xilol a

diferentes concentraciones con periodos de incubacién de 10 min, inmersiones en alcohol
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con diferentes grados de pureza, desde 100% hasta 50%, con incubaciones de 5 min cada
uno y solucién amortiguadora PBS 1X por 5 min. Para eliminar la presencia de proteinas se
agregaron 15 pL proteinasa K (10 pg/mL) en cada una de las laminillas y se incubaron a

37°C por 15 min.

Una vez desparafinados los cortes de tejido fijados en laminillas, se colocaron 10 pL de
sonda A o G, previamente desnaturalizadas por inmersién en agua a 100°C, durante 10
min, se cubrieron las laminillas con papel parafilm y colocaron en un horno de hibridacién
a 42°C toda la noche. Una vez concluido el periodo de incubacion se realizaron varios
lavados con soluciones de citrato de sodio 2X (SSC) 0.1% SDS, se colocdé una solucidon
bloqueadora, seguido la incorporacion del anticuerpo Anti-DIGoxigenina-AP (1 plL de Anti-
Dig mas 999 pL de solucién bloqueadora), después se agregaron 100 pL de solucién de
deteccion (Tris-HCI 0.1M, NaCl 0.1M pH 9.5), 200 uL de solucidn de sustrato o revelado (40
uL NBT/BCIP en 2 mL de solucion de deteccidn) en condicién de oscuridad y se incubd por
1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se elimind el exceso de solucidn, cada laminilla
fue tefiida con el colorante café de Bismark (SIGMA), dejandose secar a temperatura
ambiente, se agregaron dos gotas de poli resina, se cubrié con un cubreobjetos

eliminandose el exceso y se almacenaron a temperatura ambiente para su analisis.

6.2.10 Evaluacién de la expresion de Dscam por PCR cuantitativa

Los ensayos de PCR cuantitativa (QPCR) se realizaron en el equipo CFX96 (BioRad). Cada
reaccion se hizo por triplicado, en un volumen de reaccion final de 10 pL, que contenia 5
uL de Sso fast EvaGreen Mix (BioRad), 1 uL oligonucleétidos forward y reverse con una
concentracién de 0.3 mM, ADNc (25 ng/uL) y agua ultra pura PISA. Las condiciones de
amplificacién fueron 95°C (0.5 min) 95°C (0.1 min) seguido por 64°C (0.5 min) por 39 ciclos

con un incremento de 0.5°C en el rango de 65°C -95°C.
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Para calcular la eficiencia de cada gen a utilizar se realizaron diferentes curvas estandar. El

1 0slope

calculo de la eficiencia de un gen se obtiene de: Eff= , los datos obtenidos en la fase

exponencial, fueron linearizados y se eligio aquella donde, E es igual o cercano a 2.

Los andlisis de expresion fueron calculados con el método comparativo de 2* — (AA Ct)
(Livak y Schmittigen, 2001). Este método permite presentar las veces de cambio en la
expresion del gen de interés normalizados respecto al gen de referencia y condicidn
control (calibrador). Los datos de cada muestra se obtuvieron por triplicado, en todas las

condiciones evaluadas. Los valores de Cq fueron analizados con el método siguiente:

1) Normalizacién de los Ct del gen a evaluar respecto al gen de referencia

ACt C = Ct gen de interés — Ct referencia (1)
ACt E = Ct gen de interés — Ct referencia (2)

donde: ACt C, representa los datos de Ct obtenidos en condicién control (sin infeccién) y
ACt E, es la condicion experimental a evaluar en este caso infeccion con patdgenos, para
los genes de interés (Dscam, IL17-3, TLR2 y FREP) y los genes de referencia (GAPDH,
RPL13 y RPL9).

2) Normalizacidon del ACt del gen de interés respecto a la condicién control (calibrador)

AACt = ACt E (infeccion) — ACt C (promedio control) (3)

3) Calculo de la expresidn del gen de interés respecto a la condicidn control

2/ - AACt = Expresion normalizada del gen de interés (4)
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Para el andlisis de estabilidad de los candidatos como genes de referencia se utilizé

http://leonxie.esy.es/RefFinder/ basado en los métodos Delta CT, GeNorm, NormFinder y

BestKeeper.

Los genes de referencia analizados fueron proteina ribosomal L-13 (RPL13) (Li et al., 2014),
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH), factor de elongacidon 1-alfa (EF-1),
proteina ribosomal L-9 (RPL9) y tubulina alfa (Tub-a) (Tabla I). Sin embargo, solo se

eligieron los de mayor estabilidad.
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Tabla I. Oligonucledtidos utilizados para amplificar genes de referencia y regiones
conservadas y variables del transcrito de Dscam.

Secuencia Nombre del Referencia/Uso
primer

Forward: CCGATATTGCCAAGACGAAT Sonda A H. in situ
Reverse: CCTCAACACGAACAGCTTTAAC
Forward: ACATGAGGCGTAGAAGGGAG Sonda G H. in situ
Reverse: AGGTCTGGGGATTTGTCTCG
Forward: GTCCAAGGATGGTGCTGAAT GAPDH qPCR
Reverse: TTGCTGACGATGTTCTGGTC
Forward: TTCCGTCACTTGGCTGTAGA RPL9 qPCR
Reverse: TGGGGAAATGGGCATACACT
Forward: GGCATTTATTAGGGAGACTGGCTTCA RPL13 gPCR/Li et al., 2014
Reverse: TCAGGTATTTCAGGACCTTCAGTTTGT
Reverse: GCACCGCCTTATTGGTGATT TLR2 qPCR/Zhang Yang et
Forward: ACTGCAGCCTTTTCCTTCCA

al., 2013
Reverse: CGGATAACTCGGCAATGGGTAGACT FREP qPCR/Zhang Yang et
Forward: CCGTTCTTGTATTCCGTCCAGTTCC

al., 2013
Forward: TCACTACCAACTGAACTACGACCG IL-17 gPCR/Li et al., 2014
Reverse: TGCGACAGAGCCTGAGAACC
Forward: GGTGGATTCTGCACGATGTT Acong qPCR
Reverse: TGGTGTTGGCGAAGTCTAGA
Forward: CGGAATCGCCGTTTGACATC Dominio1-5 Biblioteca
Reverse: CCAGCAGTAGTGGTCACGTT
Forward: CGGCGATTTTCAACTGTACG Dominio4 -8 Biblioteca
Reverse: TGGTCCCACGTTGTTCATTG
Forward: CTGCACGATGTTAAGGCTGC Dominio 1- 9 Biblioteca
Reverse: GGCAGACACCTCAAATCGGA (Cgl)
Reverse: GTGAATGTCCACCTCTGGCA Dominio 1- 9 Biblioteca

(Cg2)
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6.2.11 Evaluacion de la expresion de Dscam durante la exposicion a E. coli

Para determinar la expresion de Dscam y otros genes de respuesta inmune durante la
exposicion a E. coli se realizdé un bioensayo en las instalaciones especiales de la Unidad
Pichilingue de la UABCS. En un laboratorio aislado y de uso restringido, 30 organismos de
talla adulta de aproximadamente 70 mm fueron inoculados con 1 x 106UFC/mL de E. coli,
30 organismos mas fueron inoculados con solucion salina estéril. Se colectaron cinco

individuos alas 0, 4, 6,12, 24 y 48 h en ambos grupos, inoculados y control.

Se diseccionaron fragmentos de tejido de manto y branquia y se colocaron en 1 mL de
RNA later y almacenaron a -20°C. Las reacciones de qPCR se realizaron de manera
individual en todas las condiciones evaluadas, la preparacién de las mezclas de reaccién se

prepararon con el uso del robot epMotion 5075 (Eppendorf).

6.2.12 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa PRISM (Ver. 7.02), se realizaron
analisis de estadistica paramétrica, para comparar los datos de grupo control contra grupo
infectado. Todos los datos son presentados como medias geométricas + SE. Las diferencias
en la expresion relativa de cada gen fueron determinadas por la prueba t de student y

ANOVA. La significancia estadistica se considerd cuando p < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacidn y caracterizacidn del transcrito de Dscam en diferentes tejidos

provenientes de C. gigas y C. corteziensis.

Diseio de oligonucleétidos para la amplificacion por PCR de los dominios de Dscam

Inicialmente se realizod la busqueda de secuencias del transcrito de Dscam disponibles en
el GenBank. A partir de la secuencia del transcrito de Dscam de ganglio visceral de C. gigas
(Numero de acceso JQ433974.1), se identificaron los dominios y las secuencias utilizando

las bases de datos Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/, Conserve Domains Database CDD,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml y Simple Modular Architecture

Research Tool SMART http://smart.embl-heidelberg.de/.

Se organizaron las secuencias de nucledtidos correspondientes a cada secuencia de
aminodcidos de los distintos dominios de Dscam. Debido a nuestro interés en Ia
amplificacién por conjunto de dominios, se disefiaron varios pares de oligonucleétidos

utilizando el software Primer3 web http://primer3.ut.ee/. Se disefiaron doce pares de

oligonucleétidos para amplificar, mediante PCR, desde el péptido sefial hasta 200 pares de
bases rio abajo del tallo citoplasmatico del transcrito de Dscam. En la Tabla Il se muestra la
secuencia de los pares de oligonucledtidos, tamafo esperado (del amplicén) y

denominacion.

Todos los pares de oligonucledtidos disefiados amplificaron especificamente y los
amplicones fueron del tamafio esperado. Los ensayos y resultados que se muestran a

continuacion se obtuvieron con el uso de los primeros siete pares de oligonucleétidos.
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Individuos utilizados

Las muestras analizadas incluyeron branquias y manto de individuos control e infectados.
De manera particular, los individuos de C. gigas estaban infectados con OsHV-1, mientras
que los de C. corteziensis con P. marinus. La confirmacion de infeccion por ambos

patdgenos se realizé como esta descrito en el apartado de materiales y métodos.
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Tabla Il. Disefio de oligonucledtidos para la amplificacion por PCR de Dscam en
Crassostrea spp. Se indican los dominios que incluye, el tamafio y el nombre utilizado
durante el desarrollo experimental.

Secuencia Dominios Dscam Tamano Nombre
esperado
(pb)

Forward: CCGATATTGCCAAGACGAAT ben corial - In 1 550 A
Reverse: CCTCAACACGAACAGCTTTAAC P &
Forward: CAAGGCCGCTTATTTACACG 2 - 1e3 c0 5
Reverse: CGGTTGCAATACAACGGATT gs-'8
Forward: TCAAGAATGAGACCAGCAG
Reverse: GGGAGAACCTGTGGTGAGAC Ig4-lg> - 186 885 ¢
Forward: CCGTACCACCAACTACACA 7 1o 10 570 5
Reverse: CGGACCCTATAGCCTTGACA §/-lge— 18
Forward: GGATATGGTAAAGCCAGTGGAA L FNa- N3 050 :
Reverse: GCCATGGTATCAACATAACAGC -
Forward: AAGGGGAGAGAACCCACAGT NA - 1910 - FNS 550 i
Reverse: CCTCCTTCTTTGTGATGAACAG g1~
Forward: AAGTTTGCCACCCTCACCTA N6 Tallo citon-200 500 .
Reverse: CACACTGGAGAGATTATGCTCTGTCT - fallo citop-
Forward: AGGGCTCTCTGGTCAAAAGG bt sefal — o2 s08 <01
Reverse: TGGAGTTCACCGTCAGACAA €psenal—1g
Forward: CCGCCGTCTTCAAGTGTATC 2 1o3  Lad Io5 co <02
Reverse: CGTACAGTTGAAAATCGCCG ge-les—len s
Forward: CGGCGATTTTCAACTGTACG o 0 02 <03
Reverse: AATTCTTGGCAGTGCAGGTG g% 18
Forward: TCCCAAGAACCACCTCCAAA o5 - o6 La7- |o 650 .
Reverse: TGGTCCCACGTTGTTCATTG §>-lgb—lg/- 18
Forward: CAATGAACAACGTGGGACCA

g8 - Ig9 - Ig10 612 SD5

Reverse: TGATGAGACTTCCACTGGCT
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Extracciones de ARN total

Se obtuvo ARN total de cada uno de los individuos colectados durante el estudio. En Ia
figura 3, se presenta el andlisis electroforético del ARN total obtenido de branquias y
manto de C. corteziensis y de branquias, glandula digestiva y manto de C. gigas. Se
observa la relacién 1:2 de las subunidades ribosomales 28s, 18s, descritas como un

proceso de segregacion en moluscos bivalvos, (Barcia et al., 1997).

C. corteziensis C. gigas
Bra Man Bra Gdig Man
28s
L el
-

Figura 3. Andlisis electroforético del ARN total obtenido de branquias (Bra) y manto (Man)
de C. corteziensis, seguido por branquias, glandula digestiva (Gdig) y manto de C. gigas, se
observa una relacién 1:2 en las subunidades ribosomales 28s y 18s.

La concentraciéon del ARN total de cada muestras se determiné mediante su lectura en un
NanoDrop. Se eligieron aquellas con una concentracion mayor a 100 ng/ulL y cuyas
lecturas fueron cercanas a 2.0 en la relacidn epectrofotométrica 260/280. El ARN total fue
distribuido en cinco alicuotas que contenia 10 pL cada una, cuatro de ellas fueron

almacenadas a -80°C, la sobrante se utilizé para los ensayos posteriores.
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Ensayos de amplificacion de Dscam mediante PCR

Se estandarizaron las condiciones de reaccidon de PCR punto final para la amplificacion de
los distintos dominios del transcrito de Dscam en Crassostrea spp. Los productos de PCR
obtenidos se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE
1X, se corrid a 90 V por 40 min. Se verificd que el tamano de cada uno de los productos
visualizados correspondiera con el esperado, ademdas de la ausencia de productos
inespecificos. Como control interno de amplificacion del ADNc se utilizé el gen de B—actina

(Fig. 4).

B - actina
Gig Corteziensis

- o
180

Figura 4. Amplificaciéon por PCR del gen [-actina. Representacion del analisis
electroforético realizado en cada ADNc obtenido de los individuos de C. gigas y C.
corteziensis. Se muestran los productos de amplificacién del gen P—actina de 180 pb
aproximadamente utilizado como control interno. Marcador de peso molecular (MPM).



34

C. gigas
A B c D £ F G M PM
100 pb
1500

.870 ‘950 880' 800 1000

885
580 . a8
520 é
400

300 S
200

100

Figura 5. Amplificacion por PCR de los dominios de Dscam en Crassostrea gigas. Analisis
electroforético de los productos obtenidos, de izquierda a derecha el conjunto de
dominios A, B, C, D, E, F, G, finalmente el marcador de peso molecular (100 pb).

Las bandas observadas corresponden al tamafio esperado para cada conjunto de
dominios. Como se observé en la figura 5, los productos A, B, C y D muestran baja
intensidad y por consiguiente una baja concentracion. El protocolo fue modificado hasta

obtener la concentracion requerida para realizar la secuenciacién (Fig. 6).
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Figura 6. Amplificacion por PCR de los dominios restantes de Dscam en Crassostrea gigas.
Se muestran los productos de amplificacién obtenidos. De izquierda a derecha, el
conjunto de dominios A, B, Cy D por duplicado, finalmente el marcador de peso molecular
(MPM) de 100 pb.

En los individuos de C. corteziensis se logré amplificar todos los dominios de Dscam (Figs. 7

y 8). Todos los productos de PCR corresponden con el tamafio molecular esperado vy sin

evidencia de productos inespecificos.
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C. corteziensis

. 885 950 880 800

. 520 80

Figura 7. Amplificacion por PCR de los dominios Dscam en Crassostrea corteziensis. Se
muestran los productos de amplificacidon obtenidos. De izquierda a derecha, el marcador
de tamafio molecular de 100 pb y el conjunto de todos dominios (excepto D).

C. corteziensis

& D

885 870
- S

Figura 8. Amplificacion por PCR de los dominios restantes de Dscam en Crassostrea
corteziensis. De izquierda a derecha el conjunto de dominios Cy D por duplicado.

Se logré amplificar los dominios de Dscam de C. gigas, C. corteziensis y C. sikamea (Fig. 9) .
En las especies C. gigas y C. corteziensis se analizaron los tejidos del manto, branquias y

glandula digestiva, mientras que en el caso de C. sikamea se analizaron los individuos
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completos. Todos los analisis se realizaron utilizando individuos sanos (control) e
infectados. En la primera etapa de este proyecto se incluyeron los resultados obtenidos en
C. sikamea para incrementar la busqueda de regiones conservadas en el transcrito de

Dscam.

C. sikamea

950
885 .870‘ 880 gpo

[RR— L _—
I 300
200
100

Figura 9. Amplificacion por PCR de los dominios de Dscam en Crassostrea sikamea. Los
productos obtenidos de la amplificaciéon de Dscam de branquias de C. gigas y C
corteziensis asi como de individuos completos (semillas) de C. sikamea, se separaron en
alicuotas de 30 a 40 pL con una concentracion de 100 ng/uL.

El software BioEdit (versién 7.2.5, Hall, 1991) se utilizd para los procesos de edicidn,
ensamble e identificacion de secuencias consenso y regiones conservadas de Dscam en C.

gigas, C. corteziensis y C. sikamea.

Se realizé una busqueda de la similitud de las secuencias consenso obtenidas en GenBank
utilizando la herramienta Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Los resultados
obtenidos muestran que las secuencias de C. gigas, C. corteziensis y C. sikamea tienen un
98%, 99% y 97% de identidad, respectivamente, con la secuencia de Dscam de ganglio

visceral de C. gigas disponible en el GenBank.
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A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas de Dscam de las tres especies utilizadas
en este estudio, se buscaron regiones conservadas para el disefio de sondas y

oligonucledtidos que se utilizaron en los ensayos de hibridacion in situ y qPCR.

Se encontraron 21 secuencias conservadas de corta longitud (17-119 pb), de las cuales 10
estan localizadas dentro de la regidén que amplifica para el péptido sefal y el dominio Ig1,

el resto estan localizadas en el domino TM y del tallo citoplasmdtico (Tablas Il y IV).

Tabla lll. Secuencias conservadas dentro del transcrito de Dscam de Crassostrea spp.
localizadas en la region que amplifica para el péptido sefial y el dominio Ig1l.

Tamano Posicion Secuencia
(pb)

26 65-90 AGGAGTCAGCTTTGACTGAGGACAGT
29 105-133 TTGGAATCTGGACTGGGGTCCCAGAGCTA

118 135-252 AGTGGACCACGTTCTGTCACTTTAACCATGTGAAAGATCGG
AGGCGGTGGATTCTGCACGATGTTAAGGCTGCTCCGACCTG
TTTTAGTGCTGGCTTTTTTATTTGGTTCTTTAAAAG

17 264-280 GAATCGCCGTTTGACAT

23 282-304 ATCGGGGGACCTATATTTTTAAC

26 312-337 CCCTCCTCTCTAGACTTCGCCAACAC

34 339-372 AAAGGCGCCTCCGTCCAATGTACAGCTCACGGTC

45 374-418 GCCCGCTCCGACTTTGGACTGGGTAAAAGACGATGATACCCCCGT
29 442-470 AGGTTCTACCCAACAACACATTGCACTTT

78 494-571 TCCAAAGCAAAGTACATGCAGCCTCTTACAGATGCATTGCATC
AAACAGCGGCGGCAGGATATCAAGCAGGAGCATGC
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Tabla IV.- Secuencias conservadas dentro del transcrito de Dscam de Crassostrea spp.
localizadas en la region que amplifica el dominio TM y el tallo citoplasmatico.

Tamano Posicion Secuencia
(pb)
68 3282-3349 TACATCATGATTCCTCTCTGTTTTGGAATTGTTGCTTTCCTCATT
CTCATCATTGCAGTATTACTCTA
64 3361-3424 GAAGGGAGCTCATTCAAATGAAAGAAAGTGCCTCAAACTTGA
GGAGAGACATAACTGCTGAGAC
68 3426-3493 TCCTTGATGAATGACCTTGACAAACGTTTCAACTTTGACTTTGA
TGGAGGAAATACTGAGCCGTACGG
59 3501-3559 AATGTCAACTTGCTGATTTCATTCAACTCTGATGAGAATTTGAC
CAACAACAGTCCTAC
86 3603-3688 TCCATCAGCCGCTCAGAAGATGATGGAAACATCAACCCTTATGC
CACATTTAACCAGATGAAGCAGGTGATCATGGAGAAAGAACA
32 3690-3721 CAGTCAGAGCGAGACAAATCCCCAGACCTGGA
50 3723-3772 GACATCAGTCTGCAGAAACTCGAAGCTCAAAAAGCAATGATAT
CTCCATC
17 3792-3808 TTTCATGCTAAGGGAGA
19 3810-3829 AATGGAGATGTTGCCAAAGA
44 3843-3886 CTCATTCCTCTCAAGACGACCGAGGGCTACGACAACCAAGGACT
20 3888-3907 ATTCTGAGCCCCAGGAAGTA

7.2 Localizaciéon de Dscam en los tejidos de C. gigas y C. corteziensis por H. in situ.

Las secuencias de regiones conservadas fueron agrupadas para disefiar dos sondas de

mayor tamafio, denominadas Ay G de 575 y 370 pb, respectivamente (Figs. 10y 11).
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GGTCCCAGAG CTATAGTGGA CCACGTTCTG TCACTTTAAC CATGTGAAAG ATCGGAGGCG
GGTCCCAGAG CTAYAGTGGA CCACGTTCTG TCACTTTAAC CATGTGAAAG ATCGGAGGCG
GTGGATTCTG CACGATGTTA AGGCTGCTCC GACCTGTTTT AGTGCTGGCT TTTTTATTTG
GTGGATTCTG CACGATGTTA AGGCTGCTCC GACCTGTTTIT AGTGCTGGCT TTTTTATTTG
GTGGATTCTG CACGATGTTA AGGCTGCTCC GACCTGTTTT AGTGCTGGCT TTTTTATTTG
GTTCTTTAAA AGCTAAAACT ACGGAATCGC CGTTTGACAT AATCGGGGGA CCTATATTTT
GTTCTTTAAA AGCTAAAACT ACGGAATCGC CGTTTGACAT AATCGGGGGA CCTATATTTT
GITCTTTAAA AGSTAAAACT ACRGAATCGC CGTTTGACAT MATCGGGGGA CCTATATTTT
TAACGGAACC TCCCTCCTCT CTAGACTTCG CCAACACCAA AGGCGCCTCC GTCCAATGTA
TAACGGAACC TCCCTCCTCT CTAGACTTCG CCAACACCAA AGGCGCCTCC GTCCAATGTA
TAACRGAACC YCCCTCCTCT CTAGACTTCG CCAACACYAA AGGCGCCTCC GTCCAATGTA
CAGCTCACGG TCAGCCCGCT CCGACTTTGG ACTGGGTAAA AGACGATGAT ACCCCCGTAG
CAGCTCACGG TCAGCCCGCT CCGACTTTGG ACTGGGTAAA AGACGATGAT ACCCCCGTAG
CAGCTCACGG TCRGCCCGCT CCGACTTTGG ACTGGGTAAA AGACGATGAT ACCCCCGTRG
AAGATGTATC CCAAATCCTC AAGGTTCTAC CCAACAACAC ATTGCACTTT TATCCCTTTA
AAGATGTATC CCAAATCCTC AAGGTTCTAC CCAACAACAC ATTGCACTTT TATCCCTTTA
AAGAYGTAYC YSRAATCCTC MAGGTTCTAC CCAACAACAC ATTGCACTTT YATCCCTTTM
AGCGGAGT-G ATTTCCAAAG CAAAGTACAT GCAGCCTCTT ACAGATGCAT TGCATCAAAC
AGCKKARTTR AWWTCCAAAG CAAAGTACAT GCAGCCTCTT ACAGATGCAT TGCATCAAAC
AGCGGAGTTG ATTTCCAAAG CAAAGTACAT GCAGCCTCTT ACAGATGCAT TGCATCAAAC
AGCGGCGGCA GGATATCAAG CAGGAGCATG CCCGTTAAAG C------——= ————————--—
AGCGGCGGCA GGATATCAAG CAGGAGCATG CGCGTTAAA- ————=—————= ——————————
AGCGGCGGCA GGATATCAAG CAGGAGCATG CSCGTTAAAG CTGTTCAAGG TCCGGGCTGA

555 565 575 585 595
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Figura 10. Regidn conservada localizada en el péptido sefial y el dominio Igl. Se muestra la

secuencias obtenidas de Crassostrea gigas (Gig), C. corteziensis (Cor) y la secuencia

consenso.
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3185 3195 3205 3215 3225 3235
Gig  MWGRTMCRYG MTGRWCCGRY CAASCGMWCA CARAYGRTGM CKGRTCWRCW GWGWGCGAGC
Cor  CTGGTACGTG ATGTA--AGT CAAG-GCTCA CAG-TGACGC CGGATCAACA GAGAGCGAGC
Con  CTGGTACGTG ATGWACCRGT CAWKCGCTCA CAGATGAYGC CGGATCAACA GAGAGCGAGC
Gig  TCAAGTTGGA AGGAGGA--G AGTAACTTCT ATGAGAAGAC GTACATCATG ATTCCTCTCT
Cor  TCAAGTTGCC GGAAGGAAGA AGTAACTTCT ATGAGAAGAC ATACATCATG ATTCCTCTCT
Con  TCAAGTTGSM RGRAGGAAGR AGTAACTTCT ATGAGAAGAC RTACATCATG ATTCCTCTCT
Gig  GTTTTGGAAT TGTTGCTTTC CTCATTCTCA TCATTGCAGT ATTACTCTAC ATGAGGCGTA
Cor  GTTTTGGAAT TGTTGCTTTC CTCATTCTCA TCATTGCAGT ATTACTCTAT ATGAGGCGGC
Con  GTTTTGGAAT TGTTGCTTTC CTCATTCTCA TCATTGCAGT ATTACTCTAY ATGAGGCGDM
Gig  GAAGGGAGCT CATTCAAATG ARAGAAAGTG CCTCAAACTT GAGGAGAGAC ATAACTGCTG
Cor  GAAGGGAGCT CATTCAAATG AAAGARAAGTG CCTCAAACTT GAGGAGAGAC ATAACTGCTG
Con  GAAGGGAGCT CATTCAAATG AAAGAAAGTG CCTCAAACTT GAGGAGAGAC ATAACTGCTG
Gig AGACTTCCTT GATGAATGAC CTTGACAAAC GTTTCAACTT TGACTTTGAT GGAGGAAATA
Cor AGACCTCCTT GATGAATGAC CTTGACAAAC GTTTCAACTT TGACTTTGAT GGAGGAAATA
Con AGACYTCCTT GATGAATGAC CTTGACAAAC GTTTCAACTT TGACTTTGAT GGAGGAAATA
Gig  CTGAGCCGTA CGGGAAGAGA AATGTCAACT TGCTGATTTC ATTCAACTCT GATGAGAATT
Cor  CTGAGCCGTA CGGCAAGAGG AATGTCAACT TGCTGATTTC ATTCAACTCT GATGAGAATT
Con  CTGAGCCGTA CGGSAAGAGR AATGTCAACT TGCTGATTTC ATTCAACTCT GATGAGAATT
Gig  TGACCAACAA CAGTCCTACT TGGCTGAACA ATGGATCCAG CAAGACTAAC AGTGACAATG
Cor  TGACCAACAA CAGTCCTACA TGGCTGAACA ATGGCTCCAG CAAGACCAAC AGTGACAATG
Con  TGACCAACAA CAGTCCTACW TGGCTGAACA ATGGMTCCAG CAAGACYAAC AGTGACAATG
Gig  GGTCCATCAG CCGCTCAGAA GATGATGGAA ACATCAACCC TTATGCCACA TTTAACCAGA
Cor  GTTCCATCAG CCGCTCAGAA GATGATGGAA ACATCAACCC TTATGCCACA TTTAACCAGA
Con  GBTCCATCAG CCGCTCAGAA GATGATGGAA ACATCAACCC TTATGCCACA TTTAACCAGA
Gig  TGAAGCAGGT GATCATGGAG AAAGAACAGC AGTCAGAGCG AGACAAATCC CCAGACCTGG
Cor  TGAAGCAGGT GATCATGGAG AAAGAACAGC AGTCAGAGCG AGACAAATCC CCAGACCTGG
Con  TGAAGCAGGT GATCATGGAG AAAGAACARC AGTCAGAGCG AGACAAATCC CCAGACCTGG
Gig  ACGACATCAG TCTGCAGAAA CTCGAAGCTC AAAAAGCAAT GATATCTCCA TCGGAACCCT
Cor  ATGACATCAG TCTGCAGAAA CTCGAAGCTC AAAAAGCAAT GATATCTCCA TCAGAGCCCT
Con  AYGACATCAG TCTGCAGAAA CTCGAAGCTC AAAAAGCAAT GATATCTCCA TCRGARCCCT
Gig ATGTGCCTTT CTTTCATGCT AAGGGAGATA ATGGAGATGT TGCCAAAGAC CCCCATCCTC
Cor ATGTGCCTTT CTTTCATGCT AAGGGAGAYA ATGGAGATGT TGCCAAAGAY CCCCATCCTC
Con  ATGTGCCTTT CTTTCATGCT AAGGGAGATA ATGGAGATGT TGCCAAAGAC CCCCATCCTC
Gig CACTCATTCC TCTCAAGACG ACCGAGGGCT ACGACAACCA AGGACTGATT CTGAGCCCCA
Cor  CACTCATTCC TCTCAAGACG ACCGAGGGCT ACGACAACCA AGGACTTATT CTGAGCCCCA
Con  CRCTCATTCC TCTCAAGACG ACCGAGGGCT ACGACAACCA AGGACTKATT CTGAGCCCCA
Gig  GGAAGTATGC CAGCGCTGAA —========= == === —=mm= —— oo —ommmomoo
Cor  GGAAGTATGC CAGCGCTGAC CAGATCCATG CCCTGTTCAC CCAGGTCCCA GCCAGACCCC
Con  GGAAGTAYGC CAGCGCTGAM CAGATCCAYG CCCTGTTCAC CCAGGTCCCA GCCAGACCCC

3905 3915 3925 3935 3945 3955

Figura 11. Region conservada localizada en el dominio transmembrana y tallo
citoplasmatico. Se muestra la secuencias obtenidas de Crassostrea gigas (Gig), C.

corteziensis (Cor) y la secuencia consenso.
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Se logré la amplificacién y el marcaje con digoxigenina de ambas sondas, a partir de una
mezcla de ADNc de C. gigas y C. corteziensis (Fig. 12), utilizando el protocolo descrito en la
seccion de métodos.

Una vez realizado el procedimiento de hibridacion in situ, las laminillas fueron revisadas
en un microscopio Olimpus BX41. Las imagenes fueron capturadas a través de una camara

digital Cool SNAP-Pro con el programa Image-Pro Plus version 6.0.

Sonda A Sonda G
575 pb
— it — 370 pb

ENe N

Figura 12. Amplificacién por PCR de las sondas A y G. Por medio de electroforesis en gel
de agarosa se verificd la ausencia de productos inespecificos y el tamafio molecular de los
productos obtenidos.

Para elegir la sonda con mayor intensidad de sefal, se eligieron dos laminillas del mismo
individuo, de cada especie, y para cada sonda (A y G), es decir, ocho laminillas en total.
Unicamente se muestran los resultados del manto de C. gigas infectado comparado con
un control negativo de reaccién (sin sonda marcada) (Fig. 13). La sonda A mostré una
mayor intensidad de seial en el tejido conectivo del manto de C. gigas y C. corteziensis,

por lo que los ensayos posteriores fueron realizados con dicha sonda.
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Figura 13. Comparacién de intensidad en la seiial de Dscam por hibridacion in situ en
tejido conectivo de manto infectado de Crassostrea gigas (200X). En la parte superior de
la imagen se muestra el control negativo (sin sonda), en la parte inferior del lado izquierdo
sonda A, en comparacién con la sonda G del lado derecho.

Para determinar la localizacién de Dscam en tejidos de C. gigas se utilizaron trece
laminillas de individuos infectados con OsHV-1 y cuatro de individuos control (sin
evidencia de patégenos). En el caso de C. corteziensis se utilizaron doce de individuos
infectados con P. marinus y cuatro de individuos control. En cada laminilla se realizé el

analisis del individuo completo (corte sagital). Cabe mencionar que la sefial positiva para

Dscam sol6 se observod en organismos infectados.

La seiial positiva a Dscam fue sobresaliente en algunos tejidos de C. gigas, como se
muestra en la figura 14. Se identificé una sefial de color azul en manto y oscura en
branquias de ostiones infectados con OsHV-1. De manera contraria, la sefial de Dscam en

manto y branquias de C. corteziensis fue muy discreta en todos los individuos analizados.
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Figura 14. Sefial de Dscam en los tejidos de branquias y manto (200X). Identificacion de la
sefial positiva de Dscam en individuos de Crassostrea gigas (A-D) y C. corteziensis (E-H). La
sefial positiva se observa como una tincién oscura en branquias (By F) y manto (D y H). No
se registré ninguna sefial en los individuos no infectados (A, C, E, G).
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Se realizé un analisis exhaustivo para determinar la localizacion de Dscam en otros tejidos
de las especies involucradas en este estudio. Aparte de branquias y manto, se identificé a
Dscam en intestino y glandula digestiva (Fig. 15). Finalmente, se determiné el nimero de

individuos con sefial positiva a Dscam. Los resultados se muestran en la tabla V.

Tabla V. Tejidos con sefial positiva a Dscam en Crassostrea spp. El signo (+) representa el
numero de individuos positivos, sobre el nimero de individuos totales analizados (n).

Especie
Tejido C. gigas C. corteziensis
+/n +/n
Branquias 12/13 10/12
Manto 13/13 8/12
Intestino 8/13 5/12
Glandula 6/13 3/12

digestive

Para identificar el tipo de células que expresaban la sefial de Dscam se realizé una tincién

de hematoxilina-eosina sobre laminillas de C. gigas y C. corteziensis de invididuos sanos.
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Figura 15. Expresion de Dscam en los tejidos de gandula digestiva e intestino (200X) en
individuos de Crassostrea gigas (A-D) y C. corteziensis (E-H). La sefial positiva se observa
como una tincién oscura en glandula digestiva (B y F) e intestino (D y H). No se registro
ninguna sefial en los individuos no infectados (A, C, E, G).
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Las imagenes mostraron que las células epiteliales (ce) (C. gigas) y las células luminales (C.
corteziensis) de branquias y el tejido conectivo vesicular (tcv) de manto mostraron

expresion de Dscam (Fig. 16).

C. corteziensis

Figura 16. Tincion de hematoxilina-eosina en branquias y manto de Crassostrea gigas y
Crassostrea corteziensis. En la parte superior se observa el manto, y en la inferior las
branquias. Las flechas indican el tejido conectivo vesicular (tcv) y las células epiteliales
(ce), respectivamente.
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7.3 Determinacidn de los niveles de expresidn génica de Dscam en branquias y

manto de C. gigas y C. corteziensis

Una vez establecida la localizacién de Dscam en los distintos tejidos de los ostiones
mediante hibridacién in situ, se realizaron los ensayos de qPCR para determinar sus
niveles de expresidon génica. Para cada especie de Crassostrea spp. se prepararon mezclas
de ADNc separadas por tejido (branquias y manto) y por condicion (control e infectado).
Se utilizaron cuatro pares de oligonucleétidos, factor de elongacion 1-alfa (FE 1-a),
tubulina alfa (Tub-a), proteina ribosomal L9 (RPL-9), proteina ribosomal L-13 (RPL-13) y
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

Se realizé una prueba de PCR punto final de los diferentes genes de referencia utilizados

(Fig. 17).

FEl-a Tub-a GAPDH RPL-13 RPL-9
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Figura 17. Andlisis electroforético de los genes de referencia, para verificar el tamafio
molecular y la ausencia de productos inespecificos. De izquierda a derecha se presenta
factor de elongacion alfa (FE 1-a), tubulina alfa (Tub-a), gliceraldehido fosfato
deshidrogenada (GAPDH), proteina ribosomal L-9 y proteina ribosomal L-13, enseguida el
marcador de peso molecular de 100 pb.
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Se realizaron curvas estandar (0 a 100 ng) para cada gen y para cada tejido. Se eligieron las
curvas estandar de 25 ng debido a que en ellas se obtuvieron valores de eficiencia entre

99-103%, en ambas especies.

Para normalizar los datos se evalud la estabilidad de los genes de referencia utilizados en
ambos  tejidos. El anadlisis de los datos se realizdé en la pagina
http://leonxie.esy.es/RefFinder/, que cuenta con los métodos ampliamente conocidos

Delta CT, Best Keeper, Normfinder y Genorm.

El analisis de estabilidad utilizando los cuatro métodos, mostré que los genes de
referencia mds estables para manto fueron RPL9 seguido de EF-1 y RPL13, mientras que,

para branquias fueron RPL13 y GAPDH (Fig. 18).

Mayor Manto Branquia
RPL-13 GAPDH
< RPL-9 RPL-9
s FE-1a RPL-13
w
GAPDH FE-1a
y TUB-a TUB-a
enor

Figura 18. Estabilidad de los genes de referencia en branquias y manto de Crassostrea spp.
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Debido a los resultados anteriores, los datos para evaluar la expresién relativa de Dscam
en los diferentes tejidos fueron normalizados con los genes de referencia RPL9 y GAPDH
para branquia y los genes RPL9 y RPL13 para manto. El analisis de expresidn de Dscam de

C. gigasy C. corteziensis se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Expresion de Dscam en branquias y manto de Crassostrea gigas y C.
corteziensis. Los niveles de expresidn del transcrito de Dscam fueron cuantificados
mediante gPCR en branquia (A) y manto (B) de individuos de C. gigas no infectados e
infectados con OsHV-1, y de individuos de C. corteziensis no infectados e infectados con P.
marinus. Las barras muestran la media + SE. Las diferencias significativas se presentan
con un asterisco (*) cuando el valor de p < 0.05, tres (***) p < 0.001 y cuatro asteriscos
(****) cuando p < 0.0001.

La expresién de Dscam en branquias de C. gigas fue significativamente mayor, 5.8 x 10°-
veces de cambio (p = 0.001) en individuos infectados, mientras que la expresion en C.
corteziensis fue de 1499 veces de cambio (p = 0.001), respecto a los controles. La
expresion de Dscam en manto de C. gigas infectado se incrementd 4.6 veces de cambio,
en comparacion con el control, sin embargo, no hubo diferencia significativa. Finalmente,
en manto infectado de C. corteziensis los niveles de expresiéon de Dscam mostraron un

decaimiento significativo (p < 0.05) respecto a los individuos control.
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7.4 Evaluacion de la expresion de genes de respuesta inmune durante la

exposicion a E. coli

Los genes con funcidn inmune, Dscam, TLR2, FREP e IL-17-3, se evaluaron de manera
individual en branquias y manto de los 60 ostiones (grupo control e inoculados con E. coli)
utilizados en el bioensayo. Al igual que Dscam, se ha sefalado que las familias de genes
inmunes como FREP, TLR e Interleucina 17 (IL-17) presentan un proceso de diversificacion
(Zhang et al., 2015), para conferir especificidad de la respuesta inmune innata en
invertebrados y que su respuesta es tejido especifica y su perfil de expresion varia
dependiendo del tiempo de infeccion. Por lo tanto, resultd interesante de observar sus

niveles de expresion a distintos tiempos post-infeccion.

Los resultados de expresién génica en branquia de C. gigas se pueden apreciar en la figura
20. Los niveles de expresidon de Dscam no presentan cambios en el grupo control durante
todo el experimento. En branquias infectadas, se observé un pico maximo de expresién a
las 12 h (p = 0.004), seguido por un decaimiento a las 24 h (p = 0.022) y 48 h (p = 0.007)

todos los cambios fueron estadisticamente significativos.

La expresidon de TLR2 muestra una respuesta inmediata a la inoculacion de E. coli . Se
observaron niveles altos de expresion durante todo el ensayo, con un pico maximo de

expresion alas 12 h. En el grupo control no se observaron cambios.

Los niveles de expresion de FREP mostraron fluctuaciones en el grupo de individuos
infectados durante todo el ensayo, es decir, mostraron gran variabilidad individual. Los
cambios significativos se observaron alas 8 h (p =0.029), 12 h (p =0.01) y 24 h (p = 0.001),
el pico maximo de expresidn se observo a las 24 h. En el caso del grupo control, los niveles

de expresion reflejan variaciones que no representaron diferencia significativa.
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Por ultimo, en el analisis de los niveles de expresion de IL-17-3 en branquia, se observaron

bajos nivelesalas 4 h (p=0.008 )y 8 h (p=0.001) comparados con el grupo control.
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Figura 20. Efecto de la infeccidn por Escherichia coli en la expresidn de genes de respuesta
inmune en branquias de Crassostrea gigas. Los niveles de expresion de Dscam fueron
cuantificados a las 0, 4, 8, 12, 24 y 48 h en distintos tiempos posteriores a la infeccion con
E. coli. La barras negras muestran el tejido de branquias control y las barras blancas
infectadas con E.coli. Las barras muestran la media + SE. Los asteriscos representan los
siguientes valores: * (p £0.05), ** (p <0.01) y *** (p <0.001).

Los niveles mads altos de expresiéon de los genes de respuesta inmune evaluados se
observaron el el tejido en manto infectado (Fig. 21).

Los niveles de expresién de Dscam, no evidenciaron cambios en el grupo control. En el
grupo de ostiones infectados se observé un incremento gradual alas 0 h (p =0.001), 4 h (p

= 0.001), 8 h (p = 0.001 ) y 12 h (p = 0.001), en este ultimo tiempo se observd el pico
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maximo de expresion. Los tiempos 24 h (p = 0.001) y 48 h (p = 0.001) mostraron una

reduccion significa en los niveles de expresidon en comparacion con el grupo control.

La expresion de TLR2 se incrementd de manera significativa durante todas las horas
evaluadas. Los niveles de mayor expresion se evidenciaron a las Oh (p =0.001) y 24 h (p =

0.001). No se observaron cambios significativos en los organismos control.

Los niveles de mayor de expresion de FREP se observaron a las 4 h (p = 0.005), 24 h (p =

0.001 )y 48 h (p =0.018) en comparacién con el grupo control.

Por ultimo, los niveles de expresion de IL-17 se elevaron de manera inmediata después de
la inoculacién con E. coli al tiempo 0 (p = 0.001). Una disminucion significativa se observé

alas 8 h (p =0.0006), y finalmente, un pico maximo de expresion a las 48 h (p = 0.001).
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Figura 21. Efecto de la infeccidn por Escherichia coli en la expresidn de genes de respuesta
inmune en manto de Crassostrea gigas. Los niveles de expresion de Dscam fueron
cuantificados a las 0, 4, 8, 12, 24 y 48 h posteriores a la infeccién con E. coli. La barras
negras muestran el tejido de manto control vy las barras blancas infectado con E. coli. Las

barras muestras la media + SE. Los tres asteriscos (***) representan un valor de (p <
0.001).



55

8. DISCUSION

Los hallazgos de Dscam en otros invertebrados, condujeron a la busqueda de Dscam en las
especies de Crasssotrea spp. Como se menciond anteriormente existe una secuencia
depositada en GenBank de Dscam de ganglio visceral de C. gigas, pero no existe
informacidn disponible acerca de las condiciones experimentales y técnicas por las cuales
se obtuvo dicha secuencia. El reporte consiste en un resumen presentado en un congreso
y no existe como publicacion formal (Gorbushing e lakloveva, 2013). En general, se
desconocia si Dscam se expresaba en otras especies de Crassostrea, sus niveles de
expresién en condiciones control y/o infectados, la existencia de isoformas y su posible
participacidén en la respuesta frente a patégenos, por tanto, este trabajo aporta algunos
hallazgos de la presencia y posible participacién de Dscam en la respuesta inmune de

Crassostrea spp. frente a patdgenos virales, bacterianos y parasitarios.

En este trabajo se lograron amplificar los dominios de Dscam en branquias, manto y
glandula digestiva y semilla de Crassostrea spp., aunque solo se secuenciaron los
productos de PCR provenientes de branquias. El andlisis de las secuencias obtenidas de
Dscam de de Crassostrea gigas, C. corteziensis y semilla de C. sikamea, mostré una
organizacién en los dominios de Dscam conservada. Se identificaron ocho dominios
inmunoglobulina (Ig), cuatro dominios FNIIl, un dominio TM y un tallo citopldsmatico
como ha sido reportado en artrépodos (Chiang et al., 2013; Chou et al., 2011; Hung et al.,
2013;), Ng et al., 2015; Schmucker et al., 2009; Yamakawa et al., 1998). La amplificacién
de los dominios variables 1g3 e Ig7 de Dscam presenté dificultades, los electroferogramas
mostraban mds de un pico en una misma posicidén. Esto podria deberse a la unién
deficiente de los oligonucleétidos sobre la secuencia del ADN, ademas las variantes que
existen entre los dominios, dificultan el disefo de oligonucléotidos especiifcos para su

amplificacién. Probablemente la secuenciaciéon de fragmentos de mayor longitud con
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tecnologias de nueva generacién (como PACBIO) podria proporcionar mejores resultados

(Rhoads y Au-KF, 2015).

Se logré la identificacién de dos regiones conservadas, una de 507 pb localizada en el
péptido sefial y dominio Igl, y otra de 490 pb ubicada en el dominio TM vy tallo
citoplasmatico. Nuestros resultados coinciden en longitud aproximada a las reportadas,
aunque con una localizacion diferente a las regiones conservadas identificadas en L.
vannamei (469 pb), ubicada en el dominio Ig8 al dominio 4 de FNII, y en P. monodon (491

pb), localizada en la regién del dominio Ig4 al dominio Ig6 (Chou et al., 2009, 2011).

Identificamos la expresién de Dscam en tejido de individuos completos de Crassostrea
spp. mediante hibridacion in situ. Los tejidos infectados de manto, branquias, glandula
digestiva y gonada de C. gigas y C. corteziensis mostraron sefial positiva para Dscam. La
intensidad de sefial observada preferentemente en los tejidos de manto y branquia
infectados, coinciden con la afinidad que muestran OsHV-1 y P. marinus a estos tejidos
durante algunas etapas del proceso infeccioso. Es importante mencionar que no se
identifico sefal positiva para Dscam en organismos control, aunque se utilizé una sonda
especifica durante los ensayos. La falta de un anticuerpo Anti-Dscam especifico para
Dscam de Crassostrea spp., limita el uso de técnicas como ELISA, inmunoperoxidasa e
inmunohistoquimica para cuantificar los niveles de proteinas de Dscam. Por este motivo
se realizaron ensayos de qPCR para evaluar la expresién de Dscam en branquias y manto

de ambas especies observados por hibridacion in situ.

Los resultados de gPCR revelaron un fuerte incremento en los niveles de expresion de
Dscam en branquias infectadas con OsHV-1. Posiblemente porque es el resultados de una
infeccidn reciente, ya que las branquias mantienen un intercambio constante con el medio
exterior y es la entrada principal de patdégenos (Allam y Raftos, 2016; Allam y Pales-
Espinoza, 2015). Durante el proceso de deteccion de patégenos se amplificd la subunidad

catalitica de la ADN polimerasa del OsHV-1 (Davison et al., 2005; Webb et al., 2007); se ha
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descrito que es un gen de respuesta temprana en procesos de infeccidon (Segarra et al.,
2014). Por ultimo, Evans et al. (2017), reportaron que los limites de deteccién
cuantificables de carga viral de ADN OsHV-1 son mayores en branquia en comparacion con
otros érganos como manto y musculo abductor. En manto los niveles de expression de
Dscam fueron menores, esta diferencia puede estar asociada con la menor abundacia del
OsHV-1. Recientemente, Martenot et al. (2016), reportaron una disminucion de los genes
de expression viral a las 24 horas posteriores a la infeccion en las branquias, pero un
incremento en el nimero de copias virales en el manto infectado de semillas de C. gigas.
Estas evidencias sugieren que los genes virales se expresan de manera diferencial de
acuerdo a la etapa de la infeccién (He et al.,, 2015). Los hallazgos mostrados en este
trabajo sugieren la relacidon entre la presencia de patdgenos y los niveles de expresion de
Dscam, sin embargo, es necesario evaluar los niveles de expresién de Dscam en las

diferentes tallas de C. gigas asi como en las diferentes etapas de la infeccidn viral.

El andlisis de hibridacidn in situ en C. corteziensis reflejé una menor intensidad en la sefial
de Dscam. De igual manera, la sefial se localizé6 mayoritariamente en branquias y manto.
Los niveles de expresidon de Dscam en branquias infectadas con P. marinus reflejan
cambios significativos, sin embargo, en el caso de manto se observd un decaimiento en la

expresion de Dscam en comparacion con los individuos control.

Los resultados observados podrian estar relacionados con la resistencia de C. corteziensis
a la infeccién de P. marinus (Gutiérrez et al., 2015; Tanguy et al., 2004). Los niveles de
expresion son consistentes con un bajo nivel de infecciéon. Los mecanismos que confieren
resistencia a C. corteziensis no han sido determinados, sin embargo, se ha reportado que
C. gigas es menos susceptible a la presencia de P. marinus en comparacién con C.
virginica. Guo et al. (2015), reportaron que la glandula digestiva es un érgano blanco para
la infeccion de P. marinus, por lo que en futuros estudios debe considerarse la evaluacién

de la expresion de Dscam en glandula digestiva en presencia de P. marinus.
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La inhibicion de Dscam observada en manto infectado podria ser un mecanismo inducido
por la presencia de P. marinus. Esto podria estar relacionado con la distribucion en el

tejido y/o con el patégeno presente.

Algunos reportes evidencian disminucion en la expresion de Dscam en presencia de
ciertos patoégenos. Por ejemplo, en S. paramamosain infectado con el andlogo sintético de
RNA de doble cadena, Poly I:C, los niveles de expresién de Dscam en cerebro se
incrementaron a las 6, 12, 48 96 h posteriores a la infeccién, mientras que se observd una
disminucion en hemocitos en todas las horas evaluadas (Li et al., 2017). En hemocitos de
L. vannamei y P. leniusculus inoculados con WSSV, se reportd un decaimiento y ausencia
de expresidon de Dscam, respectivamente. Hasta el momento no existe informacién acerca
de los mecanismos de transcripcidon que inducen este efecto en la regulacion de Dscam
(Watthanasurorot et al., 2011; Hung et al., 2013). Tampoco se conocen los mecanismos de

inhibicidn 6 defensa inducidos por P. marinus en C. corteziensis.

Los reportes en crustdceos, sugieren que Dscam tiene una respuesta eficiente frente a
bacterias y limitada en presencia de virus. Nuestros resultados muestran que también la
presencia de OsHV-1 en C. gigas tiene efecto en su expresion, aunque aun se debe evaluar

si Dscam en C. gigas participa en la union y eliminacién de virus.

Para evaluar si Dscam participa en procesos de infeccidon aguda, su expresion fue evaluada
durante el proceso de exposicion a una bacteria Gram negativa (E. coli), también se
incluyeron a los receptores TLR2 y FREP, asi como la interleucina IL-17-3 por su reciente
evidencia de diversificacion inmune para conferir cierta especificidad en procesos con LPS

de E. coli.
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Se conoce que las especies de Vibrio y Herpes virus, son los patdgenos mads importantes
en la acuacultura de bivalvos. E. coli es una bacteria gram negativa al igual que Vibrio spp,
qgue hasta ahora se ha considerado como no patdgena en ostiones. El gran interés que hay
por esta bacteria en cultivo de moluscos es Unicamente desde una perspectiva de salud
publica, ya que los ostiones por sus habitos alimenticios pueden ser portadores de
patégenos para el humano. Sin embargo, en el grupo de trabajo, recientemente se aislé
una cepa baceriana con capacidad de causar mortalidad en C. gigas durante experimentos
de reto, la cual fue identificada por pruebas bioquimicas y fisiolégicas como E. coli y
posteriormente confirmado con la secuenciacion de su genoma (Savin-Amador, 2015;
resultados no publicados). Por esta razén, decidimos evaluar la respuesta de Dscam vy
otros genes inmunes en presencia de esta cepa de E. coli, como modelo experimental reto
con una bacteria patégena. Aun falta determinar si la presencia de E. coli constituye un
riesgo para C. gigas. Hasta el momento la presencia de este coliforme en C. gigas se asocia
con la descarga de agua contaminada en aréas asignadas al cultivo (Derolez et al., 2013;

Vega et al., 2013; Vega y Marin, 2014).

Los resultados mostraron bajos niveles de expresion de Dscam en branquias en todas las
horas evaluadas bajo estas condiciones de ensayo. Esto sugiere que Dscam no participa de
manera inmediata en la exposicidn a E. coli. Los niveles de expresion de Dscam en manto
fueron mas altos en comparacién con branquias, contrariamente a lo observado en C.

gigas infectado con OsHV-1.

Las diferencias observadas en los patrones de expresidn podrian estar asociados con la
respuesta a E. coli. Schwarz y Evans (2013) sugieren que las poblaciones de transcritos de
Dscam estan relacionadas con los requerimientos de cada proceso infeccioso.

En este estudio, la expresidon de TLR2 sugiere una alta capacidad de reconocimiento a
ligandos de E. coli, que podrian estar asociada a su localizacién subcelular y afinidad de

union de los receptores tipo Toll (Zhang et al., 2013). Los autores encontraron que los
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TLRs estan distribuidos principalmente en endosomas tardios y membrana plasmatica,
ademas de que los patrones de expresion de mensajeros de TLRs en hemocitos fueron
altos cuando C. gigas fue expuesto a bacterias gram negativas (HKVP), lipoproteina
sintética (FSL-1) y LPS de E. coli. Reportes previos indican que los TLR de C. gigas muestran
una organizacién estructural similar a otros invertebrados (Zhang et al., 2013), por lo
tanto, la alta especificidad y respuesta rapida soportan la idea de una respuesta inmune

compleja en los bivalvos.

Los niveles de expresién de FREP mostraron que no responde de manera inmediata en
branquias y manto infectado. En C. gigas solo se ha determinado los niveles de expresién
de FREP en branquias, glandula digestiva y hemolinfa (Huang et al., 2015). Hasta el
momento no hay reporte de los niveles de expresién de FREP en manto y tampoco del
efecto de la presencia de patdgenos. Sin embargo, en M. galloprovincialis, 1a inoculacion
con LPS, V. anguillarum (Gram negativa) y M. lysodeikticus (Gram positiva), evidenciaron
un incremento significativo en los niveles de expresion de FREP en hemocitos a las 24 h

posteriores al estimulo (Romero et al., 2011).

Por otra parte, en hemocitos de Agropectum irradians expuestos a la bacteria Gram
negativa, Listonella anguillarum, se observd un incremento gradual en los niveles de
expresion de FREP durante las primeras 9 h posteriores a la exposicidn, el pico maximo a
las 9 h seguido de un disminucién gradual a las 12 h y 24 h (Zhan et al., 2009). En este
trabajo no se observd un incremento gradual en los niveles de expresion de FREP en

branquias y manto. El pico maximo observado fue a las 24 h para ambos tejidos.

La distribucién de la familia de genes de IL-17 ha sido reportada en branquias, glandula
digestiva y manto de adultos de C. gigas (Li et al., 2014). Ademas, se encontrd una alta

expresion de IL-17-3 en hemocitos expuestos a LPS y a bacterias V. alginolitycus atenuadas
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por calor (HKVA). Nuestros resultados no muestran una evidencia clara de la participacién

el IL-17-3 en branquias de organismos expuestos a E. coli.

Por otra parte, en manto, si se observé incremento en los niveles de expresidon tanto al
inicio como al final del experimento. Los elevados niveles de expresién a las 48 h coinciden
con la participacion de IL-17 en respuesta a bacterias Gram positivas. Especificamente, IL-
17-3 que mostro incremento en los niveles de expresién a las 24 h posteriores a la
inoculacién de LPS en hemocitos de C. gigas (Li et al., 2014). Probablemente los altos
niveles de expresion de IL-17-3 al tiempo 0 h, corresponden a un estimulo inicial causado
por la inoculacion de E. coli, sin embargo, la respuesta no se mantuvo. Es necesario
realizar mds ensayos para determinar la participacién de otras IL-17, (1, 2, 4 y 6), las cuales

participan ante infecciones de patdgenos.
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9. CONCLUSIONES

Se logro identificar la expresién de Dscam en las especies de C. gigas, C. corteziensis y C.
sikamea. Los tejidos de manto, branquias y semilla (C. sikamea) sin evidencia de

patégenos y con patdogenos expresan Dscam.

La localizacién de Dscam por hibridacién in situ, en tejidos de C. gigas y C. corteziensis
infectados mostré que las branquias y el manto expresan Dscam de manera preferente,
mientras que glandula digestiva, intestino y gdénada, expresan en menor proporcidn
expresion de Dscam. Esto podria estar asociado con la localizacién del patégeno y el nivel

de infeccion.

El analisis de las secuencias de la regidn codificante de Dscam de tres especies del género
Crassostrea, mostré una organizacién conservada, manteniendo una similitud en su

arquitectura como se ha observado en algunos artrépodos.

La identificacion de regiones conservadas de Dscam fueron determinantes para la
generacion de sondas y oligonucledtidos especificos para la cuantificaciéon por gPCR. Por

lo que es de gran utilidad para evaluaciones posteriores en especies de Crassostrea.

Los niveles de expresion elevados de Dscam en branquias infectadas con P. marinus y

OsHV-1 indican que es un tejido blanco para evaluar los procesos infecciosos.

Las evidencias sugieren que la expresion de Dscam en manto podria estar influenciada por

la afinidad del patdgeno hacia este tejido.
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La expresion de Dscam no se incrementa de manera inmediata, en branquias y manto de
C. gigas infectados con E. coli, el pico de maxima expresion se observo a las 12 h en

ambos tejidos.

Se observd un incremento gradual de 0 h a 12 h en la expresién de Dscam en manto. En
este tejido los niveles de expresiéon de Dscam fueron mayores en comparacion con

branquias.
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