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RESUMEN

La almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus es un molusco pectinido de importancia
comercial en el estado de Baja California Sur debido a su demanda y alto valor comercial
ya que su mercado es principalmente para exportacion. Esta especie se caracteriza por
poseer un musculo aductor grande, de interés gastrondmico por su sabor. Durante el
crecimiento del musculo en vertebrados participan diferentes genes en su regulacion; uno
de estos es la MIOSTATINA, la cual es un potente regulador negativo de la masa muscular
esquelética. El estudio de este gen ha interesado a diversos campos de la ciencia, desde
ciencias pecuarias hasta ciencias médicas, lo cual ha resultado en que se ha estudiado en un
gran numero de especies de vertebrados. En el caso de invertebrados, particularmente
pectinidos, el gen ortdlogo de la miostatina (mstn) de vertebrados se ha caracterizado en
Argopecten irradians, Chlamys farreri, Patinopecten yessoensis, A. purpuratus y
recientemente en Nodipecten subnodosus. El silenciamiento génico a través del
desencadenamiento del proceso de ARN de interferencia es una de las estrategias utilizadas
para determinar la funcion de un gen. Recientemente en moluscos esta estrategia es
utilizada para conocer la funcion de diferentes genes de interés para la acuacultura y genes
involucrados en la inmunidad de los huéspedes intermediarios de la esquistosomiasis. Sin
embargo, son pocos los estudios realizados en moluscos utilizando el ARN de interferencia
y aun se encuentra en proceso el descubrimiento de todos los componentes de la
maquinaria del silenciamiento génico en moluscos. En el presente trabajo se evalu6 la doble
cadena de ARN (dsRNA) para silenciar el ARN mensajero de la mstn. Se disefid6 un
experimento con una duracion de 30 dias para el silenciamiento del transcrito de la mstn a
través de dsRNA, y en forma paralela evaluar la activacion del mecanismo de interferencia
por dsRNA usando el gen vital que codifica para la enzima GAPDH, gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (gapdh), ademas de utilizar un control negativo inyectando dsRNA
de un gen no presente en el genoma de N. subnodosus el cual fue el gen mejorado de la
proteina verde fluorescente (egfp, enhanced green fluorescent protein) para evaluar la
introduccion de dsRNA sin inducir efectos deletéreos o mortalidades. Se inyecto los dias 0,
6 y 13 del experimento en el musculo aductor una de tres concentraciones de dsRNA del
transcrito de la mstn (0, 5, y 30 nug) del transcrito de gapdh (0, 20 y 60 pg) o del transcrito
de egfp (0, 20 y 60 ng), aplicando en todos los casos inmediatamente post-inyeccion
impulsos eléctricos directamente sobre el musculo aductor. Se realizaron muestreos de
organismos cinco veces durante el experimento (los dias 3, 9, 15, 21 y 30). Se analizaron
las variables biométricas (peso biomasa, peso musculo y peso gonada) de los organismos y
las mortalidades que se presentaron a lo largo del experimento en los diferentes
tratamientos, donde se observd un incremento en biomasa y peso de gonada y no se
observo un incremento significativo en peso muscular, el cual se sugiere sea evaluado a
futuro utilizando tiempos experimentales mas largos. Se determiné la expresion relativa de
la mstn y de gapdh por PCR cuantitativo usando oligonucleoétidos externos a la dsRNA; los
valores obtenidos fueron normalizados y se realizaron analisis de varianza de dos vias,
encontrando diferencias significativas Unicamente entre dias experimentales, pero no se
observaron diferencias significativas en expresion de la mstn o de gapdh entre las diferentes
concentraciones evaluadas en cada caso. Debido a que se sabe que la expresion de la mstn
en musculo aductor incrementa durante la gametogénesis en esta especie y que se observo



un incremento en el peso gonadal durante el tiempo experimental, se realizé un analisis de
covarianza buscando corregir por el posible impacto que la maduracion gonadica pudiese
haber tenido sobre la expresion de la mstn y gapdh, introduciendo como covariable el peso
de la gonada de cada individuo cuya expresion relativa fue estimada. Al introducir el peso
de la gonada como covariable en la expresion relativa de gapdh, indicd que esta era
significante y al considerar ese crecimiento gonadal en el analisis se logro un ajuste de los
valores de expresion. Se encontraron adicionalmente a las diferencias significativas entre
dias experimentales, diferencias significativas entre concentraciones del grupo control (0
ug dsRNA) y la expresion relativa de los grupos inyectados con la dsRNA (20 y 60 ug
dsRNA-gapdh), con los dos tltimos presentando una expresion significativamente menor
que la del grupo control como seria esperado de una interferencia exitosa. En el caso de la
mstn al introducir el peso de la génada como covariable, se encontraron diferencias
significativas entre las concentraciones de la expresion relativa, donde los organismos
inyectados solamente con solucidén salina (0 pg dsRNA) presentaron una expresion
significativamente mayor que la expresion estimada para las concentraciones inyectadas de
5y 30 pg dsRNA-mstn. En el caso de la dsSRNA-egfp, se debera reducir la dosis y/o evaluar
otro gen como control negativo, ya que egfp caus6 efectos deletéreos en la dosis mayor.
Adicionalmente se tomaron muestras de todo el musculo aductor durante los dias 3 y 30 del
experimento de dsSRNA-mstn, para determinar si se present6 hipertrofia e hiperplasia entre
los dias experimentales. Se determind el didmetro promedio de las fibras en cortes
transversales del musculo aductor y se realizé un conteo total de fibras por el area total del
musculo. Los analisis estadisticos para determinar si se presentd hipertrofia indicaron
diferencias significativas entre dias experimentales, indicando que no hubo hipertrofia ya
que el tamano de las fibras musculares al final del experimento (Md30) fue menor
comparado con el del inicio del experimento (Md3). En el caso de la hiperplasia, los
analisis estadisticos indican diferencias significativas entre dias experimentales,
observandose un incremento significativo en el nimero de fibras por mm? entre el inicio y
el final del experimento (Md3 a Md30), e indicando una posible hiperplasia. Asi como en la
variable de crecimiento de peso muscular no se observo un incremento de este tampoco se
observo una hipertrofia resultado de la interferencia de la mstn, posiblemente debido a que
se deben evaluar tiempos experimentales de mayor duracion. Es importante realizar
investigaciones futuras de este gen de importancia comercial con fines de clarificar su
funcion en el desarrollo del musculo esquelético, asi como su posible involucramiento en
otras funciones, ya que es conocido que en pectinidos el gen de la miostatina se expresa en
otros tejidos.

Dra. Ana Mariaiélrra Humphries



ABSTRACT

The lion-paw scallop, Nodipecten subnodosus, is a mollusk of commercial importance in
the state of Baja California Sur due to its high demand and commercial value. This species
is characterized by having a large adductor muscle that is of gastronomic interest for its
taste. Among vertebrates, skeletal muscle growth is regulated by several genes, one of
which is myostatin (mstn). MSTN is known to be a potent negative regulator of skeletal
muscle mass. This gene has been of interest in various fields of science, from animal
science to medical science, which has resulted in a large number of vertebrate species being
studied. In the case of invertebrates, particularly scallops, the mstn gene has been
characterized in Argopecten irradians, Chlamys farreri, Patinopecten yessoensis, A.
purpuratus and more recently in Nodipecten subnodosus. Gene silencing using RNA
interference is widely used to study the function of a gene. Recently, in mollusks, this
strategy has been used to determine the function of various genes of interest for aquaculture
and genes involved in immunity of the intermediate hosts of schistosomiasis. However,
there are few studies on mollusks using RNA interference and all components of the
machinery of gene silencing in mollusks are still in the discovery process. In this work, a
double-stranded RNA (dsRNA) was used to silence the mstn transcript. A 30 day
experiment was designed, carrying in parallel an evaluation of the activation of the
mechanism of interference by dsRNA using the vital gene gapdh encoding for the
glyceraldehyde3-phophate dehydrogenase enzyme, GAPDH. The enhanced green
fluorescent protein gene (egfp) was used as a negative control to evaluate the introduction
of dsRNA that would not result in deleterious effects or mortality. On days 0, 6 and 13,
three concentrations of dsSRNA-mstn (0, 5, and 30 pg), dsSRNA-gapdh (0, 20 and 60 pg), or
dsRNA-egfp (0, 20 and 60 pg) were injected into the adductor muscle of individual
scallops. In all cases, immediately after the injection, electrical impulses were applied
directly to the adductor muscle. Sampling of organisms was performed five times during
the experiment (days 3, 9, 15, 21 and 30). Biometric variables (biomass, muscle weight,
gonad weight) were analyzed for all organisms and mortalities occurring throughout the
experiment in the different treatments were recorded. An increase in biomass and gonad
weight was observed along the experiment, but there was no significant increase in muscle
weight. This suggests that the experimental time needs to be longer. The relative expression
levels of mstn and gapdh were determined by quantitative PCR. The values obtained were
normalized using the geometric mean of two reference genes and two-way analyses of
variance were performed. Significant differences between experimental days were
observed, but no significant differences in expression of mstn or gapdh between the
different concentrations evaluated for each gene were observed. Because it was known that
the expression of mstn in adductor muscle increases during gametogenesis in this species,
an analysis of covariance was performed to correct for the possible impact that gonadal
maturation might have had on the expression of mstn and gapdh. The gonad weight was
introduced as the covariate for each individual whose relative expression was estimated.
Introducing the gonad weight as a covariate in the relative expression of gapdh showed that
this covariate was significant in the ANCOVA, and its inclusion in the analysis resulted in
significant differences not only between experimental days, but between concentrations,
with the control group (0 pg dsRNA) having a higher relative expression than that seen for



the groups injected with the dsRNA (20 and 60 pg dsRNA-gapdh) as expected from a
successful RNA interference. In the case of mstn, inclusion of gonad weight as a covariate
in the analysis also resulted in a correction of the expression data finding significant
differences between the control group (0 pg dsRNA) relative expression, which was
significantly higher than the relative expression of both of the injected groups
(concentrations of 5 and 30 pg dsRNA-mstn). For the case of egfp interference experiment,
it was found that injection of dsRNA of this gene caused deleterious effects at the highest
dosage evaluated indicating that in future studies another gene should be used as a negative
control. Additionally, samples were taken from all adductor muscles from the dsSRNA-mstn
experiment on days 3 and 30 to determine whether there was hypertrophy and hyperplasia
by the end of the experimental days. The mean diameter of fibers was obtained from
adductor muscle cross-sections, and total counts of fibers held by the total muscle area were
estimated. The ANOVA evaluating whether there was hypertrophy indicated significant
differences between experimental days, although the results were unexpected because the
size of the muscle fibers at the end of the experiment (MD30) was smaller compared to the
beginning (Md3). In the case of hypertrophy, statistical analyses indicated significant
differences between experimental days as well, but in this case showing an increase in the
number of fibers per mm? between the start and the end of the experiment (Md3 to MD30),
and therefore suggesting that hyperplasia did occur. Nevertheless, further work with longer
experimental periods would be necessary to clarify if hypertrophy and hyperplasia result
from mstn RNA interference. It is also important to study the impact of the dsRNA
interference on other tissues than muscle to further understand the function of this gene
because it is known that myostatin in pectinids is expressed in multiple tissues.

a
Dr. Ana Maria I%ra—Hu’m/phries
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1. INTRODUCCION

El Golfo de California es el inico mar interior en el Pacifico Oriental, la region mas
importante de pesqueria en México, y uno de los sistemas marinos mas vigilados por el
sector de la conservacion en el mundo (Lluch et al., 2007). Al igual que el Golfo de
California, del lado del Pacifico en la Peninsula de Baja California tienen lugar la pesca
artesanal y la acuicultura, ya que son ambientes marinos altamente productivos
(Cisneros-Mata, 2010). Los pectinidos son una importante pesqueria bajo explotacion
en el noroeste de México. La actividad comercial comenzé en los afos 70s pero su
produccion es variable, lo cual ha servido como un impulso para la mejora de la pesca a
través de la acuicultura (Félix-Pico, 2006). Los pectinidos son explotados activamente
en el mundo, y normalmente como recurso, soporta alta presion de pesca; en algunos
paises se han hecho esfuerzos para mantener la captura dentro del maximo sustentable,
lo cual ha permitido el desarrollo de técnicas de cultivo y manejo acuicola (Ponce-Diaz

etal., 2011).

El grupo de los moluscos pectinidos se diferencia de otros moluscos bivalvos en la
presencia de un musculo aductor grande, siendo la parte principal del organismo que se
comercializa. Es la caracteristica mas dominante en el cuerpo del animal y es el
musculo mas buscado por los gastronomos. El éxito de su cultivo se debe a la gran
aceptacion y demanda gastrondmica del musculo aductor a nivel mundial, y es por esta

razon que el musculo es estudiado (Chantler, 2006).

La familia de los pectinidos alberga a mas de 350 especies, de las cuales son muy pocas
las que destacan por su importancia comercial, una de ellas es la almeja mano de leon
Nodipecten subnodosus, la cual tiene una amplia distribucion a lo largo de la costa
occidental de Baja California Sur, centro y sur del Golfo de California hasta Pert
(Holguin-Quinones y Garcia-Dominguez, 2011). Esta especie lidera en los pectinidos
explotados comercialmente; las zonas de mayor captura en Baja California Sur son en

las lagunas Ojo de Liebre y Guerrero Negro donde existen bancos explotados



comercialmente mientras que en el Golfo de California solo se captura en Bahia

Bacochibampo en Sonora (Ponce-Diaz et al., 2011).

La almeja mano de ledn es la especie mas grande y pesada de América tropical, su
altura maxima es de 170 mm pero algunos especimenes han alcanzado longitudes de
218 mm, su peso completo es alrededor de 1400 g y su musculo aductor de 160 g. Su
habitat se puede encontrar desde la zona de mareas hasta 110 m, habita lagunas, bahias
y canales profundos de mas de 6 m con corrientes fuertes, el tipo de fondo donde se le
puede encontrar es sustrato arenoso ¢ incluso algunos bajos con zacatal. Es una especie
hermafrodita funcional, cuyas poblaciones presentan su madurez sexual después de los
80 mm (Félix-Pico, 2006; Pefia, 2001; Ponce-Diaz et al., 2011), aunque dependiendo
del sitio de origen de la poblacion, la primera madurez sexual puede ocurrir desde los

50-55 mm (Maldonado-Amparo et al., 2004).

Esta especie es de gran importancia comercial en el estado de Baja California Sur
debido al alto precio que alcanza en el mercado y principalmente estd destinado a la
exportacion, motivo por el cual es necesario generar conocimiento acerca de su
biologia, para potencialmente apoyar una administracion racional. Roman et al. (2001)
mencionan la importancia de conocer el periodo reproductivo en los pectinidos debido a
que existe una relacidon muy clara entre la reproduccion y el contenido de carne; se sabe
que en los pectinidos existe un ciclo de almacenamiento y empleo de energia. El
musculo aductor es uno de los 6rganos que almacena energia, lo cual puede afectar o
generar variaciones en el rendimiento segun los procesos fisioldgicos ocurriendo en los
organismos. En el caso de la almeja mano de ledn, se sabe que su periodo reproductivo
es amplio, de agosto a enero, con dos picos de desove en octubre y diciembre, por lo
que se recomienda su extraccion en los meses de abril a julio, que es cuando el musculo
aductor presenta su mejor condicion (Ponce-Diaz et al., 2011; Carta Nacional Pesquera

DOF, 2012).

Investigaciones dirigidas a conocer la biologia (crecimiento, reproduccion) y genética

(endogamia y estructura poblacional) de esta especie, asi como para desarrollar



biotecnologias de poliploidia con fines de mejora productiva y de reduccion de
impactos genéticos de la acuicultura han sido realizadas en los ultimos 15 afios por el
grupo de Genética y Mejoramiento Animal Acuicola del CIBNOR (Racotta et al., 2003;
Maldonado-Amparo et al., 2004; Racotta et al., 2008; Ibarra et al., 2006; Ramirez-
Arce, 2009; Petersen et al., 2009; Petersen et al., 2008; Petersen et al., 2010; Ibarra et
al., 2011).

A pesar de la importancia comercial de esta especie, la genética es un aspecto que se
encuentra muy poco estudiado, aunque el grupo de estudio de Ibarra y colaboradores ha
brindado importantes avances para conocer la genética de la especie, donde su
importancia radica en utilizar este conocimiento para realizar manejos poblacionales
conservando este recurso natural y asi poder implementarlo en cultivos comerciales sin
afectar a las poblaciones silvestres de esta especie, ademas de implementar tecnologias

para incrementar la produccion y el aprovechamiento de la especie.

Principalmente de esta especie en citogenética faltan ain estudios para determinar su
cariotipo pero a la fecha se conoce su nimero cromosémico diploide, el cual es 2(n) 38
(Ibarra et al., 2011). Respecto a las tecnologias de poliploidia en N. subnodosus se ha
evaluado la ventaja de los triploides, encontrandose que en condiciones estresantes,
estos son superiores respecto al crecimiento en el musculo aductor debido al
almacenamiento de energia, la cual no es utilizada para la reproduccién reflejando la
ventaja en el crecimiento (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramirez-Arce, 2009). Por
ultimo en el estudio de genética de poblaciones, se han desarrollado marcadores
moleculares tipo microsatélites (Ibarra et al., 2006; Petersen et al., 2009) para el estudio
de poblaciones y con ayuda de esos marcadores se determind que existen dos
poblaciones diferentes, una ubicada la laguna Ojo de Liebre y la otra distribuida a lo
largo del Golfo de California (Petersen et al., 2010). Esos marcadores a su vez
ayudaron para el estudio de la semilla producida en laboratorio, donde se encontraron
fuertes relaciones de parentesco entre la semilla producida que impactan sobre la
heterocigosidad de las siguientes generaciones reduciendo su capacidad adaptativa

(Petersen et al., 2008), Lo anterior permite sugerir que para el mejoramiento de la



produccion de semilla se aumente el nimero efectivo de reproductores y se evite la
autofecundacion al no usar desoves ‘en masa’ en la produccidon comercial de esta

especie hermafrodita funcional (Ibarra et al., 2011).

En un esfuerzo por identificar genes involucrados en la gametogénesis y especialmente
aquellos controlando el ciclo celular meidtico con fines de utilizarlos en un futuro para
inducir a la esterilidad en esta especie, se generaron librerias transcriptomicas de
gonada inactiva y de la region masculina (Llera-Herrera et al., 2013), identificando
1,153 genes con anotaciones de meiosis, espermatogénesis, diferenciacion sexual y
elementos transponibles. Finalmente, més recientemente el transcrito del gen de la
miostatina de esta especie fue caracterizado y la expresion del gen evaluada durante un
ciclo de crecimiento, mostrando una relacion entre la expresion relativa de Ia
miostatina, la gametogénesis y la disponibilidad del alimento. Esto es, se encontrd que
durante la gametogénesis asi como durante los meses de baja disponibilidad de alimento
(verano), los niveles de los transcritos de la miostatina aumentaron produciendo atrofia

(Morelos et al., 2015).



2. ANTECEDENTES

2.1 El gen de la miostatina

La superfamilia del factor de crecimiento transformante B (TGF-) comprende mas de
50 proteinas estructurales relacionadas con multiples roles en el desarrollo embrionario
y la homeostasis de los tejidos en animales adultos. La mayoria de estas proteinas estan
agrupadas en tres grandes grupos de subfamilias: TGF-fs, proteinas morfogenéticas del
hueso (BMPs del inglés Bone Morphogenetic Protein), GDFs o factores de crecimiento
y diferenciacion y activinas/inhibinas (Funkenstein y Olekh, 2010; McPherron et al.,
1997). La miostatina (también conocida como GDF-8, factor de crecimiento y
diferenciacion-8) es un miembro de la familia TGF-B que actia como un potente

regulador negativo de la masa muscular esquelética (Amirouche et al., 2009).

La miostatina en vertebrados se expresa en el mtsculo esquelético de adultos, asi como
durante etapas tempranas de la embriogénesis. La expresion de la miostatina se
restringe a los compartimientos del miotomo y las somitas en desarrollo, pero en etapas
tardias se expresa a través del desarrollo en el linaje miogénico, y en animales adultos la
mstn se expresa en el musculo esquelético en mamiferos (Lee y McPherron, 2001). Para
determinar la funcion bioldgica de la mstn se construyeron lineas genéticas de ratones
que no expresaban el gen, encontrando que estos ratones eran significativamente mas
grandes, mostraban un incremento en toda la masa muscular, los misculos pesaban de
dos a tres veces mas que los animales control y el incremento de masa resultd de una
combinacion de hipertrofia e hiperplasia en las células musculares (McPherron et al.,

1997).

La secuencia proteica de la Miostatina contiene todas las caracteristicas de los
miembros de la superfamilia TGF-f, incluyendo una secuencia sefial para la secrecion
(RXXR), un sitio de procesamiento proteolitico y una region carboxilo-terminal que
contiene el patron conservado de nueve residuos de cisteina (Huang et al., 2011). El
gen de la miostatina en vertebrados contiene tres exones (Rodino-Klapac et al., 2009),

que codifican un precursor proteico de 376 aminoacidos, que incluye un propéptido en



el extremo amino-terminal seguido por una secuencia RSRR (Arg-Ser-Arg-Arg) que
representa un sitio potencial de corte y un extremo carboxilo-terminal de 109 amino
acidos que da lugar a la proteina activa (Huang et al., 2011). La activacion de la
Miostatina requiere de procesamiento proteolitico de la proteina precursora; el primer
corte se da por enzimas de la familia de las furinas eliminando el péptido sefal de 24
aminoacidos (Lee, 2004), el segundo ocurre en el sitio RSRR, localizado en los
aminoacidos 240-243 produciendo dos fragmentos que permanecen unidos de forma no
covalente: un propéptido N-terminal de 27,640 Da y un péptido C-terminal de 12,400
Da, el cual forma dimeros y posteriormente se convertird en la proteina activa. Este
complejo circula en la sangre manteniendo a la Miostatina de forma latente e
impidiendo su activacion. Un tercer corte en el amino 4cido 76 producido por una
metaloproteinasa perteneciente a la familia BMP-1/TLD (bone morphogenetic protein-1
Talloid) es requerido por ultimo para activar a la Miostatina (Lee, 2004; Rodino-Klapac

etal., 2009).

En general, la expresion de la miostatina puede ser controlada a diferentes niveles y
mediante diversos mecanismos, un ejemplo es la folistatina que puede unirse e inhibir a
varias proteinas morfogenéticas del hueso (BMP, bone morphogenetic proteins) asi
como a la Miostatina (Lee y McPherron, 2001; Hill et al., 2002). Otros ejemplos de
proteinas que son capaces de unirse a la Miostatina e inhibir su actividad son GASP-1
(G protein-coupled receptor-associated sorting protein 1), FLRG (follistatin related
gene), hSGT (human small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-contaning protein)
y T-cap (titin-cap protein), las cuales se unen a la proteina madura o a la proteina junto
con su propéptido que también actlia como un inhibidor (Dominique y Gérard, 2006;

Hill et al., 2002).

Desde que McPherron et al. llevaron a cabo la identificacion inicial de la miostatina en
1997, numerosas investigaciones se han llevado a cabo en diferentes especies (Elliot et
al., 2012). Las investigaciones relacionadas con el gen de la miostatina (mstn) han
interesado a diferentes campos de estudio, como son la medicina, fisiologia, biologia

molecular, genética, produccion y crianza de animales y también evolucion molecular



(De la Rosa-Reyna et al., 2006). Lo anterior ha resultado en que el gen de la miostatina
ha sido estudiado en un gran nimero de especies de vertebrados (McPherron y Lee
1997). En humanos, ratas, ratones, porcinos, pavos y pollos las secuencias proteicas de
la Mstn son idénticas en la region carboxilo-terminal de la molécula. La funcion de la
mstn también parece estar altamente conservada entre vertebrados mayores. Por
ejemplo, Grobet et al. (1997) demostraron que una mutacion en el gen de la miostatina
en el ganado Belgian Blue es responsable del fenotipo de la doble musculatura
causando la hipertrofia muscular o incremento en el tamafio muscular, y esto se ha visto
en varias razas de ganado y de perros, lo cual en el caso del ganado ha sido de interés
para los productores de carne. Lo anterior se debe a que los animales de doble
musculatura se caracterizan por un incremento en la masa muscular cercano al 20%,
debido principalmente a una hiperplasia musculo-esquelética o incremento en el
nimero de fibras musculares. Es por lo anterior que la mstn es considerada como un
gen candidato para la mejora en la produccion de carne ya que al ser un factor de
regulacion negativo del crecimiento muscular, determina la cantidad maxima de masa

corporal para la mayoria de las especies (Bindu et al., 2011; Fontanesi et al., 2008).

A pesar de toda la informacion generada en vertebrados, en invertebrados la
informacion existente sobre la funcion de la miostatina es escasa. En organismos
marinos se ha secuenciado este gen en cangrejo (Covi et al., 2008), langosta (MacLea et
al., 2010), camarones (De Santis et al., 2011; Kim et al., 2010; Qian et al., 2013), y
especificamente en moluscos se ha secuenciado en los pectinidos Argopecten irradians
(Kim et al., 2004; Guo et al., 2012), Chlamys farreri (Hu et al., 2010), Patinopecten
yessoensis (Kim et al., 2007), Argopecten purpuratus (Morales-Collio et al., 2014) y
Nodipecten subnodosus (Morelos et al., 2015), asi como en el mejillon Mytilus chilensis
(Nunez-Acufia y Gallardo-Escéarate, 2014). Sin embargo, en moluscos no existen

estudios dirigidos a conocer su funcion.

Por otro lado existen ya algunos estudios en otros invertebrados buscando definir si la
miostatina, por su papel crucial en el crecimiento y mantenimiento de los musculos en

vertebrados, tiene un papel similar en el crecimiento de los crustaceos. A pesar de esos



estudios, aun no queda claro su papel ya que a diferencia de su especificidad muscular
en mamiferos, en crustaceos el gen ortdlogo a la mstn de vertebrados no es una proteina
especifica del tejido muscular (Qian et al., 2013). Se ha propuesto que el gen ortdlogo
de la miostatina de vertebrados, denominado como gdf8/gdfll/mstn en crustaceos,
regula el crecimiento de manera positiva (esto es, al contrario que en vertebrados donde
la regulacion es en forma negativa) debido a que la expresion maxima de este gen se da
después de la muda, que es cuando el crecimiento del animal es mayor (De Santis et al.,
2011; Qian et al., 2013). Otro estudio que demuestra que el papel del gen ortologo de la
miostatina en crustaceos es diferente es el realizado por Lee et al. (2015), ya que estos
autores encontraron valores significativamente mas altos de expresion de la miostatina
en el corazdon comparado con el musculo de la region abdominal, sugiriendo como en el
caso de los otros autores, que su papel principal no parece ser en el crecimiento y
desarrollo del musculo. Adicionalmente, la disminucion del transcrito de este gen por
RNA de interferencia tuvo un efecto de alta mortalidad justo después de la muda, que

corresponde con el momento de mayor expresion de este gen en camarones.

2.2 Silenciamiento génico

Los mecanismos para silenciar la expresion génica no deseada son criticos para el
funcionamiento celular normal, e incluyen una variedad de ‘procesos de vigilancia’
tanto transcripcionales como post-transcripcionales. Por ejemplo, cuando el RNA se
encuentra en forma de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en inglés) desencadena uno
de estos procesos de vigilancia post-transcripcional, en donde el silenciamiento génico
o ‘interferencia’ implica el procesamiento o corte del dsSRNA en pequefios fragmentos
de aproximadamente 22 nucleotidos (siRNAs, short interfering RNAs), los cuales
tendran la funcion de degradar un transcrito de RNA de cadena sencilla que es

complementario al siRNA (Caplen et al., 2001).

El uso de RNA de interferencia (RNAi) es una de las herramientas disponibles para
estudiar la funcidén de un gen ya que sus efectos son generalmente especificos y ha sido
evaluado en vertebrados, invertebrados y en plantas (Helliwell y Waterhouse, 2005).

Fire et al. (1998) demostraron el uso de esta herramienta en inducir la interferencia



génica en C. elegans, lo cual sugiere que el mecanismo existe en otros invertebrados,
por lo que es necesario adecuar estas herramientas para intereses especificos,
particularmente en especies no modelo. EIl proceso mediante el cual trabaja el RNA1
comparte varias caracteristicas en distintos organismos y el resultado final es la
degradacion del RNA mensajero (mRNA) para producir el silenciamiento génico. Sin
embargo, la variacion observada en el silenciamiento inducido por la dsRNA sugiere
que este mecanismo se adapta a las necesidades biologicas en diferentes organismos.
Por ejemplo, Hannon (2002) indica que estas necesidades pueden incluir la metilacién
genomica para el silenciamiento transcripcional o postranscripcional, regulacion de la
estabilidad del mRNA, remodelacion de la cromatina que es esencial en la organizacion

y estabilidad del genoma, y también participa en la resistencia contra patdgenos.

Segtn Kavi et al. (2008) en el mecanismo de RNAI, la enzima Dicer es la que inicia el
proceso; esta pertenece a las ribonucleasas III, tiene un dominio ATP/RNA helicasa, un
dominio PAZ responsable del reconocimiento de los nucledtidos libres en el extremo
3’, dos dominios RNAsa III (RIIIa y RIIIb) que constituyen el centro activo catalitico y
un dominio dsRBD (double strand RNA Binding Domain). Dicer acta sobre el dsSRNA
y lo fracciona en pequefias moléculas de 21-23 nt (siRNAs). Estos siRNAs se
desenrollan y la “hebra guia” (hebra antisentido) se incorpora al complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RISC por sus siglas en inglés), y junto con la
proteina Argonauta, se unen por complementariedad de bases al mRNA blanco,
dirigiendo en conjunto la degradacion. Las proteinas argonautas se involucran también
en la degradacion de la “hebra pasajera” (hebra sentido) y esta se degrada mientras
sigue siendo parte del daplex de siRNA, por lo que se les relaciona con el

desenrollamiento del duplex de siRNA.

Las estrategias para inducir silenciamiento génico por RNAi dependerdn en gran
medida de la duracion del efecto de silenciamiento que se desea obtener y la naturaleza
y caracteristicas de las células, tejidos y organismos a utilizar (Sifuentes-Romero et al.,
2011). Por ejemplo, un método muy utilizado ha sido el RNA de doble cadena para

determinar la funcion de genes como el de la miostatina. Acosta et al. (2005)
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inyectaron a peces cebra con dos dosis de dSRNA desencadenando el proceso de RNAi
y produciendo organismos de mayor talla comparados con el control, encontrando que
el efecto fue dosis-dependiente. Otros trabajos con resultados similares sobre la
eficiencia del RNAi con invertebrados y miostatina se han realizado en Penaeus
monodon (De Santis et al., 2011) y Litopenaeus vannamei (Lee et al., 2015), asi como
con otro gen regulador del crecimiento gonadal (TGF-) en Crassostrea gigas (Huvet et

al., 2011), logrando niveles de interferencia variables para el silenciamiento del gen.

En experimentos realizados con animales vivos, la introduccion de la dsRNA a las
células se ha logrado inyectando Gnicamente o aplicando una estimulacion eléctrica en
las fibras musculares después de una inyeccion intramuscular de dsSRNA para promover
la entrada de este a las fibras musculares. Tal estimulacion, es llamada electroporacion
e induce a un incremento transitorio en la permeabilidad de la membrana lo que permite

que material exodgeno entre en las células (Gronevik et al., 2005).

2.2.1 RNA de interferencia en moluscos

Los trabajos encontrados en moluscos usan el RNA de interferencia como herramienta
para conocer la funcion de genes relacionados con inmunidad, interaccion huésped-
hospedero, sistema nervioso, sistema musculo esquelético, reproduccion y formacion de
la concha. Se ha trabajado con moluscos de importancia tanto comercial como algunos
involucrados en la salud humana. Algunas de las especies de moluscos estudiadas
utilizando RNA de interferencia incluyen: Biomphalaria glabrata, Lymnaea stagnalis,
Aplysia kurodai, Nipponacmea fuscoviridis, Crassostrea gigas, Pinctada fucata,
Pinctada martensii, Meretrix meretrix, Chlamys farreri, Argopecten purpuratus y Sepia
officinalis (Baeza Garcia et al., 2010; Hanington et al., 2010; Knight et al., 2011; Jiang
et al., 2006; Korneev et al., 2002; van Diapen et al., 2005; Lee et al., 2001; Hashimoto
et al., 2012; Fabioux et al., 2009; Huvet et al., 2011; Huvet et al., 2015; Wang et al.,
2012; Jee et al., 2014; Fang et al., 2011; Suzuki et al., 2012; Jiao et al., 2012; You et al.,
2012; Wang et al., 2011; Oyanadel et al., 2016; Grimaldi et al., 2004).
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Por ejemplo, se han realizado estudios de RNA de interferencia en moluscos en el area
de inmunidad con el caracol de agua dulce Biomphalaria glabrata para determinar la
funcion del gen FREP2 (proteina relacionada con la respuesta inmune ante trematodos
digenéticos); se inyectd dsRNA de frep2 dos dias previo a la exposicion del parasito
Schistosoma mansoni, encontrando que los organismos mostraron una disminucion
significativa de frep2 comparados con los controles, que respondieron ante la infestacion
del parasito aumentando sus niveles de expresion. De las dos dosis evaluadas, la mas
efectiva fue Sug (77-80% de reduccion en expresion) aunque mostrd que el efecto era
transitorio, con la mayor inhibicién de la expresion a los 4 dias post-exposicion,
regularizandose los niveles a los 10 dias (Jiang et al., 2006). En otro estudio con B.
glabrata se determind la funcion de la citoquina MIF (Macrophage Migration Inhibitory
Factor) utilizando dsRNA-mif encontrando una disminucion significativa de los
transcritos de mif, y observando que esto resultd en un incremento del niimero de
parasitos en los caracoles (Baeza Garcia et al., 2010). Otro estudio con este caracol
analizo la respuesta inmune ante Echinostoma paraensei, cuando se inhibe la proteina
FREP3 por medio de siRNA especificos; la inhibiciéon ocurrié a partir de las 12 h
continuando hasta las 120 horas. Los grupos interferidos fueron infectados con
miracidias en un 31% comparados con los controles (Hanington et al., 2010). Otro
estudio de respuesta inmune que demuestra el uso efectivo del RNAI1 fue el realizado por
Jee et al. (2014) en el ostion Crassostrea gigas, estos autores usaron dsRNA del gen de
la defensina 1, mostrando que puede no solo inhibir este gen sino también su homoélogo
la defensina 2. El efecto fue detectado a partir de las 12 h y hasta 72 h postinyeccion, y
la inhibicién no solo pudo ser apreciada en musculo aductor donde fue inyectada la
dsRNA, sino también en otros tejidos indicando que el mecanismo de RNAi es
sistémico, lo cual concuerda con estudios previos con este mismo organismo por

Fabioux et al. (2009).

Otra area de interés para el estudio de las funciones de genes por dsSRNA en moluscos a
través de lineas celulares, aunque tales lineas son escasas. Por ejemplo, en la almeja

Meretrix meretrix, para la cual se desarrolld la primera linea celular reportada en
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moluscos bivalvos, se aplico el sistema de interferencia con la finalidad de conocer si
podia servir para analisis posteriores; la interferencia fue realizada en una linea celular
de glandula digestiva interfiriendo al gen de ferritina, inhibiendo exitosamente en un
66% los niveles de mRNA y en un 20% los niveles de proteinas comparado con los
controles, indicando de esta manera que el RNAi fue efectivo (You et al., 2012).
Estudios de interferencia génica por dsRNA asociados con sistema nervioso también han
sido realizados en moluscos gasteropodos para los cuales ya han existido por algin
tiempo cultivos celulares. Por ejemplo en Aplysia kurodai y Lymnaea stagnalis se
estudié la memoria de largo plazo, un gen relacionado con el comportamiento de
alimentacion y un ultimo gen involucrado en el crecimiento neuronal. Especificamente
para el caso del gen C/EBP, el cual se encuentra involucrado en la adquisicion de
memoria de corto y largo plazo, Lee et al. (2001) estudiaron su funcion utilizando
dsRNA en cultivos celulares neuronales, encontrando que el silenciamiento fue efectivo.
En el caracol Lymnaea stagnalis se silencié el gen nNOS in vivo e in vitro demostrando
la inhibicion del transcrito en el sistema nervioso central, y encontrando que esto afect
el comportamiento de alimentacion (Korneev et al., 2002). Otro gen, en este caso
involucrado en el desarrollo y crecimiento de las neuritas en Lymnaea stagnalis, L-
TRIM, fue interferido inyectando dsRNA y logrando silenciar el transcrito exitosamente

(>70%) e inhibir el crecimiento de las neuritas in vitro (van Diapen et al., 2005).

La formacion de la concha es también un area en la cual se han realizado diferentes
analisis para conocer la funcion de diferentes genes involucrados en su desarrollo y
crecimiento. Los resultados obtenidos mostraron una reduccién en el nivel de expresion
o cambios visibles en la estructura de la concha a causa de la inhibicion de los genes.
Por ejemplo, el gen Pif es un componente esencial de la matriz organica para obtener un
crecimiento normal de la capa nacarada en la ostra perlera P. fucata; este gen fue
interferido utilizando dsRNA con tres distintas dosis, mostrando un efecto dosis
dependiente y un nivel maximo de inhibicion de 60 % (Suzuki et al., 2009). Este mismo
gen (Pif97), cuya proteina esta encargada de la mineralizacion de la calcita para la

formacion de la concha, fue evaluado en C. gigas; se utilizo siRNA y al igual que en el
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estudio anterior, su efecto fue dosis dependiente con niveles de reduccion de 67.6 %
para la dosis mas alta ademas de observar cambios morfoldgicos en la concha (Wang et
al., 2012). Otro estudio con la ostra perlera fue realizado por Fang et al. (2011)
investigando la funcion de cinco genes obtenidos a través de librerias sustractivas y
expresados en el manto. Su estudio con RNAi indicé que estdn involucrados en la
formacion de la capa nacarada, y como en estudios previos, el efecto fue dosis
dependiente con niveles méximos de inhibicion de 60% en las dosis mds altas. Una
ultima investigacion en ostras perleras se llevo a cabo con el gen DPR (Dermatopointin),
usando dsRNA, y logrando una inhibicion del gen de 95 % en los grupos con las dosis
mas altas, indicando que el efecto fue dosis-dependiente; los organismos experimentales
mostraron un crecimiento desordenado de la capa nacarada, infiriéndose que DPT
participaba en la formacion de nacar en esta ostra perlera (Jiao et al., 2012). Finalmente,
dentro de los estudios de genes involucrados en el desarrollo de la concha esta el de
Hashimoto et al. (2012) donde se investigaron las funciones de diferentes genes
involucrados en el desarrollo de la concha y opérculo de la lapa Nipponacmea
fuscoviridis. Se inyectd6 dsRNA para el gen ortdlogo a dpp (decantaplegic/BMP2/4) de
Drosophila, lo cual resulté en malformaciones en la concha, ademas de que esta fue mas
pequeiia. Sin embargo, no se conoce cuales fueron los niveles de inhibicion de este gen

ya que no cuantificaron el mRNA.

En el area de reproduccion se han realizado solamente dos estudios para conocer el
efecto causado por el RNA de interferencia. En el primero Fabioux et al. (2009)
demostraron que el silenciamiento del gen Vasa fue eficiente en ostiones adultos de C.
gigas. En este estudio se encontrd que la introduccion de la dsRNA no resultdé en
toxicidad para los ostiones en las dosis evaluadas y el efecto de la interferencia fue
dosis-dependiente. En un estudio posterior del mismo grupo de investigacion (Huvet et
al., 2011) realizaron un trabajo similar con el gen 0gTGF-f, logrando altos niveles de
silenciamiento (>70%) de los transcritos del gen, aunque no todos los organismos
experimentales mostraron el fenotipo esperado de knockdown (&rea gonadal reducida,

pocas células germinales y numero limitado de gametos maduros).
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A la fecha no se ha reportado estudio alguno sobre la interferencia por RNA de la
miostatina en musculo aductor de pectinidos, aunque estudios asociados al desarrollo del
sistema musculo esquelético han sido realizados utilizando el sistema de RNA de
interferencia en el molusco cefalopodo Sepia officinalis; se analizaron dos genes
relacionados con el crecimiento muscular, Myo-D y Myf-5, encargados del desarrollo del
musculo liso y musculo estriado, respectivamente, inyectando dsRNA especifico para
cada gen y logrando inhibir el crecimiento de ambos musculos en experimentos
separados. Mientras que no se cuantificé el nivel de expresion de los genes interferidos,
se utilizaron anticuerpos contra las proteinas codificando para tales genes para validar la

presencia o ausencia de las mismas (Grimaldi et al., 2004).

Finalmente, en cuanto a estudios de interferencia con RNA de doble cadena
especificamente en pectinidos, Wang y colaboradores (2011) realizaron un estudio
utilizando RNAi en el pectinido Chlamys farreri, para conocer el tiempo Optimo de
mayor silenciamiento post-inyeccion del gen TLR utilizando dsRNA; encontraron que el
nivel de expresion empez6 a disminuir a las 36 hpi (horas-post-inyeccion), manteniendo
niveles bajos hasta las 120 hpi, pero incrementando los niveles a las 136 hpi, lo cual nos

puede indicar que el silenciamiento fue logrado con éxito.
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3. JUSTIFICACION

Se ha mencionado anteriormente que dentro de los genes mas importantes involucrados
en el crecimiento muscular de vertebrados se encuentra el gen de la miostatina, de
interés comercial para la produccion debido a su papel en el control del crecimiento. En
estudios realizados para conocer su funcion en diversas de especies de vertebrados a
través del bloqueo o silenciamiento de su expresion ha dado como resultado los
fenotipos de doble musculatura (Grobet et al. 1997, McPherron y Lee, 1997), razén por
la cual se vuelve interesante en la produccion de animales y més interesante aun, en un
pectinido donde lo nico que se comercializa es el musculo aductor. Esto llevo a la
realizacion del presente trabajo, donde el objetivo fue determinar si el bloqueo del
transcrito del gen de la miostatina podia ser logrado en el molusco pectinido almeja
mano de leébn Nodipecten subnodosus con fines posteriores de estudiar su funcion en la

regulacion del crecimiento muscular.

Aunque a la fecha se han reportado dos trabajos en camarones peneidos sobre el efecto
del RNA de interferencia sobre la miostatina (De Santis et al., 2011; Lee et al., 2015),
no existen trabajos sobre el silenciamiento de la miostatina con RNAi en moluscos, lo
que hace de este trabajo uno original e importante dada la importancia comercial de los
moluscos pectinidos. En la almeja mano de ledn Nodipecten subnodosus recientemente
se aisld y caracterizd el gen de la miostatina, evaluando su expresion durante el
crecimiento hasta alcanzar la primera madurez sexual, encontrando como se mencion6
antes que la expresion de la mstn vari6 en funcidon de las condiciones ambientales y la

maduracion gonadal (Morelos et al., 2015).

En forma general los resultados de diferentes estudios de interferencia por inyeccion de
RNA de doble cadena en moluscos no han sido del todo consistentes como se puede ver
en la introduccion. Esto puede deberse a los numerosos retos que implica desencadenar
el sistema de RNAi, como son las dosis Optimas para la apropiada administracion, los
diferentes niveles de expresion de los genes evaluados, el impacto que otras

condiciones fisioldgicas tiene sobre la expresion de un gen, asi como la posible entrada
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deficiente del dsRNA a la célula para el procesamiento y generacion de la molécula

efectora del silenciamiento.

Adicionalmente al gen blanco y a un control de solucion salina, de los estudios en
moluscos antes reportados pocos de ellos (Lee et al., 2001; Korneev et al., 2002, van
Diapen et al., 2005; Jiang et al., 2006; Suzuki et al., 2009; Baeza-Garcia et al., 2010;
Hanigton et al., 2010; Hashimoto et al., 2010; Fang et al., 2011; Knight et al., 2011;
Wang et al., 2011; Jiao et al., 2012; You et al., 2012; Jee et al., 2014; Oyanadel et al.,
2016) han utilizado genes que no se espera existan en la especie evaluada (control
negativo) asi como genes cuya falta de expresion se espera sea letal (control positivo)
para evaluar la presencia o ausencia de una interferencia génica como tal. Asi mismo,
ninguno de ellos ha utilizado un método que permita incrementar el éxito en la
introducciéon de la dsRNA a la célula como seria el uso de la electroporacion
inmediatamente después de la inyeccion de la dsRNA, mejorando la eficiencia del

silenciamiento.
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4. HIPOTESIS

El transcrito de la miostatina en almeja mano de ledn puede ser silenciado por RNA de

interferencia sin inducir efectos deletéreos y mortalidades.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Conocer si el silenciamiento postranscripcional de la miostatina puede ser inducido
utilizando RNA de doble cadena inyectado en el musculo aductor de Nodipecten

subnodosus.

5.2 Objetivos especificos

1. Demostrar la existencia del sistema de silenciamiento génico en el molusco
pectinido Nodipecten subnodosus a través del uso de controles positivo (gapdh) y
negativo (egfp).

2. Estimar la eficiencia de bloqueo del transcrito de la miostatina in vivo en el molusco
pectinido Nodipecten subnodosus mediante inyeccion de dsRNA-mstn seguido de
electroporacion.

3. Evaluar el efecto de la inhibicion del transcrito de la miostatina sobre la
supervivencia, el peso de la biomasa, del musculo aductor y de la gonada.

4. Evaluar el efecto de la inhibicion del transcrito de la miostatina sobre el nimero y

tamafio de las fibras musculares.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Sintesis de la doble cadena de RNA (dsRNA; double stranded RNA)

6.1.1. Obtencidn del transcrito parcial de la miostatina

El transcrito de la miostatina (mstn) utilizado para la obtencion del dsSRNA de Nodipecten
subnodosus fue el caracterizado por Morelos et al. (2015) con nimero de acceso al
GenBank KF471120.1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se utiliz6 la misma
secuencia de cebadores (Tabla I) reportada por esos autores para la amplificacion de un
fragmento de 562 pb del transcrito de la mstn en el termociclador C1000 TouchTM
Thermal Cycler, en un volumen final de 12 pl conteniendo 1X de Colorless Go Taq Flexi
Buffer (Promega), 0.2 mM de dNTP mix (Promega), 2.5 mM de MgCl, (Promega), 0.2 uM
de cebador MSTNc-F y cebador gMSTN-R, 0.25 U de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega)
y 2 ul de cDNA previamente sintetizado de tejido muscular de Nodipecten subnodosus. Las
condiciones para la amplificacion fueron de 3 min a 94 °C seguidos de 35 ciclos, cada uno
de 30sa94 °C,30sa60°Cy40s 72 °C (desnaturalizacion / alineacion / extension), con
una extension final de 20 min a 72 °C. Los productos obtenidos fueron separados por
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (90 V, 30 min). Se utilizo
un marcador de tamafios de 50 a 10,000 pb (DirectLoad™ Wide Range DNA Marker
(Sigma-Aldrich), confirmando el tamafio esperado del amplicon de 562 pb. Para su
visualizacion en el fotodocumentador —UV se utilizo una tincion fluorescente con GelRed

Nucleic Acid Stain (Biotium, CA).
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Tabla I. Secuencias de los diferentes cebadores utilizados.

Orientacion
Nombre con respecto al Secuencia 5’ — 3’ Tm °C
transcrito

MSTNc-F sentido ACGAGAAATCGGAAGAAGA 60
gMSTN-R antisentido CAATCGCGTCAATGCTATGTT 60
T7 sentido GATGACTCGTAATACGACTCACTA 60
Nsub_ GAPDH F sentido TCCACACATGGCTGCTACAA 61.6
Nsub_ GAPDH R antisentido GGACACGGAAAGCCATACCA 61.6
M13-F sentido GTAAAACGACGACGGCCAG 57.6
M13-R antisentido CAGGAAACAGCTATGAC 50.6
B-actina F sentido CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACC 66.2
B-actina R antisentido GTTGAAGGTCTCGAACATGATCTG 65.8

6.1.2. Obtencidn del transcrito parcial del gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
6.1.2.1. Disefio de cebadores

El gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh) se utiliz6 como un control positivo
para el experimento de RNAi. Para producir la doble cadena de este gen se utiliz6 un
transcrito de 1586 pb (Fig. 1) obtenido del transcriptoma de Nodipecten subnodosus (datos
no publicados), disefiando cebadores dentro de una region conservada y comin en un
alineamiento entre diferentes especies de pectinidos (Fig. 2). Para el disefio de los
cebadores se utilizo el programa en linea Primer3Plus (Untergasser et al., 2007)

(http://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi), y los cebadores obtenidos fueron

evaluados por amplificacion de PCR para establecer las mejores condiciones de

amplificacion del gen.
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CACTTCCTCAGTAACCCAAACTTGATTTCCTTGAAAGACTACTTGTGTATATTATACGCT
GCATGGATCCTTGCTGATTTGCTCAGAAATCCAGCTAATTTATTTTGTCACAGTCCTCAG
TTATTGTTTTTAAACTGATTGGAAAACAGTCTGACTGGCTTTATTAACAAGACACAAAAA
TGTTTGGTTTATTCTGACATTTTCTTGGTAAGCCTGGTCACTGTATCAGTCTTTTAAATC
TCATTTAACATTATAACTCCCCATGTACAGTAAGTGCTAGGTAAAAAAGTGCTAAGTTTT
TTTTATTGATGTAACTTGAGATTATATATTGTTAGAAGTGTTGAACACACCAGGATAGGT
AAAGGAAGTCTGGTGCCACGACACATGTTGGTGTGTATTAGTGTTGGAAATAAAATGGTC
TGTCACAGAAAAAAAAARAAARAAAAA 1586
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Figura 1. Transcrito del gen gapdh (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) de Nodipecten
subnodosus. cDNA y proteina inferida. En sombra gris se denota la parte de la secuencia
utilizada en el disefio de cebadores para obtener la doble cadena (dsRNA). Los cebadores
utilizados estan subrayados.
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Figura 2. Alineamiento multiple del gen gapdh (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) de
diferentes especies de pectinidos utilizado para la seleccion de la parte de la secuencia de N.
subnodosus a utilizar en la obtencion de cebadores especificos para la produccion de la
dsRNA de gapdh de Nodipecten subnodosus.  Especies incluidas: Nodipecten
subnodosus_contig #c63093; Azumapecten (Chlamys) farreri GenBank KC573783;
Mizuhopecten yessoensis GenBank GR867689; Pecten maximus GenBank DN794150.
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6.1.2.2. Validacion de la amplificacion del transcrito parcial del gen gapdh en Nodipecten
subnodosus

Se realizd una amplificacion por PCR en el termociclador C1000 Touch TM Thermal
Cycler para aislar el fragmento esperado con los cebadores previamente disefiados (Tabla I,
Fig. 1). Se utilizé6 un volumen final de 12 pl conteniendo 1X de Colorless Go Taq Flexi
Buffer (Promega), 0.2 mM de dNTP mix (Promega), 2.5 mM de MgCl, (Promega), 0.2 uM
de los cebadores Nsub GAPDH_F y Nsub GAPDH_R, 0.25 U de Go-Taq Flexi Polymerase
(Promega) y 2 ul de cDNA previamente sintetizado de tejido muscular de Nodipecten
subnodosus. Las condiciones de la amplificacion fueron de 3 min a 94 °C seguidos de 20
ciclos, cada uno de 30 s a 94 °C, 30 s a 61.6 °C y 40 s 72 °C (desnaturalizacion / alineacion
/ extension), con una extension final de 12 min a 72 °C. Los productos obtenidos fueron
separados por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (90 V, 30
min), utilizando un marcador de tamanos 50 a 10,000 pb (DirectLoad™ Wide Range DNA
Marker (Sigma-Aldrich), para confirmar el tamafio esperado del amplicon de 562 pb. Para
su visualizacion en el fotodocumentador UV se utiliz6 una tincion fluorescente con GelRed

Nucleic Acid Stain (Biotium, CA).

El fragmento amplificado (~560 pb) se ligd en el vector plasmidico pGEM-T Easy Vector
(Promega) (Anexo I) para transformar bacterias quimiocompetentes E. coli JM109
(Promega) (Anexo II); las colonias positivas se seleccionaron y se crecieron en agar LB con
ampicilina durante ~18 horas, y se realizdo una extraccion de DNA plasmidico con el
protocolo de lisis alcalina (Anexo III). Utilizando este DNA se realizd una amplificacion
utilizando los cebadores MI13 Forward y Reverse (Tabla I) usando las mismas
concentraciones utilizadas para el aislamiento del fragmento del gen de gapdh. Las
condiciones de la amplificacion fueron: 3 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de: 30 s a 94
°C, 30 s a 50 °C y 40 s a 72 °C (desnaturalizacion / alineacion / extension), con una
extension final de 10 min a 72 °C. Los productos obtenidos se separaron por electroforesis
en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X; la visualizacion de estos productos se realizo en las

condiciones mencionadas anteriormente.
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Se confirm¢ la secuencia del inserto mediante secuenciacion capilar (Sanger) a partir de un
producto de PCR (50 pl). La secuenciacion se realizd en ambos sentidos por Macrogen
(Corea) empleando cebadores para M13-F y M13-R. Las secuencias obtenidas se editaron
con el programa BioEdit v.7.2.5 y se realizo un alineamiento con la secuencia original y un
analisis de similitud con otras secuencias nucleotidicas ya existentes del gen de gapdh con
el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para corroborar su similitud.

6.1.3. Obtencidn del transcrito parcial del gen de la proteina verde fluorescente mejorada

El gen de la proteina verde fluorescente mejorada (egfp; enhanced green fluorescent
protein) se utilizO como un control negativo para el experimento de RNAi al no estar
presente en el genoma de Nodipecten subnodosus. Para la produccion de la doble cadena se
utilizd6 un fragmento de ~600 pb obtenido de los pares de cebadores eGFP-F y eGFP-R,
estos cebadores fueron disefiados con la secuencia de egfp junto con el promotor de T7, se
realizaron amplificaciones por PCR para establecer las mejores condiciones de

amplificacion y proceder a la generacion de moldes de transcripcion.

6.1.4. Ligacion de los transcritos de los genes de mstn y gapdh al promotor de T7

Se realiz6 una reaccion de ligacion para la unidn de los productos de PCR de los transcritos
de mstn y gapdh con el promotor especifico T7 generando los templados para los moldes de
transcripcion. En un volumen total de 6 pl se agregdé 1 ul de BLOCK-ItTM T7-TOPO®
Linker, 1 ul de producto de PCR de transcrito (~20 ng/ul), 1 pl de solucion salina y 3 pl de
agua estéril. Se incubd la reaccion en un termociclador (C1000 BioRad) a 37 °C durante 15

minutos.

6.1.5. Generacion de moldes de transcripcion sentido y antisentido

Se realizaron dos amplificaciones por separado para generar los moldes de transcripcion
sentido y antisentido de cada gen. Para la generacion de los moldes sentido se realizaron las
amplificaciones por separado de cada gen en el termociclador C1000 , en un volumen final
de 15 pl conteniendo 1X de Colorless Go Taq Flexi Buffer (Promega), 0.2 mM de dNTP
mix (Promega), 2.5 mM de MgCl, (Promega), 0.3 uM de cebador Forward (MSTNc-F,
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Nsub_ GAPDH _F, eGFP_F), 0.3 uM de cebador T7 (0.2 uM en el caso de egfp) (Tabla I),
1 U de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega) y 1 ul del templado con el promotor T7
sintetizado en la seccion anterior (en el caso de egfp se utilizo 1 pl del templado, descrito
en la seccion 6.1.3). Los moldes antisentido se generaron con las mismas condiciones a
diferencia de que los cebadores utilizados fueron los reversos (QMSTN-R, Nsub-GAPDH-
R, eGFP-R). Las condiciones de amplificacion fueron 3 min a 94 °C, seguidos de 26 ciclos,
cada uno de 30 s a 94 °C, 30 s a 60 °C y 40 s a 72 °C (desnaturalizacion / alineacion /
extension), con una extension final de 7 min a 72 °C. Los productos obtenidos fueron
separados por electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (50 V, 120
min); se utilizd un marcador de tamanos 50 a 10,000 pb (DirectLoad™ Wide Range DNA
Marker (Sigma-Aldrich), para confirmar los tamafios de ~560 pb y ~600 pb (egfp); la
visualizacion de estos productos se realizo en las condiciones mencionadas anteriormente.
Se cuantificaron las concentraciones de las amplificaciones utilizando el
espectrofluorémetro NanoDrop 1000. Se agregaron 60 ul de H,O Milli Q a cada

amplificacion. Ambos templados se almacenaron a -20 °C.

6.1.6. Sintesis de dsRNA de mstn, gapdh y egfp

Para la transcripcion de los moldes sentido y antisentido se utiliz6 el MEGAscript® RNAi
Kit. Se realizé una reaccion con un volumen final de 20 pl conteniendo 1.5 pg de cada
molde sentido y antisentido de cada gen, 0.02X de buffer de reaccion T7, 3.75 mM de
solucion de ATP, CTP, GTP y UTP, 2 ul de mix de enzima T7 y H,O libre de nucleasas. Se
incubd en un termociclador (C1000 TouchTM Thermal Cycler) durante 6 horas.
Posteriormente se incubd 5 min a 75 °C y se dejo enfriar a temperatura ambiente. El RNA
se aline6 conforme se fue enfriando y se formod el dsRNA. Se realizd una digestion del
dsRNA con nucleasas, incubando 1 h a 37 °C en un volumen final de 50 pl conteniendo
10X buffer de digestion, DNase I y RNase. Se purificd en columnas provistas por el kit,
donde se coloco el dsRNA, 0.5X binding buffer, agua libre de nucleasas y etanol 100%. Por
ultimo, el dsRNA se eluy6 en la solucion de elucion (10 mM Tris-HCI pH7, 1 mM EDTA).
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6.1.6.1. Preparacion de las soluciones para inyeccién del dsRNA

Se cuantifico el dsSRNA en el espectrofotdémetro NanoDrop 1000 y se prepararon soluciones
de los dos dsRNA a distintas concentraciones, las cuales fueron: para mstn 5 y 30 ug, para
gapdh 20 y 60 pg y para egfp 20 y 60 ug; estas fueron diluidas en solucién salina (25 ppm)

en un volumen de 100 pl para la inyeccion.

6.2. Silenciamiento génico
6.2.1. Experimento preliminar
6.2.1.1. Origen de los organismos

Se trajeron organismos juveniles (~5 cm) del Estero de Rancho Bueno en Bahia
Magdalena, B.C.S. Estos se acondicionaron en el Laboratorio de Genética y Mejoramiento
Animal Acuicola del CIBNOR durante 15 dias alimentindolos con una dieta de
mantenimiento que consiste en una relacion 1:1 de las microalgas Tisochrysis lutea (antes
Isochrysis galbana) y Chaetoceros calcitrans (1 x 10° células/organismo/dia) a una

temperatura de 19 °C.

Antes de la inyeccion de la doble cadena se evalud un anestésico, asi como el efecto de
administrarles shocks eléctricos posteriormente a inyectarles solucion salina. Los
organismos se anestesiaron usando una solucion de MgCl, (50 g/L H,O marina) (Huvet et
al., 2011) y una vez anestesiados se hicieron dos grupos de 5 organismos cada uno. El
primer grupo consistid en aplicarsele un pulso eléctrico (5 pulsos de 50 V, duracion de 50
milisegundos (ms), 100 ms entre cada voltaje) con un generador de pulsos eléctricos (ECM
830, BTX) directamente en el musculo con ayuda de unas pinzas provistas con electrodos
de 5 mm (BTX, Tweezertrodes, 45-0489), las cuales sujetaban todo el musculo aductor. El
segundo grupo consistio en inyectar lentamente en el musculo 100 pl de solucion salina con
una jeringa de 1 ml para insulina, y 30 s después se le aplicoé un pulso eléctrico con las
mismas condiciones del primer grupo. A ambos grupos se les dio un seguimiento de

supervivencia diario durante 15 dias, no observandose mortalidades.
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6.2.2. Experimento de RNAI

Una vez aclimatados los organismos y normalizadas las condiciones de pulsos eléctricos e
inyeccion se procedid a colocar a los organismos en 7 grupos (cada uno con 32 individuos)
para los distintos tratamientos; esto se hizo con el fin de que se muestrearan 6 organismos
en cada uno de 5 muestreos programados y aun tener dos individuos extras en caso de
mortalidades. Los grupos fueron: dsRNA-mstn 5 pg, dsSRNA-mstn 30 ug, dsRNA-gapdh
20 ug, dsRNA-gapdh 60 pug, dsRNA-egfp 20 nug, dsSRNA-egfp 60 pg y un grupo control (0

ng ) al cual se le inyectd 100 pl de solucidn salina en el musculo.

La duracion del experimento fue de 30 dias (Tabla II), y los dias de inyeccion de la doble
cadena (dsRNA) fueron el dia d0, d6 y d13, inyectando a los individuos del grupo de mstn
(5 y 30 pg) y grupo control de solucion salina en el musculo directamente, mientras que en
los controles positivos y negativos (gapdh y egfp 20 y 60 pg) se inyectaron de cada
concentracion 50 pl en musculo y 50 pl en gonada. Se muestrearon 6 organismos los dias
d3, d9, d15, d21 y d30 (Fig. 3), tomando muestras de musculo estriado las cuales se
almacenaron en RNA later a -20 °C hasta su posterior procesamiento. Adicionalmente se

almacend en solucion Davidson tejido de musculo estriado y liso para su procesamiento

. ;.
histologico.
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia & Dia 13 Dia 15 Dia 21 Dia 30
Inyeccion Muestreo Reinyeccién Muestreo Reinyeccién Muestreo
\ 3 . yecs . Muestre Muestre
32 organismos 7 grupos (6 almejas) 26 organismos 7 grupos (6 almejas) 20 organismos 7 grupes (6 almejas) uestreo uestreo
- o o 7 grupos (6 almejas) 7 grupos (6 almejas)
< grupo Nm=41 ¢ grupo Nm=42 « grupo Nm=42 Nm=42 Nm=56
Ni=224 Ne=182 Ni=182 Nt=140 Nt=140 Nt=98 - -

Nt= nimmero total de organismos en expenmento; Nm=nimero de organismos a muestrear

Figura 3. Diagrama de experimento preliminar.
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Tabla II. Tiempos de la aplicacion de la dSRNA y de muestreo.

Aplicacion de dsRNA Tiempos de muestreos
No. Organismos Numero de organismos a muestrear
GEN No. orgs
DO D6 D13 D3 D9 D15 D21 D30 Restante
Solucion
salina 32 32 26 20 6 6 6 6 6 2
egfp 20
g <Spe 32 32 26 20 6 6 6 6 6 2
egfp 60
gpoine 32 3226 20 6 6 6 6 6 2
gapdh 20 g 5, 2 26 20 6 6 6 6 6 2
apdh 60
gap He 32 32 26 20 6 6 6 6 6 2
mstn 5
He 32 32 26 20 6 6 6 6 6 2
mstn 30 pug
32 32 26 20 6 6 6 6 6 2

6.3. Biometrias y seguimiento de supervivencia

Se realizaron biometrias durante los cinco muestreos realizados (d3, d9, d15, d21 y d30)
evaluando para cada organismo muestreado el peso de la biomasa (peso hiimedo del
organismo sin concha), peso del musculo y peso de la génada. Adicionalmente, se realizo
diariamente un seguimiento de supervivencia donde se registraron todos los organismos

muertos en cada uno de los experimentos.

6.4. Cuantificacion de los niveles de expresion de mstn y gapdh por PCR en tiempo
real

6.4.1. Disefio de cebadores

Se diseniaron cebadores especificos para la cuantificacion de la expresion génica de la mstn
y gapdh de Nodipecten subnodosus. Estos cebadores se disefiaron utilizando la secuencia

obtenida del gen de la mstn y un contig de 1586 pb del transcriptoma de Nodipecten
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subnodosus (#c63093) anotado como el gen de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gapdh), utilizando el programa Primer3Plus (Untergasser et al., 2007)

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Tomando en cuenta

que era importante excluir la parte de secuencia de la doble cadena (dsRNA) de cada gen
(mstn y gapdh), se disefiaron dos pares de cebadores externos y un par de cebadores
internos a la secuencia de la dSRNA del gen de la mstn y dos pares de cebadores internos y
dos externos a la secuencia de la doble cadena (dsRNA) del gen de gapdh, con diferentes
tamafios de fragmentos a amplificar (Tabla III y IV, Figs. 4 y 5). Estos cebadores se

analizaron con el programa OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) para

determinar la ausencia de dimeros o estructuras secundarias entre cebadores, ademas se
realizaron amplificaciones de punto final con cDNA de todas las muestras resultantes del
experimento con fines de escoger las parejas de cebadores internos y externos de cada gen;
al igual se hicieron amplificaciones de punto final con tres gradientes concentracion (0.13,
0.3 y 0.47 uM) de cebadores y asi escoger la mejor concentracion a utilizar. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 1X de Colorless Go Taq Flexi Buffer
(Promega), 0.13 uM de cebadores, 0.2 uM de dANTP mix (Promega), 2.0 uM de MgCl,
(Promega) y 0.125 U/ pl de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega), utilizando 5 pl de cDNA,
en un volumen final de 15 pl. La amplificacion se realizd en el termociclador Bio-Rad
DYAD con las condiciones de amplificacion siguientes: 94 °C 4 min, 30 ciclos de 94 °C 30
s, 60 °C 30 s y 72 °C (desnaturalizacion / alineacion / extension), con una extension final
10 min a 72 °C. Estas amplificaciones se separaron por electroforesis en agarosa al 1% para
su posterior visualizacion, como se menciond anteriormente. Los cebadores seleccionados
para ambos genes fueron los ubicados en la region externa de la dsRNA, para el gen de
mstn la pareja qPCR-MSTN-F y qPCR-MSTN-R1 (externos) y para el gen de gapdh se
utiliz6 qGAPDH-F3 y qGAPDH-R3a (externos). La seleccion de estos, se realizé con base
a la eficiencia de amplificacion, ausencia de dimeros y evitar que estos se cuantificaran por

corresponder a una parte de la secuencia de la dsSRNA.
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Orientacion
Cebador con respecto al Secuencia 5° -3’ Tm °C
transcrito

qMSTN-1F Sentido TGATGGATATGAGCCAATGC 63.5
gMSTN-1R Antisentido TTTGGGTGGGACTTTGTGAT 64.1
qPCR-MSTN-F Sentido AAACGACATCGAGTGGAAGC 55.4
qPCR-MSTN-R1 Antisentido ATGCTCAAATGCAATCGGAT 52.9
qPCR-MSTN-R2 Antisentido AATACGGACAGCCGGAAAG 55

qPCR-gapdhNsub-F1 Sentido TGCCATCACAGCCACACAGA 69.4
qPCR-gapdhNsub-R1 Antisentido GCTGTCGGCAAGGTCATTCC 69.1
qPCR-gapdhNsub-R2 Antisentido CTGTCGGCAAGGTCATTCCA 57.6
qGAPDH F3 Sentido CTGCCATCAAGGAAGCATCTGA 68.6
qGAPDH_R3a Antisentido ACGAGTTCGGATACAGTTGCCG 69.2
qGAPDH R3b Antisentido CTGGTGCTGGAATTGCACTCAA 58.1

Tabla IV. Parejas de cebadores evaluados con tamafios de fragmentos esperados y su ubicacion

con respecto a la dSRNA. Los cebadores subrayados fueron los seleccionados para la cuantificacion

de la expresion relativa de cada gen.

Ubicacion con

Cebador sentido Cebador antisentido respecto a la Tamaifio del amplicon Tm °C
dsRNA
qMSTN-1F gMSTN-1R Interna 159 pb 60
gPCR-MSTN-F gPCR-MSTN-R1 Externa 156 pb 60
qPCR-MSTN-F qPCR-MSTN-R2 Externa 227 pb 60
qPCR-gapdhNsub-F1 ~ qPCR-gapdhNsub-R1 Interna 129 pb 60
qPCR-gapdhNsub-F1 ~ qPCR-gapdhNsub-R2 Interna 130 pb 60
qgGAPDH F3 gGAPDH R3a Externa 190 pb 60
qGAPDH F3 qGAPDH_R3b Externa 133 pb 60
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AT AT O T AT T AT O L O I I T T L O I IC I CT GCACT CT AT T GEEECER
TCARCCAR AR ARG AR CETAT CARA TCTTAGA AR AR CETARCER ACTEACTTCCATT O
ARA AR AT ACATT AN R A CATTITTATGAT GAT GATTATTATI CRAGAARTTTTACCEGEAR

TR T AT GAA A A A A AT T T GART ACCAT ATGCT GAATEATACZACAART

AR AT A TAT AT AT AT GAAGA AT AGAACTTAAR A A TCCTARACATAAR A RCGTGTCARAAT

AGCTTT AR A A T T AT A TR AR AT TICCGERA RO CATATATTITGATE

TECARGATTCACCAGR AR R AR RO AT AR T CITATGEETCT ACAT CAGOCCCGACER

CATCATAGACAGA AT AT GACT GARAT ATATCGT T TACACAAT TGAO T CACCTGEARRMATTTAGT

AARGTTOCCACCAARAGRGARATOGETAGARCARAAMCGACATAATATGAARGCAGCAGGETGED

ACCATTTTGATATAC TACATGRGETACARARCTGEACC TACAGAACACATCTGAAOCTTGEEET

T T T TG AA T T T A A O O T A TA A T TR TTATACT T DDA TT TEERCET

@ETH-1F =2

GATCT GO GAACTATATT G TGACACGAGAGRAGAARCACCTTGT TECACGATATCCTC TAGRAST

AT T TG TORGTF T HEee T oo ahr T F T Tt METH-1R TTACTGC

SO A AT A A A T AR R A T TR AL A TAC ST TACAC GO TCATCTEATCCARCAACCAT

T AR TT A TC AR D AT CAGICATARCC ARG TCEETODC TET TECACTOC AL

TAAAAT T CAT T A CAA T TT TTC T TOCACCCCAAC TOCAACATACCAT TGADGOOCTTS

CCAAGEAT AR AT AGACAGATFTGEITEFIE G AR

Figura 4. Ubicacion de los cebadores internos y externos utilizados para la cuantificacion de la
expresion génica en la secuencia codificadora de mstn de Nodipecten subnodosus. Subrayado y
negrita se indica la secuencia que corresponde a la dsRNA.
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GCACCGECGARCARGATTTET GACAGCRAGTACCATTTACCARRCCTC AR CRARACACOCARCRTET
TG AT A A TAT A G AR T R ATGEATI TEECOETAT TG COET CTCGTETTACET GCTECOCTEE
A A A GET AT A AT TeT TG AR T AR TGAT OO CTTC AT TGA AT TGGAATATATSSTITACATGA

TEAASTACGATTCCACACATGGCTGC TACARAGATAGT GTGEACT GT GATAARACCAACAATAARAD

TCATTGTTAAAGGAC ARAAGATCTCCGTCTTCGC AGAGCETCGATCCAACT GOTATT GOTT GEGETE

CATCTGET GCAGTCTATGT TG T GEAATCCACAGETGTCTTCACCACT TTAGAGAAGGCTGCOGETC

ATCAGAAAGGAGGTGCCAAG AGGTCAT CATTTC TECACCATCTGLOT GAT GCACCTATGT TTGTCA

TEEEAGTCAACCACACGAAAT ATCAAAGCAGT AT GAATATTGT CAGCAATGCATCC TGCACTACCA

gECR—gapdh=ub-F1
CP.GT?.E?.‘I'GCETEEECEEMMMGPEAGFG&TGGMGAGFGGEA}G{I gPCR-gapdhlsub-R1 |
.l"‘ﬂ

FECGCCTCT TGO CAAGGT GAT CAAT AT ARATTCGETATT GTGEAAGET TTGAT GACCA
T

GTCGTGEAGC TTTCCAGAATATCAT TCCATCCTCCACAGGT GOTGCT AN BT OOy

AACT CAATGGAAMAC TGACTGGTATGGCTTTCOGTGTCGCT STTCOCGATGTETC] geAFDH_F2

rrear] For-gapdhl=ub-R2 lSGTGCT?ECTATGATGCT?.TCMAGEEEU:Lﬂ:MEGLE

AT T GAA G T AT TR ARG GATTC T TG TATACCGAGGATARAGTTY gGAEDH_R2a T

ST6G55] geaAPDE Rab |ATCTTTGATSCTEETECTECARTTECACTCART GACAACTTTETCR

ARTTAATCTC TG ET AT AR ACGAGTI CEEATACAET TECOET GTTGTI GATCTGATCARGIACR

T A AT TETe T GAR R AT GTI TTTGATGCTAGTAGATACGTARA CACCTGTAATATARGRACE
AT AR TG Te T TT CTT A T T ARG TAACC C AR AT TEGATTTC CTT GAAAGACTACTTGT ST
ATATTATA G TG AT AT CTT G TGATI TEC TCAGAR AT CAGC TAATTTATT TTST CACAST
T AGTTAT TG T TT T TA A A TeAT TG A AR AR G T TCACTGGCTI TATTAACAAGACACARARR
TeT TG TT AT T T A ATT T TTeET ARG OO TeET CAC TG TATCAGT CTTTTARATCTCATTT
AR AT TAT A AT OO AT G TACAGT A AGTGCTAGETARRA R AST G TARGTTTTTTTTAT TGAT ST
AR T GAGAT TATATATTGTT AGRAG TG T TGAAC ACRCCAGGAT AGET AAAGEARSTCTGETEC A
AR CATET TG TeT T ATT AT T GG AR ATA A A A TEETCTCTCACAGARAA AR ARA R RRRR RN

AR

Figura 5. Ubicacion de los cebadores internos y externos utilizados para la cuantificacion de la
expresion génica en un fragmento de la secuencia codificadora de gapdh de Nodipecten
subnodosus. Subrayado y negrita se indica la secuencia que corresponde a la dsSRNA.
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6.4.2. Extraccion de RNA y sintesis de DNA complementario (cDNA)

Se realiz6 la extraccion de RNA total de musculo estriado de cada individuo de los grupos
interferidos con las dos concentraciones (5 y 30 pg) de dsRNA de mstn, las dos
concentraciones (20 y 60 pg) de dsSRNA de gapdh vy el grupo control (0 pg) inyectado con
solucioén salina a lo largo de toda la duracion del experimento. Se llevé a cabo la extraccion
con el reactivo de TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science) utilizando el
protocolo provisto por el proveedor (Anexo IV). El RNA total se resuspendio en 30 ul de
H,O MilliQ, se verificod la integridad del RNA tomando 2 pul de RNA extraido en una
electroforesis en agarosa al 1% con buffer TAE (60 V, 90 minutos). Se cuantifico la
concentracion de RNA obtenido de cada organismo en un espectrofluorémetro (NanoDrop
1000, Thermo Scientific). Del volumen total de RNA obtenido se tomaron 7 pg para la
eliminacion del DNA gendmico utilizando 5 U RQ1 DNAse I (Promega), 1X de Buffer, y
0.5 U de RNAsin (Promega) y HO MilliQ en un volumen final de 20 pl. Se incubaron a 37
°C por 60 min, deteniendo la reaccion con 1 pl de Stop Solution (Promega) e incubando a
65 °C por 10 min (Anexo V). Para la verificacion de la eliminacion total de DNA genomico
se realizd una amplificacion por PCR con cebadores del gen de referencia f-actina (Llera-
Herrera et al. 2012) (Tabla 1); la reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando un volumen de
reacciéon de 6 pl conteniendo 1 pl de RNA, 1X de Colorless Go Taq Flexi Buffer
(Promega), 0.2 mM de dNTP mix (Promega), 2.0 mM de MgCl, (Promega), 0.2 uM de
cada cebador y 0.25 U de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega). Las condiciones para la
amplificacion fueron las siguientes: 3 min a 94 °C seguido de 40 ciclos, cada uno de 30 s a
94 °C, 30 s a 60 °C y 30 s a 72 °C (desnaturalizacion / alineacion / extension), con una
extension final de 5 min a 72 °C. La no-amplificacion de los productos fue analizada por
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1% con buffer TBE 1X (30 min, 90
voltios), con un marcador de tamanios de 50 a 10,000 pb Direct Load Wide Range DNA
Marker (SIGMA). Para la visualizacion se utilizd una tincion fluorescente con GelRed

Nucleic Acid Stain (Biotium, CA) en el fotodocumentador-UV.

Se cuantifico la concentracion final del RNA obtenido de cada organismo utilizando el

espectrofluorémetro NanoDrop 1000 después de la limpieza del DNA gendémico. Con las
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concentraciones obtenidas, se tomaron 4 pg de RNA total de cada muestra para la sintesis
del DNA complementario (¢cDNA) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante,
con el kit ImProm-IITM Reverse Transcription System (Anexo VI), se agregd Oligo (dT) i3
a las muestras previo a la sintesis del cDNA y se incubd 5 minutos a 70 °C (Anexo VI). Se
comprobd que se hubiese realizado la sintesis de cDNA utilizando 1 pl de cada una de las
muestras y se amplificoé por PCR el gen de referencia f-actina con el protocolo previamente
descrito. La visualizacion de los productos se realizd como se menciond anteriormente.
Después de la sintesis del DNA complementario (cDNA), este se cuantifico en el
espectrofluorémetro NanoDrop 1000 y se realizaron diluciones de todas las muestras para

dejarlas a una concentracion de 50 ng/pl.

6.4.3. Evaluacion de la estabilidad de los genes de referencia

Para la cuantificacion de la expresion de los transcritos de la mstn y gapdh en musculo
aductor en los organismos interferidos con dsRNA y los organismos control, se utilizaron
los genes de referencia rpl-8 (riboproteina 18), tub-a (alfa-tubulina), ef-/a (factor de
elongacion 1 alfa) y 18S (18S-RNAr) (Tabla V) previamente utilizados tanto por Llera-
Herrera et al. (2012) en un estudio realizado para la busqueda de genes de referencia mas
estables para usar en el andlisis de la expresion de genes relacionados con la gametogénesis
de Nodipecten subnodosus, como por Morelos et al. (2015) en el estudio de la mstn en el

musculo aductor en condiciones de crecimiento.

Se realizaron amplificaciones por triplicado en un termociclador de tiempo real (CFX96

Touch™

Real-Time PCR Detection System), en placas de 96 pozos cubiertas con peliculas
adhesivas opticas (Bio-Rad). Las reacciones se realizaron en un volumen final de 15 pl,
utilizando 7.5 pl de un mix con las siguientes concentraciones: 1X de Colorless Go Taq
Flexi Buffer (Promega), 0.2 mM de dNTP mix (Promega), 2.5 mM de MgCl, (Promega),
1X de EvaGreen (Biotium, Hayward, CA), 0.45 U de Go-Taq Flexi Polymerase (Promega)
y H,O de grado de biologia molecular (Sigma); adicionalmente se agregaron 5 pl de cDNA
dilucion 1:50 (~50 ng/ul) y de cada pareja de cebadores de los genes de referencia a evaluar

se usaron diferentes concentraciones con base en las curvas de eficiencia, las cuales fueron

las siguientes: 0.16 uM para ef-/a, 0.16 uM para tub-a y 0.46 uM para 18S. Las
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condiciones de amplificacion utilizadas fueron 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 15
sa95°Cy I min a 60 °C donde se realizo la lectura de la fluorescencia (desnaturalizacion
/ alineacion-extension). La curva de desnaturalizacion fue de 60 °C a 95 °C con un
incremento de 0.5 °C por segundo. Estas curvas de disociacion obtenidas fueron analizadas
para la confirmacion de un solo amplicon de cada gen mediante la temperatura de fusion y

con base en esta poder discernir productos inespecificos o dimeros.

Tabla V. Genes de referencia evaluados para su estabilidad y ser utilizados en la
normalizacion de la expresion de mstn y gapdh.

Orientacién . = s Tamaiio del Tm °C
Cebador con respecto Secuencia 5’ - 3 . -
. amplicon (pb) utilizada

al transcrito

rpl8 Sentido CGTCATGGATACATCAAGGGT 153 60
Antisentido CAAACAGTCCAGTGTACATGCC

ef-1a Sentido GTGCCAGTGGGTAGGGTAGA 199 60
Antisentido CTCCAGCAACGTTTCCTCTC

tub-a Sentido TTCAGCCTGATGGACAAATG 181 60
Antisentido TCTGGATGAAACAGCTGACG

18S Sentido GAAATTCTTGGATCGCCGTA 168 60
Antisentido GCCGAGTCATTGAAGCAACT

Para determinar la eficiencia de amplificacion (E) de los genes de referencia mencionados
anteriormente, se realizaron diluciones seriadas (1:5) de un pool donde se incluyeron todas
las muestras obtenidas de cDNA en el experimento de interferencia y de los organismos
control. Se estimo la pendiente en una curva estandar resultante de esas diluciones seriadas
(en logaritmo) y sus Cq’s. La eficiencia (E) se estim¢ utilizando la ecuacion E = (10 ¢
Vslere)_1y reportado por Pfaffl (2001) y recomendado por Bustin et al. (2009). Una vez
determinada la eficiencia de los genes de referencia a utilizar se evaluo la estabilidad de su
expresion. Para este fin se realizaron amplificaciones en tiempo real por triplicado de todas

las muestras obtenidas a lo largo del experimento de interferencia con las concentraciones
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de cebadores y condiciones de amplificacion mencionadas anteriormente. Los valores de
Cq obtenidos de cada una de esas tres pseudo-réplicas se promediaron y fueron utilizados
para calcular la estabilidad de los genes de referencia utilizando la herramienta en linea

(http:/fulxie.Ofees.us/?type=reference&ckattempt=2) RefFinder (Xie et al., 2012).

6.4.4. Andlisis de la expresion relativa de la mstn y de gapdh en musculo aductor de
Nodipecten subnodosus

Se cuantifico la expresion de la mstn y de gapdh de Nodipecten subnodosus a través de la
amplificacion por qPCR utilizando los cebadores externos previamente descritos para mstn
(QPCR-MSTN-F y qPCR-MSTN-R1) y gapdh (qGAPDH-F3 y qGAPDH-R3a) (Tabla IV).
La amplificacion se realizdé como se describid en la seccion 6.4.3, la concentracion de los
cebadores utilizada en cada reaccion de qPCR fue la misma para ambos genes, de 0.13 pM.
La eficiencia de la amplificacion (E) de esta pareja de cebadores fue determinada de la
misma manera que se realizd con los genes de referencia. De acuerdo al modelo de
cuantificacion relativa recomendado por Pfaffl (2004), esta eficiencia gen-especifica se
utilizo en la estimacion de la cantidad relativa de transcritos de cada gen evaluado (genes

blanco y de referencia).

De los genes de referencia seleccionados por su estabilidad para los analisis y los genes
blanco, mstn y gapdh, se obtuvieron entonces las cantidades relativas (CR) de cada gen, las
cuales fueron estimadas con la ecuacion CRi = (1+E) (€apromedio =€) qonde CRi = cantidad
relativa de transcrito de por ejemplo la mstn en el organismo ‘i’. Una vez obtenidas las
cantidades relativas para cada uno de los genes blanco (mstn y gapdh), asi como para cada
uno de los genes de referencia se determinaron los valores de expresion relativa (ER) de la
mstn y de gapdh, los cuales fueron calculados como la proporcion de las cantidades
relativas (CR) de cada gen en un organismo utilizando la siguiente ecuacion: ER =
CRt/CRnf (t = gen blanco o ‘target’ = mstn o gapdh; y nf = factor de normalizacion, el
cual es obtenido a partir de la media geométrica de los genes de referencia seleccionados

como mas estables) (Hellemans et al., 2007).
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6.5. Analisis de hipertrofia e hiperplasia
6.5.1. Cortes histolégicos

Las muestras de musculo aductor de Nodipecten subnodosus fueron preservadas y
procesadas histoldogicamente de acuerdo a la técnica histologica convencional (Humason,
1979). Se realizaron cortes de 4 um con un microtomo rotatorio (Leica RM2155, Leica
Microsystems) que fueron montados en laminillas de vidrio y tefiidas con tincion
hematoxilina-eosina en un tefiidor automatico (ST5010 Autostainer XL de Leica). Se
digitalizaron aleatoriamente 8 imagenes de cada organismo (laminilla) con el objetivo
100X, cada una dentro un cuadrante delimitado en el musculo estriado (2 imagenes por
cuadrante) (Fig. 6). Se utiliz6é un microscopio 6ptico de contraste de fases (Olympus BX50)
y una camara digital (CoolSNAP Pro, MediaCybernetics, Inc.) y el programa Image Pro
Plus v. 6.0 (Media Cybernetics, Inc.). El total de iméagenes que se digitalizaron fue de 312,
las cuales provinieron del dia 3 (d.3: 48 iméagenes de cada uno de los grupos de solucion
salina, 5 pg y 30 pg y del dia 30 (d.30: 64 imagenes del grupo de solucion salina, 64
imagenes del grupo de 5 pug y 40 imagenes del grupo de 30 pg).

Figura 6. Corte transversal de musculo aductor, la porciéon de musculo estriado (ME)
dividida en cuadrantes para la toma de iméagenes digitales. ML (musculo liso).
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6.5.2. Cuantificacion del tamafio y nimero de fibras musculares

Con el programa Image Pro Plus v. 6.0 se realizé una medicion del contorno de las fibras
musculares de las imagenes digitalizadas de los grupos seleccionados, de cada imagen se
seleccionaron 25 fibras con un total de 200 fibras medidas por laminilla de acuerdo a la
division por cuadrantes que se menciond en la seccion anterior (Seccion 6.5.1) (Fig. 7A). El
numero de fibras musculares se estimo6 en las 8 imagenes digitalizadas aleatoriamente por
individuo, cada una con un area de 3221.08 pm? utilizando el programa Image Pro Plus
donde se contaron todas las fibras por imagen (Fig. 7B). El nimero de fibras por mm? fue
estimado usando la siguiente relacion: numero de fibras / 0.00322108. El area total del
musculo fue estimada escaneando las laminillas y midiendo dos didmetros (horizontal y
vertical), obteniendo el didmetro promedio del musculo y su area por cada individuo. Esta
medida del area muscular fue realizada con el proposito de obtener un estimado para el
nimero total de fibras musculares por seccion cortada utilizando la siguiente relacion:
(Namero total de fibras por seccion cortada del muasculo = niimero de fibras por mm? x area

muscular).

oot g

Figura 7. Imagenes digitalizadas del corte transversal de musculo aductor de la porcion
del musculo estriado. (A) Estimacion del contorno de fibras musculares y (B) conteo de
fibras musculares.



38

6.6. Analisis estadisticos
6.6.1 Crecimiento de los organismos interferidos

Se analizé el incremento en biomasa (peso humedo del organismo sin concha), peso del
musculo aductor y peso de la gonada durante la etapa experimental utilizando los datos
biométricos iniciales, intermedios y finales de esas variables en un analisis de varianza de
dos vias con interaccion, incluyendo los factores ‘dias experimentales’ y ‘concentracion’

inyectada.

6.6.2 Expresion relativa de los grupos interferidos con dsSRNA-mstn y dsSRNA-gapdh

Se evaluo el éxito de la interferencia de los genes mstn y gapdh utilizando en primera
instancia la variable de expresion relativa (ER) y el mismo modelo de ANOVA que se
utiliz6 para analizar el crecimiento, evaluando si existieron efectos de los factores

‘concentracion’ y ‘dias experimentales’ asi como de su interaccion.

Adicionalmente se evalu6 la ER transformada a logaritmos con el fin de conocer si la falta

de normalidad en los datos estaba afectando los analisis y sus resultados.

Finalmente, y debido a que se sabia que la expresion de la mstn en musculo aductor
incrementa significativamente durante la gametogénesis en esta especie (Morelos et al.,
2015), se realizo un analisis de covarianza (ANCOVA) buscando corregir por el posible
impacto que la maduracion gonadica (crecimiento gonadal) pudiese haber tenido sobre la
expresion de la mstn y gapdh, introduciendo como covariable el peso de la gonada de cada
individuo cuya ER fue estimada. El uso de covariables con fines de corregir efectos que no
son claros o directamente visibles (confounded) pero que afectan a la variable de respuesta
(variable dependiente) cuando se presentan es comun e importante en la investigacion

cientifica (Badii et al., 2008).

6.6.3 Analisis de cuantificacion del tamafio y nimero de fibras musculares

Se analizaron los datos del tamafio y numero de fibras musculares, realizando un anélisis
preliminar exploratorio tipo ‘cajas con bigotes’ para mostrar la dispersion de los datos. Se

determinaron los datos atipicos como aquellos que se encontraban 1.5 veces fuera del rango
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de la mediana de los datos; los datos extremos se consideraron como aquellos que se
encontraban 3 veces fuera del rango de la mediana (Levine et al., 2006). Los datos atipicos
y extremos fueron eliminados y se procedio a utilizar el mismo modelo de ANOVA usado
para analizar el crecimiento, evaluando si existian efectos causados por los factores

‘concentracion’ y ‘dias experimentales’ asi como de su interaccion.



40

7. RESULTADOS

7.1 Analisis de las variables biométricas encontradas del inicio al final del
experimento

7.1.1 Peso de la biomasa, musculo aductor y gonada en el experimento de interferencia
con dsRNA del gen exdgeno egfp utilizado como control negativo

Se realizaron dos analisis de las variables biométricas solo en el caso de este gen ya que no
se encontraron organismos vivos en la concentracion mas alta el dia 30, esto es, al final del
experimento: en el primer analisis se incluyeron los datos biométricos de los organismos en
las tres concentraciones hasta el dia 21, que fue cuando ain habia organismos en todas
ellas, y en el segundo analisis se utilizaron solo los datos biométricos de los organismos en

el grupo control (0 pg) y en la concentracion de 20 pg hasta el dia 30 del experimento.

En el primer andlisis con las 3 concentraciones hasta el dia 21, se encontrd que el peso de la
biomasa increment6 significativamente a los 21 dias experimentales para los organismos
donde se utiliz6 como control negativo el gen exdgeno egfp tanto a la concentracion 0 ug
como a la concentracion 20 pg (Fig. 8). Se puede observar un posible efecto negativo en la
mayor concentracion utilizada (60 pg) a los 15 dias, ya que, aunque no se encontraron
diferencias significativas, se observd un decremento en la biomasa promedio de los
organismos inyectados con esta concentracion de dsRNA. Adicionalmente, como se
mencion6 antes, la mortalidad en este grupo para el dia 30 del experimento fue total (Tabla
VI). En el segundo andlisis dejando fuera la concentracion de 60 pg y evaluando hasta el
dia 30, se observa un incremento en la biomasa el dia 21 para luego disminuir ligeramente

el dia 30 (Fig. 9).

Por otro lado, a diferencia de la biomasa que incrementd a lo largo del experimento, el peso
del musculo aductor no mostré cambios significativos, asi como tampoco un patrén
directamente asociado con las concentraciones inyectadas de dsSRNA-egfp. Esto es, aunque
se puede observar que los pesos del misculo aductor de las concentraciones de 0 y 60 pg en
el dia 15 tuvieron una disminucidn notable comparado con el grupo de 20 pg (Figs. 10 y

11), el peso del musculo del grupo interferido con la mayor concentracion (60 pg) mostro
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una tendencia a ser el menor en el promedio de los dias experimentales, similarmente a lo

observado en el caso de la biomasa.

Finalmente, al igual que el peso de la biomasa, tanto en el primer como segundo analisis
evaluando las tres concentraciones hasta el dia 21 o las concentraciones de 0 y 20 pg hasta
el dia 30, el peso de la gobnada mostrd diferencias significativas entre el inicio y final del
experimento, incrementando significativamente para el dia 21 (Fig. 12) y 30 (Fig. 13). Por
otro lado, aunque no se observaron diferencias significativas en peso de gonada entre las
tres concentraciones evaluadas, se puede observar nuevamente una tendencia para presentar

un menor peso de gonada en los organismos inyectados con la mayor concentracion (60 pg

dsRNA-egfp, Fig. 12).
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Figura 8. Analisis y medias del peso de la biomasa durante el experimento de RNAi de egfp hasta
el dia 21, e incluyendo las tres concentraciones. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar de las diferentes medias. Nimeros en subindices subrayados y en paréntesis indican
el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento indican diferencias
significativas (P < 0.05).
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Figura 9. Analisis y medias del peso de la biomasa durante el experimento de RNAi de egfp hasta
el dia 30 y sin incluir la concentracion de 60 pg. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar de las diferentes medias. NGimeros en subindices subrayados y en paréntesis indican
el tamafio de muestra.
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Figura 10. Analisis y medias del peso del musculo durante el experimento de RNAi de egfp hasta el
dia 21, e incluyendo las tres concentraciones. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar. Nimeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra.
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Figura 11. Analisis y medias del peso del musculo durante el experimento de RNAi de egfp hasta el
dia 30 y sin incluir la concentracion de 60 pg. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar. Numeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafo de muestra.
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Figura 12. Analsis y medias del peso de la gonada durante el experimento de RNAi de egfp hasta el
dia 21, e incluyendo las tres concentraciones. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar. Numeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra.
Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento indican diferencias significativas (P <

0.05).
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Figura 13. Analsis y medias del peso de la gonada durante el experimento de RNAi de egfp
hasta el dia 30 y sin incluir la concentracion de 60 pg. Las barras verticales representan las
medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo
muestran el error estandar. Niimeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio
de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento indican diferencias

significativas (P < 0.05).
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Tabla VI. Mortalidades de los diferentes grupos experimentales

Concentracion (ng) RNAi-mstn  RNAi-gapdh RNAi-egfp Solucién Salina

0 na na na 0%

5 mstns 20 gapdh&egfp 3% 19% 3% na

30 mstns 60 gapdnsegtp 9% 3% 19% na
Medias 6% 11% 11% 0%

7.1.2 Peso de la biomasa, musculo aductor y gonada en el experimento de interferencia
con dsRNA del gen vital gapdh utilizado como control positivo

El peso de la biomasa en el experimento de interferencia de gapdh no mostré diferencias
significativas entre concentraciones, asi como tampoco a lo largo de los dias
experimentales, aunque si se observo una tendencia a mostrar un incremento en biomasa

del inicio al final del experimento (Fig. 14).

En el caso del peso del musculo aductor no se observaron diferencias significativas entre el
peso muscular durante los dias experimentales, asi como tampoco hubo diferencias en peso
de musculo entre los organismos inyectados con diferentes concentraciones de dsRNA-

gapdh (Fig. 15).

A diferencia de lo observado en el caso de la biomasa y el musculo, el peso de la génada
incremento significativamente a lo largo del experimento cuando se analiza el promedio de
las tres concentraciones, pero en el caso de este gen, la interferencia resultdé también en un
decremento en peso de gonada para los organismos interferidos (20 y 60 pg dsRNA-gapdh)
en contraste con el grupo control (0 pg), indicando un posible efecto negativo de la
interferencia sobre la gametogénesis y/o maduracion (Fig. 16). Es importante sefialar que a
los 30d experimentales solamente sobrevivieron 9 organismos (7 de la concentracion de 60
nug y 2 de la concentracion de 20 pg), y el promedio observado en ese muestreo podria ser

el resultado de un sesgo experimental resultante del bajo nimero de individuos.
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Figura 14. Analsis y medias del peso de la biomasa durante el experimento de RNAi de gapdh. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafo de muestra.
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Figura 15. Analisis y medias del peso del musculo durante el experimento de RNAi de gapdh. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafo de muestra.
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Figura 16. Analisis y medias del peso de la gonada durante el experimento de RNAi de gapdh. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento
indican diferencias significativas (P < 0.05).
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7.1.3 Peso de la biomasa, masculo aductor y gonada en el experimento de interferencia
con dsRNA del gen de interés, mstn

Al igual que para los genes egfp y gapdh, en el experimento donde se inyectd la doble
cadena de la miostatina los organismos experimentales mostraron un incremento
significativo en biomasa a lo largo del experimento (Fig. 17). También como en los genes
anteriores, las concentraciones evaluadas no resultaron en diferencias significativas en
biomasa, aunque en este caso se observa una tendencia hacia un incremento en biomasa en
las concentraciones de dsRNA-mstn de 5 y 30 ug con respecto al control (0 pg), una

tendencia que no fue observada en el caso de egfp y gapdh.

En el caso del peso del musculo aductor no se encontraron diferencias significativas a lo
largo de los dias experimentales asi como tampoco entre las tres concentraciones de
dsRNA-mstn evaluadas (Fig. 18). Sin embargo, al igual que en el caso de la biomasa, el
peso del musculo aductor presentd una tendencia a incrementar de la concentracion de 0 pg
a la de 5 pg y finalmente a la de 30 pg, lo cual tampoco fue observado para el peso del

musculo en los experimentos con egfp y gapdh.

Al igual que para los experimentos de interferencia donde se inyectaron egfp y gapdh, en el
experimento de interferencia de la mstn el promedio del peso de la gonada de las tres
concentraciones incremento significativamente del inicio al final del experimento (Fig. 19).
Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el peso de la gonada entre
concentraciones de dsRNA-mstn inyectada, asi como tampoco se observo una tendencia
hacia disminuir o incrementar con la concentracion inyectada como se observo en el caso
de egfp, donde se observd una tendencia a diminuir el peso de la géonada como increment6
la concentracion evaluada, y para gapdh en donde el peso de la gonada si disminuyo

significativamente de la menor a la mayor concentracion.
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Figura 17. Analsis y medias del peso de la biomasa durante el experimento de RNAi de mstn. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento
indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 18. Analisis y medias del peso del musculo aductor durante el experimento de RNAi de
mstn. Las barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del
experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Nimeros en subindices
subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra.
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Figura 19. Analisis y medias del peso de la gonada durante el experimento de RNAi de mstn. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento
indican diferencias significativas (P < 0.05).
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7.2 Cuantificacion de los transcritos de la mstn y gapdh por PCR en tiempo real en
musculo aductor estriado de Nodipecten subnodosus durante el silenciamiento génico
con dsRNA.

Con el propdsito de confirmar si hubo interferencia de los transcritos de los genes de mstn y
gapdh por la doble cadena de RNA (dsRNA) aplicada durante el experimento de
silenciamiento génico, se cuantificaron los transcritos de ambos genes por medio de PCR

cuantitativo en tiempo real.

7.2.1 Estabilidad de los genes de referencia utilizados para la normalizacion de la
expresion de los genes de la mstn y gapdh

De acuerdo al anélisis efectuado con ayuda de la pagina de internet mencionada en la
seccion (6.4.3) de Materiales y Métodos, de los cuatro genes de referencia evaluados para
la normalizacion de la expresion de mstn y gapdh en N. subnodosus se encontraron dos
genes como los mas estables para el analisis de la expresion, rp-18 y ef-/a. Estos dos genes
mostraron el menor valor de variabilidad (rpl8 1.189 y ef-/a 2.0) (Fig. 20), por lo que

fueron los genes de referencia utilizados en la normalizacion de los datos de expresion.
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Figura 20. Estabilidad de los genes de referencia utilizados para la normalizacién de la
expresion.
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7.2.2. Evaluacion del éxito de la interferencia a través de la estimacién de la expresion
relativa de los mRNA-gapdh presentes a lo largo de los dias experimentales y
concentraciones evaluadas de dsRNA-gapdh

Se observo un descenso en la expresion de gapdh Gnicamente cuando se promedian las tres
concentraciones a lo largo del experimento, pero no se observaron diferencias significativas
en la expresion relativa de gapdh entre concentraciones (Fig. 21). Sin embargo, es
importante resaltar que se observan mayores niveles de expresion de gapdh en el grupo

control, inyectado solamente con solucion salina (0 ug dsRNA-gapdh).

Al transformar a logaritmos para ajustar los datos a una distribucién normal, se encontrd un
menor valor de P para el factor ‘dias experimentales’, pero al igual que en el ANOVA sin
transformar, no se observaron diferencias en la expresion de gapdh entre concentraciones

(Fig. 22) indicando que no existia un problema de normalidad.

Como se menciond en la seccion 6.6.2 de la metodologia, el uso de covariables en un
ANOVA se justifica cuando se sabe o se puede inferir que existe una variable que puede
estar afectando indirectamente a la variable de interés, en este caso la expresion génica. La
introduccion del peso de la gonada como covariable (Fig. 23) para corregir los datos por el
efecto del crecimiento de la misma a lo largo de los dias experimentales indicd que esta
covariable era significante, y al considerar ese crecimiento gonadal en el analisis se logro
un ajuste de los valores de expresion. Esto es, al introducir la covariable “génada” se
encontraron adicionalmente a las diferencias significativas de la expresion relativa de
gapdh en el promedio de las tres concentraciones del inicio al final del experimento,
diferencias en la expresion relativa de gapdh entre el grupo control inyectado solamente
con solucidn salina (0 pg dsRNA) y la expresion relativa de los dos grupos inyectados con
la dsSRNA (20 y 60 ug dsRNA-gapdh), con los dos tltimos presentando una expresion

significativamente menor que la expresion del grupo control.
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Figura 21. Analisis de la expresion relativa de gapdh en musculo aductor durante el experimento de
RNAi-gapdh. Las barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo
del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar. Numeros en subindices
subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo
del experimento indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 22. Analisis del logaritmo de la expresion relativa de gapdh en musculo aductor durante el
experimento de RNAi-gapdh. Las barras verticales representan las medias por concentracion y
muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar.
Numeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes
en las medias a lo largo del experimento indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 23. Analisis y medias de la expresion relativa de gapdh en musculo aductor durante el
experimento de RNAi-gapdh al introducir como covariable el peso de la gonada. Las barras
verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las
lineas hacia arriba y abajo muestran el error estdndar. Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento
y en las medias por concentracion indican diferencias significativas (P < 0.05).
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7.2.3 Evaluacion del éxito de la interferencia del transcrito de la mstn través de la
estimacion de la expresion relativa de los mRNA-mstn a lo largo de los dias
experimentales y concentraciones evaluadas de dsSRNA-mstn

El ANOVA indic6 un descenso significativo en la expresion relativa de la mstn a lo largo
de los dias experimentales cuando se consideraron las medias resultantes del promedio de
las tres concentraciones evaluadas, sin embargo no se encontraron diferencias significativas
en la expresion relativa de la mstn entre concentraciones (Fig. 24). Por otro lado, es
necesario mencionar que se observod una tendencia a una mayor expresion relativa de la
mstn en el grupo control, inyectado solamente con solucion salina (0 pg dsRNA) que la

encontrada en ambos grupos inyectados con la dSRNA-mstn (5 y 30 pg).

Los valores de la expresion relativa de la mstn se transformaron a logaritmos para
incrementar la normalidad de los datos, encontrando un valor de P menor en el factor de
‘dias experimentales’; pero de la misma manera que en el ANOVA sin transformar, no se

observaron diferencias significativas entre concentraciones (Fig. 25).

De la misma manera que en el caso de la expresion relativa de gapdh, se utilizo la
covariable de peso de la géonada buscando corregir los datos de expresion relativa de la
mstn por el efecto de la maduracién gonéadica a lo largo de los dias experimentales (Fig.
26), encontrando que aunque esta covariable so6lo mostr6 un valor de P=0.096, su
introduccion en el analisis resultd en diferencias significativas entre las concentraciones de
la expresion relativa. Esto es, excepto por el dia 15, la expresion relativa encontrada en los
organismos inyectados solamente con solucion salina (0 pg dsRNA) fue significativamente
mayor que la expresion relativa estimada para las concentraciones inyectadas de 5 y 30 pg

dsRNA-mstn.
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Figura 24. Analisis y medias de la expresion relativa de mstn en musculo aductor durante el
experimento de RNAi-mstn. Las barras verticales representan las medias por concentracion y
muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar.
Numeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes
en las medias a lo largo del experimento indican diferencias significativas (P < 0.05).
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Figura 25. Analisis y medias del logaritmo de la expresion relativa de la mstn en musculo aductor
durante el experimento de RNAi-mstn. Las barras verticales representan las medias por
concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y las lineas hacia arriba y abajo muestran el
error estandar. Numeros en subindices subrayados y en paréntesis indican el tamafio de muestra.
Letras diferentes en las medias a lo largo del experimento indican diferencias significativas (P <

0.05).
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Figura 26. Analisis y medias del logaritmo de la expresion relativa de la mstn en musculo aductor
durante el experimento de RNAi-mstn al introducir como covariable el peso de la gonada. Las
barras verticales representan las medias por concentracion y muestreo a lo largo del experimento, y
las lineas hacia arriba y abajo muestran el error estandar . Numeros en subindices subrayados y en
paréntesis indican el tamafio de muestra. Letras diferentes en las medias por concentracion indican
diferencias significativas (P < 0.05).



65

7.3 Analisis de hipertrofia e hiperplasia en misculo estriado de N. subnodosus
7.3.1 Anélisis de hipertrofia en musculo estriado de N. subnodosus

Como se mencion6 anteriormente en la seccion de Materiales y Métodos (Seccion
6.5.2), se utilizaron iméagenes digitalizadas en cortes transversales de musculo aductor
provenientes de organismos muestreados al inicio y final del experimento (Md 3 y Md
30), midiendo el contorno de 200 fibras musculares de cada individuo y comparandolas
entre dias del experimento para poder determinar si hubo un incremento en el tamafo

de las fibras.

Con los datos obtenidos se realizd un andlisis exploratorio del tipo ‘cajas con valores
minimos y extremos’ para mostrar la dispersion de los datos (Fig. 27). Se encontraron
datos atipicos al inicio del experimento (Md 3) en el grupo interferido con 5 pg dsRNA-
mstn, mientras que en el grupo interferido con 30 pg dsRNA-mstn no se observaron
datos atipicos, pero si una alta dispersion. Al final del experimento (Md 30) se
encontraron datos atipicos en el grupo control (0 pg dsRNA) y en el grupo interferido
con 30 pg dsRNA-mstn, pero ninguno de los grupos experimentales mostré una alta

dispersion.

Con base en el andlisis de cajas con valores minimos y extremos’ se procedid a la
eliminacion de datos atipicos, seguido de un analisis de varianza de dos vias con los
factores concentracion y dias experimentales, encontrando diferencias significativas
entre dias experimentales (P<0.05); las medias (promedio de las tres concentraciones)
indicaron que el tamaio de las fibras musculares al final del experimento (Md 30) fue
menor comparado al inicio del experimento (Md 3) (Fig. 28), debido principalmente a
que el grupo interferido con la mayor concentracion (30 pg dsRNA-mstn) presentd

desde el inicio del experimento un mayor nimero de fibras musculares.
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Figura 28. Analisis de hipertrofia de musculo estriado de N. subnodosus. Las barras
indican el area promedio de las fibras por concentracion y las lineas su error estdndar.
Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05).
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7.3.2. Analisis de hiperplasia en musculo estriado de N. subnodosus

De la misma manera como se realizd el andlisis de hipertrofia, se utilizaron las
imagenes digitalizadas de cortes transversales de musculo estriado y se contaron todas
las fibras presentes en cada imagen, este nimero de fibras fue utilizado junto con el area

., , 2
total del musculo, para sacar la relacion de numero de fibras por mm”.

Se encontraron dos valores atipicos extremos al inicio (Md 3) en el grupo control (0 pg
dsRNA), mientras que en los grupos interferidos con 5 pg y 30 pg (dsRNA-mstn) no se
observaron datos atipicos. Al final del experimento (Md 30) ningin grupo experimental

mostrd datos atipicos (Fig. 29).

Los datos atipicos extremos fueron removidos y se realizd un analisis de varianza de
dos vias, con los factores de concentracion y dias experimentales; no se encontraron
diferencias significativas entre concentraciones para el nimero de fibras por musculo,
asi como tampoco se observé tendencia alguna, pero si se encontraron diferencias
significativas entre dias experimentales (P<0.05), observandose un incremento

. . . , 2 ... .
significativo en el numero de fibras por mm~ entre el inicio y el final del experimento

(Md 3 a Md 30) (Fig. 30).
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Figura 30. Analisis de hiperplasia de musculo estriado de N. subnodosus, estimado a
partir del nimero de fibras por area. Las barras indican las medias por concentracion y
las lineas su error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas (P <

0.05).
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8. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los organismos estaban iniciando la
maduracion gondadica, evidenciado por el incremento en el peso de la gonada en todos los
experimentos realizados. El analisis de los niveles relativos de expresion de la miostatina
(mstn) sin considerar la maduracion gonadica mostraron un descenso en los niveles de
expresion con respecto al tiempo, pero no mostraron diferencias entre las concentraciones
evaluadas; al introducir como covariable el peso de la gonada se observd una disminucioén
en la expresion de mstn de 55% a 57% con relacion al control inyectado con solucién

salina.

De manera similar, el gen gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gapdh) también mostro
un decremento en todos los grupos interferidos al final del experimento, pero no se
observaron diferencias entre concentraciones. Sin embargo, al introducir como covariable
el peso de la gonada se observo una disminucion en la expresion de gapdh de 56% a 58%
con relacion al control negativo inyectado con solucion salina. También se observo un
decremento en los valores medios de expresion de los grupos interferidos del inicio al final

del experimento

El gen exogeno de la proteina verde fluorescente mejorada (enhanced green fluorescent
protein, egfp) también mostr6 un incremento en el peso de la gonada durante el
experimento, sin embargo, la inyeccion de la doble cadena de este gen resultd en un posible
efecto off-target, evidenciado por una mortalidad total al final del experimento en

concentracion mas alta (60 pg).

En un estudio previo realizado con organismos de esta especie mantenidos en Bahia de
Loreto por Morelos et al. (2015), se encontré6 que los niveles de expresion de mstn
fluctuaron en relacion a la edad fisioldgica y reproductiva de los organismos. Aunque el
sitio de estudio fue diferente, se ha reportado que la primera actividad gametogénica ocurre
en el mes de junio, cuando los organismos alcanzan una longitud entre 50-60 mm (Racotta
et al., 2003), tallas similares a la de los organismos utilizados en el presente estudio. Los

datos de biomasa y peso de la gonada en el presente estudio, indicaron que la maduracion
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gonadica afectd los andlisis de expresion génica en los organismos interferidos, tanto con
RNAi-gapdh como de RNAi-mstn, ya que cuando se considero el efecto de la maduracion
de la gonada se observo que si ocurrid una disminucion en ambos transcritos interferidos,
mstn y gapdh, y en ambas concentraciones de dsRNA evaluadas. Adicionalmente se
registré mortalidad en ambos grupos interferidos, mientras que el grupo control que solo
fue inyectado con solucion salina no presenté mortalidad, indicando que los animales no
murieron por el estrés causado por la manipulacion ni por el dafio causado por la

microinyeccion.

Los trabajos existentes en moluscos utilizando la herramienta del RNAi reafirman los
resultados encontrados en el presente estudio, ya que otros autores han logrado un
silenciamiento post-transcripcional de los genes interferidos con dsRNA o siRNA, inferido
a través de la inhibicion del mRNA y en algunos casos a nivel de proteina (ver Seccion
2.2.1); sin embargo, los resultados han sido variables, por ejemplo, el efecto ha sido
transitorio o durable, especifico o inespecifico, sistémico en algunos casos, dosis

dependiente en otros y con diferentes porcentajes de silenciamiento.

La permeabilizacion de la célula por medio de electroporacion (Terova et al., 2013) fue
probablemente un factor importante para la entrega eficiente del dsRNA en el organo
blanco, en este caso el musculo, 6érgano principal donde se expresa la mstn en moluscos
pectinidos como Argopecten purpuratus (Morales-Collio et al., 2014), Argopecten
irradians (Kim et al., 2004), Chlamys farreri (Hu et al., 2010) y Nodipecten subnodosus
(Morelos etal., 2015).

La cantidad de dsRNA fue seleccionada con base en los estudios realizados en moluscos,
para los cuales dependiendo de la especie y los niveles de expresion esperados para cada
gen, las cantidades han oscilado desde 0.1 pg (Jiang et al., 2006) hasta 160 pg (Fang et al.,
2011). Se sabe ademas que niveles excesivos de RNAs exdgenos pueden saturar uno o mas
componentes de las vias de RNAi enddgenas, causando toxicidad y mortalidades en los

animales (Scherer y Rossi, 2003; Snove y Rossi, 2006).
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En el caso particular del experimento de RNAi-mstn, se considero la informacion existente
sobre el nivel de expresion del gen de la miostatina, el cual es relativamente bajo segun
diversos estudios, incluyendo los realizados con N. subnodosus (Morelos et al., 2015). Las
concentraciones evaluadas para interferir la expresion de la mstn (5 y 30 pg) fueron
similares a otros estudios de interferencia génica en moluscos (Jiang et al., 2006; Fabioux
et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Fang et al., 2011; Jiao et al., 2012; Wang et al., 2012;

Huvet et al., 2015), sin embargo no mostraron diferencias entre ellas.

A pesar de que si se observo una interferencia parcial del transcrito de la mstn, los
resultados de los andlisis histologicos para determinar si hubo hipertrofia e hiperplasia
resultante de la inhibicion del transcrito de la mstn no mostraron una diferencia en el
tamafio y numero de fibras musculares, entre el control salino y las dos concentraciones de
dsRNA evaluadas (5 y 30 pg). En el analisis de hipertrofia se encontraron diferencias
significativas entre muestreos, mostrando una reduccion en el tamano de las fibras
musculares; sin embargo, en el andlisis de hiperplasia se encontraron diferencias
significativas entre el inicio y final del experimento, con un incremento del nimero de
fibras musculares al final del experimento pero sin diferencias significativas entre
concentraciones. Es probable que la duracion del experimento no haya sido lo
suficientemente larga para observar un crecimiento significativo en el musculo aductor

como resultado de una inhibicion de la expresion de la mstn.

Para desencadenar el efecto de RNA1 se requiere resolver diversos problemas asociados,
uno de ellos es la respuesta inmune innata, otro es evitar la saturacion de vias endogenas de
micro RNAs (miRNAs), asi como efectos colaterales. Estos efectos pueden ser causados
por varios factores, incluyendo la region de la secuencia utilizada, el tamafio y cantidad de
la molécula efectora, el tipo de entrega y las células blanco (Takahashi et al., 2009; Lima
et al., 2013). Es importante mencionar que se pudo comprobar en el grupo control negativo

(solucion salina) que el efecto de la electroporacion no fue causante de mortalidad.

La proteina glucolitica Gapdh involucrada en el metabolismo de los glucidos para la

produccion de energia es considerada de vital importancia para la homeostasis de los



74

organismos. El aumento de esta enzima se ha visto asociado con la proliferacion celular y
se sabe que interactiia con una gran cantidad de moléculas, entre ellas proteinas, diferentes
tipos de RNA y DNA telomérico; también posee una actividad catalitica en condiciones de
estrés oxidativo que puede dirigir al envejecimiento celular y apoptosis (Nicholls et al.,
2012). La localizaciéon de esta enzima también le atribuye diferentes funciones; por
ejemplo, su expresion prominente en el citoplasma le permite funcionar de manera eficiente
como un sensor intracelular el cual, por la via post-transcripcional o cambios estructurales,
es capaz de activar otras vias para mantener la homeostasis celular. Su presencia en
diferentes compartimentos intracelulares, principalmente en el citoesqueleto, la mitocondria
y el nucleo ademds del citoplasma, indica que esta enzima tiene diferentes funciones

asociadas al mantenimiento de multiples niveles la homeostasis (Tristan et al., 2011).

El silenciamiento del transcrito de gapdh se utilizé como control positivo en el experimento
de silenciamiento génico de la mstn. Por ejemplo, en un estudio realizado en camarones
para silenciar el gen ortélogo de la mstn (mstn/gdfll) se utilizo un control positivo (f-
actina) y los animales murieron de 2-4 dias post-inyeccion, indicando la efectividad de la
introduccion y silenciamiento por parte de la dsSRNA (De Santis et al., 2011). En otros
estudios realizados en moluscos se utilizaron controles positivos de genes enddgenos para
confirmar el silenciamiento pero ninguno fue letal para los organismos (Fang et al., 2011;
Jiang et al., 2006; Knight et al., 2011), lo cual podria indicar que la cantidad inyectada no
fue suficiente para inducir a la mortalidad, o que el sistema enddgeno de silenciamiento
génico en moluscos es poco efectivo. Sin embargo, la bibliografia existente en moluscos no
sugiere un sistema poco efectivo. Otro estudio donde se silencid el gen de interés (mstn)
utilizé este gen (gapdh) en ratones como control positivo, en el cual se aplicO siRNA
especifico para gapdh en cultivos celulares, encontrando que la inhibicioén no fue total y la
concentracion mas alta apenas mostré una ligera inhibicion (Magee et al., 2006). Por
ultimo, en un estudio realizado con lobina (Dicentrarchus labrax) y el gen de la mstn, se
utiliz6 como control positivo shRNA (short hairpin RNA) dirigido a gapdh, cada dos

semanas durante un periodo de ocho semanas; el estudio no evalué mortalidad pero se
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infiri6 que no hubo un efecto deletéreo ya que los organismos de este control positivo

ganaron peso (Terova et al., 2013).

Los trabajos anteriores coinciden parcialmente con nuestros resultados, excepto que el
efecto de la interferencia de gapdh sobre el incremento en las variables biométricas
evaluadas si puede observarse en el peso de la gonada, el cual fue significantemente menor
en ambos grupos interferidos a diferencia de lo observado para el peso de la gonada en los
experimentos de interferencia de egfp y mstn, donde no se encontr6 una diferencia
significativa entre el grupo control y los dos grupos interferidos. Es probable que Ia
cantidad inyectada de dsSRNA-gapdh no fuese suficiente para causar la muerte de todos los
organismos, lo cual puede deberse a la alta expresion esperada de este gen ademads de que la
proteina ya existente posiblemente permitid que los organismos se recuperaran del

potencial efecto causado por la inyeccion de la dsRNA.

Asi como el uso de controles positivos es importante, es necesario utilizar controles
negativos ademads de los grupos control, donde la utilizacion de secuencias no presentes en
el organismo de estudio colaboran con la confiabilidad del experimento. El uso de
secuencias que no estan presentes en el genoma de los organismos han sido reportadas en
diferentes estudios con moluscos, siendo ya sea el gen o la proteina eGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) la que ha sido utilizada previamente como control negativo (Fang et
al., 2011; Hanington et al., 2010; Jee et al., 2014; Jiao et al., 2012; Lee et al., 2001;
Oyanadel et al., 2016; Suzuki et al., 2009; You et al., 2012) sin encontrar un efecto en los
organismos, lo cual difiere de este trabajo ya que egfp provocé mortalidades en ambos

grupos, producto probablemente de efectos off-target o de cierta toxicidad.

Los efectos off-target son producidos cuando los siRNA degradan mensajeros de genes que
no pretendian ser silenciados y esto puede complicar la interpretacion de los efectos
observados (Federov et al. 2009). A la fecha, existen varios trabajos publicados indicando
efectos off-target causados a consecuencia de la union inespecifica de los siRNA con otros
genes diferentes al gen blanco, o al interferir con la accion de los miRNAs. Estos efectos

pueden ser dependientes o independientes de la secuencia, por ejemplo, en un estudio
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realizado en embriones de peces cebra donde se inyectd dsRNA del gen T-box (tbx16/spt),
Oates et al. (2000) muestran una reduccién en mensajeros enddgenos causada por la
introduccion del dsRNA independiente de su secuencia, por lo que sugieren tener
precaucion en la interpretacion de los resultados en los experimento de interferencia. Otro
estudio coincide con el anterior, al reportar un efecto de interferencia no-especifica en
embriones de pez cebra, registrando fenotipos defectuosos independientes de la secuencia,

ademas de que la toxicidad mostrada fue dosis dependiente (Zhao et al., 2001).
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9. CONCLUSIONES

A pesar de que se observo un crecimiento en biomasa y en el peso de génada en el periodo
evaluado de 30 dias, no se observo un incremento en la masa muscular, asi como tampoco
una hipertrofia o hiperplasia como resultado de la interferencia Esto debera ser evaluado a

futuro utilizando diferentes dosis y tiempos experimentales mas largos.

Los analisis estadisticos deben considerar cualquier covariable que pueda afectar la

expresion génica, como fue en este caso la maduracion gonadal.

Una vez que se incluyd el peso de génada como covariable, la interferencia génica tanto de
gapdh como de la mstn resultd en una reduccién de los niveles de expresion de ambos

genes.

A futuro sera importante evaluar la interferencia génica de la mstn en organismos juveniles
con el fin de evitar los posibles efectos de la maduracion gonadica sobre la expresion de

este gen.

Se sugiere evaluar otras dosis u otro gen como control negativo debido a que de las

concentraciones usadas de dsSRNA-egfp la mas alta mostro efectos deletéreos.

Es importante determinar la funcion de la Mstn tanto en el desarrollo del musculo
esquelético como en otros drganos, ya que en pectinidos el transcrito de la mstn se expresa

en diversos tejidos.
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11. ANEXOS
ANEXO 1
Ligacion con el vector pGEM-T Easy Vector

1. - Se prepara la siguiente reaccion en el orden indicado:

Buffer 2x ligation 2.5ul
pGEM-T Easy Vector 0.5 ul
H,O Milli Q 1 ul
Producto de PCR 0.5 ul
DNA ligasa (T4) 0.5 pl
Total Sul

2. - Se incuba a 4 °C durante toda la noche
ANEXO II
Transformacion de ligacion con el vector pPGEM-T Easy Vector

. - Poner cajas de petri con medio LB-Agar con ampicilina a 37 °C.
. - Descongelar bacterias E. coli JM109 en hielo.

. - Mezclar 2 pl de ligacion en 50 pl de bacterias.

. - Incubar en hielo 20 minutos.

. - Dar un shock térmico a 42 °C en bafo maria por 50 s

. - Incubar en hielo 2 min.

.- Agregar 250 pl de Medio SOC.

. - Transferir a un tubo para centrifuga.

. - Incubar 90 minutos con agitacion a 37 °C.

10. - Inocular dos cajas de Petri con LB-Agar, las cuales previamente se agregaron 40 ul de
X-Gal y 7 pl de IPTG.

11. - Incubar toda la noche a 37 °C.

O 00 1N DN K W —

Levantamiento de colonias

1.- Preparar medio LB con ampicilina (2.4 ul de ampicilina por 1 ml de LB).

2.- Distribuir en tubos de ensaye 3 ml de medio LB con ampicilina.

3.-Levantar las colonias positivas mas aisladas con un palillo de madera estéril y colocar
en los tubos.

4. - Incubar a 37 °C con agitacion a 240 rpm 18 horas.
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ANEXO III
Lisis alcalina

1. - Transferir 1.5 ml a un tubo eppendorf.

2. - Centrifugar 1 min a maxima velocidad y eliminar el sobrenadante completamente.

3. - Agregar 100 pl de Cell resuspension solution (50 mM Tris-HCI1 pH 8.0: 10 mM EDTA
pH 8.0: 80 ng de RNasa) y resuspender el pellet.

4. - Agregar 100 pl de buffer de lisis 200 mM NaOH y SDS1 % (preparar en el momento a
partir de soluciones 400 mM NaOH y SDS 2%; medio volumen de cada una).

5-. Agregar 120 pul de buffer de neutralizacion (Acetato de potasio 3 M pH 5.5; ajustar pH
con acido acético) y mezclar por 3 minutos.

6. - Centrifugar 1 min a maxima velocidad y transferir sobrenadante a un tubo nuevo.

7. - Agregar 200 pl de isopropanol y mezclar.

8. - Centrifugar por 1 minuto a maxima velocidad y descartar sobrenadante.

9. - Agregar 500 pl de etanol al 70 % y mezclar.

10. - Centrifugar por 1 minuto a maxima velocidad y descartar sobrenadante, volver a
centrifugar y eliminar sobrenadante con punta.

11. - Agregar 25 pl de H,O estéril y re suspender el pellet.

Anexo IV
Extraccion de RNA

1. - Agregar 800 pul de TriPure a un tubo de 1.6 ml previamente esterilizado.

2. - Agregar 100 pg de perlas de vidrio estériles.

3. - Colocar ~100 mg de tejido previamente enjuagado con agua Milli Q para eliminar
restos de RNAlater. Colocar en hielo.

4. - Homogenizar el tejido con un macerador mecanico estéril, posteriormente en un
homogenizador de tejidos Fast- Prep (MP BIOMEDICALS) (2 ciclos oscilatorios de 60
segundos, Velocidad 6.0 m/s).

5. - Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

6. — Transferir la fase superior a un tubo nuevo de 1.6 ml.

7. — Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

8. - Agregar 300 pl de cloroformo a la muestra y mezclar durante 10 segundos.

9. - Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

10. - Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C.

11. — Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo de 1.6 ml estéril (procurando no tocar la
fase intermedia).

12. - Adicionar 500 pl de etanol absoluto, invertir el tubo varias veces e incubar a -20 °C
durante 30 minutos.

13. - Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

14. - Descartar sobrenadante por decantacion.

15. - Lavar el pellet con 500 pul de etanol al 75%. Incubar en hielo por 10 minutos.



16. - Centrifugar a 14,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.
17. - Repetir los pasos 15 y 16.

18. - Descartar el etanol y secar a temperatura ambiente.
19. - Resuspender el RNA en 30 ul de agua MilliQ.

20. - Almacenar a -20°C.

Anexo V

Digestion con DNasa

1. - Colocar 7 ug de RNA en un tubo estériles de 1.6 ml.
2. - Agregar 7 pl de la siguiente reaccion a cada tubo:

RQ1 DNAse Sul

RQ1 Buffer 1 X 1.5 ul

RNAsin 0.5 pl

Total 7 ul

3. - Se agreg6 agua Milli Q a cada muestra para llevar a cada muestra a un volumen de 20
ul.

4. - Se incub¢ a 37 °C durante 1 hora.
5.-Se agreg6 1 ul de RQ1 DNase Stop Solution y se incub6 a 65 °C durante 10 minutos.
6. - Se almacena a -20 °C.

Anexo VI
Sintesis de cDNA

1. - Agregar a cada muestra 2 pl de Oligo dT
2. - Colocar 4 pg de RNA libre de DNA genomico en tubos de 0.2 ml.
3. - Agregar 16.5 pl de la siguiente reaccion a cada tubo:

ImProm-II"™ Reverse Transcriptasa 2l
ImProm-II"™ 5X Reaction Buffer 8 ul
MgCl, 4 pl
dNTP’s 2 ul
RNAsin 0.5 ul
Total 16.5 ul

4.- Se incuba esta reaccion 10 minutos a 25 °C, 60 minutos a 42 °C y 10 minutos a 70 °C
5. - Se almacena a -20 °C.
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