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RESUMEN

La elevada demanda del camarén de cultivo ha llevado a los laboratorios de reproduccion al
empleo de técnicas como la ablacién del tallo ocular con la finalidad de acelerar la
maduracion de los reproductores. Se sabe actualmente que es en este tejido donde se
localiza el principal centro neurosecretor de los crusticeos, conocido como complejo
Organo X-Glandula sinusal, y es aqui donde se sintetizan un grupo de hormonas
relacionadas con la inhibicion y/o maduracion gonadica. Dentro de las hormonas mas
comunmente estudiadas y principalmente relacionadas a estos procesos reproductivos, se
encuentran las denominadas hormonas hiperglucemiantes de crustaceos (CHH). Si bien se
han logrado avances en la caracterizacion de la estructura de genes de la familia de las
CHH, y su participacion en los procesos reproductivos, a menudo la presencia de las
diversas isoformas y su distribucion diferencial pone de manifiesto la complejidad en la
interaccion de estos neuropéptidos para la regulacion de los procesos asociados a la
reproduccion en crustaceos. En este sentido, el creciente uso de técnicas de secuenciacion
masiva ha permitido la identificacion de diversos genes que hasta ahora solo han sido
estudiados en otras especies de vertebrados e invertebrados, pero que se sabe participan en
diferentes fases de los mecanismos asociados a la reproduccion. Como una aproximacion
para determinar los genes asociados a procesos reproductivos en L. vannamei, se generaron
librerias transcriptomicas de tallo ocular y ovario en el laboratorio de Genética y
Mejoramiento Animal Acuicola, las cuales permitieron la identificacion de varios
transcritos potencialmente involucrados en la regulacion de la maduracion gonadica, y cuyo
analisis de expresion puede ser un primer paso para la identificacion de genes antes no
conocidos, y de marcadores moleculares que a largo plazo puedan ser utilizados en
programas de seleccion y mejoramiento genético. En el presente estudio, se logrd la
identificacion y clonacion parcial de diferentes transcritos involucrados en la reproduccion.
Algunos de los transcritos encontrados fueron analizados con fines de establecer su perfil
de expresion tisular en diferentes etapas del desarrollo reproductivo del camaron asi como
conocer si la expresion de los mismos se asocia con la maduraciéon gonadica evaluada a
través de la expresion de vitelogenina. Adicionalmente, se logré caracterizar un gen nuevo
de la familia de las CHHs, el cual se encontrd que codifica para dos transcritos de diferente
longitud en la region UTR 3' como resultado de dos sefiales alternas de poliadenilacion.
Estos fueron aislados de tallo ocular y 6rgano pericardico de hembras y machos mediante
RACE. Ambos transcritos presentan un 100% de identidad y codifican para una misma
proteina cuya conformacion de la estructura primaria la clasifica como perteneciente a la
familia de las CHHs tipo I, aunque con algunas caracteristicas particulares, como es la
insercion de un residuo de glicina en la posicion 32 del péptido maduro. Mediante PCR
punto final e hibridacion in situ se logro demostrar que este gen se expresa en tejidos como
tallo ocular, cerebro, corazén, branquia e intestino en organismos de ambos sexos, y
adicionalmente en vaso deferente y ampula termina de machos. Se demostrd que la
expresion del gen Lvchh varia en dependencia del estadio de muda, ya que se observd un
incremento de premuda temprana a premuda tardia en todos los tejidos evaluados. La alta
expresion en intestino sugiere una participacion en la absorcion de agua durante la muda,
mientras que la expresion en branquia sugiere un papel en la osmoregulacion.
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ABSTRACT

Due to the growing demand for shrimp, eyestalk ablation used to be one of the main
techniques for broodstock maturation acceleration in commercial hatcheries. That is
because the main neurosecretory organ in crustaceans is the X organ- sinus gland complex
located in the eyestalk, and this is where a group of hormones related to the inhibition and /
or induction of gonadal maturation are presumably synthesized. Those hormones belong to
the crustacean hyperglycemic hormone (CHH) family, an important group of neuropeptides
involved in controlling growth and reproduction in decapods species. However, while
progress has been made in the characterization of the structure of CHH family members,
the presence of multiple isoforms and differential tissue expression suggests there are more
complex functions and interactions among these neuropeptides than what it has been
elucidated for control the reproductive processes. The increased use of massive sequencing
techniques has enabled the identification of several genes known to be involved in different
mechanisms associated with reproduction that so far have only been studied in vertebrates
and other invertebrates species. In order to further investigate the genes involved in L.
vannamei reproduction, cDNA and SSH libraries derived from female eyestalk and gonads
were produced, allowing the identification of expressed sequences tags (ESTs) potentially
involved in the regulation of gonadal maturation. Understanding the expression pattern of
the newly found genes can be a first step to identify novel genes and molecular markers,
which can be used in selection programs. In the present study, different transcripts involved
in reproduction were identifying and partially cloned. These transcripts were analyzed in
males and females in order to establish their tissue expression profile on different
reproductive developmental stages and, in the case of females, their possible association
with gonadal maturation assessed through expression analysis of vitellogenin. Additionally
a novel CHH gene was characterized. Two full length transcripts of this CHH were isolated
from eyestalk and pericardial tissue of males and females. The differences in transcripts
length is a result of two polyadenylation sites present in the 3'UTR resulting in two
transcription termination signals. Transcript sequences encoded one unique protein that can
be classified as CHH type I, although with some particular characteristics as a glycine
insertion in the mature peptide at position 32. We demonstrated by endpoint-PCR, qPCR,
and in situ hybridization (ISH), that this gene is expressed in eyestalk, brain, gill, gut, and
heart, as well as in terminal ampoule or spermatophore and vas deferens of males,
suggesting a role in sperm maturation and capacitation. The expression of Lvchh increased
from early to late pre-molt in all evaluated tissues, and the higher expression in gut further
suggest a role in water uptake during molting, whereas expression on gill suggests a
possible role in osmoregulation.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura representa una de las actividades de mayor importancia para el
suministro de alimento, ademas de ser junto con la actividad pesquera, el medio de
subsistencia del 10 a 12% de la poblacion mundial. Dentro de las especies de mayor
importancia se encuentra el camardn, el cual representa el 15% del valor total de los
productos pesqueros comercializados internacionalmente (FAO, 2014). En México, el
camaron es la especie con mayor valor en la produccion pesquera nacional con 40% de
participacion. De acuerdo con datos oficiales, en 2014 la produccion en peso vivo fue de
97,237.4 toneladas, de las cuales el 88.6% se debe al aporte que tiene la actividad acuicola

(SAGARPA, 2014).

El alto valor comercial del camaron blanco Litopenaeus vannamei, ha generado un diverso
niamero de investigaciones en areas como nutricion, patologia, bioquimica, genética y
endocrinologia, todas ellas encaminadas a mejorar la calidad de las postlarvas y
contrarrestar las principales problematicas del cultivo, ademas del desarrollo de nuevas
tecnologias que permitan incrementar la produccion en términos de reproduccion y
crecimiento. En este sentido, una de las practicas comunes en los laboratorios de
reproduccion ha sido la ablacion del tallo ocular, la cual permite acelerar el proceso de
maduracion de la gonada, poniendo de manifiesto la presencia de factores hormonales
encargados de regular tanto la reproduccion, como diversos procesos fisiologicos
(Fingerman, 1987; Quackenbush,1991; Tsukimura, 2001). Actualmente, se sabe que uno de
los principales centros neurosecretores, el complejo denominado como 6rgano X- glandula
sinusal (XO-SG-X Organ-Sinus Gland) se localiza en el tallo ocular (Van Herp y Soyez,
1997), y es en este tejido donde se sintetizan y almacenan distintos compuestos como

aminas biogénicas, péptidos, esteroides y terpenoides.

Si bien el analisis bioquimico, molecular y funcional de los diferentes compuestos liberados
por el XOSG ha generado informacion importante para comprender de manera general el
sistema neuroendocrino de ciertas especies, en el caso de la fisiologia reproductiva existen

pocos estudios que incluyan analisis bioquimicos, moleculares y/o funcionales de los



procesos en la génada que daran lugar a la produccion de gametos maduros. Hoy en dia,
mientras que el estudio de gen por gen puede proveer con informacion de estos procesos, el
empleo de herramientas como la gendmica funcional puede proporcionar una vision mas
amplia e integrada de como se regulan determinados procesos. Para el caso especifico de
camarones peneidos, Ibarra et al. (2007) sugieren el desarrollo de microarreglos como una
aproximacion para investigar la participacion de determinados genes en la reproduccion. En
el afio 2011, en un esfuerzo por complementar el desarrollo de un microarreglo para la
investigacion en L. vannamei, se generaron librerias tipo cDNA y SSH derivadas de tallo
ocular y gonada de hembras a distintas edades mediante la pirosecuenciacion por Roche
454 Life Sciences (Ibarra-Humphries et al., 2012). Como resultado de un primer analisis
del transcriptoma de ovario obtenido de hembras subadultas y adultas, se logro la
identificacion de multiples transcritos, entre ellos algunos para los cuales se sabe que en
otras especies de vertebrados e invertebrados regulan diversas fases de los mecanismos
asociados a los procesos reproductivos, pero para los cuales no se cuenta con informacion

detallada para L. vannamei.



2. ANTECEDENTES

En México, la produccion de camaron cultivado ha superado a la que se genera por
pesca, siendo la region del Pacifico Norte la més productiva en este sentido (Magallon et
al., 2007). El éxito del cultivo de camaron depende en gran medida de la disponibilidad y
calidad de reproductores y postlarvas, por lo que se han realizado un diverso numero de
investigaciones para evaluar la capacidad reproductiva de las hembras y la calidad de su
progenie (para revision ver Racotta et al., 2003a; Ibarra et al., 2007). El rendimiento en el
cultivo de larva y postlarva en términos de supervivencia estd determinada por su
composicion bioquimica (Palacios et al., 1998; Racotta et al., 2003b). En este sentido, se ha
comprobado que el numero de desoves por hembra esta positivamente relacionado con la
calidad de la progenie, y que por tanto puede ser empleado para la implementacion en
programas de seleccion ya que permitird tener una mayor produccion de nauplios sin
comprometer la calidad de los mismos (Palacios et al., 1999a, 2000; Palacios y Racotta,
2003; Arcos et al., 2004). En la busqueda de implementar el nimero de desoves como un
posible criterio de seleccion, Ibarra et al. (2005) analizaron la heredabilidad de éste en
hembras ablacionadas, y encontraron que existe un componente genético-aditivo para este
caracter, el cual se propuso que debe de estar influenciado por diversos factores fisiologicos
como por ejemplo, la regulacion hormonal de la maduracion, la cantidad de vitelogenina

que es expresada y transportada a la gonada, asi como la cantidad de sus receptores.

Los compuestos responsables de inhibir y/o estimular la reproduccion son sintetizados y
almacenados en el complejo 6rgano X- glandula sinusal (Landau, et al., 1997; Van Herp y
Soyez, 1997; Huberman, 2000); su relacion con la reproduccion se ha evidenciado
mediante el efecto de la ablacion del tallo ocular sobre la sintesis de vitelogenina en gonada
y hepatopancreas en hembras de L. vannamei y Marsupenaeus japonicus (Quackenbush,
2001; Okumura, 2007). La ablacion del tallo ocular en L. vannamei tiene también
repercusion en otros procesos fisiologicos asociados a la reproduccion. Esto es, se ha
observado que la ablacidn genera un incremento en la demanda energética y por tanto,

puede afectar la supervivencia y el crecimiento de las hembras, dando lugar a un



agotamiento reproductivo que se ve reflejado en las reservas energéticas de los huevos y la

viabilidad de los mismos (Palacios et al., 1999b,c¢).

2.1 Aspectos citologicos y moleculares de la reproduccion en crustaceos

2.1.1 Ovogénesis y vitelogénesis

El desarrollo de la gbénada en las hembras comienza con el proceso de ovogénesis,
que se caracteriza por continuas divisiones mitoticas en la zona germinal. Cuando las
ovogonias dejan esta zona entran a la profase I de la division meidtica, etapa durante la cual
se presenta una condensacion de los cromosomas, la posterior descondensacion marca el
inicio de la etapa previtelogénica y esta acompanada de cambios citoplasmaticos como el
incremento de ribosomas y reticulo endoplasmico rugoso, lo cual prepara al ovocito para la
acumulacion endogena de vitelo durante la siguiente fase del desarrollo gonadal. De
manera simultanea los ovocitos comienzan a rodearse de cé¢lulas foliculares provenientes de
la zona germinal y son denominados ovocitos previtelogénicos (Charniaux-Cotton, 1985;
Van Herp y Soyez, 1997; Meusy y Payen, 1998). La siguiente fase de la maduracion
gonadica es la vitelogénesis, durante la cual inicia la sintesis y acumulacion de reservas
como proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos carotenoides (Quackenbush, 1991). En
una primera etapa (vitelogénesis primaria o enddgena) los ovocitos comienzan a aumentar
de tamafio como resultado de un incremento en la sintesis de proteinas endogenas, y
comienzan a desarrollar microvellosidades hacia las células foliculares mismas que
desarrollan conexiones a manera de red que intensifican la entrada de vitelogenina a los
ovocitos (VanHerp y Soyez, 1997). La vitelogénesis secundaria o exdgena, se caracteriza
por un crecimiento sincronico de los ovocitos como resultado de la transferencia de
vitelogenina proveniente de fuentes externas al ovario mediante mecanismos de endocitosis

dependiente de receptores (Charniaux-Cotton, 1985; Warrier y Subramoniam, 2002).

De acuerdo a lo descrito para otras especies de invertebrados como el mosquito Aedes
aegyptii (Snigirevskaya et al., 1997), la entrada de la vitelogenina al ovocito se lleva a cabo
mediante la union de la vitelogenina a los diferentes microdominios de union en los cuales

estd dividida la membrana plasmatica del ovocito. Estos microdominios estan localizados



entre las microvellosidades de la membrana plasmatica. Una vez realizada la unioén de la
vitelogenina (Vtg) con el receptor (VgR), se forma un complejo que va a unirse a vesiculas
pre-existentes recubiertas de clatrina. Al perder la cobertura, las vesiculas se transforman en
endosomas tempranos que al fusionarse entre si dan lugar a los endosomas tardios o
cuerpos de vitelo transitorios, donde simultaneamente se lleva a cabo la disociacion del
complejo Vtg/VgR. Posterior a la disociaciéon del complejo, el receptor regresa a la

membrana plasmatica para ser reutilizado (Fig. 1).

Figura 1. Representacion esquematica de la ruta de entrada de vitelogenina al ovocito
mediada por receptores en A. aegyptii. FC; células foliculares, CP; invaginaciones
cubiertas de clatrina, CV; vesiculas recubiertas, EE; endosomas tempranos, TYB; cuerpos
transitorios de vitelo o endosomas tardios, MYB; granulos de vitelo. Tomado de
Snigirevskaya et al. (1997).



En el caso de peneidos, el receptor VgR es una proteina de 211 KDa, la cual posee dos
sefiales de internalizacion (FANPGFG y FENPFF) que controlan la entrada del complejo
Vgt/VgR a las vesiculas internas del ovocito (Tiu et al., 2008; Mekuchi et al., 2008). La
estructura primaria posee elementos caracteristicos de la superfamilia LDLR (Low Density
Lipoprotein Receptor). Dichos elementos incluyen la presencia de dos dominios de union a
ligandos (LBDs-ligand-binding domain), cada uno conformado por cinco u ocho
repeticiones ricas-en-cisteina clase-A (class-A cysteine-rich repeats). Cada LBD es seguido
por un dominio homologo al dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF-
epidermal growth factor) conformado por los motivos YWXD vy repeticiones de clase-B

con seis residuos de cisteina (Fig. 2).
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Figura 2. Representacion esquematica de la organizacion estructural del receptor de
vitelogenina (VgR) en P. monodon. A; regiones ricas en cisteina, B; repeticiones clase B;
LBD (dominios de union de ligandos). Tomado de Tiu et al. (2008).

La expresion de VgR ocurre exclusivamente en el ovario, y su expresion varia dependiendo
del grado de madurez de las hembras, y alcanza su maxima expresion en las primeras
etapas del proceso de vitelogénesis, para finalmente disminuir al final del ciclo de

maduracion (Tiu et al., 2008; Mekuchi et al., 2008; Rotllant et al., 2015).

2.2 Control hormonal de la reproduccion

El comienzo del ciclo reproductivo esta relacionado con una serie de cambios
morfologicos y fisiologicos que dan lugar al desarrollo de las estructuras gonadales. Los
factores externos como fotoperiodo, temperatura, nutricion, concentracion de iones y estrés,
estan relacionados con el ciclo reproductivo, ya que mediante el estimulo sobre diversas

estructuras neuronales dard lugar a la transduccion de sefales en 6rganos enddcrinos, los



cuales a su vez sintetizan y liberan compuestos que van a modular la actividad de los
diferentes organos involucrados en procesos fisiologicos como la reproduccion,
crecimiento y comportamiento (Fingerman, 1987; Van Herp y Soyez, 1997; Meusy y
Payen,1998).

La presencia de factores hormonales comenz6 a manifestarse mediante el uso de técnicas
como la ablacidn del tallo ocular en diferentes especies de crustaceos (Panouse, 1943 citado
en Huberman, 2000; Kulkarni et al., 1984), ya que se ha observado que al eliminar este
tejido, entre varios efectos resultantes esta el aceleramiento del proceso de maduracion de
la gonada. En el caso de las hembras, el efecto de la ablacion del tallo ocular sobre los
procesos reproductivos se ha atribuido a la accion de la hormona inhibidora de la génada
(VIH/GIH - Vitellogenis/Gonad Inhibiting Hormone). Si bien el efecto de esta hormona en
las hembras es aparentemente directo sobre la gonada, en el caso de los machos esta
hormona parece ejercer una funcion indirecta sobre la glandula androgénica, la cual de
acuerdo a diversos autores, esta encargada de regular la diferenciacion de caracteres
sexuales secundarios mediante procesos hormonales (Kulkarni et al., 1984; Charniaux-
Cotton, 1985; Fingerman, 1987; Sagi et al., 1997; Khalaila et al., 2002, Alfaro et al.,
2015). Lo anterior indica que se puede asumir que el control de la reproducciéon en
crustaceos esta modulado por un sistema complejo, en el cual, compuestos de diferente
naturaleza y origen (aminas biogénicas, proteinas, esteroides y terpenoides) juegan un papel

directo o indirecto sobre el desarrollo gonadal, y los procesos fisiologicos asociados.

Existen varios drganos o tejidos involucrados en la sintesis de compuestos que regulan los
procesos fisiologicos. El principal es el denominado complejo Organo X- Glandula Sinusal
(XO-SG, X Organ - Sinus Gland) el cual se ubica en el tallo ocular. La glandula sinusal es
un agregado de terminaciones axdnicas provenientes del organo X, cerebro y ganglio
toracico. Por otra parte, el 6rgano X estd conformado por un agregado de células con
actividad neurosecretora (6rgano de Hanstrom y organo de Bellonci), situados entre la
médula externa e interna del tallo ocular (Smith y Naylor, 1971; Bell y Lightner, 1988).
Los principales compuestos secretados por el complejo XOSG incluyen a los miembros de

la familia de las hormonas hiperglucemiantes de crustaceos (CHH - family) y



neurotransmisores como serotonina, dopamina, encefalinas y melatonina (Swetha et al.,
2011). La sintesis de compuestos se lleva a cabo en el 6rgano X y estos son almacenados en
la glandula sinusal para ser liberados bajo determinados estimulos. Dentro de los
neurotransmisores antes mencionados, la funcion de la serotonina sobre la maduraciéon ha
quedado demostrada en especies como P. monodon (Wongprasert et al., 2006) y L.
vannamei (Vaca y Alfaro, 2000). Por ejemplo, en hembras de L. vannamei, se ha observado
un incremento gradual de serotonina en cerebro y ganglio tordcico durante la vitelogénesis

temprana (Tinikul et al., 2011).

2.2.1 Hormonas Hiperglucemiantes de Crustaceos y mecanismos moleculares involucrados

en el control de la reproduccién y crecimiento

La familia de las hormonas hiperglucemiantes de crustaceos estd conformada por
neuropéptidos multifuncionales que se caracterizan por presentar enlaces disulfuro
formados entre seis cisteinas presentes en el péptido maduro, las cuales permiten mantener
la estructura terciaria del péptido (Fanjul-Moles, 2006; Webster et al., 2012). Los genes que
codifican estas hormonas a menudo presentan varias isoformas como resultado de splicing
alternativo a partir de un solo transcrito (Chen et al., 2004) o modificaciones post-
traduccionales como esterecoisomerizacion de aminoacidos (Ollivaux et al., 2009; Webster
et al., 2012). Sin embargo, no todos los genes CHH han sido demostrados para formar
isoformas como resultado de splicing alternativo, y de hecho las diferencias en la estructura
de los genes y la estructura primaria de los péptidos (Fig. 3) permiten la separacion de esta
familia en dos grupos: el tipo CHH-I, donde se encuentran las hormonas hiperglucemiantes
sensu stricto; y el tipo CHH-II, donde se agrupan la Hormona Inhibidora de la Muda
(MIH); la Hormona Inhibidora de la Goénada o Vitelogénesis (GIH-VIH), y la Hormona
Inhibidora del Organo Mandibular (MOIH) (Huberman, 2000; Chan et al., 2003; Chen et
al., 2005; Webster et al., 2012).

Las proteinas CHH-I estan conformadas por el péptido sefial, una region CPRP (CHH
precursor related peptide) y la region del péptido maduro conformado por 72 — 73

aminoacidos con la region carboxilo terminal amidada (Fanjul-Moles, 2006; Hopkins,



2012). Algunas funcionan como moléculas pleiotropicas asociadas al incremento
intracelular de glucosa mediante la activacion de la enzima fosforilasa (Fanjul-Moles,
2006). Este incremento en los niveles de glucosa se lleva a cabo como respuesta a
condiciones ambientales adversas como hipoxia o estrés térmico (Nagai et al., 2011; Shinji,
et al., 2012; Webster et al., 2012). Otras isoformas han sido asociadas a procesos como
muda (Chang et al., 1990) y estimulacion del crecimiento de ovocitos (Tensen et al., 1989).
Por otro lado, las hormonas pertenecientes al tipo II (GIH/VIH, MIH, MOIH) se han
asociado frecuentemente a procesos reproductivos, y se componen de la region del péptido
sefal seguida del péptido maduro conformado por 72 a 78 aminoacidos (Bocking et al.,
2002).

El péptido maduro de estas hormonas presenta una insercion de glicina en la posicion 12, la
cual se ha demostrado que reduce el efecto de hiperglucemia cuando es insertada en

hormonas CHH tipo I de M. japonicus (Katayama y Nagasawa, 2004).
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Figura 3. Representacion esquematica del gen y estructura peptidica de las hormonas
hiperglucemiantes de crustaceos (CHH family) tipo I (abajo) y tipo II (arriba). Tomado de
Bocking (2001).

Los genes CHH tipo I descubiertos hasta ahora se conforman por 4 exones y 3 intrones, los

cuales mediante mecanismos de splicing dan lugar a dos transcritos. Cada isoforma
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presenta una distribucion espacial especifica (Dircksen et al., 2001; Chen et al., 2004; Chen
et al., 2005; Toullec et al., 2006; Choi et al., 2006; Montagné et al., 2008; Jeon et al.,
2012), teniendo que los transcritos compuestos por 3 exones estan presentes en tallo ocular,
mientras que los transcritos de 4 exones se localizan en tejidos extra oculares como 6rgano
pericardico y ganglio toracico (Fig.4). Los genes CHH tipo II identificados hasta ahora se
conforman por 3 exones y 2 intrones, y la presencia de multiples transcritos con alta
homologia entre ellos se ha asociado principalmente a eventos de duplicacion de genes (Lu

et al., 2000).

El E2 E3 F4 CHHLPO

El E2 k4 CHHES

Figura 4. Representacion esquematica del gen y transcritos generados por mecanismos de
splicing en neuropéptidos CHH tipo I. Tomado de Jeon et al. (2012).

Las hormonas CHH-I son hasta el momento las mas estudiadas en diferentes especies de
crustaceos, y se han realizado un nimero diverso de investigaciones relacionadas con
expresion, localizacion y analisis funcional (Fanjul-Moles et al., 2006; Webster et al.,
2012). La principal funcion que se le atribuye a este tipo de neuropéptidos es el efecto de
hiperglucemia. En Orchonectes limosus, se ha demostrado que esta hormona activa a
proteinas cinasas mediante la elevacion en los niveles de AMPc y GMPc en hepatopancreas
y musculo abdominal. Como resultado, estas proteinas cinasas inhiben la accion de la
enzima glucdgeno sintasa mediante fosforilacion (Sedlmeier, 1985). Esta respuesta de
hiperglucemia se ha hecho evidente en diversas especies de crusticeos sometidos a

episodios de estrés térmico, de salinidad y de hipoxia, donde se ha observado que como
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respuesta a las condiciones adversas se presenta un rapido incremento en la concentracion
de la hormona CHH y de glucosa en hemolinfa (Chang et al., 1998; Chung y Webster,
2005). Por otro lado, se ha demostrado que las isoformas localizadas en tejidos extra-
oculares como O&rgano pericardico, presentan una respuesta distinta a las mismas
condiciones de estrés, sugiriendo que la expresion de cada una de ellas es regulada por
mecanismos diferentes (Chung y Zmora, 2008), y que por tanto, poseen funciones distintas
probablemente en respuesta a sefales tejido especificas (Hsu et al., 2006). Diferentes
isoformas y transcritos se han detectado también en corazdn, nervio abdominal, branquia,

intestino y ganglio toracico (Tiu et al., 2007).

La funcién de las hormonas encontradas en diversos tejidos por otro lado, no es conocida
para la mayor parte de estas hormonas, aunque la osmoregulacion es otra de las funciones
atribuidas a este grupo de hormonas, ya que se ha observado que extractos de glandula
sinusal en hemolinfa incrementan la entrada de sodio (Na") en branquias (Spanings-Pierrot
et al., 2000) y disminuye la presencia de particulas osméticamente activas en hemolinfa
(Serrano et al., 2003). En L. vannameli, la sobre-expresion de una CHH incrementa la
actividad de la enzima Na'/K ATPasa en branquias (Liu et al., 2014), un tejido donde

también se ha reportado la expresion de transcritos codificantes para hormonas CHH-I.

Dentro de las hormonas tipo II de CHHs se encuentra la hormona inhibidora de la génada
(GIH). EIl efecto de esta hormona sobre la sintesis de vitelogenina se ha evidenciado
indirectamente mediante la ablacion del tallo ocular en diversas especies (Raviv et al.,
2006; Okumura, 2007). El trabajo realizado por Treeratrakool et al. (2008) es uno de los
primeros en conjuntar aspectos moleculares y bioldgicos para comprobar la funcion
inhibidora de esta hormona sobre la expresion del mRNA-vtg en P. monodon, donde se
demostré que el silenciamiento del gen Pem-GIH mediante RNA de interferencia
incrementa la expresion de vtg en ovario. Se ha propuesto que la GIH actta en la membrana
de los ovocitos mediante el incremento en los niveles de AMPc, e impide la entrada de
vitelogenina por endocitosis (Landau et al., 1997). En L. vannameli, se ha caracterizado el
transcrito de GIH/VIH expresado en tallo ocular y cerebro, donde se ha demostrado a través

de estudios in vitro, que ambos tejidos estan relacionados con el incremento en la sintesis
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de mRNA-vtg en hepatopancreas (Chen et al., 2014). Recientemente, se ha detectado la
presencia de esta hormona en diferentes estadios de desarrollo (huevos fertilizados, nauplio,
zoea, mysis y juveniles tempranos) donde se observd un incremento en la expresion a lo
largo del crecimiento hasta juveniles, aunque estos autores también detectaron la expresion
del transcrito en tallo ocular y cerebro de machos y hembras adultos, no analizan si hay
diferencias en la expresion de los primeros estadios de desarrollo respecto a adultos (Li et

al., 2015).

Una segunda hormona dentro de las CHH tipo II es la Hormona Inhibidora de la Muda
(MIH por sus siglas en inglés). A partir de su liberacion en el complejo XOSG, la MIH
inhibe la sintesis de ecdisteroides en el 6érgano ‘Y’ durante una parte del ciclo de muda,
principalmente durante el estadio de intermuda, una vez que la presencia de este
neuropéptido disminuye, aumentan los niveles de ecdisteroides y se reinicia el ciclo de
muda (Lee et al., 1998; Chen et al., 2007). Se ha sugerido que otros compuestos pueden
estar implicados ya sea directa o indirectamente en la regulacion del 6rgano Y, ya que se ha
observado que factores externos como temperaturas extremas, fotoperiodo y estrés, pueden
inhibir la muda mediante la activacion de receptores sensoriales, los cuales estan
comunicados con células neurosecretoras e inducen la liberacion de compuestos que
generan la inhibicion del proceso de muda (Bliss y Boyer, 1964; Chang y Mykles, 2011). Si
bien el mecanismo de accion de la MIH no ha sido completamente descrito, algunas
investigaciones han detectado la presencia de receptores para MIH en la membrana del
organo Y a través del marcaje de la proteina y su posterior cuantificacion mediante
inmunoensayos de uniéon a ligandos, sin embargo estos no han sido caracterizados
(Webster, 1993; Nakatsuji et al., 2009). Diversas investigaciones proponen al AMPc y
GMPc como segundos mensajeros involucrados en la regulacion de la sintesis de

ecdisteroides (Webster et al., 2012).

Finalmente, la tercera hormona dentro de las CHH tipo II es la Hormona Inhibidora del
Organo Mandibular (MOIH por sus siglas en inglés). A esta hormona se le atribuye la
funcion de reprimir la sintesis del farnesoato de metilo (FM) en el 6rgano mandibular (Liu

etal., 1997; Tang et al., 1999). Lo anterior es debido a que se ha observado que la ablacion
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del tallo ocular ocasiona hipertrofia y cambios estructurales en el érgano mandibular de
algunos cangrejos y eleva los niveles de FM en la hemolinfa de hembras y machos (Laufer
et al., 1992, 1993; Liu et al., 1997; Lu, et al., 2000; Borst et al., 2001). Se sabe que el
transporte del FM en la hemolinfa hacia los tejidos blanco esta mediado por su unién con
lipoproteinas denominadas proteinas de uniéon a FM (MFBP-methyl farnesoate binding
protein), las cuales se han detectado en hemolinfa y gonada de hembras y machos de
Libinia emarginata (Laufer et al., 1986,1987). Los estudios de caracterizacion, localizacion
y bioensayos enfocados en determinar la participacion tanto del FM como de la enzima
que cataliza su sintesis (acido farnesoico O-metiltransferasa), han sugerido que el FM es
una hormona multifuncional que estd involucrada en la regulacion de procesos como
reproduccion, muda, osmoregulacion, morfogénesis y comportamiento (Nagaraju et al.,
2007).

La ruta metabdlica para la sintesis de FM se compone de dos etapas. La primera involucra
la obtencion del pirofosfato de metilo (FPP- farnesyl pyrophosphate), el cual es un
intermediario en la sintesis de colesterol y otros compuestos terpenoides. Durante la
segunda etapa, el FPP es hidrolizado a farnesol mediante la accion de la pirofosfatasa, y
posteriormente oxidado hasta acido farnesoico (FA-farnesoic acid) mediante la accion de
una alcohol deshidrogenasa (ADH) y una aldehido deshidrogenasa (ALDH). Finalmente, la
metilacion del acido farnesoico mediada por la actividad de la enzima acido farnesoico O-
metiltransferasa (FAMeT-Farnesoic acid O-methyltransferase), da lugar a la formacion del

farnesoato de metilo (Laufer et al., 1986; Nagaraju et al., 2007).

Una de las principales funciones asociadas al FM es la reproduccion, ya que el incremento
en la concentracion en hemolinfa, o el suministro de esta hormona puede acelerar la
maduracion en algunas especies como L. emarginata y M. ensis, donde se ha observado un
incremento en el indice gonadosomatico (Jo et al., 1999) asi como un incremento en la
expresion in vitro de la vitelogenina en hepatopancreas y ovario (Tiu et al., 2006). Para L.
vannamel, el suministro de FM en la dieta incrementa el tamafio de los ovocitos, la
frecuencia de desove y la supervivencia larvaria (Tsukimura y Kamemoto, 1991; Laufer,

1992). Interesantemente, el farnesoato de metilo es similar en estructura a la hormona



14

juvenil IIT de insectos, la cual se sabe estd involucrada en la regulacion de la entrada de
vitelogenina a los ovocitos (Raikhel y Dhadialla, 1992). La similitud estructural del FM con
la hormona juvenil de insectos, sugiere que puede tener una participacion similar en los

procesos de desarrollo y reproduccion de los crustaceos (Laufer et al., 1992).

2.2.2 Receptores de membrana asociados a hormonas esteroideas y procesos reproductivos

El efecto de hormonas esteroideas como la progesterona sobre la estimulacion de la
vitelogénesis y el crecimiento gonadal ha sido ampliamente reportado en diversas especies
de crustaceos (Quackenbush, 1991; Subramonian et al., 2011; Swetha et al., 2011). La
existencia de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH-Gonadotropin releasing
hormone) en la region cerebral, sugiere que la reproduccion en crustaceos puede ser
regulada de manera similar a lo que se ha observado en vertebrados (Ngersoungern et al.,
2007). En M. japonicus se ha demostrado que, tanto el ovario como el hepatopancreas,
poseen la maquinaria enzimatica capaz de metabolizar esteroides como progesterona y
testosterona. Mediante la deteccion de actividad enzimatica, se observo que el ovario es
capaz de sintetizar 17B-estradiol, el cual es un metabolito activo de la testosterona generado
por la accion de la enzima aromatasa (Summavielle et al., 2003). En L. vannamei no se
conocen receptores de este tipo a la fecha que nos permitan estudiar la participacion de

estos genes en la reproduccion.
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3. JUSTIFICACION

En la busqueda de tecnologias que permitan optimizar la produccion de camardn, se
ha puesto de manifiesto la importancia de conocer a fondo como se regula una de las etapas
criticas de la maduracion gonadica, la vitelogénesis, la cual se sabe estd mediada por
procesos neuroendocrinos. Dicho control se ha comprobado mediante la ablacion del tallo
ocular y la identificacion de secuencias codificantes para las hormonas hiperglucemiantes
de crustidceos. En este sentido, como parte del proyecto Gendmica de Camardén del
CIBNOR, se comenzd con la busqueda de secuencias expresadas relacionadas con la
reproduccion, lo que permitid generar una serie de fragmentos de genes (cDNA) asociados
al control neuroendocrino y los mecanismos celulares implicados en la vitelogénesis. En
este trabajo se analizo la informacion transcriptomica obtenida como parte del proyecto
mencionado (Ibarra-Humphries et al., 2012), buscando iniciar con la identificacion de
genes asociados a procesos reproductivos y con el estudio de su funcion a través de

metodologias de RNA de interferencia (RNA1).

Adicionalmente a evaluar la expresion tisular de algunos transcritos seleccionados por su
posible papel en la reproduccion, de las anotaciones obtenidas del transcriptoma de tallo
ocular y gonada de L. vannamei, un transcrito no reportado previamente para esta especie,
cuya traduccion conceptual la ubico dentro de la familia de las hormonas hiperglucemiantes
de crustaceos (CHH por sus siglas en inglés), fue seleccionado para su caracterizacion. Los
neuropéptidos que conforman esta familia de CHHs se sintetizan principalmente en el tallo
ocular y presentan una multifuncionalidad asociada a una distribucion tejido-especifica, en
algunos casos como resultado de mecanismos de splicing alternativo (Webster et al., 2012).
Se ha demostrado que tienen una participacion esencial en la reproduccion tanto por su
participacion en la vitelogénesis, como en la regulacion de procesos asociados a la misma y
que resultan necesarios para que esta pueda llevarse a cabo apropiadamente (Fanjul-Moles
2006; Treerattrakool et al., 2008, Webster et al., 2012). Por tal motivo, se realiz6 la
caracterizacion completa del transcrito de la hormona hiperglucemiante encontrada en las

librerias de pedunculo de hembras juveniles y de gonada/érgano pericardico de hembras
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adultas, incluyendo su perfil de expresion en diferentes edades y estadios del ciclo de
muda, con la finalidad de generar informacion relacionada con los aspectos moleculares del
control neuroendocrino de los principales procesos reproductivos en crustaceos, lo cual
puede ser un primer paso para la identificacion de marcadores moleculares, que a largo

plazo puedan ser implementados en programas de seleccion y mejoramiento genético.
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4. HIPOTESIS

1. Si genes selectos e identificados por homologia y funcién ontolégica en las librerias de
tallo ocular y génada estan involucrados en la reproduccion, entonces su mayor expresion
ocurrird en gonada y hepatopancreas, tejidos conocidos por su participacion en la

maduracion.

2. Si la secuencia parcial tipo CHH encontrada en las librerias de L. vannamei representa un
gen nuevo asociado directamente con la reproduccion de la especie, esto podra ser definido
mediante su caracterizacion, analisis de filogenia, cuantificacion de expresion, e inhibicion

parcial por interferencia de su transcrito
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERALES

Evaluar los perfiles de expresion de genes identificados en librerias de cDNA y tipo
sustractivas de gonada femenina y tallo ocular, seleccionados a partir de homologia y
funcion ontologica asociada con la reproduccion, con fines de establecer si a través de sus
patrones de expresion tisular es posible inferir su participacion en la regulacion de la
reproduccion.

Realizar la caracterizacion de uno de los transcritos encontrados en las librerias, anotado
como CHH-like, buscando entender cudl es su participacion en el o los procesos
fisiologicos del camaron blanco (L. vannamei).

5.2 PARTICULARES

1. Realizar la anotacion de los transcritos de las libreria de cDNA y SSH de gonada y
tallo ocular de hembras de camar6n blanco

2. Conocer y cuantificar la distribucion tisular de genes asociados al proceso
reproductivo e identificados en las librerias de SSH y de cDNA obtenidas de gonada
y tallo ocular, mediante la evaluacion de la expresion a lo largo de la ontogenia
(juveniles, subadultos y adultos) y en ambos sexos

3. Aislar y caracterizar el o los transcritos del gen tipo CHH (mRNA-cDNA) en tallo
ocular y 6rgano pericardico de hembra y macho, asi como el gen codificante en
organismos de L. vannamei.

4. Definir los tejidos de expresion del gen tipo CHH, asi como la localizacion celular
por hibridacion in situ.

5. Cuantificar la expresion del gen tipo CHH en diferentes tejidos y estadios de muda
en organismos de ambos sexos.

6. Evaluar la funcion in vivo del gen tipo CHH mediante el bloqueo del transcrito por
RNA de interferencia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.3 Aislamiento y caracterizacion de el o los transcritos del gen tipo CHH (mRNA-
c¢DNA) en tallo ocular y gonada/organo pericardico de hembra y macho asi como el
gen codificante en organismos de L. vannamei.

Partiendo de la secuencia parcial tipo CHH anotada tanto en las librerias de tallo ocular
como gonada/organo pericardico se disefiaron diferentes pares de oligonucledtidos
especificos para, en primer lugar, corroborar mediante PCR punto final la secuencia
obtenida del ensamble de lecturas, y posteriormente la obtencion del o los transcritos
completos mediante RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), asi como para llevar a
cabo la caracterizacion del gen codificante mediante la amplificacion de las posibles

regiones intronicas (Tabla II).
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Tabla II. Secuencias nucleotidicas de oligonucledtidos empleados en la caracterizacion del

transcrito y gen codificante de la hormona hiperglucemiente encontrada en L. vannamei.

Primer Secuencia (5' - 3") Tw (°C)
Lvchh-F1 CTCAATAACGCATGCTTGGA 63
Lvchh-F2 TTAGAGCGGGAACTCGTG 62.5
Lvchh-F3 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA 61.6
Lvchh-R1 TTCTGTTTCTCTCGCGCA 63.6
Lvchh-R2 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA 60
Lvchh-R3 CTCAATAACGCATGCTTGGA 61.2
Lvchh-F5 (Nested) | AACTGCTTCGGTACAGAGGT 70.6
ef2-F CTGTGGTCTGGTTGGTGTTG 62
ef2-R TCGGATGAGTTCTTGGGTTC 60
M13-F GTAAAACGACGGCCAGT 55
M13-R CAGGAAACAGCTATGAC 55

F= forward, R= reverse, TM= melting temperatura= temperatura de fusion.

6.3.1 Material bioldgico

Se colectaron 35 organismos juveniles (=10g) de ambos sexos provenientes del laboratorio

experimental de maduracion de crustaceos del CIBNOR- La Paz. Se realiz6 la diseccion de

ambos tallos oculares desde su base preservando el tejido en RNAlater (Ambion) a -80°C

hasta la extraccion del RNA. Se realizd6 la diseccion del complejo neuroendocrino

empleando material de microcirugia y un estereoscopio: se elimind la cuticula del tallo

ocular para liberar el tejido muscular y se removio cuidadosamente el tejido pigmentario de

la retina evitando eliminar el tejido neuroendocrino de interés. Adicionalmente, se tomaron

muestras de tejido pericardico unido a gonada de 4 machos y 6 hembras adultas (30- 35g)

obtenidos de la granja comercial FITMAR en Sinaloa; el tejido se preservo en RNAlater a

4°C durante 24 horas y posteriormente a -80°C hasta su posterior procesamiento.
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6.3.2 Amplificacion del fragmento de la hormona CHH obtenido de las librerias

La extraccion de RNA y la sintesis de cDNA se realizaron conforme a lo descrito en la
seccion 6.2.2. Para la amplificacion y corroboracion del fragmento interno de 647pb,
obtenido de las librerias sustractivas de tallo ocular y 6rgano pericardico unido a gonada, se
emplearon los oligonucledtidos Lvchh-F2 y Lvchh-R1 (Tabla II). La reaccion de
amplificacion se realizd en un volumen final de 15uL conteniendo 2.5mM de MgCl,, 1X de
buffer de reaccion, 0.45uM de cebador de cada oligonucledtido especifico, 0.2mM de
dNTP mix, 1U de Go Tag DNA polimerasa (Promega) y 250ng de cDNA como molde. La
amplificacion se realizd en un termociclador C1000 (BioRad) con las siguientes
condiciones:  94°C  por 30s, 63°C por 30s, 72°C por 1 min

(desnaturalizacion/alineacién/extension) por 35 ciclos.

Los productos de amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% con TBE 1X,
empleando el fluorocromo SYBR Green (Invitrogen) en 4ul del producto de PCR. Los
fragmentos se visualizaron en un transiluminador (Dark Reader, Clearchemical) y se
cortaron empleando una navaja de bisturi estéril, colocando las bandas de manera
individual en tubos eppendorf de 2.0 mL. La purificacion se realizé con el kit Ultra Clean
15 DNA Purification kit (MoBio, Laboratories, Inc.) siguiendo el protocolo establecido por
el fabricante. Los productos purificados se ligaron al vector pPGEM®-T Easy (Promega)
para su transformacion en células quimiocompetentes JM109 de E.coli. Las colonias
positivas se seleccionaron y crecieron en medio LB-Agar con ampicilina durante 18 horas a
37°C (Sambroock y Russell, 2001) para la posterior extraccion de DNA plasmidico
mediante lisis alcalina. Los oligonucledtidos M13 Forward y Reverse (Tabla II) fueron
usados para verificar la presencia del inserto en las clonas obtenidas mediante PCR punto
final en un volumen de reaccion de 12.5 pL con las siguientes condiciones; 1U de Go Taq
DNA polimerasa (Promega), 1X de Buffer PCR, 0.2 mM de dNTP mix, 1.5mM de MgCl,,
0.2 uM de oligonucledtidos Forward y Reverse, y 1uL de DNA plasmidico con un factor
de dilucion 1:10. La amplificacion se realizé en un termociclador de punto final (C1000,

BioRad) con las siguientes condiciones: 95°C por 4 min, seguido de una fase de 30 ciclos



22

de 30s a 94°C, 30s a 50°C, 45s a 72°C (desnaturalizacidén/alineacion/extension), con una
extension final de 10 min a 72°C. Los productos de PCR se enviaron para su secuenciacion

tanto en sentido (5'-3") como en antisentido (3'-5') a MACROGEN (Corea del Sur).

6.3.3 Caracterizacion del transcrito de la hormona hiperglucemiente mediante RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends)

Tallo ocular (XO-SG): A partir del RNA total obtenido de organismos juveniles (seccion
6.3.1), se conformo una mezcla (pool) para la purificacion de RNA mensajero empleando el
kit Poly (A) Purist Kit (Ambion) partiendo de una concentracion de 897 ng de RNA

(870uL), siguiendo las indicaciones del proveedor.

Organo pericardico / génada de macho y hembra: Para la purificacion del mRNA se
emplearon seis reproductores adultos (35gr) de cada sexo. A partir de las muestras de
hembras se realizé una mezcla (pool) del RNA total obtenido de individuos en diferentes
estadios de desarrollo gonadico (previtelogénesis, vitelogénesis primaria, vitelogénesis
secundaria, maduras); en el caso de los machos, las muestras empleadas para la extraccion
de RNA total y posterior purificacion de mRNA, se obtuvieron a partir de machos con
madurez gonadica avanzada. La purificaciéon del mRNA de los tejidos se realizo usando el
kit Poly(A) Purist kit (Ambion), partiendo de una concentracion de 1 mg de RNA total, y

siguiendo el protocolo establecido por el proveedor.

Para la sintesis de cDNA-RACE se empled 1 pg de mRNA de cada tejido como molde para
la transcripcion usando el kit SMARTer RACE c¢cDNA vy la enzima SmartScribe reverse
transcriptasa (Clontech) siguiendo las especificaciones establecidas por el proveedor. Para
la sintesis de cDNA-RACE 5', se empled el oligonucledtido 5'-RACE CDS Primer A (5' -
(T)2s VN-3'; donde N= A,C,G o T; V= A,G o C) y el adaptador SMARTer IIA (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACXXXXX-3"; donde X representa una secuencia
de bases desconocida patentada por Clontech), mismo que se liga a la region 5' del cDNA y
que funcionara como secuencia complementaria a un oligonucleétido universal (UPM)
empleado en la posterior amplificacion por PCR. En el caso de la sintesis del cDNA-RACE
3, se empled6 el oligonucledtido 3-RACE CDS  Primer A  (5-
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AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30-3"). El disefio de oligonucledtidos
especificos para la secuencia tipo CHH se realiz6 a partir de la secuencia originalmente

obtenida por PCR descrito en la seccion 6.3.2 (Tabla II).

Se realizaron por separado reacciones de amplificacion para la obtencion de la secuencia
hacia las regiones 5' y 3'. Cada reaccion de PCR se realizd en un volumen final de 20 uL
con las siguientes condiciones: 2 pL de cDNA-RACE para cada reaccion 5' o 3', 1X de
buffer de reaccion, 1X de mix de primer universal (UPM), 200 uM de dNTP mix, 1X de
mix polimerasa cDNA Advantage (Clontech), y 0.3 uM de oligonucle6tidos especificos
para la secuencia. Para la reaccion hacia 5', se empled el primer Lvchh-R1 y hacia 3' se
utiliz6 el primer Lvchh-F1. La amplificacion por PCR se llevo a cabo por 30 ciclos con las
siguientes condiciones: desnaturalizacion 94°C por 30s, alineamiento a 60°C por 30s, y
extension a 72°C por 3 min. Para el extremo 3', se realiz6 una segunda amplificacion a
partir de una dilucion 1:10 del primer producto de PCR con la finalidad de descartar bandas
inespecificas. La reaccion de amplificacion se realizd en un volumen final de 15 pL
conteniendo 2.5mM de MgCl,, 1X de buffer de reaccion, 0.20 uM de Nested Universal
Primer (NUP), 0.20uM del oligonucleétido especifico Lvchh-F5 Nested, 0.2mM de dNTP
mix y 0.5U de Go Tag DNA polimerasa (Promega). La amplificaciéon se realizd en un
termociclador de punto final (C1000, BioRad) con las siguientes condiciones: 94°C por 30s,
63°C por 30s, 72°C por 3 min (desnaturalizacion/alineacion/extension) por 20 ciclos. Los
productos de amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 1.5% con TBE 1X,
empleando el fluorocromo SYBR Green (Invitrogen) en 4ul del producto de PCR. Los
fragmentos se visualizaron en un transiluminador (Dark Reader, Clearchemical) y se
cortaron empleando una navaja de bisturi estéril, colocando las bandas de manera
individual en microtubos de 2.0 mL. Las bandas fueron eluidas en 20 pL de agua libre de
nucleasas (MiliQ). A partir de la elucion, se realizd una dilucion 1:20 de cada de uno de
los fragmentos aislados, y se reamplificaron con las siguientes condiciones: 2.5mM de
MgCl,, 1X de buffer de reaccion, 0.20 uM de primer NUP, 0.20 uM del oligonucleotido
especifico Lvchh-F5 Nested, 0.2mM de dNTP mix, 0.5U de Go Taq DNA polimerasa

(Promega). La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador de punto final (C1000,
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BioRad) con las siguientes condiciones: 94°C por 30s, 63°C por 30s, 72°C variable
dependiendo del tamafio del fragmento a amplificar
(desnaturalizacion/alineacion/extension) por 15 ciclos. Los productos de PCR se
purificaron y ligaron al vector pPGEM®-T Easy (Promega) para la transformacion en células
quimiocompetentes JM109 de E. coli. Se seleccionaron las colonias positivas y se crecieron
en medio LB con ampicilina para la extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina
para su secuenciacion (Macrogen-Corea del Sur) de acuerdo a lo descrito en la seccion

6.3.2.

6.3.4 Caracterizacion parcial del gen de la hormona hiperglucemiantes en L. vannamei

Se colectaron 5 organismos subadultos (19-22 gr), provenientes de los estanques
intermareales del CIBNOR. De cada individuo se tom6 una porcion del musculo de la
region abdominal y se conservo en etanol al 90% a temperatura ambiente hasta la
extraccion del DNA genomico, que se hizo empleando el protocolo de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico de Wasko et al. (2003). Para la amplificacion de las regiones intronicas
se disefiaron oligonucledtidos especificos (Tabla II) a partir de la secuencia del transcrito
obtenida, tomando como referencia las posiciones de las regiones intronicas ya reportadas
para secuencias tipo CHH (Chen et al., 2004; Webster et al., 2012).

Se realizaron dos reacciones de amplificacion mediante PCR punto final con las siguientes
combinaciones de oligonucle6tidos: en una primera reaccion se emplearon los
oligonucleétidos Lvchh-F2 y Lvchh-R2, mientras que en una segunda reaccion se utilizaron
los oligonucleotidos Lvchh-F3 y Lvchh-R1. Cada uno de los pares de oligonucledtidos se
probaron bajo las siguientes condiciones de amplificacion: 1 U de Taq polimerasa
recombinante (Invitrogen), 1X de Buffer PCR, 0.2 mM de dNTP mix, 2.0 mM de MgCl,,
0.45 uM de oligonucledtidos forward y reverse y 10 ng de DNA. La amplificacion se
realizé en un termociclador de punto final (C1000, BioRad) con las siguientes condiciones:
95°C por 10 min, seguida de una primera fase de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C, 2 min a 72°C
(desnaturalizacion/alineacion/extension) por 35 ciclos, en un volumen final de reaccion de

15 pL. Los fragmentos obtenidos fueron purificados y ligados al vector pPGEM®-T Easy
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(Promega), y clonados de acuerdo a lo establecido en la seccion 6.3.2, y enviados para su

secuenciacion a Macrogen (Corea del Sur).

6.3.5 Andlisis bioinformético y filogenético de la proteina codificada por el transcrito de la
hormona hiperglucemiente de L. vannamei

Las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos se compararon en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando el programa BLAST. El
alineamiento de las secuencias se realizd mediante el software en linea MAFFT 7 (CBRC,

http://maftt.cbrc.jp/alignment/server/). El péptido sefal y el sitio de corte del péptido

maduro, fueron establecidos con la ayuda del software en linea SignalP 4.1 (CBS,

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; Petersen et al., 2011). El peso molecular y el punto

isoeléctrico (pl) para la proteina fueron estimados tedricamente empleando el software

ProtParam (Gasteiger et al., 2005) disponible en http://us.expasy.org/tools/protparam.html,

la busqueda de dominios conservados en la secuencia proteica se realizaron empleando la
base de datos Pfam (http://pfam.xfam.org/search; Finn et al., 2014). Para el analisis
filogenético, en primer lugar se seleccionaron de la base de datos de GenBank las
secuencias proteicas tipo CHH previamente reportadas empleando una estrategia de
homologia Blastp, eligiendo a partir de esas aquellas proteinas con un valor de similitud de
E < -14. En un segundo analisis se seleccionaron de la base de datos de GenBank las
secuencias tipo CHH previamente reportadas para camarones peneidos. En ambos analisis
se utilizo el método Jones-Taylor-Thornton en MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) como

modelo evolutivo con un valor de bootstrap de 1000.

6.4 Patrones de expresion tisular y localizacion celular del transcrito de la hormona
hiperglucemiente en L. vannamei

Para determinar los diferentes patrones de expresion del transcrito de la hormona
hiperglucemiente en hembras y machos de L. vannamei se realizé en primer lugar un
analisis de ubicuidad en distintos tejidos mediante PCR en punto final. Posteriormente,
mediante PCR en tiempo real (RT-qPCR) se cuantificaron diferencias en expresion entre

tejidos en organismos de ambos sexos. Finalmente, la identificacion de las células
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especificas de expresion del transcrito en diferentes tejidos se determind por medio de
hibridacion in situ (ISH). Para la realizacion de la cuantificacion tisular y la localizacion
celular se disefiaron oligonucledtidos especificos a partir del transcrito obtenido por RACE

(Tabla III).

Tabla III. Secuencias nucleotidicas de oligonucleo6tidos empleados en la determinacion de

los patrones de expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante en L. vannamei.
Nombre de los Secuencia (5' -3') Tw (°C)

oligonucledtidos

Transcrito y gen parcial

Lvchh-F1 CTCAATAACGCATGCTTGGA 63

Lvchh-F2 TTAGAGCGGGAACTCGTG 62.5

Lvchh-F3 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA 61.6

Lvchh-R1 TTCTGTTTCTCTCGCGCA 63.6

Lvchh-R2 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA 60

Lvchh-R3 CTCAATAACGCATGCTTGGA 61.2

Ubicuidad

Lvchh-F4 AACACAGCCATGGACAACAA 60

Lvchh-R4 CTCTACCGGATTGCCAAGT 59.7

qPCR Eficiencia (%)

18S-F AGCAGGCTGGTTTTTGCTTA 63 976

18S-R ATGCTTTCGCAGTAGGTCGT 64.8

ef-F AGATCCAGGCTCGCTACTC 06.4

ef-R GCTGGGAACCATCTTTACG 64.6 100

RPL8-F GCCTAAGGTGCGTGGTGT 58

RPL8-R ATTCTGCCTTGGGTCCTTCT 60 871

Ubiquitin-F GGGAAGACCATCACCCTTG 60 96.9

Ubiquitin-R TCAGACAGAGTGCGACCATC 62

6.4.1. Expresion en tejidos mediante PCR en punto final

Se colectaron seis hembras y seis machos adultos (35 g) provenientes de los estanques
intermareales del CIBNOR-La Paz. De cada organismo se disecé tallo ocular, cerebro,
branquia, corazdén/6rgano pericardico, musculo, hepatopancreas, intestino y géonada de la

region cefalotoracica. Para el caso particular de los machos, se tomaron adicionalmente
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muestras de vaso deferente y ampula terminal. Los tejidos se preservaron en RNAlater a -
80°C hasta la extraccion del RNA total. Para la sintesis de cDNA se emplearon 250 ng de
RNA total como molde para la retrotranscripcién en un volumen final de 20uL siguiendo

las mismas especificaciones descritas en la seccion 6.2.2.

La amplificacion del transcrito en los diferentes tejidos, se realizd usando una mezcla
(pool) del ¢cDNA de los seis individuos de cada sexo, utilizando 0.5 pL de dicho pool
(dilucion 1:5) como molde en un volumen de reaccion de 15 pL con las siguientes
condiciones: 1X de buffer de reaccion, 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP mix, 1U de Taq
polimerasa (Promega), y 0.45 uM de oligonucleotidos especificos Lvchh -F4 y Lvchh- R4
(Tabla IIT). La amplificacion por PCR se realizd en 40 ciclos, cada ciclo consistio de un
periodo de desnaturalizacion por 30 s a 94°C, alineamiento por 30 s a 61°C, y extension por

32sa72°C.

Como control de amplificacion para ambos sexos en los diferentes tejidos analizados se
empled el gen de RNA ribosomal 18S bajo las siguientes condiciones: buffer de reaccion
1X, 2mM de MgCl,, 0.2mM de dNTPmix, 1U de Taq polimerasa (Promega) y 0.2 uM de
los oligonucledtidos 18S-F y 18S-R (Tabla IIT), en un volumen final de reaccion de 15uL
con 0.5 uL de ¢cDNA (1:5) como molde. La amplificacién por PCR se realizé en 40ciclos,
cada uno con las siguientes condiciones: desnaturalizacion por 30 s a 94 °C, alineamiento
por 30 s a 60 °C y extension por 15 s a 72 °C. Los productos de amplificacion de Lvchh y

18S, se visualizaron en gel de agarosa al 1%.

6.4.2 Cuantificacion de la expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de L.
vannamei mediante gPCR

Disefio de oligonucleotidos

Se disefiaron oligonucleodtidos especificos a partir del consenso obtenido de las diferentes
secuencias encontradas en la caracterizacion del transcrito por RACE (seccion 6.3.3). En el
caso de los genes de referencia (ribosomal RNA 18S, ribosomal protein L8, ubiquitin,

elongation factor 1), se utilizaron oligonucleotidos disefiados a partir de genes constitutivos
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encontrados en las librerias (Ibarra-Humphries et al., 2012) (Tabla III) y empleados
anteriormente con esta especie (Alvarez-Ruiz, 2012; Galindo-Torres, 2014). La
cuantificacion de la expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de L.
vannamei se realiz6 siguiendo la metodologia descrita en la seccion 6.2.4. Para el analisis
de expresion, se realizd un primer analisis considerando como factores el sexo y tejido,
después de establecer que no habia diferencia en la expresion entre sexos (P=0.94) y que la
interaccion entre ambos factores tampoco fue significante (P=0.86), se realizdé un andlisis
de variancia de una via considerando la expresion entre tejidos como unico factor. Los
analisis se realizaron empleando el software STATISTICA 6.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA)

y las diferencias se consideraron como significativas cuando el valor de P fue menor a 0.05.

6.4.3 Localizacion de sitios de expresion mediante hibridacion in situ (ISH)

Se colectaron 10 hembras y 10 machos (25 g) provenientes de los estanques intermareales
del CIBNOR. El cefalotorax, incluyendo ambos tallos oculares, se fijo en paraformaldehido
al 4% en PBS durante 48 h a 4°C. Transcurrido el tiempo de fijacion, los tejidos se lavaron
en PBS 1X por 30 min, se realizo la inclusién en parafina y se realizaron cortes de 6 pm de
grosor, los cuales se montaron en laminillas tratadas con Poly L-lisina (Sigma- Aldrich).
Para la transcripcion in vitro de ribosondas, se determin6é en primer lugar el sentido de
insercion del fragmento de interés a partir de clonas previamente secuenciadas durante la
caracterizacion del transcrito (seccion 6.3.2). Se seleccionaron clonas en sentido (5' - 3") y
antisentido (3'—5"), y a partir del DNA plasmidico de cada una de las clonas seleccionadas,
se realizd una amplificacion por PCR usando los oligonucledtidos M13 (Tabla III) con la
finalidad de obtener el fragmento de interés flanqueado por los sitios de inicio de
transcripcion de las polimerasas SP6 y T7. La amplificacion se realizé en un volumen final
de 50 puL con las siguientes condiciones: 1.5 mM de MgCl,, 0.5X de buffer de reaccion, 0.2
mM de dNTP mix, 0.2 uM de oligonucledtidos M13 forward y reverse, 1 U de Go Taq
DNA polimerasa (Promega), y 10 ng de DNA plasmidico como molde. La amplificacion se
realizd por 30ciclos con las siguientes condiciones: desnaturalizacion 30s a 94°C,

alineamiento 30s a 50°C, y extension 55s a 72°C. El producto de amplificacion se purificd
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mediante la precipitacion por etanol absoluto (1 volumen del total de la muestra) por 30
min a -20°C, se centrifug6d durante 20 min a 14,000 rpm y el pellet se lavd con etanol 75%.
Las ribosondas (sentido y antisentido) se transcribieron empleando las enzimas T7 y SP6 en
reacciones separadas usando 1 pg del molde linearizado. Las sondas generadas, se
marcaron con digoxigenina-UTP utilizando el sistema DIG RNA Labeling (SP6/T7)
(Roche Applied Science).

Para la hibridacioén, cada laminilla fue desparafinada y rehidratada mediante dos bafios de
xilol absoluto (10 min cada uno), alcohol absoluto (5 min), y concentraciones decrecientes
de alcohol (95%, 80%, 50%, 5 min cada uno). Los cortes rehidratados se incubaron con
proteinasa K y fueron post-fijados con paraformaldehido al 4%. La pre-hibridacion,
hibridacion y post-hibridacion se realizaron siguiendo el protocolo establecido por
Sifuentes-Romero et al. (2010). Para la hibridacion, se usé una concentracion de 100 ng/pL
para cada ribosonda (sentido y antisentido) y los transcritos se visualizaron empleando el
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina para su deteccion utilizando
NBT/BCIP. Los tejidos fueron posteriormente tefiidos con café de Bismark al 0.2% por 10
min y se examinaron las laminillas en microscopio (OLYMPUS BX50) realizando la

fotodocumentacién con ayuda del software ImagePro-Plus (Media Cybernetics, Inc.).

6.4.4 Localizacion de transcritos de diferente tamafo en diferentes tejidos mediante RACE-3'

Para establecer la presencia de los transcritos previamente caracterizados del gen Lvchh en
diferentes tejidos, se sintetizO cDNA-RACE 3’ siguiendo la metodologia descrita en la
seccion 6.3.3. A partir de 500 ng de RNA previamente tratado con DNAsa, se realizd un
pool de cinco machos y cinco hembras por separado, y se sintetizo ¢cDNA de cerebro,
corazon, branquia e intestino para ambos sexos, y en el caso de los machos adicionalmente

se sintetizdO cDNA de vaso deferente y espermatoforo.

Las condiciones de amplificacion fueron como lo descrito en la seccion 6.3.3, empleando el

oligonucleétido Lvchh-F3 para la primera reaccion de PCR-RACE 3'. Para descartar bandas
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inespecificas, se realizo una PCR anidada, utilizando el oligonucleotido Lvchh-F5Nested
(Tabla 1V). La amplificaciéon por PCR se llevd a cabo por 25 ciclos con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion 94°C por 30s, alineamiento a 60°C por 30s, y extension a
72°C por 3 min. Los productos de amplificacion se visualizaron en gel de agarosa al 1%

tenido con Gel red.

Tabla IV. Secuencias de oligonucle6tidos usados para la amplificacion mediante RACE
3'de los transcritos Lvchh en diferentes tejidos

Nombre Secuencia (5' - 3") Tw (°C)
Lvchh-F3 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA 61.6
Lvchh-F5 (Nested) AACTGCTTCGGTACAGAGGT 70.6

6.5 Cuantificacion de la expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de
L. vannamei a lo largo del ciclo de muda

Se colectaron organismos subadultos de 20 g provenientes del laboratorio de reproduccion
de crustaceos del CIBNOR. Para determinar el estadio de muda, se consider6 el grado de
desarrollo de las setas en la region del ur6podo, empleando como referencia las
descripciones realizadas por de Oliveira-Cesar et al. (2006) y Corteel et al. (2012). Para
este analisis, se consideraron 4 estadios: pos-muda A y B, en los cuales el tejido se observa
unido a la base de las setas, o comienza a retraerse; intermuda C, el tejido se encuentra
debajo de la base de las setas y los cromatoforos se observan extendidos; pre-muda
temprana DO y DI, en la cual se forma un espacio translicido entre la cuticula y la
epidermis; premuda tardia D2 y D3, las nuevas setas son visibles debajo de la antigua
cuticula. La determinacion de cada estadio de muda se realizé al momento de la toma de
muestras con la ayuda de un estereoscopio. Los uropodos se conservaron a -20°C en agua
marina filtrada para la posterior fotodocumentacion. Para cada estadio de muda se
colectaron 5 organismos de cada sexo, de los que se diseco tallo ocular, cerebro, corazon,
branquia, intestino, y adicionalmente en el caso de los machos, los vasos deferentes y el
ampula terminal. Los tejidos se preservaron en RNAlater (Ambion) a -20°C hasta la

extraccion del RNA.
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La cuantificacion de la expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de L.
vannamei se realizo siguiendo la metodologia descrita en la seccion 6.2.4. Los genes de
referencia evaluados fueron los siguientes: ribosomal RNA 18S, 40S ribosomal protein,
ubiquitin y ribosomal protein S12 (Tabla V). Para el analisis estadistico, después de
establecer que no habia diferencias en expresion entre sexos (P>0.05), los datos se
analizaron aplicando un andlisis de varianza de dos factores (tejido y estadio de muda). El
analisis post-hoc se realizé empleando la prueba de LSD (Least Significant Differences) de
Fisher con un valor de significancia de P < 0.05.

Tabla V. Secuencias de oligonucle6tidos usados en la determinacion de los patrones de
expresion del transcrito Lvchh durante el ciclo de muda

Tm | Tamaiio Eficiencia de

Nombre Secuencia (5' -3'") ©C) (pb) ampl(i:;oc)acién
185-F AGCAGGCTGGTTTTTGCTTA | 63 200 0n -
18S-R ATGCTTTCGCAGTAGGTCGT 64.8
40S_S24 F CAGGCCGATCAACTGTCC 66.3 204
40S_S24 R CAATGAGAGCTTGCCTTTCC 64.8 73
S12-F GTGGAAGGAGACGTTGGTGT | 66.5 150
S12-R AGAGCCTTGACCGCTTCAT 64.6 10
Ubiquitin-F GGGAAGACCATCACCCTTG 06.4 146
Ubiquitin-R TCAGACAGAGTGCGACCATC | 66.5 100
Lvchh-F3 CTCGAAATTCCTCGTCAGGA | 64.8 123 100
Lvchh-R3 CTCAATAACGCATGCTTGGA | 63.0

6.6. Analisis de la funcion in vivo del gen tipo CHH mediante el bloqueo del transcrito
por RNA de interferencia.

6.6.1 Sintesis de RNA de doble cadena (dsRNA)

A partir del fragmento de 647pb obtenido de cDNA de pedinculo, se realiz6 la sintesis de
RNA de cadena simple (ssRNA) por transcripcion in vitro en sentido (5' - 3') y anti-sentido
(3'- 5"). Para la sintesis, se realizd en primer lugar la amplificacion del fragmento del

transcrito del gen de la hormona hiperglucemiante de L. vannamei. La reaccion de
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amplificacion se realizd en un volumen final de 15uL conteniendo 2.5mM de MgCl,, 1X de
buffer de reaccion, 0.30uM de primer de cada primer especifico (Tabla VI), 0.2 mM de
dNTP mix y 1 U de Go Taq DNA polimerasa (Promega). La amplificacion se realizé en un
termociclador de punto final (C1000, BioRad) utilizando con las siguientes condiciones:
94°C por 30s, 63°C por 30s, 72°C por 40s (desnaturalizacion/alineacion/extension) por 35
ciclos. Una vez verificado el tamafio del fragmento en gel de agarosa al 1%, se realiz6 la
ligacion al vector pGem®-T easy (Promega) el cual contiene la region promotora T7, y la
clonacion y obtencion del DNA plasmidico se realizo de acuerdo a lo descrito en la seccion
6.2.3. Con la finalidad de obtener un molde en sentido y otro en anti-sentido para la
posterior transcripcion de RNA de cadena simple, se verifico la orientacion del fragmento
Lvchh de acuerdo a la posicion del promotor T7. Esto es, para una misma clona se
realizaron dos reacciones de PCR por separado, en una reaccion se emplearon los
oligonucleétidos T7 + Lvchh-F, y en una segunda reaccion los oligonucleotidos T7+Lvchh-
R, teniendo que si el fragmento se ligd en direccion 5'-3' (sentido) en relacion a la
localizacion del promotor T7, la combinacion T7+Lvchh-R resultaba en una amplificacion
positiva, mientras que si el fragmento se ligd en direccion 3'-5' (antisentido) respecto al
promotor T7, la combinacion T7+Lvchh-F daba lugar a la amplificacion del fragmento
esperado. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 15uL,
conteniendo 0.5X de Buffer de reaccion, 0.2 mM de dNTP’ s, 1.5 mM de MgClz, 0.2 uM
de cada oligonucleétido, 1 U de Go Tag DNA polimerasa (Promega) y 1 uL de DNA
plasmidico. La amplificacion se realizo en un termociclador de punto final (C1000 BioRad)
con las siguientes condiciones: 94°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 1 min
(desnaturalizacion/alineacion/extension) por 35 ciclos. Los productos de amplificacion en
sentido y antisentido se purificaron mediante precipitacion con una mezcla de 0.05
volimenes de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.5M, 0.1 volumenes de acetato de
sodio (NaOAc) 3M y 2 volimenes de etanol al 100% y se visualizaron en gel de agarosa al
1% empleando un marcador de masa (Low DNA Mass Ladder) para determinar la
concentracion de forma cualitativa. La obtencion de los moldes en sentido y antisentido
para el control negativo de silenciamiento eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) se

realizé de acuerdo a lo descrito en Galindo-Torres (2014). En resumen, el molde para la
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transcripcion de RNA fue obtenido mediante amplificacion por PCR usando 10 pg del
vector pPKGWFS7 el cual contiene el promotor del gen eGFP (Karimi et al., 2002). La
amplificacion se realizd en un termociclador de punto final (C1000 BioRad) con las
siguientes condiciones: 94°C por 30 s, 50°C por 36 s, 72°C por 30 s
(desnaturalizacion/alineacion/extension) por 30 ciclos 94°C — 3 min. El producto de
amplificacion fue ligado en la region 5' a adaptadores T7 empleando el kit BLOCK-iT
RNAi TOPO Transcription kit (Life Technologies, Carlsbad, CA) siguiendo las
especificaciones del proveedor. El fragmento ligado al adaptador T7 fue utilizado como
molde en las posteriores amplificaciones por PCR, empleando la combinacion de cebadores
eGFP-F +T7 y eGFP-R +T7 en reacciones separadas para la obtencion de los moldes en

sentido y antisentido.

Tabla VI. Secuencias de oligonucledtidos empleados en la transcripcion de la doble cadena
de RNA de los genes de la hormona hiperglucemiante de L. vannamei y el promotor del
gen eGFP en el constructo pPKGWFS7.

Oligonucledtido Secuencia (5'-3") Tm(°C) Tamaiio (pb)
Lvchh-F2 TTAGAGCGGGAACTCGTG 62.5 647
Lvchh-R1 TTCTGTTTCTCTCGCGCA 63.6
eGFP-F GACGTAAACGGCCACAAGTT 50 609
eGFP-R GAACTCCAGCAGGACCATGT 55
T7-promoter TAATACGACTCACTA 65.2

La sintesis de RNA de cadena simple en sentido y antisentido para Lvchh y eGFP se realiz6
empleando el kit comercial MEGAscript® RNAi kit (Invitrogen), siguiendo las
especificaciones establecidas por el proveedor. E1 RNA de doble cadena (dsRNA) se
obtuvo a partir de la hibridacion y alineamiento de ambas cadenas sencillas (ssSRNAs) por
incubacion a 75°C durante 5 minutos, y la posterior disminucion de temperatura por 20
minutos (Treerattrakool et al., 2008; Sofianez-Organis et al., 2010; Treerattrakool et al.,

2011). El dsRNA purificado se visualizo por electroforesis en gel de agarosa y la
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concentracion final alcanzada fue determinada mediante el marcador de masa Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen).

6.6.2 Silenciamiento del transcrito Lvchh

Se evaluaron organismos subadultos (16+2 g) de ambos sexos sin ablacionar,
manteniéndolos en condiciones ambientales de maduracion (alimento peletizado semi-
himedo Breed-S®-FRESH INVE Aquaculture a una temperatura de 28°C y salinidad de
35ppm) durante la realizacion del bioensayo. Se establecieron tres tratamientos: (1) incluyo
a aquellos organismos a los cuales se les indujo el silenciamiento inyectando la doble
cadena del transcrito Lvchh; (2) un control negativo usando un gen exdgeno al camaron, en
el cual se realizo la inyeccion de RNA de doble cadena del gen eGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein) y; (3) un control negativo adicional con organismos inyectados
unicamente con solucion salina. Para cada tratamiento se emplearon 20 organismos de cada
sexo y el dsRNA tanto del gen blanco (Lvchh) como del gen exdgeno (eGFP) fueron
diluidos en solucién salina (20mM Tris, pH 7.4, 400 mM NaCl), inyectando 20 pg de doble
cadena ajustando a un volumen final de100 pL con solucion salina (1 pg de dsRNA por
gramo de peso), utilizando una jeringa de insulina entre el segundo y tercer segmento
abdominal. Se tomaron muestras de tallo ocular, gonada y hepatopancreas a las 24 horas y
48 horas y 5 dias después de la inyeccion. Los tejidos como tallo ocular, géonada y
hepatopancreas se preservaron en RNAlater (Ambion) para la extraccion de RNA total y

fueron conservadas posteriormente a -80°C hasta su procesamiento.

6.6.3. Validacion del silenciamiento del transcrito Lvchh mediante gPCR

La expresion del transcrito Lvchh para cada tratamiento se cuantifico mediante RT-qPCR
en tallo ocular. El andlisis de la expresion relativa se realizd de acuerdo a lo descrito en la
seccion 6.2.4, evaluando los genes ribosomal RNA 18S, ribosomal protein L8, ribosomal
protein S12, ribosomal protein S24 como genes potenciales de referencia para la

normalizacion de la expresion.



35

7. RESULTADOS

7.2 Caracterizacion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de L. vannamei y
su gen codificante

Se aislaron dos transcritos. El primero corresponde a una secuencia de 1578 pb (Fig. 22A;
GenBank No. KJ660842) encontrada en tallo ocular y o6rgano pericardico de macho,
conformada por una region UTR hacia el extremo 5' de 103 pb, una region codificante
(ORF) de 387 pb y una region UTR hacia el extremo 3' de 1088 pb, la cual incluye una
sefial de poliadenilacion (AATATA) localizada 18 pb hacia arriba de la region de polyA. El
segundo transcrito, aislado unicamente de 6rgano pericardico de hembra, presenté una
longitud de 974 pb (GenBank No. KU174947), con una region UTR 3' de 484 pb. La sefial
de poliadenilacion se identificd 9 pb hacia arriba de la region de polyA. Ambos transcritos
codifican la misma proteina de 128 aminoacidos con un peso molecular tedrico de 14.4
KDa, la cual estd conformada por un péptido sefial de 27 aminoécidos, un péptido precursor
de 27 aminoécidos y el péptido maduro de 76 aminoacidos con los 6 residuos de cisteina
caracteristicos de las hormonas hiperglucemiantes (Fig. 22B). El analisis Pfam mostr6 que
el péptido precursor de 27 aa no posee los motivos conservados de las neurohormonas H
(CPRP - CHH precursor-related peptide) de la subfamilia tipo I de las hormonas
hiperglucemiantes el cual es principalmente encontrado en las CHHs de diversas especies

de cangrejo.

El gen sin la region del promotor es de 2504 pb, y esta conformado por 4 exones y 3
intrones (GenBank No. KJ660843). El primer intron presentd un tamano de 480 pb y se
localiza dentro de la region del péptido sefial, el segundo intrén con un tamafio de 224 pb se
localiza en la region del péptido maduro, y el tercer intron de 251 pb se localiza dentro de

la region UTR 3' (Fig. 22A).

El andlisis de similitud realizado con las secuencias CHH reportadas en la base de datos de
GenBank, revel6 que la hormona hiperglucemiante descubierta en este trabajo (LvCHH) es
un nuevo péptido que muestra una similitud no mayor a 54% con las proteinas tipo CHH-I
previamente reportadas, principalmente en cangrejos e insectos. La mayor identidad, se

observé con una CHH del isdépodo Eurydice pulchra (54%) y con un péptido tipo ITP (Ion
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Transport Peptide) del colémbolo Folsomia candida (54%), seguido por las secuencias
MOIH de cangrejo Libinia emarginata (52%), una isoforma de una CHH de o6rgano
pericardico aislada del cangrejo Potamon ibericum (50%) y la CHH del camarén
Pandalopsis japonica (50%). La proteina LvCHH también mostr6 un alto valor de similitud
(E -14) con CHHs tipo I de otras especies de crustaceos, particularmente isoformas aisladas
de tejidos extra-oculares, como o6rgano pericardico, ganglio toracico, intestino medio y
testiculo de especies como Pachygrapsus marmoratus, Gecarcinus lateralis, Gecarcoidea
natalis, Homarus americanus y H. gammarus. El analisis filogenético realizado con estas
secuencias muestra la formacion de dos clados, uno conformado por proteinas CHH tipo 1,
y un segundo clado integrado por péptidos tipo ITP de insectos. La secuencia proteica de
LvCHH de este estudio se observo entre estos dos clados (CHH-I e ITP), en una rama

separada junto con la proteina del isopodo E. pulchra (Fig. 23).

Por otro lado, el analisis filogenético con las secuencias tipo CHH registradas para
peneidos indicod que la proteina LvCHH se ubica entre los tipos I y II de la familia CHH en
una rama independiente, aunque mas cercana a las proteinas tipo II (Fig. 24). En un analisis
de alineamiento multiple realizado posteriormente con las secuencias de las proteinas CHH
reportadas para L. vannamei (Fig. 25), se observo que las proteinas tipo CHH-I presentan
variacion en longitud y secuencia de aminoacidos en la region CPRP, siendo la secuencia
nombrada como ITP (ABN11282) la tinica que presenta los dominios conservados para esta
region. Mientras que las secuencias de tipo CHH-II presentan la insercion de una glicina en
la posicion 12 aa, caracteristica para esta subfamilia, y LvCHH se observa también la
insercion de una glicina, esta se encuentra en la posicion 32 del péptido maduro y no en la
misma posicion que la glicina de las CHH tipo II. La glicina insertada en LvCHH es una
caracteristica Unica entre las secuencias de hormonas hiperglucemiantes reportadas hasta
ahora en crusticeos, ya que ninguna otra la presenta. Los valores de similitud entre las
proteinas tipo I reportadas para L. vannamei con respecto a la proteina analizada en este
trabajo, variaron entre 46% y 57%, mientras que en el caso de las proteinas tipo II la

similitud fue menor, con valores entre 41% y 45%.
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Figura 22. (A) Secuencia nucleotidica y traduccion conceptual del transcrito Lvchh
(GenBank No. KJ660842, KU174947) y gen (GenBank No. KJ660843). El marco abierto
de lectura (ORF) se muestra en minusculas y los aminoacidos correspondientes se localizan
debajo. Las regiones exonicas se indican en negro y las regiones intronicas en gris. Las
sefales de poliadenilacion se muestran resaltadas y la localizacion de los oligonucleotidos
se muestra subrayada. (B) Traducciébn conceptual de la proteina LvCHH.
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99 [ 9bJAAL79192.1| CHH-like Procambarus clarkii
95 gb|ADZ98836.1| CHH-like peptide Procambarus clarkii
gb]AFV95078.1{ CHH Procambarus clarkii
991 gb|AFV95082.1| CHH Procambarus clarkii
gbJAFV85077.1| CHH 2 Procambarus clarkii
— 5{ gb|AFV95083.1| CHH 2 precursor Procambarus clarkii

{ gbJAAX09331.1] CHH Pontastacus leptodactylus

gi|12643389| CHH Procambarus clarkii
0i[2497920] CHH A Orconectes limosus

27 00 || 9PIABA42179.1] CHH A Homarus gammarus
821 gi|2507588| CHH A Homarus americanus

100 E gbJABN11282,1|CHH Litopenaeus vannamei
gi|85677395| CHH Marsupenaeus japonicus

gbjJAAQ22391.1| CHH A Nephrops nonegicus
1 |I

88 ———— gbJACS35346.1| CHH Rimicaris kairei
62 o5 gb|AFG16932.1] CHH Pandalopsis japonica
—?s"_— gb|AAL40916.1|CHH gill form Macrobrachium rosenbergii
85 gbJABE02191.1| prepro-CHH Pagurus bemhardus
_‘_— gbJABS01332.1| CHH Galathea strigosa

51‘: gi|6016591| MOIH Libinia emarginata
- | 94 gbJACGS50068.1| preproCHH Chionoecetes bairdi

gb|ABQ41270.1| CHH lla Cancer productus
= R» gbJABA70561.1] CHH PO Potamon ibericum
|_— gb|AFD28272.1| CHH protein Scylla paramamosain
7 59 gbJAAO27806.1| CHH B PO Pachygrapsus marmoratus
[- gbJAAM21927.1| CHH Pachygrapsus marmoratus
8| gbJABF58091.1] CHH HT Gecarcinus lateralis
—98{- gbJABLO9571.1] CHH PO Gecarcoidea natalis

gb|AEI83867.1] CHH Eurydice pulchra
44-| gb| KJ660842| L\CHH PO ES Litopenaeus vannamei
gb|ACZ96371.1| ITP B Rhodnius prolixus

100 [ 9i[571576850[TP X1 Apis mellifera

100 L gi[572267829| ITP X2 Apis dorsata
58 0i|345494681|ITP X2 Nasonia vitripennis
40 'gblACF15252.1| ITP Folsomia candida

100l—— gbJACJ01668.1| putative ITP Folsomia candida

0.2

Figura 23. Arbol filogenético resultante del analisis de secuencias proteicas pertenecientes
a la familia CHH reportadas en GenBank. El valor de iteracion (bootstrapping) basado en
1000 réplicas se muestra en cada nodo. El nimero de acceso y nombre de la especie se
incluye en cada rama.
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g4 097384 1Penaeus monodon
31[L 097385.1Penaeus monodon
097387.1Penzeus monodon
ABC86987.1Litopenaeus schmitti

015982.1Marsupenaeus japonicus CHHs
81BAM93361.1Litopenaeus vannamei
015981.1Marsupenaeus japonicus
Q94676.1Marsupenaeus japonicus
097386.1Penaeus monodon
AAD03606.1Penaeus monodon
BAA22560.1Marsupenaeus japonicus
94 | | AACB4142.1Penaeus monodon

61 - ADL27417 2Litopenaeus vannamei
52 AAQ24528.1Penaeus monodon

39 [AA024525.1Penaeus monodon
AANS6055. 1Litopenaeus vannamei
75 —_:— BAET78493.1Marsupenaeus japonicus
80 AANB6054Litopenaeus vannamei

LvCHH PO ESLitopenaeus vannamei €€ —————

51 r AEV54450.1Penaeus monodon
45| L AIW06648.1Fenneropenaeus indicus

98

ITP-CHH

g2 AGX26044 . 1Litopenaeus vannamei VIHs / GIHs

48 AAL55257 1Litopenaeus stylirostris
BAE78494_1Marsupenaeus japonicus
BAD36757.1Marsupenaeus japonicus

751 AAR89517.1Penaeus monodon

ABD73292 1Litopenaeus vannamei
BAB70610.1Penaeus monodon

AALS5258 4Fenneropenaeus chinensis

100

MIHs

1J0TMarsupenaeus japonicus
ABD73291.1Litopenaeus vannamei
ACS88073.1Penaeus monodon
AGU16977.1Penaeus semisulcatus

53

% AFD32403.1Fenneropenaeus chinensis
100 |AFD32402.1Fenneropenaeus chinensis

CHH

0.2

Figura 24. Arbol filogenético resultante del analisis de secuencias proteicas pertenecientes
a la familia CHH reportadas para peneidos. El valor de iteracion (bootstrapping) basado en
1000 réplicas se muestra en cada nodo. EIl nlimero de acceso a la proteina en GenBank y

nombre de la especie se incluye en cada rama. La flecha sefiala la posicion de LvCHH en el
arbol.
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7.3 Patrones de expresion del transcrito de la hormona hiperglucemiante de L.
vannamei (Lvchh)

7.3.1 Expresion por tejidos mediante PCR de punto final

El analisis de ubicuidad del transcrito Lvchh (521pb) mediante PCR de punto final indico
que este transcrito se expresa en tallo ocular, cerebro, corazon, branquia e intestino de
ambos sexos (Fig. 26), y en el caso particular de machos, se detectd también su presencia
en vaso deferente y espermatdéforo/dmpula terminal (Fig. 26A). No se observo
amplificacion en tejidos como hepatopancreas, musculo, testiculo y gonada de hembra

(Fig.26B).

A B

E B H G HG M T VD § E B H G HpGt M Gn NC

300 pb
200 pb

18s

E B H G HpGt M T VD S E B H G HpGt M Gn NC

750 phe
500 ph

Lvchh

MACHO HEMBRA

Figura 26. Expresion del transcrito Lvchh en diferentes tejidos de machos (A) y hembras
(B) de organismos adultos de L. vannamei. Los productos de amplificacion se obtuvieron a
partir del RNA total de tallo ocular (E), cerebro (B), corazéon (H), branquia (G),
hepatopancreas (Hp), intestino (Gt), muasculo (M), testiculo (T), vaso deferente (VD),
ampula terminal/espermatoforo (S) y gonada de hembra (Gn). El control negativo se denota
como NC. Como control interno se utilizé el gen ribosomall8S.

7.3.2 Cuantificacion de la expresion en diferentes tejidos

Los genes rpl8 y ubiquitina se eligieron como genes de referencia para estimar la expresion
relativa en los diferentes tejidos ya que fueron los que presentaron una expresion mas

estable entre las condiciones evaluadas. En un primer analisis factorial de varianza se
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encontré que no existian diferencias significativas en expresion de Lvchh entre machos y
hembras (P>0.05), por lo que los datos de ambos sexos se juntaron para los siguientes
analisis, estimando unicamente las diferencias entre los tejidos. Este analisis indicod que,
respecto a lo observado en tallo ocular, la expresion del transcrito Lvchh es
significativamente menor en vaso deferente y espermatdforo de machos, asi como también
en corazdn, branquia, cerebro (ambos sexos). Sin embargo, la expresion en tallo ocular fue
significativamente menor a lo encontrado en intestino, el cual presentd el mayor valor de
expresion (Fig. 27). Esto es, la expresion del gen Lvchh en intestino fue 1.6 veces mayor
que en tallo ocular, 5.6 veces mayor que en cerebro y 14.6 veces mayor que en branquia.
Por otro lado, la expresion en tallo ocular fue 3.4 veces mayor que lo observado en cerebro
y 9 veces mayor que la expresidon en branquia. Si bien no se observaron diferencias
significativas entre la expresion observada en cerebro, branquia, corazon, vaso deferente y
espermatdforo, se puede observar que existe una tendencia tanto en branquia como en

cerebro a presentar un nivel de expresion mayor al observado en el resto.

con RELS/ Ubiguitina

Expresion relativa de Lvehh normalizado

Cerebro
Corazon
Branquia

Tallo ocular
Intesting
Vaso deferente f— o
Espermatofore p—— o

Figura 27. Expresion relativa del transcrito Lvchh en diferentes tejidos de organismos
adultos de L. vannamei. Los valores se representan como medias con intervalos de
confianza.



43

7.3.3 Localizacion de las células de expresion del transcrito Lvchh

La expresion del transcrito Lvchh en tallo ocular y tejidos extra-oculares se logré demostrar
adicionalmente mediante hibridacion in situ. En el caso de tallo ocular, la presencia del
transcrito Lvchh se observd en el citoplasma de las células neuroendocrinas que componen
el 6rgano de Hénstrom (Fig. 28-A1) en forma de puntos localizados a lo largo del contorno
celular. En el resto de las células que componen el centro neurosecretor del tallo ocular no
se detectd expresion. La figura 28-B1 muestra la sefial de hibridacién detectada en las
terminaciones axonicas que se extienden de la médula terminal del 6rgano X conocido
como nervio Optico. Anatomicamente, el nervio Optico se extiende hacia el ganglio
supraesofagico (SoG) conectando con la region del protocerebro, tejido donde se observo
también la presencia del transcrito a lo largo de los axones que lo conforman (Fig. 28-C1).

En el resto del SoG no se encontro senal positiva de hibridacion.

De manera adicional, se confirmd la expresion del transcrito Lvchh en la region ventral de
la cavidad pericardica tanto en machos como en hembras. En la figura 29 se muestra la
sefal positiva que exhiben las células que conforman el pericardio, especificamente en las

fibras varicosas que se situan junto al tejido gonadal.

En el caso de las gonadas, no se encontro seial positiva en tejido de hembras .Mientras que
en el caso de los machos, se detectd sefial positiva de hibridacion en el tejido que rodea la
periferia del vaso deferente (Fig. 30A), la cual fue corroborada en diferentes secciones del
mismo encontrando la presencia persistente del transcrito Lvchh en esta capa celular
exterior. Finalmente, se detectd expresion del gen Lvchh en las fibras de tejido conectivo

que conforman la cdmara gastrica localizada en la region del intestino anterior (Fig. 30B).
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Figura 28. Organo X, nervio optico (OPTN) y ganglio supraesofagico (SoG) de L.
vannamei. (A) Vista longitudinal del tallo ocular tefiido con hematoxilina y eosina (H&E)
mostrando el 6rgano de Hanstrom (Han), Organo de Bellonci (Bel), medula externa (ME) y
medula interna (MI). (A1). Vista a mayor aumento del Organo X donde se observa sefial
positiva del transcrito Lvchh en células neurosecretoras (flechas). (B) Vista longitudinal del
nervio Optico (OPTN) tefiido con H&E. (B1) Sefial de hibridacion positiva de la sonda
antisentido de Lvchh en neuronas internas (flechas), (C) Vista dorsal del SoG tefiido con
H&E. (C1) Detalle celular del tracto del protocerebro (PT) sefial de hibridacion positiva en
neuronas internas (flechas). (A2, B2, C2) Sonda sentido, usada como control negativo de
hibridacion.
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Figura 29.Cavidad pericardica de L. vannamei. Vista dorsal de hembra (A) y macho (B) de
la region ventral de la cavidad pericardica, tefilda con hematoxilina y eosina, mostrando
células del miocardio (Myo), hepatopancreas (Hep), ovarios (Ova) y lobulo testicular
(Tes).(A1,B1) Vista a mayor aumento del epicardio (recuadro en A y B) donde se observa
sefial positiva de hibridacion de la sonda antisentido de Lvchh (flechas). (A2, B2) sonda
sentido, utilizada como control negativo de hibridacion.
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Figura 30. Vaso deferente (A) y camara gastrica anterior (B) de L. vannamei, tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E). En vaso deferente se muestra el lumen (Lu) y masa
espermatica (SM); en la cdmara géastrica se observa la cuticula (Cut), epitelio cuticular
(Cep), lumen del estoémago (Lu) y tejido conectivo (Cns). A1&B1 sefial positiva de
hibridacion con sonda antisentido en tejido conectivo (flechas). A2&B2 control negativo de
hibridacion.
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7.3.4. Localizacion de los transcritos Lvchh en diferentes tejidos mediante RACE 3'

Considerando la localizacion de los cebadores/oligonucledtidos Lvchh-F3 y Lvchh-
F5Nested en las secuencias originales caracterizadas mediante RACE, los tamafios
esperados al amplificar cDNA-RACE usando el cebador forward en sentido y hacia la
region 3’ para los transcritos eran de 583 pb para el transcrito corto, mientras que para el
transcrito largo el tamafio esperado era de 1187 pb. Como se puede ver en la figura 31,
lineas 5 a la 10, en machos se identific la presencia de ambos transcritos en cerebro,
corazon, branquia, intestino, vaso deferente y espermatéforo. Por otro lado, en el caso de
las hembras solo se observa claramente el transcrito corto en branquia e intestino (Figura
31, lineas 3 y 4). Debido a la baja concentracion de RNA empleada para la sintesis de
cDNA en cerebro y corazéon de hembra, no se logré observar amplificacion de ningln

transcrito.

I

LongCHH

1000pb—— |*—‘ | - IE
500pb—._: L08 shortCHH

"
MEe |-

Figura 31. Expresion de transcritos Lvchh en diferentes tejidos de L. vannamei. 1. cerebro
hembra; 2. Corazéon hembra; 3. Branquia hembra; 4. Intestino hembra; 5. Cerebro macho;
6. Corazon macho; 7. Branquia macho; 8. Intestino macho; 9. Vaso deferente; 10.
Espermatoforo. El control positivo corresponde al cDNA 3 de gonada/drgano pericardico
de hembra empleado en la caracterizacion original del transcrito.

7.3.5. Expresion del transcrito Lvchh a lo largo del ciclo de muda

Los genes ubiquitina y S12 se eligieron como genes de referencia para estimar la expresion
relativa en los diferentes tejidos y estadio de muda. En un primer andlisis factorial de
varianza se encontrd que no existian diferencias significativas en expresion de Lvchh entre
machos y hembras (P > 0.05), por lo que los datos de machos y hembras se analizaron

juntos en los siguientes analisis, estimando Unicamente las diferencias entre estadio de
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muda y tejido. Este andlisis indic6 un efecto significativo tanto del tejido (P = 0.00) como
del estadio de muda (P = 0.00) en la expresion del transcrito Lvchh. La interaccion entre
ambos factores fue significativa (P = 0.00) debido a que la expresion entre estadios de
muda no sigue el mismo patron de expresion en todos los tejidos analizados. En general, se
observa un incremento en la expresion de premuda 1(D0-D1) a premuda 2 (D2-D3) en
todos los tejidos. Sin embargo, en tejidos como cerebro, corazon y branquia, hay un
incremento en la expresion de premuda 2 a posmuda, mientras que en espermatdforo y vaso
deferente esta disminuye. En el caso de tallo ocular e intestino, la expresion entre premuda
2 y posmuda no presenta diferencias significativas. Finalmente, en cerebro y branquia, la
expresion disminuye del estadio de posmuda a intermuda, pero incrementa en vaso
deferente y espermatdforo, mientras que en tallo ocular, corazon e intestino permanece sin

diferencia (Fig. 32).
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Figura 32. Expresion relativa del transcrito Lvchh en diferentes tejidos y estadios de muda
en organismos subadultos de L. vannamei. Los valores de las medias se muestran en barras,
y las diferencias entre medias se indican con letras (P > 0.05).
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7.4. Inhibicion del transcrito mediante RNA de interferencia

El andlisis de expresion realizado con los datos obtenidos del bioensayo (Fig. 33), indico
que, a 24 y 48 horas después de la inyeccion de la doble cadena no se observan diferencias
significativas entre los tratamientos (P = 0.905 y P = 0.201 respectivamente). Por otro lado,
5 dias después de la inyeccion se observa que la expresion de Lvchh tiende a ser menor a lo

observado en ambos controles, pero el andlisis de varianza no alcanzd a mostrar diferencias

significativas (P = 0.246).

” RNAi-24hrs 25 RNAi-48Hrs

Expresionrelativa de Lvehh Normalzado
con 408-524 y RPLS8

Expresionrelativa de Lvchh Normalizado con
405-S24 y RPLS

2 B 2

3 1.5 < 15
=5

g 22

05 - 0s

o 0

CONTROL dsGFP dsCHH CONIROL gt dahi

g 2 RNAi-5dias
-

2

"I:)

g @
s

=

2

£ 15
£

]
2%
S5 1
3
~

2

g 05
2

2 0
g CONTROL dsGFP dsCHH
Ll

Figura 33. Expresion relativa del gen Lvchh en tallo ocular a 24 horas, 48 horas y 5 dias
posteriores a la induccion del silenciamiento mediante la inyeccion de RNA de doble
cadena. Los valores se representan como medias con intervalos de confianza al 95%.



50

8. DISCUSION
8.3. Un nuevo gen CHH en L. vannamei

Se aislaron dos transcritos completos que codifican una nueva proteina para L. vannamei.
El primer transcrito (1578pb) se aisld originalmente de tallo ocular, sin embargo, con la
finalidad de encontrar posibles isoformas se realiz6 RACE de otros tejidos como génada y
tejidos circundantes tanto en hembras como en machos, encontrando un segundo transcrito
de menor tamafio (947pb) exclusivamente en hembras. Los dos transcritos son resultado de
la presencia de dos sefiales de poliadenilacion en la region UTR 3'. Se sabe que la presencia
de sitios alternativos de poliadenilacion da lugar a transcritos con variacion en la longitud
de la region UTR 3', y cada uno de ellos tiene una distribucion tejido-especifica (Barret et
al., 2012). Por otro lado, la longitud de la UTR también determina la estabilidad de los
transcritos, una region UTR 3' mds corta es generalmente mas estable que una de mayor
longitud debido a que en esta ultima existe un mayor numero de elementos reguladores que
tienen efecto tanto en el tiempo de vida del transcrito como en la traduccion del mismo
(Matoulkova et al., 2012). El transcrito de menor tamafio se encontrd solo en tejido
pericardico unido a gonada de hembras, y se desconoce si otros tejidos extra-oculares en

hembras también expresan la isoforma corta.

Los resultados obtenidos indican que el gen encontrado en este trabajo es uno nuevo para L.
vannamei. El analisis filogenético agrupo las secuencias analizadas en dos grandes grupos,
uno conformado con todas las secuencias CHH-I reportadas para penéidos, y el segundo
conformado por el tipo CHH-II (VIH/GIH/MIH). Sin embargo, la secuencia LvCHH se
ubico entre ambas subfamilias y aparentemente es filogenéticamente mds cercana a la
subfamilia tipo II. Cabe sefialar que las secuencias pertenecientes a la subfamilia II se
caracterizan por presentar una insercion de glicina en la posicion 12 del péptido maduro, la
que de acuerdo a lo sugerido por Katayama y Nagasawa (2004) puede estar relacionada con
la divergencia estructural y funcional entre las subfamilias I y II. Estos autores observaron
que la insercion de glicina en un péptido CHH-I resulta en una diminucién de la actividad
de hiperglucemia en M. japonicus. Sin embargo, en el presente caso aun no sabe si la

insercion de la glicina observada en la secuencia LvCHH tiene una funcion especifica.
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Por otro lado, la presencia de dos tipos de genes clasificados de acuerdo con la
organizacion de los mismos con base al numero de exones-intrones que poseen ha sido
ampliamente reportada para los genes que codifican a las hormonas hiperglucemiantes
(Chen et al., 2005; Montagné et al., 2008). Los genes tipo I se conforman por 4 exones y 3
intrones, los cuales pueden dar lugar a dos transcritos mediante mecanismos de splicing
alternativo dando lugar a secuencias que difieren en la regién carboxilo terminal del
péptido maduro, cada una con una distribucion espacial especifica (Dircksen et al., 2001;
Chen et al., 2004; Toullec et al., 2006; Choi et al., 2006; Jeon et al., 2012), los transcritos
compuestos por 4 exones estan presentes en tallo ocular, mientras que los transcritos
generados por splicing, compuestos tnicamente por 3 exones, se localizan en tejidos como
organo pericardico y/o ganglio toradcico. Esta distribucion tejido-especifica ha sido
reportada principalmente para cangrejos, sin embargo en el caso de L. vannamei, se tiene
reporte unicamente de una secuencia CHH tipo I (Lago-Leston et al., 2007), nombrada ITP
por Tiu et al. (2007), cuyos transcritos que son productos de splicing presentan el mismo
patron espacial de distribucion que lo reportado para cangrejos. Por otro lado, los genes
tipo II se conforman por 3 exones y 2 intrones, y la presencia de multiples transcritos se ha
asociado principalmente a eventos de duplicacion de genes (Lu et al., 2000). En el caso del
gen Lvchh, la estructura del gen conformada por 4 exones y 3 intrones nos permite
clasificarla dentro de los genes tipo I, sin embargo la distribucion espacial observada no
estuvo asociada a mecanismos de splicing ya que en este caso los resultados obtenidos por
RACE nos indicaron que un mismo transcrito conformado por 4 exones es expresado tanto
en tallo ocular como en tejidos extra-oculares, lo que permite nombrarlo LvVCHH PO _ES
tanto por su distribucion tisular como por ser un unico transcrito en cuanto a posibles
transcritos derivados de splicing alternativo. Adicionalmente, la traduccion conceptual de
los dos transcritos encontrados y resultantes de utilizar diferente sefial de poliadenilacion da
lugar a la misma proteina, la cual posee caracteristicas conservadas de la subfamilia CHH
tipo I, como la presencia de una leucina ubicada cuatro posiciones antes de la segunda
cisteina del péptido maduro (Bocking et al., 2001; Chen et al., 2005). Sin embargo, a
diferencia de la mayoria de las neurohormonas de la subfamilia tipo I, la proteina

caracterizada en el presente estudio no posee una region CPRP conservada tal como lo
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indic6 el andlisis realizado en Pfam y no posee el sitio de amidacion localizado en la region
carboxilo terminal como se ha reportado para otras CHH en L. vannamei (Lago-Leston et
al., 2007) y M. japonicus (Ohira et al., 1997). Este sitio de amidacion ha sido asociado con
actividad de hiperglicemia en otras proteinas CHH (Yang et al., 1996), por lo que la
ausencia de este en la secuencia peptidica analizada en el presente trabajo, ademas de la
posible pérdida o disminucion de la actividad de hiperglucemia por la insercion de la
glicina en el péptido maduro como fue encontrado para M. japonicus por Katayama y
Nagasawa (2004), nos permite proponer que este péptido tiene una funcion diferente a la de

regulacion de glucosa en hemolinfa.
8.4. Distribucion espacial del transcrito Lvchh

El transcrito Lvchh fue aislado originalmente de tallo ocular y gonada unida al tejido
pericardico circundante. Los resultados de hibridacion in situ mostraron que en el caso del
tallo ocular, la expresion del transcrito tiene lugar en la periferia del citoplasma de las
células neuroendocrinas conocidas como “células tipo 5 (Smith y Naylor, 1972), las cuales
han sido reportadas como el principal sitio de sintesis de esta familia de neuropéptidos
(Jaros y Keller, 1979; Rotllant et al., 1993; Klein et al., 1993). Ademas de los tejidos ya
identificados como sitios de expresion, los resultados obtenidos mediante PCR e ISH
mostraron que el transcrito Lvchh también se expresa en nervio Optico, protocerebro,
branquia e intestino de machos y hembras, asi como en d&mpula terminal / espermatoforo y

vaso deferente de machos.

Adicionalmente al 6rgano X en tallo ocular, el tejido cerebral ha sido ampliamente
reportado como sitio de expresion de las hormonas hiperglucemiantes en diferentes
especies de crusticeos incluyendo peneidos (Sun, 1995; Gu y Chan, 1998; Chan et
al, 1998; Edomi et al.,2002;Choi et al.,2006; Tiuet al., 2007; Treeratrakool et
al., 2008; Zheng et al., 2010; Jeon et al., 2012). De igual manera, diferentes transcritos se
han identificado en corazon, especificamente en 6rgano pericardico de diversas especies de
cangrejos (Dircksen et al., 2001; Chen et al., 2004; Hsu et al., 2006; Toullec et al., 2006;

Chung y Zmora, 2008; Tsai et al., 2008), aunque para peneidos solo se tiene reporte de dos
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estudios en los cuales mediante PCR se detectd expresion en corazén (Udomkit et
al., 2004; Liu et al., 2014). Los resultados obtenidos por ISH en el presente estudio, no solo
confirman lo encontrado por estos autores, sino que ademas nos permiten identificar el
organo pericardico (descrito por Fingerman 1997 y Christie 2011, como el tejido que rodea
al corazon) como el sitio especifico de expresion del transcrito Lvchh. Adicionalmente,
dichos resultados explican por qué uno de los transcritos fue identificado en primer lugar en
las genotecas de cDNA de gonada de hembras adultas: anatdmicamente, la region ventral
del corazén esta inmediatamente adherida a la regién gonadal, por lo que el tejido
pericardico queda en contacto directo con la génada y una porcion del hepatopancreas, por
lo que al momento de realizar la toma de muestras de alguno de estos tejidos, es posible

tomar una parte del tejido pericardico.

Por otro lado, el nervio optico se identifico como otro de los sitio de expresion del
transcrito Lvchh. Mediante inmunolocalizacion, se ha reportado anteriormente la presencia
de proteinas de la familia CHH en nervio optico en diferentes especies de crustaceos (Gu et
al., 2001; Azzouna et al., 2003; Stewart et al., 2013), asi como la deteccion de transcritos
mediante PCR (Lu et al., 2001). Sin embargo, el presente estudio es uno de los pocos
reportes en los cuales se observan transcritos en las terminaciones axonicas que conforman
el nervio optico (Minnen, 1994; Chun et al., 1995). En el caso de algunos genes de
mamiferos e invertebrados, se sabe que los transcritos pueden ser transportados desde las
células de la glia hacia las terminaciones axonicas (Giuditta et al., 2008). Para el caso
particular del trascrito Lvchh no es posible establecer si el mRNA se sintetiza de novo en
las terminaciones axdnicas, o bien si es sintetizado en las células de la glia y de ahi es

transportado hacia las terminaciones nerviosas.

Por otro lado, existen muy pocos reportes sobre la expresion de las CHHs en intestino y
estructuras reproductoras de macho como vaso deferente y ampula terminal como lo
encontrado en este trabajo. La expresion en intestino Unicamente ha sido reportada en
peneidos por Tiu et al. (2007a), quienes observaron la expresion del transcrito Lv-ITP en
branquia e intestino. Sin embargo, su investigacion se enfocd unicamente en branquia,

donde concluyeron que el péptido puede estar involucrado en procesos de osmoregulacion,



54

funcion que ya ha sido atribuida previamente a diversas proteinas de la familia CHH. Se ha
observado que la ablacion del tallo ocular resulta en un incremento tanto en la presion
osmotica como en la concentracion de iones en la hemolinfa (Spanings-Pierrot et al., 2000).
Estos mismos autores demostraron que una CHH aislada de glandula sinusal incrementa la
entrada de Nat+ en branquias del cangrejo Pachygrapsus marmoratus. La expresion del
transcrito Lvchh observada en el presente trabajo en branquia e intestino nos permite
proponer que puede estar involucrada en osmoregulacion, al igual que el transcrito aislado
por Tiu et al. (2007a). Considerando que la mayor expresion de Lvchh se observo en
intestino, este nuevo péptido puede estar involucrado en el control o induccion de la
absorcion y liberacion de agua en este tejido. Esto es, se sabe que durante el periodo de
muda el intestino es responsable de la absorcion de agua que ayudara en la remocion del
exoesqueleto o ecdisis (Mykles, 1980). El efecto directo de las hormonas CHH sobre la
absorcion de agua en intestino fue demostrado en el cangrejo Carcinus maenas, donde se
observo que durante el estadio de premuda y ecdisis se presenta una mayor liberacion de
una CHH en intestino, y que la inyeccion de la proteina aumenta la absorcion de agua en
estdbmago e intestino posterior. Adicionalmente, en el caso de C. maenas, el analisis de la
secuencia demostrdo que la misma proteina esta presente tanto en tallo ocular como en
intestino, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que fue
en ambos de esos tejidos donde observamos una mayor expresion. Adicionalmente, la
expresion del péptido en C. maenas se localizd en células con actividad endocrina en la
region del intestino medio e intestino posterior (Webster et al., 2000), lo cual da soporte a
los resultados obtenidos mediante hibridacion in Situ, mismos que nos permitieron

identificar la region del intestino anterior como sitio de expresion para el transcrito Lvchh.

Otro de los sitios de expresion para Lvchh fue en algunas regiones del sistema reproductor
de machos. Si bien el sistema reproductivo no es uno de los tejidos cominmente
identificados como uno en donde se observa la sintesis de las hormonas hiperglucemiantes,
existen reportes previos con resultados similares. El trabajo realizado por Lee et al. (2007)
fue uno de los primeros reportes observando la expresion de un transcrito de una CHH en el

sistema  reproductor  (testiculo) de  machos del cangrejo  Gecarcinus
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lateralis. Posteriormente, el trabajo realizado por Li et al. (2010) fue el primero en
demostrar la expresion de una CHH en el saco que contiene el espermatéforo (dmpula
terminal) en peneidos (F. chinensis). En el caso particular de este trabajo, se encontro
expresion del transcrito Lvchh tanto en ampula terminal como en las células epiteliales que
recubren el vaso deferente. La localizacion especifica de Lvchh en el sistema reproductor de
machos nos permite proponer una participacion en la induccion de la maduracion de
espermatidas hacia espermas, asi como en la capacitacion de los mismos. En camarones
peneidos como L. vannamei y L. stylirostris el proceso de maduracion de las espermatidas
es similar al reportado para el cangrejo Chionectes opilio, en el cual la maduracion tiene
lugar en el vaso o ducto deferente (Sainte-Marie and Sainte-Marie, 1999; Alfaro-Montoya,
2013), uno de los sitios donde detectamos expresion del transcrito Lvchh. Adicionalmente,
la presencia en espermatdforo puede estar relacionada con alguna funcidon asociada al
proceso de maduracion final del esperma, la cual se sabe que tiene lugar especificamente en
este tejido, asi como con la capacitacion del esperma (Alfaro et al., 2003, 2007,
Aungsuchawan et al., 2011). Esto es, se sabe que el proceso de capacitacion de los
espermatozoides involucra una serie de cambios fisioldégicos incluyendo cambios en la
concentracion intracelular de iones, lo que los hace competentes para la fertilizacion
(Alfaro et al., 2007; Yanagimachi, 1994, citado en Visconti et al., 1995). Por ejemplo, en el
camaron Sicyonia ingentis, el esperma debe tener un alto pH intracelular para poder llevar a
cabo la reaccion acrosomal (Griffin et al., 1987). Si bien el mecanismo exacto por el cual la
CHH del presente estudio puede tener una participacion en la maduracion de espermatidas
a través de su paso por el vaso deferente y la posterior maduracion y capacitacion del
esperma en el espermatdforo ain necesita ser determinado, es importante sefalar que
actualmente se cuenta con evidencia de la participacion de canales idnicos en la
diferenciacion de espermdtidas y en la activacion/capacitacion del esperma (ver Tosti y

Boni, 2004).
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio permiti6 la identificacidn de genes no reportados previamente para L.
vanameli, los cuales se sabe que tienen una participacion en procesos reproductivos de otras
especies de vertebrados e invertebrados. Adicionalmente, se logré identificar un nuevo gen
perteneciente a la familia de las hormonas hiperglucemiantes, cuya organizaciéon exon-
intron lo clasifica dentro de las hormonas CHH tipo I. Sin embargo, la estructura primaria
del péptido posee caracteristicas similares tanto a las CHH-I por la presencia de una region
precursora, como con las CHH-II por la insercion de un residuo de glicina, aunque en una
posicion distinta a la ya reportada. El transcrito Lvchh se expresa en tallo ocular, cerebro,
corazdn, branquia e intestino de hembra y macho, asi como en vaso deferente y
espermatdforo. La mayor expresion del transcrito, se observo en intestino. Se observo
también una variacion en la expresion a lo largo del ciclo de muda, la cual presentd un
patron especifico para cada tejido. Sin embargo, hay un incremento significativo de
premuda temprana a premuda tardia en todos los tejidos evaluados, lo que sugiere que el
trasncrito Lvchh puede tener un papel en el intercambio i6nico durante el proceso de
ecdisis. Finalmente, la alta expresion en intestino, sugiere una participacion importante en
la absorcion de agua durante el ciclo de muda, mientras que la expresion en vaso deferente

y espermatdforo sugiere una participacion en la maduracion y capacitacion del esperma.
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