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Resumen

Las especies del género Prorocentrum se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del
Pacifico y el Golfo de California, existiendo una alta probabilidad de que sean ingeridas por
diversas especies filtradoras, dentro de las que se encuentra el ostion japonés Crassostrea gigas,
afectando su crecimiento, supervivencia y reproduccion. Por lo tanto, en este estudio se pretende
caracterizar la respuesta fisiologica de C. gigas ante este estresor, mediante la identificacion y
evaluacion de los cambios en los patrones de expresion de proteinas mediante electroforesis
bidimensional (2-DE). Juveniles de ostion japonés C. gigas (5-7 mm) fueron expuestos a células
completas (1200, 2400, 3600, 4800 y 6000 cel mL™) de Prorocentrum lima, Prorocentrum
minimum y Prorocentrum rhathymum, e independientemente a diversas diluciones de extractos
acuosos y organicos obtenidos de las mismas especies (1:50, 1:100 y 1:200). Mediante un analisis
comparativo de los mapas protedmicos generados a partir 2-DE, se detectaron cambios en la
expresion de algunas proteinas, obteniéndose un patron electroforético con 434 proteinas en
homogenados de organismos expuestos a células completas, de los cuales 26 presentaron
diferencias significativas en la expresion. En los homogenados de organismos expuestos a extractos
acuosos se detectaron un total de 476 proteinas, observandose diferencias significativas en siete, y
finalmente, en los extractos de organismos expuestos a extractos organicos se detectaron 623
proteinas, encontrandose diferencias significativas en 13. Para el analisis de espectrometria de
masas se seleccionaron los puntos de proteina que presentaron una expresion diferencial con
respecto al control, encontrandose que cada uno de los puntos peptidicos correspondié a diferentes
proteinas. En los organismos expuestos a 6,000 cel mL™ se seleccionaron cuatro puntos de
proteinas, de los cuales 3 presentaron una disminucion en la expresion y 1 sobre expresion con cada
una de las cepas; identificandose un total de siete proteinas: Proteina Toll de interaccion;
Dihidropteridina reductasa, Proteina secretora rica en cisteina LCCL dominio 2, Periostina,
Catepsina L, Tropomiosina y cadena ligera esencial de miosina; en los extractos acuosos se
selecciond un punto de proteina sobre-expresado con P. lima, y disminuida su expresion con P.
minimum y P. rhathymum identificandose 4 posibles proteinas: Actina citoplasmatica, Cavotrina,
Proteina disulfuro isomerasa e Hidroxiantranilato dioxigenasa; finalmente con el extracto organico
fueron dos puntos de proteina sobre expresados con cada una de las cepas, identificandose cinco
proteinas (Troponina C, Proteina 1 relacionada con la ependimina de mamiferos, Proteina
citoplasmatica no neuronal de filamentos intermedios, Isoforma 2 de la proteina-quinasa
dependiente de calcio y Helicasa del ARN-spliceosoma). Las principales funciones bioldgicas
afectadas de las proteinas por la exposicion de juveniles de C. gigas a células completas de P. lima,
P. minimum y P. rhathymum, asi como también a cada uno de sus extractos son: actividades del
citoesqueleto, estrés oxidativo, las propiedades de la concha, del sistema inmune, metabolismo,
respuesta a estrés y sintesis de proteinas.

Palabras clave. C. gigas, Prorocentrum, proteinas, electroforesis bidimensional (2-DE)



Abstract

Species of the genus Prorocentrum are found widely distributed along the Pacific and the Gulf of
California with a high probability of being ingested by various filtering species affecting their
growth, survival and reproduction. One of these species is the Japanese oyster Crassostrea gigas.
Therefore, this study intends to characterize C. gigas physiological response to this stressor by
identifying and assessing changes in protein expression patterns by bidimensional electrophoresis
(2-DE). Juvenile Japanese oysters C. gigas (5-7 mm) were exposed to whole cells (1200, 2400,
3600, 4800, and 6000 cells mL-1) of Prorocentrum lima, Prorocentrum minimum, and
Prorocentrum rhathymum, and independently at various dilutions of aqueous and organic extracts
obtained from the same species (1:50, 1:100 and 1:200). Through a comparative analysis of
proteomic maps generated from 2-DE, changes were detected in some protein expressions; we
obtained an electrophoretic pattern with 434 spots in the organism homogenates exposed to whole
cells, of which 26 showed significant expression differences. In the homogenates exposed to
aqueous extracts a total of 476 spots were detected; significant differences were observed in seven
of them; finally, 623 spots were detected in the extracts of those exposed to organic extracts, finding
significant differences in 13 of them. For the mass spectrometric analysis we selected the protein
spots that showed a differential expression with respect to control. The results showed that each one
of the peptide points corresponded to different proteins. Four protein spots were selected from the
organisms exposed to 6.000 cells mL™, of which three showed a down-regulated and one up-
regulated expressions with each one of the strains. We identified a total of seven proteins: Toll-
interacting protein, Dihydropteridine reductase, Cysteine-rich secretory protein LCCL domain-
containing 2, Periostin, Tropomyosin, and myosin essential light chain. From the aqueous extracts,
we selected one up-regulated protein spot with P. lima and one down-regulated with P. minimum
and P. rhathymum, identifying four possible proteins Actin cytoplasmic, Cavortin, Protein disulfide-
isomerase A6 and hydroxyanthranilate dioxygenase; finally, with the organic extract two protein
spots were up-regulated with each one of the strains, identifying five proteins (Troponin C,
Mammalian ependymin-related protein 1, Non-neuronal cytoplasmic intermediate filament protein,
Calcium-dependent protein kinase isoform 2, and Spliceosome RNA helicase). The main biological
functions affected from the protein by exposure of C. gigas juveniles to whole cells of P. lima, P.
minimum and P. rhathymum, as well as to each one of their extracts are: cytoskeletal activity,
oxidative stress, shell properties, immune system, metabolism, stress response, and protein
synthesis.

Keywords. C. gigas, Prorocentrum, proteins, bidimensional electrophoresis (2-DE)
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1. Introduccién

Los moluscos bivalvos constituyen una de las principales fuentes de alimento en todo el
mundo, con una produccion estimada en mas de 13 millones de toneladas métricas (FAO,
2009), siendo las especies del género Crassostrea las de mayor importancia comercial a
nivel global, por su alto potencial de desarrollo acuicola dada su amplia tolerancia a
condiciones estuarinas y rapido crecimiento (Césares-Martinez et al., 2004). El ostion del
Pacifico, Crassostrea gigas (Thunberg 1793) se distribuye de forma natural en las costas de
Japon, China y Corea, sin embargo, actualmente es la especie marina mas cultivada en el
mundo con una produccion de 4.6 millones de toneladas métricas en el 2008 (FAO, 2009).
Asi también, entre los lofotrocozoos esta especie ha sido frecuentemente considerada uno
de los mejores modelos bioldgicos caracterizados por estudios bioquimicos, moleculares y
genéticos (Saavedra y Bacheree, 2006; Dheilly et al., 2011).

C. gigas se ha cultivado en Japon desde hace varios siglos, y su cultivo se ha
introducido en muchos paises (Leffler y Greer, 1991). En México, la acuacultura de
ostiones se ha centrado principalmente en dos especies: Crassostrea virginica en el Golfo
de México y C. gigas en las costas del norte del Océano Pacifico (Rodriguez-Jaramillo et
al., 2008). El cultivo de C. gigas se ha consolidando desde su introduccién en 1973
(Céceres-Martinez et al., 2004), sin embargo, al igual que en otras partes del mundo se han
presentado diversos problemas relacionados con su mortalidad, siendo mas evidentes desde
1997, cuando se han registrado mortalidades masivas de semillas, juveniles y adultos
(Chévez-Villalba et al., 2007), observandose en los ultimos afios un incremento en las tasas
de mortalidad de ostion, principalmente durante los meses de verano, afectando juveniles y
adultos de variantes tanto diploides como triploides.

Los eventos de mortandad se han reportado en diversos paises, llegando a considerarse
un problema mundial ya que limita severamente la produccién de ostion. Particularmente,
este problema ha sido evidente para C. gigas desde principios de 1980, sin que hasta la
fecha se conozca con certeza la causa (Cheney et al., 2000; Caceres-Martinez et al., 2004;
Dégremont et al., 2005; Chavez-Villalba et al., 2008), aunque se ha sugerido que factores

como interacciones complejas con el ambiente, y diversos tipos de patdgenos pudieran estar



asociados a estos eventos, especialmente en etapas criticas, como aquellas vinculadas a
procesos de reproduccion (final de la madurez, desoves y reabsorcion de gametos)
(Goulletquer et al., 1998).

Los ostiones son organismos sésiles-filtradores, por lo que se encuentran continuamente
expuestos a modificaciones fisicoquimicas en el agua en que habitan, y por lo tanto, se
alimentan de particulas en suspension, como materia organica, bacterias y, principalmente,
microalgas (Helm y Bourne, 2004). Las microalgas son un grupo de organismos formado, a
su vez, por diversos sub-grupos entre los que destacan las diatomeas y los dinoflagelados,
que bajo determinadas condiciones oceanograficas pueden llegar a presentar incrementos
poblacionales explosivos, que son generalmente caracterizados por la producciéon de
toxinas, que pueden ser nocivas para una gran variedad de organismos, incluidos los
ostiones. Las especies de dinoflagelados toxicos se encuentran ampliamente distribuidas en
todos los mares, siendo los tropicales donde existe un mayor ndmero de especies.
Prorocentrum es uno de los géneros mas importantes entre los dinoflagelados tdxicos
debido a que se han reportado un gran ndmero y abundancia de especies productoras de
toxinas (Delgado et al., 2002).

Debido a que se ha asociado la ocurrencia simultanea de mortalidad de moluscos con la
proliferacion repentina de algunas especies del género Prorocentrum en costas mexicanas
(Ochoa et al., 2002; Cortés -Altamirano y Sierra-Beltran, 2003; Sierra-Beltran et al., 2005),
se han realizado varios estudios sobre esta microalga. Para dinoflagelados del género
Prorocentrum existen reportes sobre su taxonomia (Becerril, 2000; Cortés-Altamirano y
Sierra-Beltran, 2003; Sierra-Beltran et al., 2005), monitoreo de proliferaciones (Hernandez-
Becerril et al., 2000; Delgado et al., 2002; Gayoso et al., 2002; Cortés-Altamirano et al.,
2004; Licea et al., 2004; Garate-Lizarraga y Mufieton-Goémez, 2008) y produccion de
toxinas (Carmody et al., 1995; Plumley, 1997; Draisci et al., 1998).

Aungue desde 1993 se han realizado estudios sobre el efecto de dinoflagelados en algunos
moluscos bivalvos (Wikfors y Smolowitz, 1993, 1995; Svensson y Forlin, 1998; Diaz et al.,
2007), en ellos solo se han considerado variables fisiologicas como sobrevivencia, tasa de

aclaramiento, tasa de depuracion, crecimiento y acumulacion de toxinas. Solo en afios
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recientes se ha planteado el uso de la protedmica para estudios ecotoxicoldgicos,
basicamente para la deteccién de cambios en la expresion de proteinas a causa de
contaminantes (Bradley et al., 2002; Hogstrand et al., 2002; Rodriguez-Ortega et al., 2003;
Shrader et al., 2003; Knigge et al., 2004; Manduzio et al., 2005; Mi et al., 2005; Bjgrnstad
et al., 2006; Gomiero et al., 2006; Apraiz et al., 2006).

Los perfiles protedmicos son generalmente modificados por el estrés y, por lo tanto,
deben ser distintivos de ciertos tipos de exposicion a toxicos (Hogstrand et al., 2002). El
andlisis 2-DE es la herramienta predominante para la separacién y anélisis de proteinas para
identificar proteinas de interés, sequido por espectrometria de masas, lo que convierte los
perfiles obtenidos en las aplicaciones actuales de la tecnologia proteémica (Monsinjon et
al., 2006). Adicionalmente, la protedmica permite identificar huellas moleculares de los
cambios de expresion de una proteina después de la exposicion a bajos niveles de
contaminantes, donde la sensibilidad de los métodos convencionales de toxicologia resulta

ser insuficiente (Oberemm et al., 2005).

Debido a la importancia comercial de C. gigas y al efecto adverso que la ingestion de
dinoflagelados toxicos del género Prorocentrum podria ocasionar en este molusco, asi
como la falta de informacion sobre su efecto en semillas de ostion (juveniles de 5-7 mm),
en este trabajo se determinO el efecto de la exposicion de Prorocentrum spp. en la

expresion diferencial de proteinas de juveniles de ostion japonés C. gigas.

1.1. Caracteristicas generales del ostion japonés C. gigas

C. gigas, o comunmente llamada ostién japonés o del Pacifico, es un molusco bivalvo
eurihalino que vive en sustratos firmes del fondo, adheridos a las rocas, desechos y
conchas, desde la zona intermareal hasta profundidades de 40 m; sin embargo, también
pueden encontrarse en fondos arenosos y lodosos (FAO, 2006). La coloracion externa varia
de blanquecina hasta amarrillo cremoso, con estrias parpura (Fig. 1A). La coloracion
interna va del blanco 6palo al perla sin llegar a ser iridiscente (Fig. 1B), en ocasiones con
manchas amarillo-pardo (Pauley et al., 1988; Castillo-Rodriguez y Garcia-Cubas, 1986;
FAQ, 2006). Poseen un 6rgano muscular situado en la parte posterodorsal del cuerpo, que
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se encuentra firmemente anclado a la cara interna de las valvas (musculo abductor),
formado por musculo estriado y liso, que es empleado para la apertura y cierre de las valvas
(FAO, 2006).

Figura 1. Anatomia de C. gigas. A, externay B, interna.

La anatomia interna del ostion consiste en un cuerpo blando, alargado u ovoide color
crema, cubierto por el manto, que es el tejido responsable de la sintesis de la concha y de
las funciones sensoriales del organismo (Fig. 1B). Los palpos labiales presentan
aproximadamente 75 ranuras o estrias, cubriendo la cara interna de ambos lados. Poseen un
par de branquias de estructura laminar (Lamellibranchia) que constan cada una de dos
pliegues paralelos vascularizados que se extienden en la region ventral, desde la boca hasta
el ano, cuya actividad genera un complejo sistema de corrientes de agua que permite la
recoleccion del alimento (FAO, 2006). El aparato circulatorio es parcialmente cerrado,
basado en sistemas vasculares imbricados en la masa visceral y consta de: corazén, arterias,
venas y senos abiertos. Las células sanguineas no estan confinadas a los vasos, suelen
desplazarse en forma errante a través de tejidos y se concentran en los senos; la sangre es
incolora y carente de pigmentos respiratorios como la hemoglobina o la hemocianina
(Sevilla, 1993; FAO, 2006).

En lo referente a la alimentacién, todo el sistema ciliar de las branquias es el encargado
del transporte de las particulas alimenticias. En la parte basal de las branquias se localizan
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unas lineas altamente ciliadas encargadas de llevar el alimento a la boca, donde da inicio el
sistema digestivo. El aparato excretor estd compuesto por dos rifiones con nefridios bien
desarrollados, conocido como Organo de Bojanus, que ocupan un &rea triangular a ambos
lados de la masa visceral (Sevilla, 1993; FAO, 2006).

El sistema reproductivo en bivalvos es extremadamente simple (Goslin, 2003). El
ostion C. gigas es una especie hermafrodita protdndrica alternante, lo que significa que
generalmente los individuos se desarrollan como machos en la primera temporada
reproductiva y posteriormente presentan cambio de sexo, alternando irregularmente en el
mismo individuo, con un ciclo reproductivo anual que culmina con el desove y fertilizacion

externa en la columna de agua (Eble y Scro, 1996; Guo et al., 1998; Goslin, 2003).

El aparato reproductor del ostién consiste de una gonada hermafrodita, caracteristica
que le permite asegurar la supervivencia de la especie en las dindmicas condiciones de las
zonas intermareales. Se encuentra situada en la masa visceral, entre la glandula digestiva y
el manto (Eble y Scro, 1996), es un tejido que consiste en glandulas genitales acinares
ramificadas que se extiende entre el tejido conectivo vesicular (Guo et al., 1998), Conforme
el desarrollo de la génada progresa, los acinos se interconectan en el margen exterior de la
masa visceral, adyacente a la regién interna del manto, formando canales de desove que
desembocan en la cavidad paleal (Eckerbarger y Davis, 1996). Su dimension y morfologia
varia a lo largo del afio debido a que este tejido se regenera anualmente con cada ciclo
reproductivo, disminuyendo después de la emisién de gametos (Guo et al., 1998) y después
del desove o reabsorcion de huevos y espermas no desovados, la gonada entra en fase de
indiferenciacion, en donde los foliculos se hacen méas pequefios, ampliamente separados y
contienen solamente células indiferenciadas, entrando asi a una fase de reposo fisiolégico,
por lo que la determinacién de sexo no puede ser determinada en esta etapa (Eble y Scro,
1996).

El ostién acumula reservas en forma de glucogeno durante el otofio e invierno, para la
produccion de células sexuales que liberara a la entrada de la temporada calida. Durante el

desove el ostién puede liberar hasta 500 millones de huevos en una temporada. Bajo



condiciones normales, cerca del 90% de los ovocitos fertilizados eclosionan y desarrollan
un estadio de larva, los cuales a las 24 horas de la fecundacién ya ha desarrollado su
primera concha y por su forma se le conoce como larva “D” llegando a presentar una
longitud de concha media de 55 a 75 micras en las ostras del género Crassostrea (Helm y
Bourne, 2004). Durante su etapa pelagica o de vida libre, la larva es dispersada por el
movimiento del agua, sujetas a mortalidades por depredacién, enfermedades o quizas como
resultado de la poca viabilidad y suministro de alimento. Esta etapa se prolonga por un
periodo de dos a tres semanas, mientras crece y modifica su forma y comportamiento, las
larvas que sobreviven, antes de convertirse en veliger y pediveliger desarrollan un 6rgano
muscular retractil llamado pié y un punto oscuro conocido como mancha ocular, siendo
entonces cuando la larva inicia la basqueda de un sustrato firme en el fondo para fijarse e
iniciar su etapa de vida sésil, y si los estimulos apropiados ocurren, la larva se fija y ocurre
la metamorfosis, dando lugar a un organismo juvenil de habito sésil (Kennedy, 1996;
Pauley et al., 1988).

1.2. Dinoflagelados

Los dinoflagelados (subfilum Dinoflagellata) son un grupo evolutivamente diverso que
constituyen uno de los grupos méas grandes de los eucariontes, seguidos en abundancia por
las diatomeas (Hackett et al., 2004). Son organismos predominantemente protistas
flagelados unicelulares, generalmente uninucleadas o binucleadas, moviles 6 inmoviles,
que se encuentra en el plancton marino, de agua dulce y en las comunidades bentdnicas,
desde los polos hasta el ecuador. Este grupo esta constituido por mas de 2,000 especies
vivas (y ~2,500 en registros fosiles), de las cuales aproximadamente el 50% son
fotosintéticas, y el resto se alimentan por una variedad de mecanismos. Las especies
fotosintéticas son los principales productores primarios, desempefiando un papel
fundamental en el ecosistema acuatico, incluyendo relaciones endosimbionticas
importantes, como por ejemplo las zooxantelas de los corales formadores de arrecifes
coralinos (Hackett et al., 2004).

Los dinoflagelados poseen estructuras unicas que permiten llevar a cabo su

identificacion, una de ellas es la presencia de dos flagelos desiguales localizados en ranuras
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0 depresiones, que de acuerdo a su arreglo pueden clasificarse en: 1) desmocontes, que
poseen dos flagelos disimiles emergiendo de la parte anterior de la célula (Fig. 2A) y 2)
dinocontes, en los que uno de los flagelos forma un circulo lateral (flagelo transversal) y el
otro se extiende hacia abajo (flagelo longitudinal) (Fig. 2B) (Taylor, 1987). Otra forma
muy comun de clasificar a estos organismos es de acuerdo a, la presencia de estructuras
duras o teca: 1) tecados y 2) desnudos o atecados (Balech, 1988). Los primeros tienen una
célula encerrada en una teca formada por placas separables (Fig. 2C, E y F) y los segundos

carecen de ella (Fig. 2D).

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas
de los dinoflagelados. A) Célula tipo
desmoconte, B) célula tipo dinoconte, C)
vista ventral de una célula tecada
peridinioide, D) vista ventral de una
célula atecada gymnodinioide, E) vista
apical de placas en la epiteca, F) vista
antapical de placas de la hipoteca. Ch =
cloroplastos; N = nucleo; Po = placa del
poro apical; SL = sulcus. Tomado de
Steidinger y Tangen, 1997 (A, B) y
Taylor, 1987 (C-F).

1.3. Florecimientos algales nocivos (FANS)

Las proliferaciones de microalgas (también conocidos como florecimientos algales
nocivos o FAN) son eventos de multiplicacién y acumulacion de estos microorganismos, en
periodos de horas a dias, que ocurren bajo determinadas condiciones ambientales,
favoreciendo el crecimiento de unas especies mas que otras. Se caracterizan por cambios en
la tonalidad de la superficie del agua en determinadas areas, delimitadas tanto en extension
como en profundidad. Este fendmeno involucra a diversas clases de organismos

planctonicos como: Bacillariophyceae (diatomeas), Chlorophyceae (algas verdes o
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clorofitas), Dinophyceae (dinoflagelados) y Cyanophyceae (cianobacterias) (De Leon,
2002; Ochoa et al., 2003).

A nivel mundial, los FAN han cobrado una connotacion alarmante debido al aparente
incremento de su frecuencia, intensidad y distribucion geografica (Moreno et al., 2004;
Hernandez-Orozco y Garate-Lizarraga, 2006). Aunado a esto, se ha reportado que entre el
50-75% de las proliferaciones algales analizadas hasta la fecha han sido toxicas.
Actualmente, se conocen alrededor de 5,000 especies fitoplanctonicas, de las cuales unas
300 presentan altas tasas de proliferacion bajo determinadas circunstancias. De estas 300
especies, mas de 40 de dinoflagelados y diatomeas, producen ficotoxinas, lo que las
convierte en el mayor grupo de microalgas productoras de toxinas. Las toxinas se clasifican
en base a sus propiedades quimicas en dos grupos principales: 1) las toxinas hidrofilicas y
2) las toxinas lipofilicas. Dentro del grupo de las lipofilicas se encuentran aquellas que
causan el envenenamiento neuroldgico por mariscos (Neurotoxic Shellfish Poisoning o
NSP, por sus siglas en inglés), la intoxicacion diarreica por mariscos (Diarrhoeic Shellfish
Poisoning o DSP, por sus siglas en inglés) y la intoxicacion azaspiracida por mariscos
(Azaspiracid Shellfish Poisoning o AZP, por sus siglas en ingles) (Gerssen et al., 2010). Si
bien no todas las proliferaciones de una especie en particular pueden ser toxicas, estas
llegan a variar marcadamente tanto en tiempo como en espacio (Carmichael y Gorham,
1981).

En México, se han presentado eventos FAN en préacticamente todas las costas (Golfo de
México, Mar Caribe, Pacifico y Golfo de California), y algunas de ellas han causado serios
problemas de salud pablica y animal, en animales silvestres y de cultivo (NUfiez-Vazquez et
al., 2008). En el Golfo de California, estos eventos son comunes durante todo el afio, y se
han descrito las principales especies de microalgas (nocivas o no) asociadas a dicha area
geografica (Ochoa et al., 1997; Cortés-Altamirano, 1998; Garate-Lizarraga et al., 2001 y
2008; Alonso-Rodriguez y Paez-Osuna, 2003). Particularmente, en la Bahia de La Paz,
desde 1984 se han reportado mas de 40 florecimientos causadas por 25 diferentes taxas,
pertenecientes a diferentes grupos de fitoplancton: dinoflagelados, diatomeas, rafidofitas y

cianobacterias (Garate-Lizarraga y Mufietdn-Gomez, 2008).



1.4. Caracteristicas generales del genero Prorocentrum

Debido al gran nimero y abundancia de especies productoras de toxinas, el género
Prorocentrum es uno de los méas importantes entre los dinoflagelados toxicos (Delgado et
al., 2002). Estas especies son frecuentes en zonas costeras (Wikfors y Smolowitz, 1995),
registrandose proliferaciones en varios estados de la Republica Mexicana (Fig. 3) v,
particularmente en el Golfo de California donde es frecuente la aparicion de Prorocentrum
lima, Prorocentrum minimum, Prorocentrum mexicanum (Prorocentrum rathymum;

Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran, 2003) y Prorocentrum dentatum (Ochoa et al., 2002).

Figura 3. Distribucion del género Prorocentrum en las costas de la Repiblica Mexicana.
En azul se indican los estados en los que se han reportado dinoflagelados del género
Prorocentrum. Los circulos indican los registros de: P. lima (verde), P. rathymum (rojo) y
P.minimum (amarillo). (Modificado de: de las Heras, 2009).

P. lima (Dodge, 1975) es una especie bentonica, ampliamente distribuida tanto en
regiones templadas como tropicales de la zona litoral y neritica. Son células generalmente
ovaladas, con tecas gruesas, que presentan dos cloroplastos laterales y uno o dos pirenoides
largos y centrales (Fig. 4). Presentan un poro flagelar, un nucleo posterior y una depresion
en forma de V en la parte anterior (Delgado et al., 2002). Miden entre 32-50 um de largo y

20-28 pum de ancho (Dodge, 1982), y producen un conjunto de toxinas poliéter, de las que



algunos componentes son agentes causantes de la intoxicacion diarreica por consumo de

mariscos en humanos (DSP) (Pan et al., 1999).

Figura 4. Fotografia tomada mediante SEM de P.
lima, donde se observa la forma oblonga u oval de
las células con la parte anterior reducida, los poros
marginales, poros dispersos en la superficie y la
banda intercalar (Tomado de Faust, 1991).

P. minimum (Schiller, 1933) es una especie cosmopolita, ampliamente distribuida y
estacionalmente abundante en aguas costeras, especialmente en las zonas de estuarinas
(sobre todo en verano) en los climas tropicales, subtropicales y templados. Varia
considerablemente en forma, por lo que su taxonomia es compleja (Fott, 1971; Marshall,
1997; Heil et al., 2005). Su amplia distribucion se debe a la flexibilidad fisioldgica y a la
capacidad de utilizar nitrégeno (inorganico y organico), fésforo y carbono como fuente de
nutrientes; es una especie euritérmica y eurihalina. Las células de P. minimum presentan
forma ovalada (Fig. 5) y miden de 18 a 20 um de longitud y de 15 a 16 pm de ancho
(Dodge, 1982); la especie es un miembro importante del fitoplancton, ya que puede llegar a

ocasionar proliferaciones (Heil et al., 2005).

Figura 5.- Fotografia tomada mediante SEM
de P. minimum, observandose la forma oval de
la célula con una amplia regién apical truncada
y superficie de la teca con numerosas espinas
anchas y cortas. (Tomado de Faust et al.,
1999).
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P. rhathymum (L6eblich, Sherley et Schmidt 1974) es un dinoflagelado epibéntico que
se encuentra generalmente en las zonas tropicales y subtropicales. Su identificacion ha sido
confusa y podria haber sido reportado como Prorocentrum mexicanum, ya que estas dos
especies habian sido consideradas como sinonimos hasta su descripcion detallada por
Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran (2003), quienes la describen como células ovales, que
presentan una banda intercalar ancha de superficie lisa, con ausencia de pirenoides y con
una fila de seis a siete tricocistos que emergen de la parte ventral anterior de la valva (Fig.
6). P. rhathymum ha sido descrita como una especie toxica por diversos autores (Yasumoto
et al., 1987; Tindall et al., 1989; Pearce et al., 2005), quienes reportan la produccién de
toxinas lipofilicas. Sin embargo, Aligizaki et al. (2009) no encontré acido okadaico ni
analogos, mientras que por el contrario, Caillaud et al. (2010) reportan haber detectado
acido okadaico (AQO) en una cepa de esta especie, mediante analisis de la inhibicion de la

proteina fosfatasa (PP1A), anélisis celulares de neuroblastoma (Neuro-2a CBA) y analisis
P. mexicanum

de LC-MS/MS.

B

valvar sagital
P. rhathymum
A B
Figura 6. Comparacion

esquematica de las principales caracteristicas morfolGgicas y de ornamentacion entre P. mexicanum
y P. rhathymum. Panel A. Vista valvar; se observa la forma ovalada de las células, con una
pequefia espina apical en P. rhathynum y con un pirenoide central de forma circular en P.
mexicanum. Panel B. Microfotografia electrénica de barrido de P. rhathymum, en donde se muestra
la superficie lisa de la teca y poros de la valva radialmente dispuestos y perpendiculares a la orilla
de la valva. (Tomado de Cortés-Altamirano y Sierra-Beltran, 2003; Caillaud et al., 2010).
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1.5. Aplicaciones de la protedmica en ecotoxicologia de bivalvos

En varias disciplinas de las ciencias marinas existe un interés creciente para entender
los diversos mecanismos celulares de respuesta ante alteraciones en el ambiente fisico y
quimico, incluyendo modificaciones en la temperatura, osmolaridad, concentracion de
oxigeno y contaminantes, asi como los mecanismos de desarrollo, de infecciones y
simbiosis. La protedmica, con su rapida expansion como herramienta analitica, proporciona
un medio ideal para estudiar los cambios que ocurren a nivel del proteoma, incluyendo los
procesos de sintesis de proteinas, modificaciones postraduccionales y degradacion, en
respuesta tanto al entorno externo como a eventos ontogénicos en organismos marinos,
plantas y bacterias. La protedmica ha permitido dilucidar la forma en la que el ambiente
afecta la biologia de los organismos marinos, describiéndose efectos celulares desconocidos
ante factores de estrés ambientales, tales como variaciones en las condiciones térmicas,
osmoticas y anaerobicas (Tomanek, 2011).

El término proteoma fue usado por vez primera en 1994 por Marc Wilkins para
describir el conjunto de proteinas codificadas por un genoma, en una célula o un tejido. De
forma imperceptible, la palabra proteoma dio lugar a una nueva disciplina, la Protedmica, la
cual es un nuevo enfoque en el estudio funcional de la expresion cuantitativa,
modificaciones postraduccionales e interacciones entre proteinas, que emplea una serie de
técnicas, como la espectrometria de masas y sobre todo, herramientas bioinformaticas que
ayudan a extraer informacion de bases de datos y a correlacionarlas con los datos de masas
obtenidos experimentalmente, permitiendo estudiar el total de las proteinas expresadas por
un organismo (Gromov y Celis, 2000; Wright et al., 2012; Sanchez et al., 2011).

Los analisis protedmicos de organismos contaminados han puesto de manifiesto los
cambios que ocurren durante la respuesta inmune, y la forma en la que las rutas metabdlicas
son atenuadas; asi como también han ayudado a detectar cambios sutiles relacionados con
la contaminacion, tales como respuestas a mezcla de contaminantes en bajas
concentraciones, donde los signos claros de toxicidad estan ausentes (Monsinjon et al.,
2006; Tomanek, 2011).
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Debido a su medio ambiente y al contacto continuo con los sedimentos acuéticos, que
pueden actuar como reservorios para muchos contaminantes ambientales, los invertebrados
acuaticos son especies centinelas utilizados en los estuarios y los programas de vigilancia
costera. Sin embargo, hasta la fecha pocos estudios protedmicos han utilizado estos
organismos clave para estudiar los impactos de los contaminantes ambientales en los
ecosistemas acuaticos o para el descubrimiento de biomarcadores (Séanchez et al., 2011).
De los estudios realizados, la mayoria se han centrado en especies de bivalvos como
mejillones marinos del género Mytilus, utilizando analisis proteémicos con la finalidad de
generar una firma de expresion de proteinas (Protein Expression Signature o PES, por sus
siglas en inglés), que es una mancha Unica de una proteina con un patron especifico a un
tratamiento, detectadas através de electroforesis en gel de dos dimensiones (2-D) y la

posteriormente inidentificadas.

Dentro de los estudios llevados a cabo en el género Mytilus que reportan el uso de
perfiles de expresion de proteinas después de la exposicion a una variedad de
contaminantes ambientales, se pueden mencionar los trabajos efectuados por Shepard y
Bradley (2000) y Shepard et al. (2000) quienes identifican PES a partir organismos
expuestos a diversas concentraciones de cobre, policlorofeniles (PCBs) y a estrés por
salinidad. Olsson et al. (2004) y Knigge et al. (2004) midieron la repuesta al estrés de M.
edulis expuestos a contaminantes organicos PHAs y a PCBs; Manduzio et al. (2005),
Jonsson et al. (2006) y Monsinjon et al. (2006) realizaron estudios exponiendo organismos
a petroleo crudo, y Lopez et al. (2001, 2002a) y Ldépez (2005) realizaron estudios para
observar diferencias en la expresion de proteinas entre mejillones (M. galloprovincialis) de
la zona intermareal y organismos cultivados. De igual manera, realizaron estudios
comparativos de los perfiles proteicos entre especies emparentadas de mejillones (M. edulis
y M. galloprovincialis) asi como analisis comparativos de los mapas de expresién proteica
entre larvas de M. galloprovincialis y 5 especies de bivalvos (Ostrea edulis, Cerastoderma

edule, Pecten maximus, Tapes decussates y Venarupis pullastra).

Otras especies de bivalvos en las que se han empleado este tipo de anélisis son las

almejas, en las que se han realizado estudios de toxicologia ambiental examinando perfiles

13



protedmicos de Scrobicularia plana que habitan en estuarios de Guadalquivir, Espafia
(Romero-Ruiz et al., 2006). También, se han examinado los efectos del Cd en tejidos de
rifidn, branquias y glandula digestiva de Patinopecten yessoensis (Huang et al., 2011), asi
como el potencial de ubiquitinacién y carbonilacién (como marcadores de estrés oxidativo)
en Ruditapes decussatus (Chora et al., 2008, 2009); estas técnicas también se han empleado
para el estudio de la afinidad del glutation (GSH) sobre branquia, glandula digestiva y
manto de Tapes semidecussatus (Dowling et al., 2006). Finalmente, la protedmica se ha
aplicado para observar los cambios de expresion de proteinas en la almeja Chamaelea
gallina expuesta a cuatro contaminantes: Aroclor 1254, cobre (lIl), tributilestafio (TBT) y
arsénico (I11) (Rodriguez-Ortega et al., 2003).

En lo que respecta a estudios de este tipo realizados en el género Crassostrea, la
informacidn es muy escasa, y se pueden mencionar los estudios realizados por Meiller y
Bradley (2002) quienes demostraron el efecto ocasionado en organismos expuestos a zinc.
Tomanek et al. (2010), analizaron los cambios protedmicos asociados con la exposicion de
ostiones a niveles elevados de la presién parcial de CO, (PCO,) y, dado que este género es
de importancia comercial, los estudios realizados han tenido otro enfoque, como es el caso
de Li et al. (2010), quienes mediante los perfiles de proteinas de hemolinfa han
desarrollado un nuevo método para la determinacion precisa del sexo y la etapa de
desarrollo génadal en reproductores.

2. Antecedentes

En el 2007-2008 se realizaron trabajos para describir el efecto toxico de organismos del
género Prorocentrum en moluscos filtradores de importancia comercial, considerando
como organismo modelo al ostién de pacifico C. gigas (Sierra-Beltran, 2008). Para estudiar
el efecto de las toxinas de algunas especies del género Prorocentrum, en estos trabajos se
considerd la exposicion de C. gigas (2-3 mm) a células completas (diversas densidades
celulares) y/o sus extractos acuosos u organicos de tres especies: P. lima, P. rathymum
(especies toxicas productoras de toxinas DSP) y P. minimum (no toxica), observando de
manera general: Emaciacion, atrofia y edemas en musculo y branquias; melanosis,

infiltracion hemocitica e hiperplasia en el manto y anomalias en la gametogénesis causadas
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tanto por células completas como por extractos, con presencia de espermatocitos en las
gonadas de los organismos expuestos a P. rhathymum y P. minimum y ovocitos
previtelogénicos y vitelogenicos en los organismos expuestos a P. lima, dando como
resultado 19 machos, 3 hembras y 1 hermafrodita (de 330 organismos totales). Lo anterior
sugiere que el desgaste energético, provocado por el desarrollo temprano de tejido gonadal
y la implementacion de mecanismos de defensa a los dinoflagelados toxicos, afectan la
respuesta inmune de los organismos aumentando la susceptibilidad a patdgenos y a
cambios ambientales que podrian considerarse normales bajo condiciones fisioldgicas

Optimas (de las Heras, 2009).
3. Justificacion

Dado su elevado valor comercial y demanda en el mercado, el ostion C. gigas es una de
las especies de mayor importancia para la acuacultura, siendo el bivalvo marino mas
cultivado en el mundo. En México, la especie fue introducida en 1973 como cultivo
experimental, y no fue sino a partir de 1977 cuando se inici6 el cultivo a nivel de
produccion comercial, lograndose consolidar en una década como una actividad econémica
importante. Sin embargo, al igual que en muchos de los paises productores de esta especie,
se han presentado diversos problemas relacionados con la mortalidad, incrementandose
notablemente durante los meses de verano, afectando semillas, juveniles y adultos. Se ha
mencionado que dicha mortalidad podria tener alguna interaccién con la condicion
metabolica, reproductiva y genética de los organismos, sin embargo, ain se desconoce con
certeza la causa.

Los estudios realizados con juveniles de C. gigas (5-7 mm) son muy escasos, a pesar de
que a partir de esta talla es cuando inicia la preengorda en ambientes abiertos, y dado que
las especies del género Prorocentrum se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del
Pacifico y el Golfo de California, existe una alta probabilidad de que estos organismos sean
ingeridos por el ostion, afectando su crecimiento, supervivencia y generando grandes
pérdidas economicas. Por lo anterior, se considera que se debe generar informacion para
estudiar y entender la respuesta fisioldgica observada, usando la expresion de proteinas

como un acercamiento metodoldgico que permita explicar la participacion de las proteinas
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reguladas en las rutas metabdlicas involucradas, prestando mayor atencion a los procesos

basicos.

4. Hipotesis

Si la exposicion de C. gigas a microalgas del género Prorocentrum causa alteraciones
fisiologicas e histologicas, entonces existirdn cambios en las rutas metabdlicas y, por lo
tanto, en los patrones de expresion de algunas proteinas

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Caracterizar la expresion diferencial de proteinas en juveniles de 5-7 mm de ostion

japonés Crassostrea gigas expuestos a organismos del género Prorocentrum spp.

5.2. Objetivos particulares

e Reconocer cualitativamente las proteinas asociadas a la respuesta del ostion ante el

estrés ocasionado por el género Prorocentrum spp.

o Identificar las proteinas expresadas diferencialmente determinando la ruta
metabolica a la que pertenecen.

e Integrar, parcialmente, la informacion obtenida en los objetivos anteriores de

acuerdo a la funcion biologica de cada una de las proteinas.
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6. Materiales y métodos

6.1. Organismos

Los juveniles de ostion japonés C. gigas (5-7 mm) fueron obtenidos de “Acuacultura
Robles SPR de RI” y aclimatados a 21°C y 34 UPS en el Laboratorio Humedo de
Seguridad Bioldgica (LHSB) del CIBNOR.

Los dinoflagelados empleados en los bioensayos fueron: Prorocentrum lima (PLHV-1),
Prorocentrum rhathymum (PXPV-1), y Prorocentrum minimum (PIPV-1), obtenidos de la
Coleccion de Dinoflagelados Marinos del CIBNOR, S. C. (CODIMAR). P. lima fue
cultivado en medio F/2 (Guillard y Ryther, 1962), mientras que P. minimum y P.
rhathymum se cultivaron en medio GSe que es una modificacion del GP en el que se
incluye extracto de suelo (Arredondo y Band, 2000). Los cultivos se llevaron a cabo
empleandose la técnica normal de escalamiento de un volumen de 10 mL hasta un volumen
final de 1 L en matraces Fernbach estériles de 2 L a una temperatura de 21 °C, con
iluminacién durante 24 h (150 uE m?s" utilizandose para los experimentos cultivos de

dinoflagelados en su fase exponencial de crecimiento.
6.2. Obtencion de extractos

Los extractos se obtuvieron mediante una modificacion del método de Yasumoto
(Lagos, 2002 en Sar et al., 2002), el cual consiste en la centrifugacion de 50 mL de cada
cultivo de dinoflagelados (a 1500 xg, 4°C por 10 min), con una concentracion total de
células de: P. lima 2.95 x10°%; P. rhathymum 1.35 x10° y P. minimum 9.4 x10°. El botén de
células se extrajo con 10 volumenes de metanol al 80% y después de la adicion del
diclorometano (V:V) se separaron las fases acuosa (superior) y organica (inferior); ambas
fracciones se secaron por destilacion al vacio. La fase organica (EO) se disolvié en 5 mL de
1% Tween 60 (Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo. USA) vy la fase acuosa (EA) en 5 mL de
agua destilada. En el caso de los extractos acuosos de P. lima y P. rhathymum fueron
obtenidas reemplazando el diclorometano por éter (V/V), eliminando las trazas de éste

compuesto mediante evaporacion en un bafio maria a 50 °C durante 15 min.
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6.3. Disefo experimental

El disefio experimental consistio en los siguientes dos ensayos: en el primero, juveniles
de C. gigas (5-7 mm) fueron expuestos a extractos crudos organico (EO) y acuoso (EA) de
los cultivos de P. lima, P. rhathymum y P. minimum, aplicando diluciones 1:50, 1:100 y
1:200. Los controles usados para las diluciones fueron 1:50 de 1% de Tween 60 y 1:50 de
agua destilada para extractos acuosos y organicos, respectivamente. En el segundo
bioensayo, los ostiones fueron expuestos a células completas de las tres especies de
dinoflagelados (cada una por separado) aplicando densidades celulares de 1 200, 2 400, 3
600, 4 800 y 6000 cel mL™, usando como tratamiento control 6 000 cel mL™ de Isochrysis
galbana. Ambos experimentos se realizaron por triplicado, en cajas de cultivo de células de
6 pozos de fondo plano (BD Falcon Multiwell Flat-Bottom sterile plates, Cat. 62406-155)
con 10 organismos de C. gigas en cada pozo en 1/3 del volumen total (5 mL -15.5 mL de
volumen total/pozo-) haciendo recambios diarios tanto de las diluciones de los extractos
como de las células completas. Se realizaron observaciones a las 18, 42, 65 y 72 h de
exposicion a los diferentes tratamientos, retirando en cada ocasion los organismos muertos

conservandolos a -80°C hasta su posterior procesamiento.
6.4. Extraccién de proteinas totales

El extracto crudo de proteinas se obtuvo macerando con un pistilo de vidrio, durante 3
min en bafio de hielo 10 organismos de cada replica en tubos Eppendorf de 1.7 mL con 250
uL de buffer de fosfatos (pH 7.8) frio (4 °C) que contenia un coctel de inhibidores de
proteasas al 0.01% (SIGMA-ALDRICH). Posteriormente, los homogenados se
centrifugaron a 8,900xg, 4 °C durante 10 min., en una microcentrifuga refrigerada
(Beckman, Mod. GS-15R). Se recuperaron los sobrenadantes, realizandose diluciones 1:25
y 1:50, para determinar la concentracion de proteinas mediante el método de Lowry (1951);

el resto de la muestra se congel6 a -20 °C hasta su uso posterior.
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6.5. Electroforesis 2-D

6.5.1. Separacion en la primera dimension: Isoelectroenfoque (IEF)

Se emplearon tiras ReadyStrip®IPG de 7 cm con un gradiente de pH de 3 a 10 (Bio-
Rad, #163-2000), sobre las cuales se colocaron 250 pg de proteina (muestra) previamente
mezclada con buffer de muestra/rehidratacion (8 M urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2%
(w/v) Bio-Lyte® 3-10 anfolitos y azul de bromofenol, dejandose hidratar por 14 h a 20 °C.
Después de la rehidratacion, la electroforesis se llevé a cabo en un PROTEAN® IEF Cell
(Bio-Rad, Cat. 165-4000) bajo los siguientes parametros: 20 min en gradiente hasta 250 V-
h, 120 min en gradiente hasta 4,000 V-h y 160 min en gradiente hasta 10,000 V-h, con un
total de 14,000 V-h en un tiempo de 5 h a 20 °C. Durante todo el proceso de IEF la
intensidad de la corriente se limité a 50 pA por tira, para evitar sobrecalentamiento y la

degradacion de la muestra.
6.5.2. Segunda dimension SDS-PAGE

Posterior al desarrollo de la primera dimension, las tiras se equilibraron en dos pasos de
10 min cada uno. En el primer paso se empleo el buffer de equilibrio | (6 M urea, 2% SDS,
0.375 M Tris-HCI pH 8.8, 20% de glicerol y 2% (w/v) de DTT) al cual se le adiciond 13.35
mL de glicerol al 30% por cada 20 mL. Posteriormente, las tiras se equilibraron con buffer
de equilibrio Il (similar al anterior, sin DTT) al cual se le adicion6 en la misma proporcion
glicerol, ademas de 0.5g de yodoacetamida por cada 20 mL de buffer. Las tiras IPG
focalizadas se colocaron sobre un gel de poliacrilamida-SDS al 12% de 1.5 mm de espesor.
Previamente, se agregé 1.5-2.0 mL de una solucién compuesta de agarosa 0.5% en Tris
25mM, 192 mM glicina, 0.1% SDS y X% azul bromofenol, para evitar el movimiento de la
tira al quedar fija en la agarosa solidificada. Las electroforesis se llevaron a cabo en un
equipo de electroforesis vertical Mini-protean 11 Cell (Bio-Rad, Cat. 165-2941) a un voltaje
constante de 100V durante 40 min; para cada una de las muestras se realizaron geles 2-D

por triplicado para asegurar su reproducibilidad.
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6.5.3. Tincion de geles

Las proteinas se visualizaron tifiendo los geles con una solucién de Azul Brillante
Coomassie R-250 (5% de sulfato de aluminio-(14-18)-hidratado, 0.2% Coomassie Brillant
Blue G-250, en 10% metanol y 2% é&cido orto-fosforico), durante 3 h en agitacion suave,
previos 2 lavados de 10 min (c/u) con agua destilada. Posteriormente, los geles se
enjuagaron con agua destilada y se destifieron con una solucion a base de metanol (10%
etanol 96% y 2% 4cido orto-fosférico) durante 1 h o hasta eliminar completamente el
colorante en el gel. Finalmente, los geles fueron lavados 2 veces en agua destilada durante
5 min y documentados (UMAX PowerLook 2100XL) y almacenados a 4 °C.

6.5.4. Andlisis de geles

Las imagenes digitales de los geles se analizaron mediante el software Melanie7.0,
usando los parametros establecidos por el programa, a partir del cual se compararon por
separado las distintas muestras, es decir cada tratamiento con su respectivo control, lo que
permitié obtener los patrones de las proteinas e identificar los puntos (proteinas)
expresados diferencialmente, en cada caso. Para lo cual primeramente fueron cargadas las
imagenes de cada uno de los tratamientos con sus respectivos controles, estandarizando la
calidad de las imagenes, posteriormente se genera una vista previa de los resultados de la
deteccidn, cada uno de los cuales fueron revisados y editados de manera manual en caso de
que asi lo hayan requerido, esto con la finalidad de que el andlisis no tomara en cuenta
algin punto o mancha que no correspondiera a alguna proteina. Después se compara el
control con cada uno de los tratamientos y sus respectivas replicas buscando los puntos que
coincidan en cada uno de ellos, asi como también aquellos que presentan expresion

diferencial.

Para analizar las variaciones de expresion de proteinas entre las diferentes condiciones
(grupos de tratamiento), fue necesario definir clases. Una clase es un conjunto de geles que
incluye todas las muestras de una condicion dada (grupo de tratamiento con el control). De
forma predeterminada, Melanie7.0 utiliza el Vol% (volumen relativo) para la

cuantificacion. Como resultado se obtuvo una tabla de analisis en donde los valores
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calculados para cada uno corresponden a la media y MSD (Desviacion media cuadrada), de
donde se analizaron solamente los puntos de proteinas mas interesantes, limitando el
analisis a los puntos que mostraran variaciones de expresion estadisticamente significativas
entre los grupos (ANOVA <0.05).

Para la seleccion de los puntos de proteina para el analisis de masas se consideraron dos

criterios principales:

1) Se seleccionaron las proteinas que presentaron una expresion diferencial con
significancia estadistica (considerando una p<0.05 en el analisis de ANOVA) entre los
tratamientos, y

2) Aquellas proteinas que se encontraron bien definidas y separadas, con la finalidad de
evitar que al momento de cortar los puntos manualmente para su andlisis posterior se

tomaran fragmentos no deseados de otras proteinas.

6.5.5. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Las proteinas (spots) seleccionadas fueron analizadas en el Laboratorio de Protedmica
del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN (Unidad Irapuato) a través de la
contratacion del servicio de secuenciacion de péptidos mediante digestion con tripsina y
posterior analisis MS. La identificacidn de las proteinas se realizd por medio del analisis de
alineamiento de los péptidos obtenidos, con aquellas proteinas registradas en la base de
datos del National Center of Biotechnological Information (NCBI) utilizando el programa
BLASTP, para asignarles una identidad y, finalmente, integrar la informacion obtenida
infiriendo la funcién de la proteina en alguna ruta metabdlica especifica de C. gigas.
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7. Resultados

7.1. Mortalidad

Durante el bioensayo se observo mortalidad en los juveniles de C. gigas tanto en el
experimento con la ingestion de células completas como en el de extractos de
dinoflagelados. El mayor nimero de organismos muertos se presento a las 65 h de iniciado

el experimento, sin alcanzar el 100% al final del mismo.

En los organismos expuestos a células completas, P. minimum provoco la mayor
mortalidad, seguido de P. rhathymum y P. lima. Esta Gltima provoco la excrecion de una
mayor cantidad de pseudo-heces y se observé crecimiento de la concha. Con P. rhathymum
la produccion de pseudo-heces fue menor y con P. minimum no se observaron, en este
ultimo caso los organismos filtraron todo el material suspendido dejando el agua
completamente limpia. La mayor mortalidad se presentd en los organismos expuestos a
6,000 cel mL™ de P. minimum (83.3%), mientras que en P. rhathymum y P. lima las
mortalidades fueron de 80 y 76.6% respectivamente disminuyendo en relacion a la
concentracion celular (Fig. 7); en el grupo control la mortalidad registrada fue del 6.67% a

la misma concentracion.

Al igual que en los organismos expuestos a células completas, en los organismos
expuestos a extractos acuosos (EA, Fig. 8) u organicos (EO, Fig. 9) la mayor mortalidad se
presentd a las 65 h de iniciado el experimento y a una dilucion 1:50, observandose un
efecto directamente proporcional entre la mortalidad y la dilucion usada de cada tipo de
extracto. Con los EA la mortalidad més alta se registrd al termino del experimento con P.
rhathymum (86.6%), seguida de P. lima (80%) y P. minimum (73.3%). Con el EO la
mortalidad mas alta se registrd con la dilucion 1:50; con este tipo de extracto las tres

especies de Prorocentrum presentaron porcentajes similares de mortalidad (76.6%).

Para comparar el efecto ocasionado por cada uno de los factores considerados (nimero
de células mL™, especie, tiempo de exposicién) sobre la mortalidad en cada uno de los

experimentos, el analisis de varianza (ANOVA) de 2 vias mostré lo siguiente:
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Figura 7. Mortalidad de juveniles de ostion C. gigas expuestos a células completas (1,200;
2,400; 3,600; 4,800 y 6,000 cel mL'l) de P. lima, P. minimum y P. rhathymum.

Los resultados obtenidos en el experimento con células completas indican que:

1. La concentracion (densidad) celular no influye de manera significativa (p<0.05) en

la mortalidad, y

2. existen diferencias significativas (p<0.05) entre el tiempo de exposicién (65 h) y P.
minimum respecto a P. lima y P. rhathymum.

Asi mismo, los resultados obtenidos en los experimentos con extractos muestra que:

1. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las diluciones probadas

de ambos extractos (EA y EO), por lo que la concentracién del extracto no es un

factor que afecta la mortalidad. Solamente se observaron diferencias significativas

(p<0.05) entre el tiempo de exposicion, esto es a las 65 y 72 h de haber iniciado el

experimento,
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2. en el tratamiento con EA se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) entre los organismos expuestos a P. lima con respecto a los de P.
rhathymum y P. minimum (fig 8),

3. Con el EO se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre los organismos

expuestos a P. rhathymum respecto a los de P. lima y P. minimum (fig 8).
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Figura 8. Mortalidad de juveniles de C. gigas expuestos a diluciones de EA de P. lima, P. minimum
y P. rhathymum.
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Figura 9. Mortalidad de juveniles de C. gigas expuestos a diluciones de EO de P. lima, P.
minimum y P. rhathymum.

7.2. Electroforesis bidimensional

Después de analizar la mortalidad de los organismos bajo los diferentes tratamientos se
decidio considerar para los siguientes andlisis a los organismos expuestos a las mayores
densidades celulares (6,000 cel mL™) y a las menores diluciones (1:50) de cada especie de
dinoflagelado. De esta forma, se prepararon 12 extractos proteicos a partir de la
homogenizacion de 20 juveniles por muestra por triplicado, a los que se les determino la
concentracién de proteinas solubles totales, presentando en promedio 3.080 mg mL™. Antes
de realizar la técnica de electroforesis-2D, se hicieron corridas preliminares de
isoelectroenfoque (IEF) con extractos de organismos control con el objetivo de estandarizar
la técnica. Sin embargo, fue necesario encontrar un método para eliminar las sales en las
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muestras proporcionadas por la concha de los organismos (Fig. 10); una vez estandarizado
el método de desalinizacion, se llevo a cabo la electroforesis 2D en todas las muestras,

obteniendo finalmente un total de 36 geles.

pH3 pH10 PpH3 pH 10
: u...L. o il
pH 3 pH 10

Figura 10. Electroforesis 2D de
homogenados de juveniles C. gigas
\ bajo diferentes tratamientos de de-
. salinizacion: A) Sephadex G25, B)
Acetona (Jurgen et al., 2011) y C)
ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit

7.2.1. Andlisis 2D de extractos proteicos de ostiones expuestos a células

completas de tres especies de dinoflagelados

A partir del analisis de las imagenes 2D obtenidas de la separacidn electroforética de las
proteinas solubles de los organismos expuestos a células completas de P. lima, P. minimum,
P. rhathymum con respecto al control (Isochrysis galbana 6,000 cel mL™) usando el
programa Melanie 7.0®, se obtuvo como resultado la deteccion de un total de 434 puntos de
proteinas, los cuales en su mayoria fueron distribuidos dentro del rango de pH de 5-8 (Fig.
11); de estos, 64 puntos se encontraron representados entre el control y cada uno de los

tratamientos.

El anlisis protedomico, basado en el % volumen de los puntos realizado en cada uno de
los geles (n=12), revel6 cambios estadisticamente significativos (p<0.05) en la expresion de
26 puntos de proteina.
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Figura 11. Patron de proteinas solubles obtenido mediante electroforesis 2D de extractos de
juveniles C. gigas expuestos a células completas (6,000 cel mL'l) de: A) Isochrysis galbana B)
P. lima C) P. minimum y D) P. rhathymum.

7.2.1.1. Expresion diferencial de proteinas de juveniles de ostion Crassostrea

gigas expuestos a células completas de dinoflagelados

Los cambios estadisticamente significativos (p<0.05) observados en la expresion de
los 26 puntos de proteina durante el analisis de los organismos expuestos a las células
completas (Anexo 1) mostraron que existen diferentes efectos ocasionados por cada una de
las cepas (Fig. 12), como el caso de P. lima donde se observa que 13 puntos de proteinas
presentan una sobre-expresion, en tres existe una disminucion de la expresion, otros dos
donde la expresion fue reprimida y finalmente tres proteinas que fueron inducibles. En el
caso de los organismos expuestos a P. minimum se observaron nueve proteinas sobre-
expresadas, tres en las cuales su expresion disminuyo, cinco que fueron reguladas de forma
negativa, cinco mas cuya expresion fue reprimida y una en la cual su expresion fue

inducida. Mientras que en los organismos expuestos a células de P. rhathymum se obtuvo
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una sobreexpresion de 13 proteinas; cuatro que fueron reguladas de forma negativa, esto es
disminuyendo su expresion, asi como también tres méas que fueron reprimidas y una en la

cual la expresion fue inducible.
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Figura 12. Expresion diferencial puntos de proteina estadisticamente significativos en C. gigas
expuesto a células completas de tres especies de dinoflagelados, con respecto al control.
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7.2.2.  Andlisis 2D de proteinas obtenidas de organismos expuestos a extractos

acuosos de tres especies de dinoflagelados

En los homogenados obtenidos de organismos expuestos al extracto acuoso (1:50) se
identificaron un total de 476 puntos de proteinas, distribuidas en un intervalo de pH de 6-8
(Fig. 13). Durante el analisis protedmico de los geles (n=12) se obtuvo la expresion

diferencial (p<0.05) de siete puntos de proteina.

pH 3 E pH 10| jpH 3 pH 10
B A

w»
c D

Figura 13. Patron de proteinas obtenido mediante electroforesis 2D de homogenados proteicos de
C. gigas expuestos a una dilucion 1:50 de extractos acuosos de: A) agua destilada, B) P. lima, C) P.
minimum y D) P. rhathymum.

7.2.2.1. Expresion diferencial de proteinas de juveniles de ostion Crassostrea

gigas expuestos a extractos acuosos

El andlisis protedmico basado en el % volumen de los puntos proteicos, realizado en

cada uno de los geles, revel6 cambios estadisticamente significativos (p<0.05) en la
29



expresion de siete puntos de proteina (Fig. 14). En este caso, se observé un mayor nimero
de proteinas cuya expresion fue reprimida, principalmente en presencia de extractos de P.
minimum con cuatro proteinas, seguida de P. rhathymum y P. lima con dos proteinas
respectivamente. Las proteinas que disminuyeron su expresion se presentaron en los
organismos expuestos a P. rhathymum y P. lima con tres y una respectivamente. En el caso
de las proteinas que presentaron una sobre-expresion solamente se observaron dos con P.
lima y una con P. minimum. Finalmente, las proteinas inducibles se presentaron solamente

en los organismos expuestos a P. lima (2) y P. minimum (1).
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Figura 14. Expresion diferencial de puntos de proteina de C. gigas expuestos a extractos acuosos,
estadisticamente significativos en comparacion con el control.
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7.2.3. Anédlisis 2D de proteinas obtenidas de ostiones expuestos a extractos

organicos de tres especies de dinoflagelados

En C. gigas expuestos a extractos organicos (1:50) se observaron un total de 623 puntos
de proteina distribuidos en un intervalo de pH de 6-8 (Fig. 15). Durante el analisis
protedmico de los geles (n=12), se identificO expresion diferencial en 13 puntos de

proteina.

pH 3 B pH 10| [pH3 W P eea——g

ot

c D

Figura 15. Mapa protedmico de extractos de juveniles de C. gigas expuestos a extractos organicos
diluidos 1:50 de: A) Tween 60, B) P. lima, C) P. minimum y D) P. rhathymum.

7.2.3.1. Expresion diferencial de proteinas de juveniles de ostion Crassostrea gigas

expuestos a extractos organicos

Durante el anélisis estadistico de los puntos de proteina presentes en los geles obtenidos
de organismos expuestos a extractos organicos 1:50, se obtuvo un total de 13 proteinas

(Fig. 16) con expresion significativa (p< 0.05). En los organismos expuestos a P. lima se
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observé una disminucion de la expresion en cuatro proteinas, mientras que en otras seis la
expresion fue reprimida, y en una méas se observd una sobre-expresion. En el caso del
tratamiento con extracto organico de P. minimum se observd la presencia de tres proteinas
sobre-expresadas, en cinco de las cuales la expresion disminuyo, en otras tres se reprimio y
en dos més la expresion fue inducible. Finalmente, en los organismos expuestos al extracto
de P. minimum se detectd la presencia de tres proteinas sobre-expresadas, cuatro cuya

expresion fue disminuida, tres en las cuales donde su expresion fue reprimida y una mas

inducible.
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Figura 16.- Patron de expresion de proteinas de C. gigas que presentaron expresion diferencial al

|
=

T T T T T T T T T T T T
LY 17 19 24 29 34 39 40 50 52 58 70 77

SpotID
WP lirna WP minimum WP rhathymum

ser expuestos a extractos organicos de las tres especies de dinoflagelados.
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7.3. Proteinas seleccionadas para su identificacion mediante el andlisis de

espectrometria de masas

Para el analisis de espectrometria de masas se seleccionaron los puntos de proteina que
presentaran una expresion diferencial con respecto al control, dando prioridad a aquellas
proteinas que se encontraran bien definidas y que presentaron una mayor intensidad (para
minimizar la posible contaminacién por otras proteinas y porque los puntos con baja
intensidad no contienen la cantidad suficiente de para su analisis). Sin embargo, para
solucionar este problema los puntos se recortaron cuidadosamente del gel y se mandaron

secuenciar a 3 réplicas del mismo punto de proteina.
a) Células completas

De los organismos expuestos a 6,000 células completas/mL de P. lima, P. minimum o P.
rhathymum se seleccionaron cuatro puntos de proteinas (Tabla 1), los cuales se expresaron

tanto en el control como en los tratamientos.

Tabla I. Proteinas reguladas obtenidas de organismos expuestos a células completas (CC).

CcC # Spots
11 14 15 31
P. lima - - + -
P. minimum - - + -
P. rhathymum - - + -
Control c c C c

Notacion: (+) sobre-expresion, (-) sub-expresion y (c) control.

Los puntos de proteinas seleccionados de los geles 2D de los extractos obtenidos de
ostiones expuestos a células completas se muestran en la figura 17, en donde las proteinas
11, 14 y 31 presentaron una disminucién en su expresion al ser expuestos a P. lima, P.
minimum y P. rhathymum, mientras que la proteina 15 mostro una sobre-expresion con

cada una de las especies ensayadas de Prorocentrum.
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pH 3 pH 10

Figura 17. Perfil de expresion 2D de proteinas obtenidas de C. gigas expuestos a |. galbana
(control); con flechas se sefialan las proteinas (11, 14, 15 y 31) que presentaron algln tipo de
regulacion y que fueron seleccionadas para secuenciacion.

b) Extracto acuoso

Para la identificacion de los puntos de proteinas reguladas presentes en los ostiones
expuestos a extractos acuosos de cada especie de Prorocentrum, se selecciond un punto de
proteina de los que fueron estadisticamente significativos (Tabla Il), el cual se encontraba

bien representado tanto en los tratamientos como en el control.

Tabla Il. Proteinas reguladas obtenidas de organismos expuestos a extractos acuosos.

EA # Spots
27
P. lima +
P. minimum -
P. rhathymum -
Control C

Notacion: (+) sobre-expresion, (-) sub-expresion y (c) control.

En la figura 18 se observa la ubicacion de la proteina en el gel, en donde el punto de
proteina seleccionado para el andlisis corresponde al numero 27, el cual disminuye su
expresion durante la exposicion a P. rhathymum y P. minimum, mientras que la cepa de P.

lima causa una sobre-expresion.
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Figura 18. Mapa protedmico de extractos de juveniles de C. gigas expuestos a un extracto acuoso
de P. minimum. La flecha indica la ubicacién de la proteina (27) que presentd expresion diferencial
y fue extraida para su analisis.

c) Extracto orgénico

Para la identificacion de las proteinas reguladas correspondientes a los organismos
expuestos a extractos organicos de dinoflagelados, se seleccionaron dos puntos de proteina

(Tabla I11) para su analisis.

Tabla I11. Proteinas reguladas obtenidas de organismos expuestos a extractos organicos.

EO # Spots
17 58
P. lima + +
P. minimum + +
P. rhathymum + +
Control c -

Notacion: (+) sobre-expresion, (-) sub-expresion y (c) control.

La ubicacion de las proteinas seleccionadas en el gel se muestra en la figura 19, en donde la
exposicion a los extractos organicos de cada una de las especies de dinoflagelados P. lima,
P. rhathymum y P. minimum ocasiond una sobreexpresion en el punto de proteina 17;
mientras que el punto de proteina 58 fue reprimido en control, observandose una proteina

inducible en cada uno de los tratamientos.
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Figura 19. Mapa protedmico de extractos de juveniles de C. gigas expuestos a extractos organicos
(control). En flechas se marcan las proteinas (17 y 58) que presentaron expresion diferencial y
fueron extraidas para su analisis.

d) Proteina constitutiva

Debido a que durante el analisis de cada uno de los tratamientos con su respectivo control
se observo la presencia de una proteina (04) que mantuvo constantes sus niveles de
expresion independientemente del tratamiento o control (Tabla IV), se decidi6 aislarla y
mandarla a secuenciar. La ubicacion de esta proteina en cada gele puede observarse en la

figura 20.

Tabla IV. Valores en % Volumen de los puntos de proteina que mantuvieron su expresién estable
tanto en los organismos expuestos a las células completas, extractos acuosos y organicos de las
especies de dinoflagelados: P. lima, P. minimum y P. rhathymum.

Tratamiento  # Spot Control P.lima P. minimum  P. rhathymum
CC 04 0.762 0.760 0.767 0.755
EA 10 0.742 0.745 0.741 0.751
EO 10 0.756 0.748 0.755 0.758
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Figura 20- Mapa protedmico de extractos de juveniles de C. gigas expuestos a I. galbana (control).
La flecha indica la ubicacion de la proteina constitutiva (4) en cada uno de los geles.

7.4. ldentificacion de proteinas

Como se ha mencionado, los puntos de proteina seleccionados para su identificacion
fueron aislados manualmente de los geles 2D, generando un total de ocho muestras de
proteina: cuatro correspondientes a los extractos de organismos expuestos a células
completas, dos a extractos organicos, uno a extractos acuosos y uno cuya expresion fue

constante (constitutiva) en cada uno de los experimentos y sus controles.

7.4.1. Proteinas obtenidas bajo exposicion a células completas

En el caso de los organismos expuestos a células completas se mandaron secuenciar
cuatro puntos de proteina, encontrandose que cada uno de los puntos peptidicos

correspondio a diferentes proteinas, por lo que en total se identificaron siete proteinas.

Con las secuencias de péptidos obtenidas en el punto 11 se identificaron dos proteinas
(péptidos marcados en rojo), la primera se identifico como Proteina Toll de interaccién y
la segunda como Dihidropteridina reductasa, cuyas secuencias Se muestran a

continuacion:
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Proteina Toll de interaccion (G1:405969505).

1
61
121
181
241

mattntetaqg
vpaniggrls
ylphgvesmy
nlvmslsvvt
teddlkgvkd

nggnrragvm
lsvvgaklak

leifderqgft
grgpslpnng
mfpnmedevv

igelpgdflr
nygltkmdpy
mddriawayi
nlphkpvvyf
rsvleanrgn

Dihidropteridina reductasa (G1:5946263).

1
61
121
181

mscagriliy
vlkgvesiig
keggiitlpg
tpmnrkfmse

ggkgalgssc
gekldavlcv
aapcvggtag
adfttwtple

vslfksknyw
aggwaggnaa
mmgygmakaa
fvaelffkwt

vsynqqqqmm
vririghsvi
tipgsvlngd
lggtvgpvpa
kdatinsllqg

vgsidlmpne
skefiknadm
vhglvkslas
sdgstrpeng

aderiagilg
etptayngak
tmnewfplsg
gmpayppqtv
mnsd

gadanvvvkp
mwkgsvwtss
kgsglpanss
slvklvtkeg

agggagfmhp
nprwnkdinl
rggdekegmi
gspgtgrplf

seswlngede
iaaalaakyl
availpvtld
ntalgnv

Con el punto 14 se identificaron tres proteinas (Proteina secretora rica en cisteina LCCL
dominio 2, Periostina y Catepsina L), las secuencias y los péptidos (en rojo) se muestran a

continuacion:

Proteina secretora rica en cisteina LCCL dominio 2 (G1:405965644).

61

121
181
241
301

mfglliaafl
wiksckfehqg
ivwaktrkvg
gscentlctg
iglkgmgvnv
visrpelltl

vvttvngesv
mkgrgenlaf
caiekcdylh
egvevcenld
gayralgina
rlyetehtfqg

Periostina (G1:405970465).

61

121
181
241

mkailplcli
faklppkvve
kvitadgspv
ntlsgpgpft
ptvegksvni

gfalcgegni
flkknkealq
vladgnatng
vfaptdgafa
vvgggvkvng

Catepsina L (G1:405958751).

61

121
181
241
301

mlrvavvaal
nlaadrgdys
rpkgyvtpik
glmddafqgyi
atvgpiavai
eswggkgyim

vavcfarlpk
fwlgmneygd
nggqgcgscws
kdnngidtes
dashmsfqgly
msrnkrnncg

aiggykqgll
dtnpkkdeel
gfgrpikdaw
ddceywssag
lclctgdksy
dlhremdsal

vagvakklgat
evlkfhvlsg
vihvinrvef
alppgtldnl
anvvvadeav

seldsewqly
mtneefrstm
fsatgslegq
sypyeakngk
ksgvyheffc
iatsasyptv

dvhnayrgmg
inssmkawyd
ylacfydpkg
ecgsnpnfml
lvkcrlknsk
saecqglsps

tllefateag
ktyssqglkne
pipvmdvvkt
lknktaltdv
tngvihiidk

lkahgkagyga
ngykmrngts
tfkktgklps
crfnaanvga
setrldhgvl

gaadmhalvw
eikdynyark
nyiseypytk
kkcrkacgvce
rvlmghhkas

ladtlatggp
lvvgtldpkl
aerlselgtl
ltyhvvsgty
vlippsft

eeearrrviw
rgslylppsn
lsegnlvdcs
tdsgftdiks
avgygtesgk

ddglsseaan
gcgrschytqgq
gpacskclagk
gglfvhveip
vvllspksnt

ftvfaptnea
svriniygng
vkavvaaglqg
fssgltsgav

egnldyiekh
igdlpdtvdw
gkggnhgcqg
ksesdlgsav
dywlvknswg
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Para el punto de proteina 15 se identificé solamente una proteina que fue identificada como

Tropomiosina.

Tropomiosina (G1:219806594).

61

121
181
241

mdsikkkmia
nekyqgecqtk
desernrkvl
arleaaeakv
eaertvsklqg

mkmekenaqgd
leecaektase
enlnnaseer
yeleeqlsvv
kevdrledel

raeqleqqglr
aegeigslnr
tdvlekglte
anniktlqvg
laekerykai

dteegkakie
riglleedme
akliaeeadk
ndgasqgreds
sdeldgtfae

edltslgkkh
rseerlqgtat
kydeaarkla
yeetirdltg

lagy

snlenefdtv
ekleeaskaa
itevdlerae
rlkdaenrat

En el caso del punto de proteina 31 la Unica proteina fue identificada como cadena ligera

esencial de miosina.

Miosina (G1:40642994).

1
61

nkmsklskee ieeakevfel fdfwdgrdae vdaskigdvi recvglnptle ivrknggtdk
mgeksykfee flpihetimn tleqgtfady meafktfdre gqgyisgael rhllsslger
121 ltddgvdeii rntdlgedle gnvkyeefik kvmagpypd

Las proteinas identificadas en cada uno de los puntos de proteina correspondientes a los
organismos expuestos a células completas se muestran en la tabla V, en donde también se
presentan algunas caracteristicas como, el nimero de aminoacidos, peso molecular, punto

isoeléctrico y nimero de acceso en la base de datos.
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Tabla V. Lista de proteinas identificadas de los extractos de proteinas solubles obtenidas de ostiones expuestos a células completas en la que
se muestran sus principales caracteristicas y el efecto observado en la expresién de cada una, como respuesta a la exposicion a diferentes
especies de dinoflagelados.

# Identidad de la proteina ct # PM®  pl* NP #ID° Tipo de expresion’

proteina AAs [kDa] =) =) b

lima minimum rhathymum

Proteina Toll de interaccién 9.86 284 32.013 5.922 2 GI:405969505

Spot 11 pinidropteridina reductasa 1772 237 24857 7.049 2 Gl:405946263 ) *
Proteina secretora rica en 15.04 339 38.147 7.605 4 G1:405965644

Spot 14 cist_einq LCCL dominio 2 i i i
Periostina 8.33 288 30.235 7.430 2 G1:405970465
Catepsina L 9.39 330 36.510 6.536 2 G1:405958751

Spot 15 Tropomiosina 64.79 284 33.002 4.614 14 Gl:219806594 + + +
Cadena ligera esencial de 35,85 159 18216 4.602 5 G1:40642994

Spot 31 iosina i ) i

Notas: “Cobertura de la secuencia de la proteina, ®Ntmero de aminoécidos en la proteina, ®Peso molecular teérico. Punto isoeléctrico tedrico.
®NGmero de péptidos identificados en la proteina. ©Ntmero de acceso en la base de datos NCBI. Indica la expresion de la proteina + sobre-expresion, -
sub-expresion.
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7.4.2. Proteinas obtenidas bajo exposicion a extractos acuosos

En los organismos expuestos a extractos acuosos solamente se selecciond un punto de

proteina a partir del cual se identificaron 4 posibles proteinas: actina citoplasmatica,

cavotrina, proteina disulfuro isomerasa y hidroxiantranilato dioxigenasa.

Actina, citoplasmatica (G1:405964580)

1
61
121
181
241
301
361

mgeedvaalv
skrgiltlky
tgimfetfns
lagrdltdyl
yelpdgqgvit
sggstmypgi
geydesgpsi

idngsgmcka
piehgivtnw
pamyvaigav
mkiltergys
ignerfrcpe
adrmgkeita
vhrkcf

Cavortina (G1:30039400)

1
61

tasneanvni
lemsfclsgf

ylhlsddeds
nvsedfadhn

121 dddhgnvdat rtfdwltigh

gfagddapra
ddmekiwhht
lslyasgrtt
ftttaereiv
avigpsflgm
lapstmkiki

nyensmhyaq
hglgiheygd
tdgilgrsla

vfpsivgrpr
fynelrvape
givldsgdgv
rdikeklecywv
essgihetty
iapperkysv

cemepnafmp
mehgcdtige
ilggdhtsht

Protein disulfuro isomerasa A6 (G1:405951637)

61

121
181
241
301
361
421

miplailava
ewkkaatalk
vdtalsklks
lveffapwcg
gkkdgdamey
phildcgskc
ntrkgvyvll
ddidlsdidl

lssasalyss
gvvkiaavna
lvagdrlkgrg
hcknlaphwg
dggrtssdiv
rndyigilkd
kgpfsekgin
ddgkdel

sddvleltps
dehgslggqy
gssgrsggsg
saasemkgkv
nwateklaen
lstkykkgpw
eylrdlsygk

nfnkevtmyd
giggfptikv
gksgggsadd
kfgaldatvh
lpppkvvgiv
gwvwseagqq
gapiplkdtk

3-Hidroxiantranilato 3,4-Dioxigenasa (G1:405955617)

61

121
181
241

madvskpvvy
fymlkgdmcl
glryyteeng
vldskkslqgd
iwgiegtsav

nrekwleeng
kvveggkhrd
ektlnslyee
pfnlhtfids
tveggeyklg

kfflppvecnk
vpikqggeifl
wfhcedlgtg
krgdleekgr
padimlvrag

mmhndggvks
lpariahspg
lgpiikrffa
vnffgdnsgf
gkyeatrpsg

hggvmvgmgqg
ehpvllteap
shtvpiyegy
aldfegemgt
nsimkcdvdi
wiggsilasl

gnlhhrvhgs
lyhnehapnh
aviaccvigr

glvfvefyap
fganknspsd
vveltdsnfe
svmanrygvr
sqgqdtiktnce
meleaalgig
ianiektepw

ffvggpnqgrk
rgadtvglvi
segcktgkpv
gvdlygkgsn
sialicyqgda

kdsyvgdeaq
Inpkanrekm
alphaimrld
aassssleks
rkdlyantvl
stfggmwisk

iemhgrgdgp
dnpgdlgdlh
shah

wcghcgslap
ygggrtadai
rlvldsddmw
gyptikmfpa
ekglcvvavl
gfgypamaav
dgkdgelpve

dyhieegeel
ereraenemd
pgtipenppi
lggvegaetf
trkaklfpsn
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Tabla VI. Lista de proteinas identificadas de los extractos de proteinas solubles obtenidos de ostiones expuestos a extractos acuosos, en la
gue se muestran sus principales caracteristicas y el efecto observado en la expresion de cada una, como respuesta a la exposicion a diferentes

especies de dinoflagelados.

Tipo de expresion

# Identidad de la proteina c! # PM’ pl* NP® # 1D° P P P
proteina AAs  [kDa] L L '
lima  minimum rhathymum

Actina citoplasmatica 3430 376 41.724 5478 8 GIl:405964580
Cavortina 2241 174 19.275 5.0335 2  GI:30039400

Spot 27  Disulfuro isomerasa A6 9.61 437 47.443 5312 3  Gl:405951637 + - -
I—|_|dr_OX|antran| lato 1167 300 34111 5604 2 GI:405955617
dioxigenasa.

Notas: “Cobertura de la secuencia de la proteina, ®Ntmero de aminoécidos en la proteina, ®Peso molecular tedrico. “Punto isoeléctrico tedrico.
®)NGmero de péptidos identificados en la proteina. ®Nimero de acceso en la base de datos NCBI. Indica la expresién de la proteina + sobre-expresion, -

sub-expresion.
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En la tabla VI se presenta el punto de proteina 27, con cada una de las proteinas
identificadas de los organismos expuestos a extractos acuosos, asi también se muestran
caracteristicas tedricas de cada una de ellas como, el nimero de aminoacidos, peso
molecular, punto isoeléctrico, nimero de acceso en la base de datos y el efecto ocasionado

por la exposicién a los extractos de cada una de las cepas de dinoflagelado.

7.4.3. Proteinas identificadas bajo exposicion a extractos organicos

De las diversas secuencias de péptidos obtenidas de cada uno de los puntos de proteina
de los organismos expuestos a extractos organicos se identificaron cinco proteinas
(Troponina C, Proteina 1 relacionada con la ependimina de mamiferos, Proteina
citoplasmatica no neuronal de filamentos intermedios, Isoforma 2 de la protein-quinasa
dependiente de calcio y Helicasa del ARN-spliceosoma) cuyos codigos de acceso y

secuencias completas se muestran a continuacion:

El punto de proteina 11 fue identificado como Troponina C (GI1:405970776).

1 msrrwwcgks
61 ekrgdirnkm
121 ewademdeea
181 ksigddftee

ptegilggtp gldcvlfatn
sefkisekql tdahntfnlf
egyltwdgfk vlferkirmd
elddmiaetd tdgsgtvdye

ikllsnvkyp eaffhncgtg ttiinwrhgr
dkkgdgrvst kelekvfksl algindeqlk
ederelreaf rvldkgnkgt ipvedlrwil
efktlmtsd

En el caso del punto de proteina 58 con los péptidos obtenidos se lograron identificar cuatro

posibles proteinas:

Proteina 1 de C. gigas relacionada con la ependimina de mamiferos. (G1:405968755)

61

121
181
241
301

mllyrlsgmf
aprvritedi
katigiagip
iyfmatsses
ylhnvgkeyr
ggftdgtkff

svvlisasly
signqgvdfyd
genvvienyn
pkawegkvit
Inlktrgcnv
gdvtypdcip

rvdaglskpc
vvylhnveyr
ggfrdgtkyf
vdrkenffra
taltrpfrpf
vsngffnndi

espkgwegnv
Inlktrgcnv
gdvtypdcip
grisydeyap
gvppmanftg
gfamntffdi

ytvdtktnim
taltrpfrgf
vsrgvyyesg
rfrijeeeav
eatigaagia
nigitdpmvf

rrarvvyden
gvphdanfig
lsldrltsgv
gkgvdyydvl
genvvienfn
ipprecagk
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Proteina citoplasmatica de filamentos intermedios no neuronal (G1:405950795)

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601

mssdkveyrr
kgvndvigtr
elyegeiaes
dgigeyegei
aveedltfrl
dcesrmesqgl
alesemsdmg
teenslkniv
ggsnyggpdl
kirreiggkt
ltdeynneka

svktapvvss
drekkdmggl
rnvidelske
atlrgriggl
nvadaeikel
relgagvnrd
rehdrendkn
enssgarskg
rssestgklt
kctyefkndl
slkmtitn

rttvigrtpa
nerfasyiek
kakfdstlvg
edevskqgrat
galidrdkgv
nmeaggakee
aerisglens
angladivgk
vhrscrgnia
glgpggkikl

gsSgnvmnrss
vrfleagnka
lgdalddekr

nkrlgddiar
emrdiwkgem
trklksrmgd
leevirelqgv
SSSSSSsysyg
fsdaapdgsqg
fsggaadmkqg

tsrlsmgpaf
llaeidrlkk
erlasekeca
lradldeetr
skavnelgke
igprlaelea
lgdaklslel
sryneessgq
vgienntsgv
sdsdivcdff

Isoforma 2 de proteina-quinasa dependiente de Calcio (G1:405974628)

61
121
181

mfawyfhyva
kgtleeakri
rdeildaasn
ldtdgsgkvd

kafcssmadf
fgsldvdkne
eaeldasaen
rkelldglgg

skwagkhlsr
kiskdeyvks
isdlliylvt
dselhlgapk

vgedfeevdk
makvpkidfk
dddkkidyee
iseilikwsk

dksgsldffe
givlrrafnk
flkiwnvkst
nhtgplsyee

Helicasa del ARN-spliceosoma de C. gigas (G1:405952464)

61

121
181
241
301
361
421
481

madnenetel
dcgfehpsev
trelafgisk
skvlnlknvk
fmgdpmevyv
alagllvegn
ydmpedsdty
syliiiynplr
dvnvgk

ldyeddetet
ghecipgail
eyerfskymn
hfvldecdkm
dddskltlhg
fpaiaihram
lhrvaragrf
rgvdkeyggv

tadgtgdapv
smdvlcqgaks
nvkiavffgg
laaldmrrdv
lgghyvklkd
tgeerlsryqg
gtkglaitfv
dsticssrvf

kkdvkgtyvs
gmgktavivl
msikkdedvl
geifrntphe
neknrklfel
gfkdfgkril
sdetdakvln
rfgngrnllt

ihssgfrdfl
atlgglepvd
kkncphiivg
kgvmmfsatl
ldvlefngvi
vatnlfgrgm
evgerfevni
keiskvytad

stgvlaglsh
lkgfdvseik
elrnkldrln
krieaeckaq
ydngingirl
enaklrngii
eiscyrklle
gysntslsst
kgktvnlkgw
twhagggsyv

vynvlgksgf
ldkdgsgflt
ssamrtlfgk
flkayesv

lkpellraiv
ggvsvlvlah
tpgrilalch
skeiravckr
ifvksvgrcm
diervnivin
telpdeidis
ndvadtcrgl

Las proteinas identificadas en cada uno de los puntos de proteina correspondientes a los
organismos expuestos a extractos organicos se muestran en la tabla V11, en donde también
se presentan algunas caracteristicas tedricas de cada una de ellas como, el nimero de
aminoéacidos, peso molecular, punto isoeléctrico, nimero de acceso en la base de datos y el
efecto ocasionado por la exposicidn a los extractos acuosos de cada una de las especies de

dinoflagelado.
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Tabla VII. Lista de proteinas identificadas de los extractos de proteinas solubles obtenidos de ostiones expuestos a extractos orgénicos, en la
gue se muestran sus principales caracteristicas y el efecto observado en la expresion de cada una, como respuesta a la exposicion a diferentes

especies de dinoflagelados.

Identidad de la

# proteina ct

proteina

#2
AAs

PM3
[kDa]

4

pl

NP®

#1D°

Tipo de expresion’

P. P. P.
lima  minimum rhathymum

Spot 17  Troponina C 11.87

219

25.634

4.906

45.835

G1:405970776

+ + +

Proteina 1 de C.
gigas relacionada
con la ependimina
de mamiferos.
Proteina
citoplasmatica no
neuronal de 11
Spot 58 filamentos
intermedios
Isoforma 2 de
proteina-quinasa 21.85
dependiente de Ca
Helicasa del ARN-
spliceosoma 4.94

11.42

359

618

238

486

40.505

69.245

27.286

55.370

6.074

5.4785

5.274

5.884

175.484

84.779

40.776

12.279

G1:405968755

G1:405950795

G1:405974628

G1:405952464

Notas: “Cobertura de la secuencia de la proteina, ®NGmero de aminoécidos en la proteina, ®)Peso molecular tedrico. “Punto isoeléctrico tedrico.
®NGmero de péptidos identificados en la proteina. ©Ntmero de acceso en la base de datos NCBI. Indica la expresién de la proteina + sobre-expresion, -

sub-expresion.
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7.4.4. Proteina constitutiva

En el caso de la proteina cuya expresion fue constante en cada uno de los experimentos

y sus controles, no fue posible identificarla.

8. Discusioén

8.1. Efecto de P. lima, P. minimum y P. rhathymum en juveniles de C. gigas

El reciente aumento de las FAN en los sistemas acuaticos ha cobrado una connotacion
alarmante debido al aparente incremento de su frecuencia, intensidad y distribucién
geogréfica (Moreno et al., 2004; Hernandez-Orozco y Garate-Lizérraga, 2006), y al hecho
de que entre el 50-75% de las proliferaciones algales analizadas hasta la fecha han sido
toxicas. El género Prorocentrum es uno de los mas importantes entre los dinoflagelados
toxicos por el gran nimero y abundancia de especies productoras de toxinas (Delgado et
al., 2002). Algunas especies de este genero son frecuentes en zonas costeras y estan
ampliamente distribuidas a lo largo del Pacifico y el Golfo de California (Wikfors y
Smolowitz, 1995), lo que implica una alta probabilidad de que estos organismos sean
ingeridos por C. gigas afectando su crecimiento y supervivencia. Sin embargo, pocos son
los estudios que han evaluado este tipo de efectos, principalmente en organismos jovenes:
semillas (juveniles de 5-7 mm) y juveniles. Dentro de estos estudios encontramos el llevado
a cabo por Pearce et al. (2005), quienes realizaron bioensayos con C. gigas de 4 mm
exponiéndolos durante 21 dias a una dieta de P. rhathymum bajo condiciones que
simulaban una proliferacion (10* cel mL™), no observandose mortalidad. Estos resultados
difieren de los obtenidos en la presente investigacion, ya que se observo una mortalidad del
80% de los juveniles de C. gigas al ser expuestos a 6 x 10% cel mL™ de P. rhathymum, con
una relacion directa entre el numero de células del dinoflagelado y la mortalidad, relacién
gue concuerda con los resultados obtenidos por de las Heras (2009) al exponer a C. gigas
(3-5 mm) a esta especie de dinoflagelados. Sin embargo, de las Heras registr0 una
mortalidad del 100% en organismos expuestos a 4.8 x 10® y 6 x 10% cel mL™ y en aquellos

expuestos a los extractos mas concentrados (1:50) de las tres especies de dinoflagelados
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estudiadas después de 65 h de exposicion, observandose la mayor mortalidad ante P. lima.
En el presente estudio se observd una mortalidad de 83.33% de mortalidad (el maximo
porcentaje maximo registrado) se obtuvo con P. rhathymum, seguido por P. lima y
finalmente P. minimum (Fig. 7), observando en ambos experimentos un efecto directo y
diferencias significativas en la mortalidad de los ostiones en relacion a la especie de
dinoflagelado y el tiempo de exposicion. Las diferencias de mortalidad entre el trabajo
realizado por de las Heras (2009) y los resultados del presente estudio pueden explicarse a
través del analisis de los organismos utilizados. En este trabajo los organismos usados en
los bioensayos fueron ligeramente méas grandes (5-7 mm) lo que les confiere indirectamente
mayor resistencia ante este tipo de exposicién al disminuir la proporcion masa/masa
(dinoflagelado/ostion) o volumen/masa (extracto/ostion), lo que tiene finalmente un efecto
de dilucion. Aunado a esto, tenemos que los efectos potenciales de diferentes especies de
algas nocivas y sus toxinas pueden variar en los bivalvos dependiendo de una serie de

respuestas especie-especificas o individuales (Landsberg, 2002).

El comportamiento de alimentacion de los bivalvos puede ser uno de los principales
factores que controlan inicialmente y limitan el grado en que las toxinas son ingeridas, esto
debido a que algunos de ellos pueden responder inmediatamente para evitar el consumo de
dinoflagelados toxicos (Landsberg, 2002). Este caso se presentd en los organismos
expuestos a células completas, en los que se observd que los ostiones alimentados con P.
lima cerraron las valvas (como mecanismo de defensa) y posteriormente redujeron la tasa
de filtracion produciendo pseudo-heces, que se reflejo en la calidad del agua. De igual
forma, en los organismos expuestos a P. rhathymum se observd reduccion en la tasa de
filtracion y formacién de pseudo-heces, pero en menor proporcién, mientras que los
organismos expuestos a P. minimum filtraron todo, no observandose la formacion de
pseudo-heces. Este comportamiento coincide con las observaciones de Landsberg (2002)
quien menciona que la alimentacion de los bivalvos filtradores exhibe diversas respuestas
de comportamiento cuando se exponen a proliferaciones algales toxicas, dichas respuestas
pueden estar relacionadas a la toxicidad relativa de los compuestos producidos por las

microalgas. Esto pudo observarse en los organismos expuestos a P. lima quienes
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presentaron una mayor respuesta, comportamiento que de acuerdo a de las Heras (2009)
sugiere que las toxinas producidas por P. lima son mas “potentes”, lo que genera reacciones
inmediatas por parte de los ostiones. La toxicidad de P. lima ha sido comprobada por
Heredia-Tapia et al. (2002) al analizar el perfil de toxinas de P. lima PRL-1 (cepa usada en
este estudio y por de las Heras, 2009) aislada de la Isla El Pardito en el Golfo de California.
Los autores encontraron una proporcion 2:1 de dinophysitoxina: &cido okadaico, estimando
mediante bioensayo en raton un contenido total de toxinas (basado en la toxicidad del AO)
de 19 pg cel™. Bricelj y Shumway (1998) establecen que los efectos observados en los
organismos dependen de factores como: la densidad celular, la duracion de la exposicion, la
toxicidad y, en ambientes naturales, la abundancia relativa de las especies de fitoplancton.

Los moluscos bivalvos son organismos filtradores que se alimentan de particulas en
suspension, cuya capacidad para clasificar y seleccionar las particulas capturadas ha sido
ampliamente estudiada (Taghon, 1982; Newell y Jordan, 1983; Jorgensen, 1996; Defossez
y Hawkins, 1997; Ward, 1996; Ward et al., 1998; 2003; Cognie et al., 2003; Beninger et
al., 2004; Dutertre et al., 2007; Pales-Espinoza et al., 2009, 2010a, 2010Db). Las principales
caracteristicas que se ha identificado que participan en este fenémeno son la forma, las
propiedades quimicas y/o bioquimicas y el tamafio de las particulas. Estas caracteristicas
juegan un papel muy importante en el presente estudio, principalmente en los organismos
alimentados con células completas, debido a que las larvas de C. gigas se alimentan
primordialmente de especies de fitoplancton con células menores a 5 um, mientras que de
acuerdo a Blanchard et al. (2008) las células mas grandes son ingeridas en tasas mas bajas
0 moderadas. El tamafio de las células de las especies empleadas en este trabajo es de: 32-
50 um de longitud y 20-28 um de ancho en P. lima, 18-20 um de longitud y de 15-16 pm
de ancho en P. minimum (Dodge, 1982) y de 31-36 um de longitud y 17-21 pm de ancho en
P. rhathymum (Hernandez-Becerril et al., 2000), lo cual puede ser una de las causas
probables de la formacion de pseudo-heces observada especialmente en los organismos
alimentados con P. lima y P. rhathymum, ya que al ser células de mayor tamafio son
rechazadas por las branquias y palpos labiales, o bien son recubiertas de mucus para

posteriormente ser eliminadas de la camara inhalante en forma de pseudo-heces.
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Otra de las caracteristicas importantes para la seleccion del alimento de C. gigas son las
propiedades quimicas y/o bioquimicas, ya que las biotoxinas marinas son compuestos no
proteicos con estructuras diversas, cuyos pesos moleculares se encuentran entre 250-3500
Da. Sus propiedades fisico-quimicas varian de acuerdo con su polaridad, la naturaleza
lipofilica, estabilidad térmica, sensibilidad al pH, el oxigeno, la luz, etc. (Riobd et al.,
2012). Muchos estudios sugieren que los moluscos bivalvos usan sefiales quimicas para
discriminar entre particulas (Newell y Jordan, 1983; Ward y Targett, 1989; Pales Espinosa
et al., 2007, 2009, 2010a, 2010b). Esta conducta fue inicialmente demostrada en M. edulis
por Ward y Targett (1989), quienes demostraron que este organismo es capaz de
seleccionar, e ingerir preferentemente microesferas sintéticas recubiertas con metabolitos
producidos por especies de microalgas. De la misma forma, en estudios realizados en C.
gigas se ha demostrado que estos organismos son capaces de ingerir selectivamente
microcapsulas de alginato que contienen celulas vivas de microalgas, o bien rechazarlas en
forma de pseudo-heces dependiendo la especie, lo que sugiere que las células de microalgas
producen metabolitos extracelulares que juegan un papel crucial en la seleccion pre-
ingestiva de las particulas y que son reconocidas especificamente por los bivalvos (Pales-
Espinosa et al., 2007). Este mecanismo podria estar relacionado con el comportamiento
observado en los juveniles de C. gigas expuestos a P. lima, ya que Rausch de Traubenberg
y Morlaix (1995) reportaron que esta especie (P. lima) produce exotoxinas.

Actualmente, se ha dado un nuevo enfoque a la participacién de las sefiales quimicas de
las microalgas en la preseleccién de las particulas de alimentos por C. gigas. Se sugiere un
mecanismo de reconocimiento mediado por lectinas del mucus (que cubre los 6rganos de
alimentacidn) a través de interacciones especificas entre los carbohidratos en la superficie
de las particulas (alimento) y las lectinas que intervienen en los procesos de seleccion y
rechazo (Pales-Espinoza et al., 2009, 2010a, 2010b). Si bien, algunos aspectos del proceso
de seleccion se han dilucidado, el mecanismo real por el que las particulas de mala calidad
son rechazadas y las de mejor calidad se desvian hacia la boca y se ingieren, sigue siendo

aun incierto.
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8.2. Andlisis de las proteinas

Las proteinas son esenciales para diversos procesos celulares, incluyendo la provision
de la estructura, el transporte de moléculas a través de las membranas, el control del
crecimiento, la adhesion, y en los procesos bioquimicos al funcionar como enzimas y
regulando la transduccién de sefiales (Wu y Singh, 2011). La caracterizacion de la cantidad
y actividad de las proteinas es un punto critico para la comprension de los mecanismos
moleculares de procesos celulares que incluyen los implicados en la progresion de
enfermedades vy la diferenciacion celular, para el descubrimiento y desarrollo especifico de

nuevos productos terapéuticos, vacunas y para el diagndéstico (Wu y Singh, 2011).

8.2.1. Efecto de la exposicion de juveniles de C. gigas a células completas de

tres especies del género Prorocentrum

En este trabajo, el analisis 2-DE revel6 cambios estadisticamente significativos en la
expresion de los 26 puntos de proteina bajo las condiciones experimentales ensayadas (Fig.
12, anexo 1). En general, se observo una fuerte represion de la expresion (comparado con el
control Fig. 11A) en los organismos tratados con los dinoflagelados (Fig. 11 B-D), sin
embargo, hay cambios mas finos que son especie-dependientes (Fig. 11). Por ejemplo, con
P. lima 13 puntos de proteinas presentaron sobre-expresion, tres represion y tres mas fueron
inducidas. Con P. minimum se sobre-expresaron nueve, cinco fueron reprimidas y sélo una
inducida. Finalmente con P. rhathymum se sobre-expresaron de 13, tres se reprimieron y la

expresion de una proteina mas de indujo.

Dentro los puntos de proteina seleccionadas para la secuenciacion de aminoacidos, una
las proteinas identificadas en juveniles de C. gigas expuestos a células completas de las tres
especies de dinoflagelados (Tabla V), es la proteina Toll de interaccién (Tollip). Esta, es
una proteina intracelular de unién a ubiquitina implicada en la clasificacion de las proteinas
ubiquitinadas desde los endosomas a los lisosomas para su degradacion, incluida la
sefializacion a través de los miembros del receptor interleucina-1(IL-1R), superfamilia de
receptores de tipo Toll (TLR) (Brissoni et al., 2006; Oguro et al., 2011). La Tollip se une a
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la ubiquitina a través del dominio CUE (similar al dominio de la proteina cuel de
levaduras) e interactta con clatrina y Tom1, conduciendo a la formacion de un complejo de
proteinas maultiples para la degradacion de proteinas (Kang et al., 2003;; Oguro et al.,
2011).

Dentro de los mecanismos de accidn de esta proteina, se conoce que Tollip controla de
forma negativa las vias de sefializacion TLR, previniendo la sobre-activacion de la
inmunidad innata que conduce a fatales trastornos fatales del sistema inmune. Por lo tanto,
la regulacion de TLR no sélo activa la defensa inmune innata contra patdgenos sino
también contra trastornos del sistema inmune (Takeda y Akira, 2005). Asi, se puede
suponer que en los organismos expuestos a P. lima y P. minimum, al disminuir la expresién
de esta proteina pierden el control de receptores TLR presentando una sobre-activacion del
sistema inmune, lo que coincide con lo reportado por de las Heras (2009) al observar un
incremento en la concentracién de hemocitos, mientras que en los organismos expuestos a
P. rhathymum al observar una sobre-expresion de la proteina Tollip, se estarian inhibiendo
las cascadas de sefializacion que son activadas por TLR, con lo cual las defensas del
sistema inmune no estarian funcionando, quedando propensos a ataques por patdgenos y
ocasionando la muerte de los organismos. Este mecanismo ha sido descrito por Brissoni et
al. (2006), quienes refieren que esta proteina se localiza en los endosomas y una disrupcion
en el gen (Tollip) genera la acumulacion de IL-1R en los endosomas y por lo tanto una

deficiencia en la degradacion lisosomal de IL-1R.

Dentro la linea de defensa contra patdgenos potenciales, en los moluscos bivalvos se
encuentran células inmunocompetentes, hemocitos circulantes y una variedad de efectores
moleculares, que son activados por la interaccion entre los patdgenos asociados a patrones
moleculares y los receptores de reconocimiento de patégenos. Dichas células muestran
reacciones quimiotacticas y quimiocinéticas, participando en la encapsulacion vy
melanizacion, llevando a cabo la muerte por fagocitosis (Giron-Pérez, 2010; Venier et al.,
2011). Estos eventos son posibles gracias a la accion concertada de transmembrana, lectinas
solubles, receptores tipo Toll (TLR) de deteccion de virus, enzimas hidroliticas y cascadas
proteoliticas de reaccion de corta duracion citotdxica por productos y péptidos

51



antimicrobianos (AMP) (Kuchel, 2010; Venier et al., 2011). Estas reacciones,
principalmente la melanizacion, ha sido reportada en diversos estudios con dinoflagelados
toxicos. Estrada et al. (2007) describen dafio a nivel tisular como melanizacion en almeja
mano de ledn Nodipecten subnodosus expuesta a Gymnodinium catenatum. De igual forma,
Wikfors y Smolowitz (1993) reportan melanizacion en espacios vasculares abiertos,
branquias, corazon, rifion y diverticulos digestivos de juveniles de Mercenaria mercenaria
y Argopecten irradians al ser expuestos a células de P. minimum, lo que indica que este
tipo efectos también suceden en C. gigas, principalmente en aquellos expuestos a P. lima y

P. minimum donde la expresion de Tollip disminuye.
Dihidropteridina reductasa

La proteina dihidropteridina reductasa (DHPR) (Tabla V) es una enzima que cataliza la
reduccion del cofactor quinoide dihidropteridina, durante la hidroxilacion catalizada
enzimaticamente de L-fenilalanina a tirosina, en presencia de NADH o NADPH en el
correspondiente cofactor tetrahidropteridina (BH4). Este mecanismo que puede producirse
tanto de forma espontanea como por la enzima DHPR (Nielsen et al., 1969) y se encuentra
ampliamente distribuido en los tejidos de los organismos (Ponzone et al., 2003). El primer
efecto reconocido por la insuficiencia de esta enzima es la deficiencia de BH4, cofactor
esencial para la formacién de la dopamina, noradrenalina, adrenalina y 5-hidroxitriptofano
a partir de fenilalanina, tirosina y triptofano, respectivamente (Nielsen et al., 1969; Jeeps et
al., 1986; Ponzone et al., 2003). La perturbacion del metabolismo de BH4 se ha descrito en
varias enfermedades neuroldgicas como la demencia senil del tipo Alzheimer (Jeeps et al.,
1986). También se ha sugerido su participacion en diversos procesos, tales como el papel
secundario reportado con dihidrofolato reductasa en el mantenimiento de folato en la forma
tetrahidro en el cerebro (Ponzone et al., 2003), y en el estrés oxidativo, al observar niveles
mayores de esta enzima en Mytilus trossulus a 32 °C en comparacion con su expresion a 13
°C, 24 °C y 28 °C (Tomanek y Zuzow, 2010). Con lo cual se cree que bajo condiciones
naturales, principalmente en verano cuando las temperaturas son elevadas y llegan a ocurrir

las mortalidades de organismos de C. gigas, esta proteina (tabla V) se esté activando,
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principalmente en los organismos expuestos a P. rhathymum, en donde se observé una

sobre expresion, mientras que con P. lima y P. minimum se observa una sub-expresion.
Dominio 2 de la proteina secretora rica en cisteina LCCL

Las proteinas secretoras ricas en cisteinas (CRISPs) son glicoproteinas que forman un
grupo de la superfamilia de proteinas CRISP, antigeno 5 y Pr 1-(CAP) (Koppers et al.,
2011). Este grupo de proteinas se encuentra en una amplia gama de organismos, incluyendo
procariotas (Yeats et al., 2003) y eucariotas no vertebrados (Milne et al., 2003); son
secretadas por algunos vertebrados, insectos y plantas como venenos y toxinas (King, 1996;
Schreiber et al., 1997; Smith et al., 2001). En mamiferos, se han descrito varios miembros
no venenosos de estas proteinas, en los que se revelan 9 familias, dentro de las cuales se
encuentran CRISPs con dominios 1y 2 LCCL (CRISPLD1 y CRISPLD2, respectivamente)
(Gibbs et al., 2008). CRISPLD2 se expresa en multiples tejidos y tiene varias funciones
fisiopatologicos: en la regulacion inmune, pulmon, rifion, desarrollo craneofacial y la
formacion de labio/paladar hendido. Estudios realizados por Chen et al. (2010) se sugiere
que CRISPLD2 es un blanco “rio abajo” de la ruta de sefializacion Wnt (portmanteaus de
Int y Wg —wingless- en Drosophila) a través de la existencia de un bucle regulador de
realimentacion CRISPLD2-Wnt. La ruta de sefializacion Wnt es una red de proteinas que
transmite sefiales de receptores en la superficie de la célula, controlando la B-catenina
(Wnt/B-catenina) que tiene un papel fundamental en el desarrollo del esqueleto y la biologia
Osea postnatal. En presencia del ligando Whnt, la B-catenina citoplasmatica se acumula y se
transloca al nucleo donde se forma un complejo transcripcionalmente activo con factores de
transcripcion TCF/LEF para regular los genes diana, y en ausencia de la sefial de Wnt, la -
catenina se asocia con un complejo citoplasmatico de destruccion, lo que resulta en la
fosforilacion y la degradacion por la via del proteasoma (Chen et al., 2010). Lo anterior,
hace suponer que esta proteina (Tabla V) podria estar implicada en algin mecanismo de
fijacién del carbonato de calcio en C. gigas y que ante la exposicién a las tres especies de

dinoflagelados toxicos su expresion se ve disminuida.

53



Periostina

Periostina es una proteina de aproximadamente 811 aminoacidos, 90 kDa (Fortunati et
al., 2010; Takayama y Kudo, 2012), identificada originalmente en murinos, una familia de
roedores y denominada en funcion de su expresion en el ligamento periodontal y el
periostio de los ratones adultos (Kudo, 2011). Esta proteina se expresa predominantemente
en tejidos conectivos fibrosos tales como ligamento periodontal (PDL), pericondrio,
tendones, cornea y vélvulas del corazén, pero también se expresa en otros tejidos,
incluyendo la placenta, pulmdn, higado, masculo esquelético, rifion, piel (Horiuchi et al.,
1999; Litvin et al., 2006; Norris et al., 2007) y ciertos tumores (Fortunati et al., 2010). Es
una molécula de adhesion que tiene una estructura de proteina compuesta en el extremo
amino de un pequefio dominio conservado rico en cisteina en la familia Emilin (dominio
EMI), una repeticién en tandem de 4 dominios fas | (RD1-4) y una region carboxilo-
terminal (CTR) que incluye un sitio de union a heparina. Es un miembro de la familia
fasciclina I, basado en los tipicos dominios fas | del ligamento periodontal (Takayama y
Kudo, 2012; Kudo, 2011). La periostina es una proteina secretada por los osteoblastos, que
se puede unir a la heparina, desempefiando un papel en la adhesion y propagacion celular,
asi como en la mineralizacién de la matriz extracelular (Takeshita et al., 1993; Gillan et al.,
2002; Coutu et al., 2008), reportada por Rios et al. (2005) y Kii et al. (2006) como una
proteina importante en el desarrollo de los huesos y los dientes en ratones, al observar que
al mutar (interrumpir) el gen de periostina en ratones, nacen normales pero posteriormente
presentan enanismo Yy erupcion dental retardada. De igual forma, Coutu et al. (2008)
confirman la presencia de periostina en la matriz mineralizada producida por los
osteoblastos, demostrando asi su alta afinidad. Por lo que, tanto esta proteina como la
CRISPLD2 (tabla V) podrian estar implicadas en algun proceso de formacion de la concha,
y al observarse una disminucion en su expresion se estarian afectando propiedades de la
concha como, dureza, textura, grosor, etc., no lograndose observar en este estudio algun
indicio de que estas caracteristicas hayan sido afectadas, esto quizas debido al poco tiempo
del experimento, sin embargo cabe la posibilidad que en un tiempo de exposicion mayor, o
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de manera natural, se logren observar cambios, dejandolos propensos a ataques por

depredadores.
Catepsina L

La familia de proteinas catepsina se compone de enzimas proteoliticas lisosomales que
juegan un papel importante en los organismos en el mantenimiento de la homeostasis. En
particular, estas proteasas se encuentran implicadas en la degradacion intracelular de
proteinas/reemplazo (Hu y Leung, 2004), el procesamiento de antigenos, la maduracién de
hormonas y la respuesta inmune (Chwieralski et al., 2006). Con base a su distribucion
tisular se han descrito dos grupos principales de catepsinas: a) el primero compuesto por las
catepsinas B, C, F, H, L, O y Z, y b) el sequndo conformado por las catepsinas J, K, Sy W
(Rawlings y Barrett, 1994). La catepsina L se encuentra presente en los lisosomas y esta
implicado en la degradacion de proteinas (Hu y Leung, 2004). Sin embargo, estudios
recientes indican nuevas funciones biolégicas en las vesiculas secretoras, en donde
funcionan como una proteasa clave para el procesamiento proteolitico de pro-neuropéptidos
y pro-hormonas en neuropéptidos activos que se liberan para mediar la comunicacion
celular en el sistema nervioso y endocrino (Funkelstein et al., 2008, 2010; Hook et al.,
2012).

De todas las catepsinas, la L ha demostrado tener mas alta conservacion en el dominio
del polipéptido que representa la proteasa cataliticamente activa (Bromme, 2001). Estas
proteinas también han sido estudiadas en invertebrados, principalmente aquellas
relacionadas con la digestion (Cristofoletti et al., 2005), con funciones especificas en el
desarrollo temprano -de la artemia- (Liu y Warner, 2006) y en funciones inmunes de
bivalvos (Jenny et al., 2002). Jenny et al. (2002) reportaron la presencia de catepsina By Z
a partir de EST en hemocitos de C. virginica, y Gueguen et al. (2003) encontraron
catepsina L. Es interesante la observacion de que los genes de la catepsina L son los mas
altamente sobre-expresados en mejillones del género Mytilus cuando son expuestos a
metales pesados o contaminantes organicos (Venier et al., 2006). Roberts (2008) encontrd

homologos de las catepsinas Z y L en C. virginica mediante alineaciones EST de proteasas
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e inhibidores de proteasas, los cuales mostraron una alta identidad con tejidos inhibidores
de metaloproteinasas (TIMP) de C. gigas. Adicionalmente, se ha demostrado que en C.
gigas expuestos a bacterias el gen TIMP fue altamente expresado hemocitos, demostrando
ser muy sensibles a la estimulacion por patogenos y heridas (Montagnani et al., 2001). Por
lo anteriormente mencionado, se sugiere que la Catepsina L (Tabla V) encontrada en el
presente trabajo podria estar implicada en algun mecanismo de defensa contra patdgenos o

como respuesta al reconocimiento de particulas no propias.
Tropomiosina

Las tropomiosinas conforman una familia de proteinas que se aislaron por primera vez
de musculo (Bailey, 1948) pero que, al igual que la actina, son también proteinas
abundantes del citoesqueleto en células no musculares (Fine y Blitz, 1975). Las
tropomiosinas (TMS) consisten de dos cadenas de polipéptidos a-helicoidales paralelas, de
284 aminoéacidos con una masa molecular de ~33 kDa y un pl ~ de 4.5 (L6pez et al., 20023,
2002b; Ozawa, 2010). Son proteinas de unidn a la actina, muy importantes en la regulacion
de las funciones mdviles y contractiles de las células (Bailey, 1948), especificamente en el
musculo estriado, en donde regulan el efecto del calcio sobre la interaccidn actina-miosina
a través de la unién de troponina (a sitios especificos en el péptido tropomiosina), que
desempefian papeles importantes en varios eventos morfol6gicos, incluyendo la contraccién
del masculo, la invaginacién de tejidos y la migracion celular (Vicente-Manzanares et al.,
2009; Huan et al., 2012). Esta proteina (Tabla V) fue identificada en juveniles de C. gigas
expuestos a los tratamientos con las tres especies de dinoflagelados presentando una sobre-
expresion. Asi mismo, la misma proteina (punto, en el mapa proteébmico) también fue
observado en los geles con los tratamientos de extractos acuosos y organicos, en donde
presentd una sub-expresion con los extractos organicos, mientras que con el extracto
acuoso de P. minimum se observd una sub-expresion, con P. rhathymum una sobre-
expresion y con P. lima no se observo cambio alguno. A pesar de los patrones de expresion
observados, no se puede hacer inferencia sobre el efecto en dichos tratamientos debido a
gue solamente fueron analizados los correspondientes al tratamiento con células completas
y no se tiene certeza de que representaban la misma proteina.
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La sobre-expresion de tropomiosina ha sido reportada por diversos autores ante la
exposicién a algunos contaminantes, como Rodriguez-Ortega et al. (2003), quienes
observaron la sobre-expresion en las isoformas putativas de tropomiosina y miosina de
cadena ligera en Chamela gallina al exponerlos a Aroclor 1254 (una mezcla de bifenilos
policlorados denominados toxicos bioacumulativos persistentes) y Cu (I1). De igual forma,
Thompson et al. (2011; 2012) al analizar los efectos por contaminacion de metales en
Saccostrea glomerata, han reportado que las proteinas asociadas a la actividad del
citoesqueleto (actina, actina-2, tropomiosina y miosina) son afectadas por la exposicion a
cobre y plomo, y con este ultimo la concentracion de tropomiosina se increment6 cuatro
veces. La alteracion de estas tres proteinas del citoesqueleto por Cu o Pb indica que estos
metales pueden afectar la motilidad y la plasticidad de hemocitos en S. glomerata, con
derivaciones a procesos celulares como la cicatrizacion de heridas y fagocitosis. No
obstante la sobre-expresion de tropomiosina en juveniles de C. gigas ante la exposicion de
las tres especies de dinoflagelados sugiere la posibilidad de que algunos procesos
biolégicos, como la actividad del citoesqueleto, las funciones contractiles celulares y la

constriccion del musculo abductor se hayan alterando.
Cadena ligera esencial de miosina

Las miosinas son una gran familia de proteinas contractiles (Park et al., 2011), que son
altamente conservadas en su morfologia general y en la composicion de subunidades. Estas
moléculas consisten de dos cadenas pesadas, dos cadenas ligeras esenciales (ELC) y dos
cadenas ligeras reguladoras (RLCs) (Fromherz, 1995). En el musculo esquelético de
vertebrados es regulado por el sistema tropomiosina-troponina (Houdusse y Cohen, 1996).
En contraste, en las miosinas de musculo de moluscos,la contraccion estd regulada por
enzimas cuya actividad se activa por la unién directa de Ca®* a miosina, cuyo domino
regulador es una proteina interruptor que enciende el motor en respuesta a la unién de Ca®*
(Houdusse y Cohen 1996; Szent-Gydrgyi et al., 1999).

En los moluscos bivalvos, especialmente los pectinidos (escalopas), es donde mas se

han estudiado las interacciones de la miosina, determinandose que la regulacion del
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musculo por miosina es controlada por la unién directa de Ca** a ELC, que es importante
para la estabilidad estructural del dominio a—helicoidal del brazo de palanca de la cabeza
de miosina, cuyo sitio de unién de Ca** es un motivo-mano en ELC que se estabiliza por
enlaces relacionados con la cadena pesada y dos RLC, lo que finalmente representa la
necesidad de las tres cadenas para la fijacién y regulacion del Ca®* en la molécula de
miosina intacta (Xie et al., 1994). En moluscos la unién del Ca** a ELC regula la
comunicacion entre ELC y RLC, que provoca la contraccion de muasculo (Fromherz, 1995;
Kumar et al., 2011). Por lo que al disminuir la expresion de esta proteina en juveniles de C.
gigas por la exposicion a las tres especies de dinoflagelados (Tabla V), se sugiere que la
contraccion muscular en el ostidn se ve afectada (en tejidos como el musculo abductor, que
se encuentra conformado por musculo estriado y liso, afectando la apertura y cierre de
valvas). Sin embargo, la funcion de la ELC en la contraccion del musculo liso y estriado,

especialmente en C. gigas aun es poco comprendido.

8.2.2. Efecto de la exposicion de juveniles de C. gigas a extractos acuosos de

tres especies del genero Prorocentrum

Actina citoplasmatica

La actina es una de las proteinas mas abundantes en las células eucariotas; la mayoria
de los organismos tienen varios genes que la codifican. Es un componente fundamental del
citoesqueleto en las células musculares y no musculares, representando el 12-15% de la
proteina total en la mayoria de las células no musculares y alrededor del 30% en células
musculares (Rodriguez-Ortega et al., 2003). La actina es una proteina altamente conservada
que puede encontrarse en forma libre (actina G) o en forma de polimeros lineales (actina F),
participa en mas interacciones proteina-proteina que cualquier otra proteina conocida
(Wolfgan y Vandekerckhove, 1992; Schmidt y Hall, 1998; Dominguez y Holmes, 2011).
Estas propiedades, le permiten ser un elemento indispensable en muchas funciones
celulares, que van desde la motilidad celular y el mantenimiento de la forma de las células,

hasta la polaridad para la regulacion de la transcripcidn. En cuanto al mantenimiento de la
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forma de las células esta implicada en la formacion de filamentos (componentes principales
del citoesqueleto que interacttan con la miosina para producir un efecto de deslizamiento)
que son la base de la contraccion muscular; ademas, participa en muchos otros aspectos de
la movilidad celular, incluyendo la citocinesis (Wolfgang y Vandekerckhove, 1992;

Dominguez y Holmes, 2011).

Estas proteinas son comUnmente afectadas en los moluscos bivalvos por diversos
factores. Se ha observado que en hemocitos de mejillones la actina parece estar implicada
en procesos glutationizacion y carbonilacion, mecanismos que han sido considerados como
de proteccion temprana contra el estrés oxidativo (Shelton et al,. 2005; Dailianis et al.,
2009). Por lo que se sugiere esta proteina podria estar relacionada con los hemocitos en el
mecanismo de defensa, en donde ante la exposicion a P. lima (dinoflagelado més toxico) se
requiere de una mayor proteccion, por lo que se estd ocasionando una sobre-expresion,
mientras que con las especies de menor toxicidad se observa una sub-expresion, con lo cual
los mecanismos de defensa no estaria funcionando adecuadamente, quedando propensos a

ataques por patdgenos.
Cavortina

La cavortina, es una proteina principal de la hemolinfa de C. gigas, consta de 174
residuos de aminoéacidos, tiene un peso de 19.4 kDa y es rica en histidina y acido aspartico
(Scotti et al., 2007); y se le ha deniominado también como superoxido dismutasa
extracelular de C. gigas (CgEcSOD) Gonzélez et al. (2005). Se ha mostrado que la
cavortina exhibe una alta similitud con proteinas como la pernina del mejillon Perna
canaliculus (Scotti et al., 2001) y la superdxido dismutasa extracelular de S. glomerata
(SgECSOD) (Green et al., 2009). Esta proteina consiste de un solo dominio SOD Cu/Zn
(superdxido dismutasa) que muestra homologia con cada uno de los tres dominios de tipo
SOD de la pernina (Scotti et al., 2001). Presenta afinidad por varios cationes divalentes,
especialmente el hierro, y a cada monomero es capaz de unirse 8-11 iones de hierro, sin
embargo, se cree que esta proteina puede secuestrar mas hierro al formar particulas

esferoidales (Scotti et al., 2001). Aungue la funcion del dominio y proteinas homdlogas es
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incierta, se ha reportado la capacidad de esta proteina para secuestrar el hierro (que es un
metal escencial para algunos patgenos) y posiblemente limitar su disponibilidad, lo que
sugiere un posible papel en la defensa del huésped. Otras posibles funciones son
antioxidacion, reparacion de heridas, transporte de metales y la mineralizacion de la
concha, lo cual lleva a la conclusion de que probablemente es una proteina de dominio
multifuncional (Green et al., 2009; Itoh et al., 2011). No obstante, la verdadera funcion aun
se discute, ya que otros estudios han implicado a la ECSOD como una proteina importante
involucrada en la resistencia a enfermedades. En semillas de C. gigas Huvet et al., (2004)
encontraron que la expresion de esta proteina estd regulada, ya que descubrieron que la
transcripcion de cavortina fue mayor en el manto y gonada de ostiones resistentes a la
mortalidad de verano, que en suceptibles. Mientras que otros méas han observado una sobre-
expresion de EcSOD, en A. irradians después de 14 h de haber sido inyectadas con Vibrio
anguillarum (Bao et al., 2008). Observandose resultados similares en la presente
investigacion (Tabla VI), en donde organismos de C. gigas presentaron una sobre-
expresion de cavortina (CgEcSOD) al ser expuestos a P. lima, por lo que se considera que
esta proteina podria cumplir una funcion muy importante en la defensa de C. gigas contra
dinoflagelados toxicos, ya que esta es la especie que presenta mayor toxicidad, mientras
que con las otras dos especies de dinoflagelados que muestran un menor grado de toxicidad

se observo una disminucion de la expresion.

Proteina disulfuro isomerasa A6

La protein-disulfuro isomerasa (PDI) es una proteina abundante y soluble en el lumen
del reticulo endoplasmatico (RE) de células eucariotas, que también se han encontrado en la
superficie de la célula o como proteina secretada, presente en el citosol, las mitocondrias,
nacleo y otros lugares no-RE (Leung et al., 2011; Sha et al., 2012). La familia PDI tiene
varias proteinas bien caracterizadas, reportandose en células de mamiferos alrededor de 20
miembros (Appenzeller-Herzog et al., 2008). Estan implicadas en el plegamiento de
proteinas, catalizando la formacion y reestructurado la isomerizacion de enlaces disulfuro

intramoleculares de la cisteina en el RE, participa en la produccion de fibrina, la adhesion
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celular y en la sefializacion oxido nitrico (Sha et al., 2012; Talakhun et al., 2012). También
se ha encontrado como un regulador de la homeostasis redox en el RE (Appenzeller-Herzog
et al., 2008) y actualmente existe evidencia de que juega un papel importante en la invasion
de la celula huésped, y son objetivos relevantes para la respuesta inmune en invertebrados y
mamiferos (Sha et al., 2012).

La PDI de la familia A 6 (PDIA6), también conocida como proteina del reticulo
endoplasmatico 5 (ERP5), proteina disulfuro isomerasa P5 (P5) o proteina tiorredoxina
dominio 7 (TXNDCY7), en humanos es una proteina de 440 aminoacidos que incluye dos
secuencias de sitio activo dominios redox con "CGHC" (Hayano et al., 1995) y funciona
como una chaperona que inhibe la agregacion de proteinas mal plegadas (Kikuchi, et al.,
2002). En el presente estudio la sobre-expresion de PDIA6 (Tabla VI) en organismos
expuestos a P. lima indique muy probablemente la activacion del algin mecanismo de
respuesta inmune o bien estrés del reticulo endoplasmatico en los tejidos. Este efecto que
fue descrito por Leung et al. (2011) en hepatopancreas de P. viridis expuestos a Cd al
observar una sobre-expresion (> 6) de PDI, la sobre-regulacion (>2) de calreticulina,
proteina P5 y un incremento significativo de ATPsintetasa subunidad beta, lo que les llevo

a sugerir estrés del reticulo endoplasmatico.

Asi también este incremento en la expresion de PDIA6 podria deberse a un incremento
en la capacidad de plegado dentro del reticulo endoplasmaético, ya que una acumulacion de
proteinas mal plegadas pueden alterar la homeostasis del Ca** RE, y los cambios en la
concentracion de Ca** afectan la sintesis de proteinas, por lo que este incremento implica la
sobre-expresion de reguladores del RE, sus co-chaperones (PDIAG) y sus co-factores como
Ca®* y ATP (Schroder, 2008). Si bien es cierto, esta familia de protefnas han sido
ampliamente descritas como proteinas del reticulo endoplasmatico (involucrada en el
control de calidad), en estudios recientes realizados por Talakhun et al. (2012) se reporto la
expresion de PDIA6 en gonadas (ovarios y testiculos), intestino, organos linfoides y en
menor proporcion en el estbmago, las branquias, hemocitos, hepatopancreas, corazon y

pledpodos de Penaeus monodon (PmPDIAG), lo que sugiere que desempefia un papel
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importante durante el desarrollo ovérico y testicular en estos crustaceos. Lo anterior, nos
hace suponer que la PDIA6 también podria estar relacionada con disrupcion hormonal
observada por de las Heras (2009) en los organismos expuestos tanto a los extractos
acuosos Yy organicos como a diferentes densidades celulares de especies de Prorocentrum,
ya que ha sido reportada en C. gigas por Corporeau et al. (2012) como una molécula
chaperona sobre-acumulada en ovocitos de alta calidad, que cataliza el reordenamiento de
los enlaces disulfuro en proteinas, particularmente de la vitelogenina. Dicha sobre
acumulacién podria reflejar una mayor capacidad de los ovocitos para producir
vitelogenina madura, y/o control de la fusion esperma-6vulo en los ostiones, misma que ha

sido reportado por Ellerman (2006) en mamiferos.
3-Hidroxiantranilato 3,4-Dioxigenasa

3 hidroxiantranilico acido 3,4-dioxigenasa (3HAO) es una enzima citosélica que
pertenece a la familia de dioxigenasas intramoleculares, dioxigenasa estradiol no hemo
ferroso, responsable de la conversion de &cido 3-hidroxiantranilico (&cido 2-amino-3-
hidroxibenzoico; 3HANA) a acido quinolinico (2,3-piridindicarboxilico acido; QUIN).
Actla en la etapa final de la via de quinurenina, donde cataliza la apertura del anillo de
3HANA con la incorporacion de ambos a&tomos de oxigeno molecular, dando lugar a un
semialdehido acido inestable intermedio de 2-amino-3-carboxymuconico, mediante la
activacion de N-metil-Daspartato (NMDA) y el precursor de la biosintesis de NAD" en la
via de biosintesis de triptéfano (Li et al., 2006; Zhang et al., 2005). EI 3HAO es un
homodimero con una topologia de subunidad caracteristico del pliegue barril cupin; cada
mondmero contiene dos sitios de union del hierro. El hierro catalitico estd enterrado
profundamente en el barril cupin y el otro sitio de hierro forma un centro FeS, cerca de la
superficie del solvente, separados por aproximadamente 24 A (Zhang et al., 2005). Esta
proteina sobre-expresada con P. lima y sub-expresada con P. minimum y P. rhathymum
(tabla V1) fue identificada dentro las bases de datos de C. gigas, y aungue su funcion ha
sido descrita en humanos no existen estudios publicados que indiquen su posible funcién en

los moluscos bivalvos, particularmente en C. gigas.
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8.2.3. Efecto de la exposicidn de juveniles de C. gigas a extractos orgénicos de

tres especies del genero Prorocentrum

Troponina C

La troponina, un sensor de deteccién molecular de Ca®* que regula la contraccion
muscular, es un complejo de proteinas compuesto de tres subunidades: troponina C (TnC;
subunidad de receptor de calcio), troponina T (TnT; subunidad tropomiosina de anclaje) y
la troponina | (Tnl; subunidad actomiosina inhibidor ATPasa), que trabajan en conjunto
para regular la actividad de la actina-miosina (Farah y Reinach, 1995; Perry, 1999, 2003,
Hooper et al., 2008; Solaro, 2008; Li et al., 2011; Umasuthan et al., 2012, Zhang et al.,
2012) y normalmente se encuentran en los filamentos delgados compuestos por monémeros

tropomiosina y actina (Li et al., 2011).

La troponina C (TnC) es una de las subunidades que se expresa principalmente en el
tejido muscular y juega un papel importante en la regulacién de la contraccién (Umasuthan
et al., 2012). Durante la contraccién muscular, la unién de Ca** al dominio N-terminal de
TnC (NTNC) inicia un cambio conformacional que expone su cavidad central hidrofobica,
cambiando las interacciones de union de la subunidad inhibidora Tnl a partir de los
monomeros de actina para el ndcleo hidrofébico TnC. Posteriormente desencadena un
cambio completo en el complejo de troponina, generando el ciclo de puente cruzado que
resulta en la contraccién del musculo (Li et al., 2011). Diversas isoformas de TnC han sido
identificadas en tejidos especificos, los vertebrados poseen dos isoformas de TnC, llamadas
troponina C1 (TNNC1) y troponina C2 (TNNC2), que se expresan en musculo esquelético/
cardiaco lento y rapido (respectivamente), mientras que en los invertebrados se han descrito
maultiples isoformas de TnC (Yuasa y Takagi, 2000; Chao et al., 2010; Umasuthan et al.,
2012). En ambos tipos de organismos, la unién de Ca®* a la TnC provoca cambios
conformacionales del complejo heterotrimérico e inicia una cascada que conduce a la
contraccion muscular. Por lo tanto, TnC es un componente vital del proceso de contraccion
muscular inducida por los cambios en la concentracién de Ca* intracelular (Umasuthan et

al., 2012).
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A pesar de la informacion que existe actualmente sobre la TnC en vertebrados, en los
moluscos bivalvos solo se han caracterizado las TnCs en vieiras (Nishita et al., 1994;
Yuasa y Takagi, 2000) y almejas (Umasuthan et al., 2012). En estos organismos la TnC es
la unidad de deteccién de Ca®* (jugando un papel clave en la contraccién muscular), por lo
que la sobre-expresion de esta proteina (Tabla VII) podria estar relacionada con la
contraccion del muasculo abductor, necesario para mantener cerradas las valvas, asi como
también en la contraccion del manto observado en C. gigas durante el bieensayo. Sin
embargo, en estudios llevados a cabo en Chlamys farreri por Chen et al. (2011) se observo
sobre-expresion de tropomiosina y TnC como respuesta a la necrosis viral por infeccion
aguda de virus (AnnV), lo que indica la posible activacion de hemocitos en respuesta a esta
infeccion, no descartandose la posibilidad de que algo similar pueda estar ocurriendo en C.

gigas como respuesta a dafios tisulares.
Proteina 1 de C. gigas relacionada con la ependimina de mamiferos

Las ependiminas (EPD) son glicoproteinas secretadas que forman el componente
principal del liquido cefalorraquideo en los peces teledsteos (Apostolopoulos et al., 2001;
Suérez-Castillo y Garcia-Arraras, 2007). Fueron originalmente descritas en la zona
ependimal del cerebro de peces “goldfish”, siendo el componente principal del liquido
cefalorraquideo (LCR) en diversos drdenes de peces teledsteos (Hoffmann y Schwarz,
1996). El gen que codifica esta proteina ha sido reportado en humanos, invertebrados
deuterostomados como pepinos de mar, asi como en protostomados (Suarez-Castillo et al.,
2004; Suérez-Castillo y Garcia-Arraras, 2007), encontrandose poca similitud entre las
secuencias de aminoacidos de estas proteinas, conservado estrictamente cuatro residuos de
cisteina, un residuo de triptéfano y posiciones de algunos otros aminoacidos. Ademas,
todas las proteinas relacionadas con ependimina contienen al menos un sitio de N-
glicosilacion (Ganss y Hoffmann, 2009). Se han identificado diversas variantes de
ependimina y sus funciones aun se estan dilucidado, una importante es la union del calcio a
través de residuos de &cido sialico N-ligados (Ganss y Hoffmann, 1993; Hoffman, 1994),
asi como su participacion en la regeneracion a través de su forma unida asociada con
fibrillas de colageno de la matriz extracelular (Ganss y Hoffmann, 2009).
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Las EPD han sido estudiadas mediante multiples ESTs de metazoos y bases de datos
del genoma, para analisis filogenéticos y la evaluacion de la presion de la seleccion natural,
encontrandose que cuatro de las nuevas secuencias EPD corresponden a C. gigas, C.
virginica, Aplysia californica y Biomphalaria glabrata, este descubrimiento es muy
importante ya que se creia que las EPD solo eran especificas de cordados (Suérez-Castillo y
Garcia-Arrarés, 2007). La secuencia EPD de C. gigas ha sido estudiada por Boutet et al.
(2004) y demostraron después de una semana de exposicion a hidrocarburos, que en la
glandula digestiva esta regulada y dado que la glandula digestiva (al igual que el higado)
desempefia funciones importantes en el metabolismo y desintoxicacion, se sugiere que la
sobre-expresion de esta proteina en C. gigas (Tabla VII) podria estar desencadenando rutas

metabolicas que impliquen mecanismos de desintoxicacion.
Proteina citoplasmatica de filamentos intermedios no neuronales

Los filamentos intermedios (FI) son componentes primordiales del citoesqueleto y la
membrana nuclear que forman estructuras filamentosas de 8 a 14 nm de ancho, que se
extienden desde la membrana celular hasta el nucleo y, por anclaje en las uniones
intercelulares, contribuyen a coordinar a las células individuales dentro de los tejidos
(Mencarelli et al., 2011). Su nombre se deriva de su didmetro (10 nm), que originalmente
fue utilizado para destacar su caracter intermedio entre los filamentos delgados de actina y
los filamentos gruesos de miosina, més tarde se centrd en las diferencias de anchura entre
los filamentos de actina (6 nm), los Fl, y los microtdbulos (23 nm), que en conjunto
constituyen el citoesqueleto eucariota superior (Fuchs, 1994)

Estas proteinas son miembros de una familia multigen muy grande, que se ha
subdividido en cinco subgrupos principales, cuatro de los cuales se pueden clasificar en
filamentos intermedios citoplasmaticos (que son mucho mas variados y forman redes de
células especificas en tejidos animales), mientras que el quinto representa las laminas
nucleares, que son universales en metazoos (Di Bella et al., 2009; Herrmann y Strelkov,
2011; Mencarelli et al., 2011). Todas las proteinas IF son estructuralmente similares,

consisten de un conjunto central o dominio a-helice dispuesto en espiral formando una
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bobina, denominada dominio de varilla, con al menos dos interrupciones cortas; un
dominio N-terminal no helicoidal (cabeza) y un dominio C-terminal (la cola), que es
también no helicoidal, ambos con una variacion de longitud extrema entre las diferentes
proteinas IF. EI dominio C-terminal se caracteriza por la laminas, y el dominio de varilla se
divide en subdominios (bobinas 1a, 1b, 2a y 2b) por enlaces cortos no helicoidales (L1,
L12, L2). La longitud de la varilla (y de sus diferentes subdominios) se define y se
conserva a traves de las especies (Dhe-Paganon et al., 2002; Herrmann y Strelkov, 2011).
Estan reguladas a través de mdaltiples interacciones con IF-proteinas asociadas (IFAPS), que
incluyen moléculas de sefializacion, como proteinas 14-3-3, relacionadas con apoptosis,
quinasas y fosfatasas (Green et al., 2005), y por modificaciones postraduccionales (PTM)
(Toivola et al., 2010).

Las proteinas FI comparten varias caracteristicas con las proteinas de choque térmico
(HSP), incluyendo la abundancia, la sobre-expresién o incremento significativo en
respuesta a una variedad de tipos de estrés, funciones citoprotectoras que incluyen
inhibicion de la apoptosis, homeostasis en organelos y fenocopia de varias enfermedades
después de las mutaciones de la proteina FI o HSP. Aunado a esto, se ha observado que los
niveles de expresion incrementan de 3-4 veces en respuesta al estrés, de forma muy similar
a HSP, aunque se desconoce si la sobre-expresion per se protege del estrés al igual que
HSP y/o promueve una respuesta regenerativa (Toivola et al., 2010). Dado lo anterior, la
sobre-expresion observada de esta proteina (Tabla VI1) en juveniles de C. gigas expuestos a
extractos acuosos de dinoflagelados sugiere que deben ser consideradas como proteinas de
estrés altamente especializadas que promueven en C. gigas la organizacion del

citoesqueleto celular y la homeostasis.
Isoforma 2 de proteina-quinasa dependiente de Ca®*

En plantas superiores, asi como en animales y microorganismos, el calcio juega un
papel fundamental como un segundo mensajero mediante la regulacién de muchos aspectos
de la sefializacion celular (Bush, 1995). Es liberado de los compartimentos intracelulares y

las proteinas reguladoras de calcio tales como la calmodulina (CaM) y quinasas
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dependientes de calcio (CDPKs) (Nagamune et al., 2008). Las CDPKSs son quinasas unicas,
reguladoras de calcio que se encuentran en plantas terrestres, algas verdes y determinados
protistas (ciliados y apicomplexans) (Hrabak et al., 2008). Surgen por la fusion de genes de
una serin/treonin quinasa situada “rio arriba” con un dominio de uniéon mano EF Ca* “rio
abajo”, que se origino a partir de un gen de calmodulina (Batisti¢ y Kudla, 2012). Presentan
tres dominios: uno N-terminal variable, uno catalitico y uno semejante a calmodulina con

una region de autoinhibicion (Harper et al., 1991; Prakash y Jayabaskaran, 2007).

En las plantas, la sefializacion de calcio es esencial como segundo mensajero para
controlar muchos mecanismos especificos implicados en la transduccién de sefiales de Ca**
y en aspectos clave del crecimiento, desarrollo, estrés y como principal mediador en la
respuesta inmune (Oh et al., 2012; Liese y Romeis, 2012; Boudsocq y Sheen, 2013). Los
mecanismos que implican la regulacion de la fosforilacion de proteinas por Ca?*, a través
de CDPKSs, se activan por concentraciones micromolares o submicromolar de Ca?* libre y

no requieren calmodulina exdgena (Oh et al., 2012) .

Las proteinas CDPKs han sido observadas en diversas localizaciones celulares como el
citosol, nucleo, membrana plasmaética, el reticulo endoplasmico (ER), tonoplastos, las
mitocondrias, los cloroplastos, los cuerpos oleosos y peroxisomas, lo que indica que en la
célula tienen acceso a una gran cantidad de sustratos potenciales a través (Boudsocq y
Sheen, 2013), y su expresion diferencial ha sido observada en respuesta a diversos
estimulos, incluyendo el &cido abscisico (ABA), frio, sequia, salinidad, el calor, los
inductores y los patdgenos, por lo que se le ha relacionando con la presencia de respuestas
al estrés (Romeis et al., 2001; Wan et al., 2007; Boudsocq y Sheen, 2013).

Sin embargo, dada su alta afinidad al ion calcio y sus funciones como regulador en la
transduccion de sefiales de calcio, esta proteina (Tabla VI1I) también podria estar implicada
en el proceso de fijacion de calcio para la formacion de concha, debido a que la
composicion de las conchas en moluscos es del 95% a 99% de cristal de carbonato de
calcio y menos del 5% de matriz organica, que a pesar de constituir una fraccion muy

pequefia, se cree que es de suma importancia para la construccion del biocompuesto y sus
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propiedades finales, ya que controla la nucleacion, el crecimiento y la forma del cristal, asi
como la eleccién de carbonato de calcio polimorfo (Addadi et al., 2006; Mann et al., 2012).

Helicasa del ARN-spliceosoma

La proteina ARN-helicasa del spliceosoma (también conocida como BAT1 o UAP56)
es una proteina caja DExD/H, helicasa de ARN dependiente de ATP que tiene actividad
ATPasa (el uso de la energia derivada de la hidrdlisis de ATP se emplea para desenrollar la
doble hebra de RNA) (Sahni et al., 2010). Esta proteina esta presentes en todas las células
eucariotas, bacterias y Archaea (Linder y Jankowsky, 2011), y se encuentra
filogenéticamente agrupada con el factor de iniciacion eucaridtico elF4A, que es esencial
en el corte y empalme del ARN necesario para el montaje del spliceosoma y la posterior
exportacion del ARNm desde el nicleo hasta el citoplasma; sin embargo, su papel en la
sintesis de proteinas ain no es bien conocido (Kota et al., 2008; Sahni et al., 2010; Tuteja,
2011). Se ha demostrado que esta proteina regula la sintesis de proteica y el crecimiento en
los cardiomiocitos, al encontrar que UAP56 salvaje (WT UAP56) aumenta la sintesis de
proteina inducida por suero en células HelLa, en comparacion con mutantes de UAP56 que
carecen de ATPasa, en donde la actividad helicasa inhibi6 la sintesis de proteina, lo que
sugiere que la actividad ATPasa y ARN helicasa de UAP56 es importante para la sintesis
de proteinas. Asi también Schmid y Linder (1991) con mutaciones en los motivos |y Il de
elF4A en Saccharomyces cerevisiae demostraron un bloqueo de la traduccion y el

crecimiento celular.

Los genomas eucariotas presentan una gran cantidad de secuencias no codificantes
comunmente conocidas como intrones, que interrumpen periddicamente genes funcionales
y por lo tanto eliminados antes de la utilizacion de la informacion genética de la célula.
Después del empalme, el ARN maduro es exportado desde el nicleo hasta el citoplasma y
cualquier error en el proceso de reconocimiento, la eliminacién de los intrones o en el
empalme, daria lugar a cambios en el mensaje genético y lo que tiene consecuencias
potencialmente catastroficas (Wu y Singh, 2012). Esto hace suponer que al observar una

sobre-expresion de esta proteina en los organismos expuestos a extractos organicos, se
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genera un proceso acelerado de sintesis de proteinas que explicaria el incremento en la
expresion observado en los organismos expuesto a células completas, en el que se prueba el
efecto de la exposicion de C. gigas a cada una de las especies de Prorocentrum simulando

condiciones ambientales.

8.3. Electroforesis bidimensional

El uso de organismos vivos como bioindicadores, para evaluar los ambientes acuaticos,
se ha convertido en un componente cada vez mas importante de la investigacion en
ecotoxicologia (Monsinjon y Knigge, 2007; Muralidharan et al., 2012), principalmente en
ambientes marinos afectados por contaminantes de origen antropogénico, en los que se
encuentran en forma de compuestos quimicos, metales pesados, efluentes industriales y
aguas residuales (Devier et al., 2005) y otros de origen natural como las toxinas producidas
por diversos organismos marinos como las microalgas. En numerosos estudios han
demostrado que los moluscos bivalvos, en particular ostras y mejillones, pueden ser
utilizados con éxito para estudios ecotoxicoldgicos, debido a que en el medio marino son
una parte esencial de la cadena alimenticia y tienen una alta capacidad de bioacumulacion,
que los hace Utiles bioindicadores en este tipo de ecosistemas (Phillips, 1976; Hietanen et
al., 1988; Carvalho et al., 2000; Fang et al., 2003; Muralidharan et al., 2012; Rodrigues et
al., 2012).

Las respuestas naturales a estos procesos son conocidos por cambiar el mapa
protedbmico de un organismo, en donde analisis comparativos de las "6micas" como lo son
la ProteGmica, Metabolémica, Metagendmica, etc., puede llevarse a cabo, ya que estos
andlisis son Utiles para establecer diferencias cualitativas y cuantitativas entre los
organismos (Hogstrand et al., 2002, 2012; Rodrigues et al., 2012). El presente trabajo se
realizd como un estudio cualitativo de los cambios en la expresidn de proteinas, inducidos
por la exposicion a células de tres especies de dinoflagelados en concentraciones a las
cuales comunmente pueden estar expuestos de manera natural, asi como también a cada
uno de sus extractos organicos y acuosos. El propdsito de este trabajo fue generar
informacién para tratar de entender y explicar los efectos que el contacto de ostiones

juveniles con especies FANS o con extractos acuosos y organicos obtenidos a partir de
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ellospueden ocasionar a nivel del proteoma, y analizar sus implicaciones en las rutas
metabolicas. Lo anterior, por que se han observado grandes mortalidades de ostiones en
ciertas temporadas y bajo determinadas circunstancias, asociadas a diversos factores (entre
ellos la presencia de FAN), sin que exista el suficiente conocimiento sobre los procesos que
suceden a nivel celular. Para esto se eligié como estrategia metodoldgica la proteémica, en
cuyo nacimiento y evoluciéon la electroforesis bidimensional en gel ha sido fundamental,
aungue ya no es una herramienta de separacion exclusiva de esta area (Rabilloud et al.,
2010).

La electroforesis en gel de poliacrilamida ha sido extremadamente Util como
herramienta analitica, para la separacion y cuantificacion de especies de proteinas a partir
de mezclas complejas (Farrell, 1975). La electroforesis bi-dimensional (2-DE) tiene un
amplio poder de resolucion que le confiere la capacidad de separar miles de puntos de
proteinas (Liao y Huang, 2011; Zapata y Wick, 2012), sin embargo, existen diversas
limitaciones asociadas con la dindmica de resolucion de geles 2-DE, dentro de los que se
puede mencionar: a) los geles bidimensionales generalmente son capaces de resolver sélo
proteinas/péptidos dentro de un intervalo de peso molecular de ~ 20 a 100 kDa y puntos
isoeléctricos (pl) de pH 3 a 10. b) en estudios protedmicos no es factible la separacion de
proteinas relevantes de las irrelevantes. Es decir, puntos que potencialmente contienen mas
de un tipo de proteina/péptido, en los que es probable que s6lo una o dos de estas
proteinas/péptidos son esenciales en la diferencia biolégica observada, mientras que las
demas son proteinas/péptidos que co-migraron debido a un poder limitado de resolucion
(Zapata y Wick, 2012). Lo anterior explica los resultados obtenidos en la secuenciacion de
los puntos 11, 14 y 31 en los organismos expuestos a células completas (Tabla V), y los 27
y 58 en los extractos acuosos (Tabla V1) y organicos (Tabla VII) respectivamente. En estas
muestras se obtuvieron secuencias de péptidos que corresponden a mas de una proteina, lo
cual de acuerdo con Tomanek (2011), estos patrones de co-expresion son indicativos de
asociacion a través de una via celular comun, por ejemplo la glucélisis, o de la interaccion
directa a través de interacciones proteina-proteina. Tales patrones son un paso hacia una

comprension mas completa de la dinamica de los sistemas de células en respuesta a las
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perturbaciones por el medio ambiente (Souchelnytskyi, 2005), sin embargo, visto desde
otro punto de vista la co-migracién de proteinas puede confundir la deteccion de proteinas
importantes causales y la interpretacion de los resultados, tanto para la comparacion
cuantitativa de la expresion de proteinas como para el alineamiento en las bases de datos
(Gygi et al., 2000); la interpretacion podria resultar dificil debido a la incertidumbre
resultante de la presencia de una mezcla de proteinas que pueden participar en el
mecanismo bioldgico estudiado y proteinas irrelevantes que solamente estén formando

parte del fondo (background).

En el caso del punto 10 (Fig. 20), que se expresé de manera constante en cada uno de
los experimentos y controles, no se logré asignar identidad mediante el analisis de
alineamiento por lo que se dejo en estatus de proteina putativa. Segun Zapata y Wick
(2012), estos casos particulares pueden deberse a que en este tipo de analisis es muy comUn
percibir que en un gel 2-DE cada punto corresponde a una proteina individual y, por lo
tanto, se infiere que el nimero de puntos identificados corresponde al mismo namero de
proteinas que pueden ser identificadas después del analisis de espectrometria de masas. Sin
embargo, no siempre sucede asi ya que frecuentemente en estudios 2-DE se reportan
resultados de secuenciacion incompletos, debido a que las proteinas que componen las
manchas no son identificables; este tipo de problemas técnicos se presentan en la mayoria

si no en todos las procesos proteémicos en cierta medida.

En el presente trabajo el bajo nimero de puntos de proteina encontrados en los geles de
cada uno de los experimentos puede estar relacionarse a la co-migracién, en los términos
que fue explicada anteriormente, asi como también (en cierto grado) por el tamafio de geles
empleados (7 cm). Otro factor que puede contribuir fuertemente a este comportamiento es
la optimizacion del procedimiento de separacion, que es indispensable para mejorar la
sensibilidad y la obtencion de resultados reproducibles, dadas las propiedades de las
variables y a los componentes de las muestras de proteinas extraidas de diferentes tejidos o
células (Kahn, 1995; Liao y Huang, 2011). En esta investigacion se tuvieron diversos
problemas para estandarizar la técnica con las muestras analizadas, por el tamafio de los
organismos y su origen. De acuerdo con Jurgen et al. (2011) las muestras de origen marino
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son conocidas por tener concentraciones extremadamente altas de sales (Fig. 10) y lipidos
que interfieren con los protocolos 2-DE por lo que es necesario eliminarlas. Asi también,
dentro de la optimizacion de la técnica, encontramos que la solubilidad de la proteina es un
factor critico para el éxito de la 2-DE, siendo el cuello de botella méas frecuente para la
separacion eficiente de proteinas, que por lo general no se alcanza en la solubilizacién
inicial, sino en mantener la solubilidad a lo largo de la etapa de isoelectroenfoque (IEF)
(Rabilloud, 2009). Un buen resultado requiere que las proteinas estén bien solubilizadas
antes y durante el procedimiento de separacién, sin embargo, la heterogeneidad de la
muestra puede conducir a las diferentes solubilidades de proteinas y la presencia de
proteinas muy abundantes lo que complica la extraccion, solubilizacion y el analisis de las

especies menos abundantes (Leimgruber, 2005).

Es muy dificil predecir el tamafio del proteoma de la especie en estudio aunque el
genoma de la especie sea conocido (Zhang et al., 2012), debido al splicing alternativo y al
alto nivel de polimorfismo presente en los ostiones y muchos invertebrados marinos
(Hedgecock et al., 2005; Small et al., 2007). En este trabajo se logré identificar un
promedio de 511 puntos de proteinas (por los tres tratamientos), que comparado con
estudios realizados en el proteoma de algunos moluscos bivalvos como M. edulis, M.
galloprovincialis (Lépez et al., 2002) y Chamaelea gallina (Rodriguez-Ortega et al., 2003)
en donde se obtuvieron 1287 y 1000 puntos de proteinas respectivamente, estariamos
analizando alrededor del 39-50% del proteoma de C. gigas. Cabe destacar que en esos
estudios los organismos empleados eran adultos, en cambio en otro estudio llevado a cabo
en larvas de M. galloprovincialis se identificaron un promedio de 350 puntos de proteinas
(Lépez et al., 2005), con lo que estimamos que el proteoma analizado de C. gigas
representa una buena proporcion del proteoma completo, tomando en cuenta que los
organismos eran juveniles de 5-7 mm y que se emplearon con concha, debido a las

complicaciones de su diseccion en aras de mantener la integridad de las muestras.

Como se pudo observar los sistemas 2-DE no estdn exentos de diversos problemas,
teniendo como principales inconvenientes su baja eficiencia en el analisis de proteinas
hidrofobicas y en cambio como ventajas principales se pueden mencionar su robustez, su
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alta sensibilidad y su capacidad Unica para analizar proteinas completas en alta resolucion

mediante espectrometria de masas (MS), que ha permitido la deteccion de proteinas con

mucha mayor velocidad y sensibilidad de lo anteriormente posible (Rabilloud et al., 2010).

Sin embargo, ningln método puede resolver todas las proteinas en un proteoma, debido a

su gran numero e intervalo de concentracion dinamica (Issaq y Veenstra, 2008).

9. Conclusiones

Las especies de dinoflagelados P. lima, P. minimum y P. rhathymum producen

compuestos capaces de provocar mortalidades en juveniles de C. gigas.

La exposicion de C. gigas a varias concentracion células completas de tres especies
de Prorocentrum (celular) y a dos tipos de extractos de las mismas (EA y EO) no
influye de manera estadisticamente significativa en la mortalidad, siendo el tiempo

de exposicion el tnico factor el que influye en la mortalidad.

En general, el efecto ocasionado en la expresion de proteinas de juveniles de C.
gigas por la exposicion a células completas y extractos acuosos de P. lima y P.
minimum es la sobre-expresion, mientras que P. rhathymum provoca una regulacion

negativa (subexpresion).

Los extractos organicos de P. lima y P. rhathymum ocasionan una sobre-expresion
de las proteinas en juveniles de C. gigas, y el extracto de P. minimum provoca una

regulacién negativa.
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e Las funciones biologicas de las proteinas que son afectadas en C. gigas por la
exposicion a células completas y extractos de P. lima, P. minimum y P. rhathymum
son:

CC
Propiedades de la concha
Sistema inmune
Estrés oxidativo
Actividad del citoesqueleto
EA
Estrés oxidativo
Actividad del citoesqueleto
Sistema inmune
EO
Propiedades de la concha
Actividad del citoesqueleto
Respuesta a estrés

Sintesis de proteinas

e La exposicion de C. gigas a cada una de las especies de Prorocentrum, simulando
condiciones ambientales, ocasiond: sobre-expresion de proteinas con las células
mayor (P. lima) y menor toxicidad (P. rhathymum) y una sub-expresion con P.
minimum (toxicidad no comprobada), afectando significativamente diversas

funciones bioldgicas de las proteinas.

e La exposicidon de juveniles de C. gigas al extracto acuoso (moléculas pequerias,
altamente solubles en agua) demostré tener un bajo efecto en las funciones
bioldgicas de las proteinas analizadas.

e EI extracto organico formado principalmente por toxinas diarreicas (acido
okadaico), demostré tener un fuerte efecto en las funciones bioldgicas al promover

la sobre-expresion de proteinas con la especie de mayor toxicidad (P. lima), y
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provocando un efecto represor (sub-expresion) con la especie de menor toxicidad

(P. rhathymum).

Se comprob6 que la exposicion de C. gigas a microalgas del género Prorocentrum
causa alteraciones fisiologicas e histologicas (signos) que tienen su origen en la
alteracion del metabolismo normal de las ostras al modificar los patrones de
expresion de proteinas involucradas en procesos vitales como: la respuesta a estres
y procesos de desintoxicacion celular, la respuesta inmune, funciones de

contractilidad y motilidad, y sintesis de proteinas, entre otros.

Aunque ningin método puede resolver todas las proteinas en un proteoma debido a
su gran namero e intervalo de concentracion dinamica, en este estudio la aplicacion
de la técnica de electroforesis 2D generé informacién relevante que permitié
identificar de manera clara algunos procesos celulares vitales que se ven afectados
por la exposicion de ostiones juveniles (edad de mayor susceptibilidad en el medio
natural) a microalgas y algunas de sus fracciones.

La informacion generada en este estudio permite el planteamiento de nuevos
bioensayos y la generacion de nuevas herramientas analiticas, mas especificas, que
permitan el seguimiento, caracterizacién y dilucidacion de algunos de los
principales efectos de los fendmenos de marea roja en moluscos bivalvos en edades

tempranas.
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11. Anexos

ANEXO |

Base de datos obtenidos a partir del analisis de las imagenes 2D con la ayuda del programa

Melanie 7.0® de los organismos expuestos a:

a) células completas

Match ID Fold Control P. lima minli:)rﬁum rhathlf/.mum Anova AL\I(())B/SA
1 1.36258 1.13778 1.16585  1.12001 0.855617 0.621666 1
0 1.83431 1.44504 2.20506  2.63697 2.650640 0.582381 0
2 4.38179 0.338525 1.48334 0 0.981882 0.105491 0
3 1.50854 0.746388 0.801123 0.907779 1.12595 0.900612 0
4 1.04709 0.762117 0.760207 0.767329 0.754667 0.999496 0
5 412938 1.21161 3.96604 5.0032 2.73939 0.0462377 1
6 1.39719 1.81783 1.862 2.53984 2.00462 0.756922 0
7 1.49778 0.835321 0.855101 1.25112 0.844919 0.661641 0
8 2.11892 0.716447 1.26202  1.51809 1.34504 0.222337 1
9 1.51265 0.844987 0 0 1.27817 0.131718 0
10 1.86323 5.63949 8.36539  6.83587 10.5077 0.156674 0
11 3.7523  1.14891 0.808452 0.313895 1.17783 0.0908327 1
12 1.3397 347812 259619  2.94301 2.61456 0.897843 0
13 1.41932 1.11709 1.12964 0 1.58551 0.0457821 1
14 1.14914  1.43285 0 0 1.24689 1.52E-04 1
15 1.29618 4.72294 554123  5.07369 6.12177 0.941127 1
16 2.761 1.7326 4.3115 478371 4.04918 0.0942544 1
17 1.40729 155851 1.54687  1.37846 1.93989 0.59272 0
18 2.17111 0.853643 0 1.85335 0.986458 0.0792186 0
19 2.25758 1.56079  1.88106 3.5236 2.14846 0.321412 0
20 3.13898 0.747801 0.710727 1.85682 2.23096 0.246987 0
21 2.76809 0.95388 1.24557  2.64043 1.63804 0.034104 1
22 1.48993 1.16635 1.15753  1.72463 1.6395 0.324025 0
23 1.60392 2.15989 2.14607  2.36333 3.44212 0.501659 0
24 2.31735  1.5303 0 3.54624 0 0.0789584 0
25 419611  3.3539 5.32288  1.41274 5.92799 0.0832109 1
26 2.80401 0.677682 0 1.90023 0 0.0541504 0
27 2.73973  0.28408 0 0.778303 0 0.53494 0
28 1.25802 0.986119 1.09445  1.24056 0 0.112937 0
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46

47
48
49

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

3.79905
1.82225
6.4298
2.55441
1.58799
2.92017
1.63089
2.79653
1.6918
1.77325
2.35097

1.93791
1.65008
2.1339
1.07342
0.660941
0.200492
5.52903
1.28414
2.61721
2.02694
3.21268
0

o O O o o

0
171848
1.44471
1.49246

0.433965
1.33125
0.660751
0.756859
0.810781
0.27642
0.712441
0.350371
0.481439
0.375059
0.820809
1.5266
0.517194
1.22235

7.3622
2.26356
0.331877
0.420221
0.416213
0.585472
9.01724
2.12426
2.43716
3.59427
5.23312
0
0
0
0
1.42438
1.23796
0.882388

7.05333
2.23898
0
0
0
0
7.55509
1.2737
4.12319
2.54679
2.22594
0
0
0
1.90646

6.71507
3.00687
0
0
0
0
6.82576
0.759604
3.37355
2.79115
2.80151
1.28331
1.40896
0.562135
0

O O O O O O O OO O O o oo o o o oo o

0.220575
0.154763
0.020936
0.0633704
0.324814
0.529932
0.416041
0.731479
0.580571
0.842742
0.307784
3.81E-05
1.82E-04
0.0592923
0.0123566
0.0017732
1.82E-04

2.24E-04

0.0098759
1

5.06E-04

0.0058126
1

0.0563145
0.126433
0.0607835
0.0532638
0.163548
0.0518954
0.0901244
0.0623705
0.060591
0.0638952
0.0635136
0.142016
0.0521015
8.41E-04
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b) Extractos acuosos

Match ID Fold Control P. lima P. P. Anova ANOVA
minimum  rhathymum <0.05
0 2.08552 0.73975 0.726458  0.35470 0.547804 0.866192 0
1 2.82771 122268 0.789329  2.23199 1.6429 0.210096 0
2 417187 0.30625 0.746183  1.27767 0.990205 0.601395 0
3 1.44359 2.00592  1.84701 2.66633 1.89199 0.873164 0
4 443281 0.79116  1.24671 0.33450 1.48278 0.109942 0
5 498945 0.51661 0.309116  1.54232 0.707833 0.341849 0
6 2.02344  0.79297  1.34993 0.66714 1.20506 0.285446 0
7 3.28698 0.34566 0.374338  1.13618 0.673065 0.374942 0
8 1.61596 0.81512 0.725745 0.57514 0.50442 0.935061 0
9 1.29498 5.26887  4.90792 5.33814 4.12218 0.894079 0
10 1.02267 0.74159 0.744783  0.74087 0.751438 0.999929 0
11 2.31362 1.65072 2.26412 3.02404 1.30706 0.449015 0
12 3.07783 0.37142 0 1.14317 0.718967 0.0534553 0
13 1.41005 0.62813 0.728079  0.62462 0.880757 0.974452 0
14 1.3146  4.04114  3.22641 3.07405 3.20397 0.939915 0
15 1.30286 0.89992 0.940547  0.93678 0.721908 0.786354 0
16 1.23934 0.22532 0 0 0.279251 0.59166 0
17 411787 0.40327 1.02624 1.66065 0.636599 0.376748 0
18 1.7036  0.76598  1.30494 0.81884 1.10028 0.154242 0
19 1.33984 7.49938  8.52288 6.36112 8.12583 0.749947 0
20 1.95885 1.40655  1.10145 1.46048 0.74558 0.612061 0
21 4.06746  1.71933 0 0 0.422703 0.0046780 1
2
22 2.95746 0.57030 0.825397  0.47600 1.40775 0.698437 0
23 5.05984 0.53588  0.35383 1.53603 0.303572 0.267431 0
24 1.84882 10.18130 5.50691 6.62498 9.74092 0.304009 0
25 4.0175 0.84436 0.374724  1.32577 1.50545 0.552226 0
26 1.97272 1.52988 2.1634 3.01802 1.7447 0.722851 0
27 1.41745 5.82266  6.33791 5.57628 4.47133 0.041513 1
28 452024 2.32327  2.42846 0 0.537241 0.098497 0
29 2.01988 2.16724  1.75311 1.18979 2.40322 0.51817 0
30 1.15279 5.44830 6.04776 5.24621 5.35101 0.963814 0
31 3.52363 1.73162 1.4035 0.49143 0.975327 0.660339 0
32 1.57069 5.78344 5.6273 4.03975 6.3452 0.678941 0
33 2.00517 1.82789  3.11617 1.55407 2.06329 0.442884 0
34 2.41976 2.83949  2.27313 1.17346 2.68643 0.114786 0
35 1.18102 2.92483  2.81407 2.77966 3.28283 0.910516 0
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36 1.71536 1.32062  2.00739 1.72131 2.26533 0.749394 0
37 7.95535 0.51110  1.34377 2.23215 4.06605 0.14199 0
38 1.3931 1.71038  1.25968 0 1.22776 0.0369555 1
39 2.25989 2.11986  2.38798 1.19010 1.05668 0.276099 0
40 1.84844 0.96186  0.97331 0.76031 1.40539 0.504471 0
41 2.60671 133826 0.513388  0.64210 0.65598 0.0979232 0
42 1.75695 0.92058  1.22337 1.42876 1.61742 0.251857 0
43 15677  4.23913  2.70405 3.22795 3.18932 0.821177 0
44 2.46679 1.19378 0 0 0.483939 0.543432 0
45 3.38368 0.20432 0.292305  0.69135 0 0.164918 0
46 3.80607 0.17171 0.583851  0.15340 0 0.254763 0
47 1.16116 1.64604  1.91132 0 0 0.0356739 1
48 1.04105 0 0.664259  0.69153 0 0.409235 0
49 2.32458 0 0.324816  0.75505 0.743466 0.327862 0
50 2.01262 0 0.991675  1.99586 0 0.0031993 1
4
51 0 0 0 1.36619 0 0.13493 0
52 0 0 0 0.05629 0 0.441099 0
53 0 0 0 0.36634 0 0.148857 0
54 0 0 0 0.85206 0 0.0615038 0
55 0 0 0.313961 0 0 5.68E-05 1
56 0 0 0.518952 0 0 0.228762 0
57 0 1.54237 0 0 0 7.45E-06 1
c) Extractos orgénicos
Match ID Max Fold Control P. lima P. P. Anova ANOVA
minimum rhathymum <0.05
0 456955 2.74996 1.66168  3.45171  4.56955 2.93783 0.166382 0
1 1.42878 2.37732 0.601003 0.882462 1.42878 0.690032 0.146104 0
2 1.08016 2.44639 1.08016 0.441534 0.488384  0.902151 0.119023 0
3 417388  1.75447 2.379 3.14989  4.17388 2.87655 0.121811 0
4 1.22663 6.67807 0.18368 0.382224  1.22663 0.43288 0.243876 0
5 1.18516 4.84343 0.244695 1.10763  0.96587 1.18516 0.636851 0
6 1.14246 2.12383 0.638189 0.537924  1.14246 0.554486 0.510402 0
7 1.03869 2.52584 1.03869 0.411223 0.921438 1.02702 0.424199 0
8 2.46864 190554 2.20607  1.65323 1.2955 2.46864 0.349936 0
9 0.374353 1.09796 0.374353 0 0.340954  0.0487479 1
10 0.915576 1.18106 0.755576 0.748335 0.755213  0.767609 0.860172 0




11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

1.47694
0.420594
2.53293
0.88277
0.681342
0.972777
0.815574
7.95126
1.25551
1.74879
1.1838
1.33666
0.625958
4.38028
3.68404
0.899841
1.03028
2.2414
0.788742
1.00415
5.52764
1.38855
7.07528
0.891319
5.01357
1.19684
2.17788
2.50336
3.64442
1.85729
1.4742
3.79391
2.57617
1.4707
1.0024
1.62912
2.21932
0.825954
2.533
1.39956
0.793333

1.99345
1.01508
1.55848
1.57696
3.48788
1.8228
1.30752
4.62973
4.10401
1.43602
1.58596
3.25568
2.1253
4.8507
1.14344
1.05541
2.2378
2.50309
1.39259
2.55992
1.44148
2.1328
1.37927
5.59322
2.66951
2.47948
3.6316
2.00395
1.38823
3.03022
1.60781
2.05695
2.34607
1.06374
1.57253
1.37917
7.3667
1.44139
5.85538
1.25566
1.83706

1.19643
0.414345
1.84948
0.88277
0.195345
0.972777
0.623777
7.95126
0.305924
1.62377
0.978414
1.27954
0.423523
4.38028
3.68404
0.899841
1.03028
1.7267
0.788742
0.392259
3.8347
1.24807
5.12972
0.891319
5.01357
1.19684
1.50113
1.61232
3.64442
1.22199
1.4742
2.72983
2.57617
1.38258
0.637442
1.18123
0.473731
0.573027
0.432594
1.1146
0.793333

0.767461
0
1.7331
0.601134
0.655651
0.580672
0.682336
3.55572
0
1.74879
0.873307
1.29435
0.294526
0.903019
3.22188
0
0.462564
2.2414
0
0.756681
5.52764
1.38855
6.49323
0.2941
1.97217
0.521737
2.17788
2.15198
2.89937
0.612922
1.45583
1.84443
1.09808
0
1.0024
1.62912
0.301264
0.769713
1.06874
0
0

0.740896
0
1.62525
0.559793
0
0.533673
0.650338
1.71743
1.25551
1.2178
0.746427
0.410564
0.50993
1.9754
3.23693
0
0.460401
0.895453
0
0.773854
4.73894
0.651046
7.07528
0.159357
1.87809
0
1.32586
2.50336
2.62522
1.07874
0.916903
2.12796
2.23867
0
0.749673
1.38102
0
0.823561
2.533
1.39956
0.43185

1.47694
0.420594
2.53293
0.723381
0.681342
0.725369
0.816308
4.37074
0.699669
1.70441
1.1838
1.33666
0.625958
2.57635
3.44429
0.852598
0.980088
2.00479
0.566383
1.00415
3.92421
1.33463
5.77369
0.559876
3.40605
0.482698
0.599703
1.24921
3.6409
1.85729
1.44562
3.79391
1.13921
1.4707
0.988941
1.49894
2.21932
0.825954
1.08054
0
0

0.141273
0.151019
0.126566
0.0718353
0.265645
0.711086
0.0488296
0.119157
0.00985895
0.147741
0.521356
0.118213
0.710248
0.00755487
0.913281
0.207284
0.052472
0.291426
0.0143422
0.559479
0.077856
0.195465
0.198918
0.0173948
0.118861
0.0582499
0.354554
0.5888
0.0324224
0.0192307
0.688541
0.237869
0.162885
0.219551
0.81896
0.975871
0.132602
0.171985
0.0893859
0.0146151
0.242049




52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

1.88354
1.32975
1.06221
2.43583
0.759098
2.26415
0.814102
1.75065
0.729934
0.758453
1.59493
0.224374
0.534734
0.658613
0.451636
0.407408
0.520042
0.369291
0.815491
1.43464
0.30088
0.552864
0.455512
0.495461
0.496848
4.20699
0.644119
0.473174
0.397267
0.754321

1.23028
1.59585
2.03423
2.4695

1.90962
1.06393
1.31483
1.47544
1.21694
1.87332
2.52336
2.14414

0

O O O O O O O O O O o o o o o o o

1.88354
1.32975
0.921117
0.986362
0.673255
0
0
0
0
0.592979
0

O O O O O O O O o o o o o

0
4.20699
0.644119
0.473174
0.397267
0.754321

0
0.833259
0.716596

2.43583
0.517102
2.1281
0.597818
1.30399
0.599809
0.758453
0.632066
0.104645
0

o O O o o

0
1.43464
0.30088

0.552864

0.455512

0.495461

0.496848
0

o O O o

1.53099
1.04362
0.522166
1.76521
0.759098
2.26415
0.576809
1.75065
0.729934
0.525485
1.59493
0

o O O o o

0
0.815491
0

O O O O O O o o o o

0
1.10137
1.06221
1.44489

0.397513
2.25427
0.720806
1.18653
0.715784
0.404871
0
0.224374
0.534734
0.658613
0.451636
0.407408
0.520042
0.369291
0

O O O O O O o o o o o

0.0381469
0.439869
0.69859
0.495173
0.845258
0.334763
0.319999
0.371418
0.335272
0.676029
0.0558855
0.204638
0.0783484
0.200782
0.0562951
0.0539149
0.0519593
0.0585338
5.14E-04
0.155499
0.062644
0.0855548
0.161853
0.25395
0.294032
7.37E-05
0.083917
0.0561618
0.0702859
0.051991
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