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RESUMEN

La produccion del camardn blanco por acuicultura ha tenido gran importancia en los
ultimos afios tanto a nivel mundial como nacional. Este crecimiento se debe a la
intensificacion del esfuerzo de cultivo asi como de investigacion para la mejora del
mismo, sin embargo aln existen procesos de gran importancia que han sido poco
explorados, por ejemplo el de la diferenciacion sexual. Estudios recientes han mostrado
que dicho proceso no es regulado por factores ambientales y sugieren que éste consiste
en un sistema génico estable. En este sentido algunos estudios en peneidos han
reportado el mapeo de marcadores moleculares asociados a un grupo de ligamiento
especifico de hembra. Por otro lado, se ha observado que en los diversos sistemas de
determinacion sexual los genes que activan la ruta de diferenciacion sexual pueden ser
Sex-lethal (SxI) o complementary sex determiner (csd) entre otros; sin embargo, existe
una ruta en comun compuesta por los genes casccada abajo: transformer (tra) y su gen
blanco doublesex (dsx). El gen SxI ha sido ampliamente estudiado en la especie modelo
Drosophila melanogaster, donde la dosis cromosémica y proteinas regulatorias actdan
en conjunto para su activacion. Este funciona como controlador de la feminizacion
durante el desarrollo embrionario mediante mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales a través de expresion sexo-especifica de variantes resultantes de
splicing alternativo. Recientemente en librerias EST se han obtenido secuencias
parciales de SxI en Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei y transcritos completos
de Tra-2 en P. monodon, Fenneropenaeus chinensis, asi como variantes completas de
SxI en Macrobrachium nipponense, lo que indirectamente sugiere que la determinacion
sexual en estas especies puede estar influenciada por la ruta génica Sxl-tra-dsx. Por lo
tanto el objetivo principal de este trabajo fue generar conocimiento basico del proceso
genético de determinacion y diferenciacién sexual camar6n blanco L. vannamei,
mediante analisis de expresion espacio temporal del gen SxlI en el desarrollo
embrionario y desarrollo gametogénico de ambos sexos. Asi, mediante la técnica de
RACE se aislaron y caracterizaron transcritos de Sxl a partir de embriones, génada
femenina y masculina de adultos de L. vannamei, los cuales presentan alta similitud
nucleotidica 74% y proteica 88% con secuencias SxlI de otros invertebrados,
particularmente con M. nipponense y Daphnia pulex. El andlisis in silico de los
transcritos obtenidos mostraron secuencias conservadas en la region 5° y patrones de
splicing y variacion hacia la region 3", asi como diferentes sitios de poliadenilacion
(Poly A). La traduccion conceptual de los transcritos aislados, reveld que todos estos
presentan marco de lectura abierto en el mismo sitio (612) y que al igual que en
Drosophila, dan lugar a variantes sexo-especificas: hembra-especifico temprano
(embriones), hembra-especifico tardia (embriones y hembra), y macho-especifico tardio
(machos), las cuales contienen dominios de reconocimiento de ARN (RRM)
caracteristicos y conservados en variantes SxlI de otros artropodos. Adicionalmente,
pruebas realizadas por hibridacion in situ en gonada masculina y femenina de sub-
adultos y adultos, mostraron expresion genica en gametos de ambos sexos, asi como
durante el desarrollo embrionario de camaron blanco, tanto en el soma como en la linea
germinal, presentando mayor nivel de expresion en la linea germinal.



Los andlisis de ubicuidad mostraron expresion de Sxl en gonada, hepatopancreas y
glandula neuroendocrina. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren la posible
funcién de Sxl en la determinacion y diferenciacion sexual de la especie.

Palabras clave: L. vannamei, Sex-lethal (Sxl), splicing alternativo.
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ABSTRACT

The aquaculture production of white shrimp has been worldwide and nationally very
important in recent years. Its growth is due to the increased research effort and the
development of new techniques for achieving sustainable and effective shrimp culture
system, however there are still many processes that have not been wide explored, such
as the sex determination/differentiation. Recent studies have shown that this process is
not regulated by environmental factors and suggest that it consist on a gene-stable
system. In this sense, some studies have reported penaeid mapping of molecular
markers associated with a female specific linkage group. Furthermore, it has been
observed that in the various sex determination systems are different genes that activate
the differentiation pathway as Sex-lethal (SxI) or complementary sex determiner (csd) or
other genes, but paths of downstream genes are common and composed of transformer
(tra) gene and its target gene doublesex (dsx). SxI has been widely studied in the model
species Drosophila melanogaster where chromosomal dosage and regulatory proteins
act together to activate Sxl. This master gene switches on the feminization during
embryonic development through transcriptional and post-transcriptional mechanisms by
sex-specific expression of alternative splicing variants. Recently in EST libraries partial
sequences of SxI were obtained in Penaeus monodon and Litopenaeus vannamei and
complete transcripts of Tra-2 in P. monodon, Fenneropenaeus chinensis, as well as
complete SxI variants in Macrobrachium nipponense, this fact indirectly suggests that
sex differentiation in these species may be influenced by Sxl-tra-dsx gene pathway,
however it is unknown whether these variants are sex-specific. Therefore the main goal
of this work was to generate basic knowledge of sexual differentiation and
determination genetic process of white shrimp L. vannamei, by analyzing the
spatiotemporal expression of SxI during embryo and gametogenic development in both
sexes. Thus, the RACE methodology was used to isolated and characterize SxI
transcripts from L. vannamei embryos, male, and female adult gonads, which showed
high nucleotide 74% and protein 88% homology with SxI from other invertebrates,
particularly with M. nipponense and Daphnia pulex. In silico analysis showed
conserved sequences in the 5 ' ends and variation of splicing patterns in the 3' ends, with
different polyadenylation (Poly A) sites. The conceptual translation of the isolated
transcripts revealed open reading frame (ORF) at the same position (612) as observed in
Drosophila. The 3"end variation produces sex-specific variants with different stop
codon signals: early female-specific (embryo), late female-specific (embryo and female),
and late male-specific (male), which contain conserved RNA recognition motifs (RRM)
characteristic of Sx| sequences. In addition, in situ hybridization in male and female
gonad (sub-adult and adult), showed gene expression in gametes of both sexes, as well
as during embryo development of white shrimp in both the soma and germ line,
showing higher expression levels in the germline. The ubiquitous analysis showed SxI
expression in gonad, hepatopancreas, and neuroendocrine gland. The results obtained in
this study suggest the potential role of SxI in sex determination and differentiation of L.
vannamei.

Key words: L. vannamei, Sex-lethal (SxI), alternave splicing
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1. INTRODUCCION

Actualmente, la comunidad mundial se enfrenta a maltiples retos relacionados con la
alimentacion y nutricion de una poblacién creciente con recursos naturales finitos. En
este sentido, la produccion acuicola mundial alcanz6 un nivel maximo sin precedentes
en el 2010 con un valor estimado de 119 000 millones de dolares, por lo que la
acuicultura ha sido y seguira siendo uno de los sectores de produccion de alimentos de
origen animal de més rapido crecimiento (FAO, 2010). Particularmente, la produccién
de camaron a nivel mundial supera el millon de toneladas, las estadisticas de la FAO
(2010) indican que el total de la produccion de camardn blanco Litopenaeus vannamei
incrementd de aproximadamente 190, 000 tn. (2000) a 2, 300, 000 tn (2007). En
México el cultivo de L. vannamei también ha tenido un crecimiento importante en los
ultimos 10 afios, en donde de la produccion global de camarén blanco durante el 2010,
el 62.63% fue aportado por la acuicultura (CONAPESCA, 2010).

Dada la importancia del cultivo del camarén blanco en la produccién mundial y
nacional, es de gran interés desarrollar tecnologias para mejorar el cultivo. En este
sentido, actualmente existe un aumento importante en la investigacion de la especie
(alimentacién, sistemas de cultivo, enfermedades, etc.) que ha permitido mejorar los
procesos de cultivo, e incrementar la produccion. Sin embargo aun existen procesos que
han sido poco estudiados, entre los que se encuentran los procesos de determinacion y

diferenciacién sexual.

L. vannamei es una especie gonocorica que presenta marcado dimorfismo sexual, ya
que ademas de presentar estructuras sexuales externas diferentes, petasma en machos y
télico en hembras, las hembras tienen mayor tasa de crecimiento en peso y talla a partir
de los 10 g de peso, siendo significativo a los 17 g (Chow y Sandifer, 1991; Pérez-
Rostro et al., 1999). Dada esta mayor tasa de crecimiento en las hembras y la mejora
productiva esperada si el cultivo se basara en ‘solo hembras’, es necesario conocer los

procesos de determinacion y diferenciacion sexual en la especie.



Se sabe que en algunos crustaceos marinos la determinacion sexual est4 controlada por
factores ambientales como temperatura (copépodos), densidad y ayuno (cladéceros), o
fotoperiodo (anfipodos) (Legrand et al., 1987, Korpelainen, 1990). Sin embargo, en L.
vannamei no es influenciada por factores ambientales (Campos-Ramos et al., 2006) y

aparentemente consiste en un sistema genético estable de determinacion sexual.

Lo anterior, es apoyado por algunos estudios en peneidos que han reportado el mapeo
de marcadores moleculares asociados al sexo a un grupo de ligamiento especifico de la
hembra, sugiriendo que el sexo en Penaeus japonicus (Li et al., 2003) y L. vannamei
(Zhang et al., 2006) es determinado por un sistema de cromosomas WZ/ZZ en donde el
sexo femenino es heterogamético (ZW) mientras que el sexo masculino es
homogamético (ZZ) (Bull, 1983).

Estudios posteriores mediante mapas de ligamiento con base en AFLP’s indicaron que
P. monodon también presenta este sistema de determinacion sexual (Staelens et al.,
2008), y recientemente se logrd obtener un locus especifico de hembra (ausente en
macho), en el mismo grupo de ligamiento (LG 26) de P. monodon (You et al., 2010), lo
cual apoya la presencia del sistema ZW en esa especie.

Dado lo anterior cabe la posibilidad de que L. vannamei también presente un sistema de
determinacion sexual ZW/ZZ. Esto es de gran importancia ya que se conoce poco sobre

el sistema genico de diferenciacion sexual desencadenado por el sistema ZW/ZZ.

Asi, el conocimiento generado de los procesos de determinacion y diferenciacion sexual,
potencialmente permitira la aplicacion de tecnologias enfocadas al incremento

productivo a través de cultivos “monosexo” .



2. ANTECEDENTES

Sistemas cromosomicos de determinacién sexual

Los mecanismos de determinacion sexual pueden variar ampliamente entre especies
filogenética y estrechamente relacionadas. Por ejemplo de los invertebrados, los
insectos corresponden al grupo taxondmico mas estudiado en cuanto a sistemas de
determinacion y diferenciacion sexual, en los que se ha observado una diversidad
desconcertante de mecanismos (Gempe y Beye, 2011). Por ejemplo, en insectos los
sistemas de determinacion sexual descritos incluyen: (1) dosis de cromosomas X, donde
dos cromosomas X determinan feminizacion y un cromosoma X masculinizacion
(Erickson y Quintero, 2007); (2) presencia de cromosoma Y que determina para machos:
XX son hembras y XY son machos (Dubendorfer et al., 2002); (3) presencia de
cromosoma W que determina feminizacién: ZW son hembras y ZZ machos; (4) en
sistemas XY el nimero de cromosomas Y puede variar sustancialmente (Marin y Baker,
1998); (5) en otras especies las hembras son XX/XX y los machos son XX/Y (Sanchez,
2008); y (6) otras especies emplean determinadores de sexo sin diferencias visibles en
los cromosomas (Kraemer y Shmidt, 1993).

Sistemas génicos de diferenciacion sexual

Esta variedad de sistemas de determinacion sexual también ha dado lugar a una gran
variedad de sistemas génicos de diferenciacion sexual, asi por ejemplo, en Apis
mellifera el nivel de ploidia activa a genes como complementary sex determiner (csd),
feminizer (fem) y doublesex (dsx), mientras que en especies que presentan
determinacion sexual por la presencia o ausencia del cromosoma Y, se desconocen los
genes que inician la cascada de genes involucrados en la diferenciacion sexual, sin
embargo se tiene registro de genes cascada abajo como son transformer (tra) y dsx. Por
otro lado en sistemas de determinacion sexual por dosis cromosdmica X como
D. melanogaster, el gen que activa el proceso de diferenciacion sexual se conoce como

Sex-lethal (Sxl), el cual regula a su vez a los genes cascada abajo antes mencionados:



tra y dsx (Gempe y Beye, 2011) (Fig. 1). En el lepidoptero Bombyx mori (gusano de la
seda), que presenta sistema ZW, se ha descrito dsx y, se ha aislado y caracterizado SxI
(Niimi et al., 2006), sin embargo, se desconocen dos aspectos importantes: 1) si este es
el controlador de la cascada de genes y a su vez de dsx, y 2) se desconoce el sistema de

genes del proceso de diferenciacion sexual en este taxon.

En todos los casos anteriores se ha observado que la activacion de los genes cascada
arriba dan lugar a una variante del gen doublesex (dsx) sexo especifico de hembras,
mientras que cuando estos genes cascada arriba no son activados se trascribe

directamente la variante del gen dsx sexo especifico de machos (Fig. 1).

La actuacion conjunta de los genes involucrados en el proceso de diferenciacidn sexual

da lugar a la formacion de un individuo macho o hembra completamente funcionales.
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Figura 1. Determinacion sexual en especies de insectos modelo, con sus relaciones
filogenéticas representadas ~300 millones de afios de evolucién. Las especies
presentadas comparten una ruta en comun (en gris) compuesto por el gen
transformer (tra) y su gen objetivo cascada abajo doublesex (dsx). Tomado y
modificado de Gempe y Beye (2011).



Sex-lethal (SxI) en Drosophila melanogaster.

El gen Sex-lethal (SxI) ha sido extensamente estudiado en D. melanogaster. En esta
especie, las células diploides con un cromosoma X (XY) son machos y aquellas con dos
cromosomas X (XX) son hembras. Asi el nimero de cromosomas X Yy proteinas
regulatorias actan en conjunto para activar el gen Sex-letal (en adelante: Sxl), el cual
funciona como controlador de la feminizacion durante el desarrollo embrionario (Cline
1984).

La actividad de SxI es controlada por mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales que adaptan su funcién a escenarios especificos de desarrollo,
mediante expresion sexo-especifica de variantes resultantes de splicing alternativo
(Cline et al., 2010). Es decir, en animales XX, Sx| estd encendido y su expresion dirige
todos los aspectos del desarrollo femenino. Ademas, la expresion de Sxl previene la
activacion del sistema de compensacion de dosis especifica en hembras, por lo que en
animales XY, donde SxI permanece apagado se activa la compensacién de dosis dando

lugar a la masculinizacion (Salz y Erickson, 2010).

En Drosophila el gen Sxl codifica diferentes productos de transcripcién, que pueden ser
divididos en tres grupos: tardio especifico de hembras, tardio especifico de machos, y
temprano especifico de hembras (Fig. 2). Los RNA mensajeros tardios de macho y
hembra se expresan por el promotor de “mantenimiento” (SxIPm), a partir de células
blastodérmicas y hasta etapa adulta. Aunque ambos tienen la misma terminacion 5’
(exén L1), estos son resultado de splicing alternativo que producen diferentes
potenciales de codificacion. Asi en machos todos los transcritos incluyen el tercer exon,
el cual contiene un coddon de paro de la traduccion y por ende codifica proteinas
truncadas e inactivas. En hembras, el splicing alternativo omite el exén 3 y genera

MRNA que codifica proteinas funcionales (Salz y Erickson, 2010).

Por otro lado, el mMRNA temprano especifico de hembras se expresa transitoriamente en
el blastodermo sincicial (estado del desarrollo embrionario en el que no existen

membranas celulares entre los nucleos multiplicados) a partir de un segundo promotor:



promotor de “establecimiento” (SxIPe), el cual es especifico de hembras. Estos RNA’s
también difieren entre si en la terminacion 3’ y tienen en comun el exon E1 en 5° que se
une directamente al exdn 4 omitiendo los exones 2 y 3 (Fig. 3). Entonces el mMRNA
temprano codifica las mismas proteinas que los productos del especifico de hembra
tardio, aparte de una diferencia de 25 aminoacidos en su extremo amino o N terminal
(Salz y Erickson, 2010).

La actividad de Sxl y sus proteinas de union al RNA SXL especificas de hembras
dirigen el desarrollo de estructura y comportamiento sexo especifico mediante la
modulaciéon de la expresion en cascada de un conjunto de genes (Fig. 4). Asi las
proteinas SXL activan a tra, que regula la mayoria de los caracteres y comportamientos
de dimorfismo sexual; SXL reprime la actividad de male-specific-lethal-2 (msl-2), un
componente clave en el complejo de compensacion de dosis macho-especifico (Salz y
Erickson, 2010).
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Figura 2. Esquema de splicing sexo especifico temprano y tardio de Sxl. La proteina SxI
temprana se une junto al exén 3, entonces bloquea el sitio de splicing, esto causa
la omision del exdn 3 en hembras. La proteina funcional tardia SxlI se
retroalimenta y se produce otra proteina SxI tardia a través del desarrollo
femenino. Modificado de Lodish et al. (2002).



La expresion de proteinas TRA (en conjunto con Tra-2) que se unen a RNA especifico
de hembras, controla el splicing de los genes doublesex (dsx) y fruitless (fru) para
producir factores de transcripcion sexo especificos que controlan la mayoria de los
aspectos de diferenciacion sexual y comportamiento. A pesar de la ubicuidad de la
expresion de proteinas SXL, la ejecucion del programa dsx/fru esté restringida a cierto
tipo de células (ej. células somaticas) (Salz, 2011).
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Figura 3. Expresion de Sex-letal en diferentes etapas del desarrollo en hembras. Tomado
de Salz (2011).

Lo descrito anteriormente describe la diferenciacion sexual de células somaticas, sin
embargo, la diferenciacion sexual de células primordiales de la linea germinal, ademas
de estar determinada por su constitucion cromosémica, parece estar influenciada por la
interaccion de células germinales y somaticas (Van Doren, 2011). Sin embargo,
Hashiyama et al. (2011), mostraron evidencia de que: 1) Sxl inicia el destino sexual de
la linea germinal durante el desarrollo sexual temprano; 2) las células germinales tienen

identidad sexual antes de ser influenciadas por sefiales sexo especificas de la gbnada



somatica durante el desarrollo embrionario, algo recientemente descubierto al
determinar que SxI se expresa transitoriamente en las células germinales durante su
migracion a las gonadas; y finalmente 3) la sub-actividad de este gen (mediante RNA

de interferencia) condujo a la formacién de hembras adultas agaméticas y con tumores y,

por lo tanto SxI tiene alguna funcién en génada y en la gametogénesis.
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Genes de diferenciacion sexual en decapodos.

El primer reporte de un gen involucrado en las cascadas de determinacion sexual en
crustaceos corresponde a secuencias parciales de Sxl encontradas en librerias EST
obtenidas a partir de hemocitos de P. monodon (Tassanakajon et al., 2006) y M.
japonicus (T. Aoki, datos no publicados). Posteriormente, se publico el aislamiento por
RACE-PCR de Tra-2 en el decapodo P. monodon, donde se observd que éste presenta
mayor nivel de expresion en ovarios que en testiculos, y la expresion es mayor en
gonada que en otros tejidos como branquias, corazon, hemocitos, 6rganos linfaticos
intestino y estdbmago; esto indirectamente sugiere que la determinacién sexual en estas
especies puede estar influenciada por la ruta génica Sxl-tra-dsx (Leelatanawit et al.,
2009)

Li et al. (2012a) aislaron y caracterizaron secuencias correspondientes a Tra-2 en F.
chinensis (FcTra-2); este consiste de siete exones y seis intrones, ademas de la
presencia de tres trascritos variantes (FcTra-2 a, b y c) resultado de splicing alternativo.
FcTra-2 incluye una region de reconocimiento de ARN (RRM) y regiones ricas en
Arginina/Serina, similar a lo observado en otras especies. La isoforma FcTra-2¢c mostro
mayor expresion en ovario que en otros tejidos. En estadios de desarrollo temprano, se
detectd incremento repentino de niveles de expresion en estadio de mysis, mientras que
en juveniles, éste mostr6 mayor nivel de expresion significativo en hembras que en
machos. Estos resultados indican que FcTra-2 pudiera estar involucrado en la

determinacion sexual femenina en F. chinensis (Li et al., 2012a).

Recientemente se publico el analisis del trascriptoma de M. nipponense a partir de
pedunculo ocular, branquia, corazon, ovario, testiculo, hepatopacreas, musculo y
embriones en estadios de division celular, gastrula y larvas nauplio y zoea, donde por
primera vez, se identificaron genes involucrados en la determinacion sexual como:
DMRTL, FTZ-F1, FOXL2, FEML1, entre otros genes candidatos de potencial interés
(Ma et al., 2012). Particularmente en glandula androgénica genes homdlogos a: sex
lethal (SxI), transformer2 (tra2) y factor especifico de glandula androgénica tipo-

insulina (IAG) y proteinas Chromobox (Jin et al., 2013).



Se cree que la funcion del IAG es similar a la hormona AG (glandula androgénica) de
isopodos, la primera en ser descrita estructuralmente, pertenece a la superfamilia
proteica de la insulina, es considerada como factor clave de la determinacion sexual
masculina. IAG ha sido aislado y estudiado en otros crustaceos decapodos como L.
vannamei (Garza-Torres, 2011), P. monodon (Mareddy et al., 2011), M. rosenbergii
(Ventura et al., 2011), Callinectes sapidus (Chung et al., 2011) y M. nipponense (Ma et
al., 2013).

Sin embargo existe evidencia que en dos especies de peneidos: L. vannamei (Campos-
Ramos et al., 2006; Garza-Torres et al., 2009; Zhao et al., 2009) y P. monodon
(Charniaux-Cotton y Payen, 1985, Nakamura et al., 1992) La glandula androgénica no
estd involucrada en la diferenciacion y determinacién sexual incial, ya que el sexo se
diferencia antes de que ésta se desarrolle durante el desarrollo temprano de postlarva
(PL) (Garza-Torres, 2011). En L. vannamei el proceso de diferenciacion sexual
comienza aproximadamente a partir de postlarva de 12 dias (PL12), en donde ya se
observa el I6bulo bilateral de la gonada y conductos sexuales en ambos sexos (oviductos
0 vasos deferentes); en PL32 se pueden observar los primeros indicios de diferenciacion
sexual externa, posteriormente en PL44 se logra observar el petasma y apéndices
masculinos, y para PL48, el petasma estd completamente formado en la hembra.
Finalmente entre PL55 y 72, los individuos machos y hembras estan completamente
diferenciados (Garza-Torres et al., 2009; Zhao et al., 2009).

Finalmente, los resultados obtenidos a partir de la ablacion de la glandula androgénica
en PL20-30 y PL60 de machos M. rosenbergii, mostraron que la reversién sexual hacia
neo-hembras obtuvo mayor éxito en individuos cuya ablacién se realizé en PL20-30. Lo
anterior sugiere que en M. rosenbergii, la diferenciacion sexual tiene un “punto de no
retorno” alrededor de PL60, y que la GA tiene un papel crucial dirigiendo y
retroalimentando la diferenciacion sexual masculina una vez que la determinacion

sexual ha iniciado (Ventura et al., 2011).

Aunado a lo anterior, los andlisis de expresion de variantes MnSxI1, MnSxl y Tra-2 de

M. nipponense mostraron que ambos alcanzan su maximo nivel de expresion en fase
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nauplio, disminuyen a sus niveles mas bajos al final de la metamorfosis larvaria e
incrementan gradualmente desde PI1 hasta PL20, lo que sugiere que SxI actla en
conjunto con Tra-2 en funciones complejas e importantes durante la embriogénesis,
metamorfosis, desarrollo sexual somatico y diferenciacion sexual (Zang et al., 2013 a 'y
b). Estas observaciones indirectamente sugieren que la diferenciacion sexual en estas

especies puede estar influenciada por la ruta génica Sxl-tra-dsx (Leelatanawit et al., 2009).

Sex-lethal en Litopenaeus vannamei

Recientemente y como resultado de la generacién de librerias de transcritos expresados
en gbénada de hembras de L. vannamei (lbarra et al., 2012, Proyecto Genomica-
Reproductiva de Camaron) se encontrd un fragmento de 356 pb, el cual su anotacion
indica que comparte una alta similitud con el gen Sxl de otros artrépodos, incluyendo
especies con sistema de determinacion sexual Wz/ZZ (Bombyx mori y el decapodo M.
nipponense), con determinacion sexual ambiental (Daphnia pulex), y la especie modelo
en estudios de determinacion y diferenciacion sexual (D. melanogaster), en la cual el

sexo es determinado por la dosis cromosémica del sistema XX/XY (Tabla I).

Dado lo anterior, surge la pregunta de si el gen SxI encontrado en L. vannamei presenta
distintas variantes por splicing diferencial que puedan estar asociadas con la

diferenciacion sexual en esta especie.

Tabla I. Porcentaje de similitud del fragmento aislado a partir de gonada femenina
de hembra adulta de L. vannamei con secuencias de GenBank (Blastx).

0,
No. acceso Secuencia Homologa . /° E
similitud
NP 001166854, Bombyx mori (Sex-lethal isoforma S) 80 5e-10
NP 001036780 Bombyx mori (Sex-lthal isoforma L) 80 7e-10

EFX75395 Daphnia pulex (Sex-lethal variante protéica 2) 38 2e-09

EFX75394 Daphnia pulex (Sex-lethal variante protéica 1) 63 4e-07
NP01162689,

NP727161, Drosophila melanogaster (Sex lethal) 62 5e-04
NP001162688,
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3. JUSTIFICACION

Mientras que los estudios previamente realizados plantean que en L. vannamei la
diferenciacion sexual consta de un sistema génico estable que no esta influenciado por
factores ambientales. Actualmente en decapodos se han aislado secuencias homologas a
genes involucrados en las cascadas génicas de diferenciacion sexual en otros artropodos,
sin embargo, ain no se tiene conocimiento de los procesos génicos especificos de
determinacion y diferenciacion sexual en esta y otras especies de decapodos. Dado lo
anterior la realizacién de este trabajo contribuird en la generacién de conocimiento
béasico asociado a la diferenciacion sexual, estableciendo en primera instancia si existen
variantes de transcritos de este gen en embriones, hembras y machos de L. vannamei, y
en una segunda instancia conociendo la expresion espacio temporal de los transcritos

encontrados para Sxl.

El conocimiento de las variantes de SxI presentes en camardn blanco podria ser aplicado
en un fututo en la investigacion y conocimiento del sistema de diferenciacién sexual en
la especie mediante RNA de interferencia (RNAI) en hembras, evaluando la proporcién
de sexos fenotipicos de la progenie. Esto es importante ya que la produccion de
camardn blanco en cultivo podria incrementar si se conocen y se llegan a manipular los

mecanismos de diferenciacién sexual
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4. OBJETIVOS

General

Generar conocimiento basico del proceso genético de determinacion y
diferenciacion sexual camaron blanco Litopenaeus vannamei, mediante analisis de
expresion espacio temporal del gen Sex-lethal (SxI) en ambos sexos desde el desarrollo

embrionario hasta etapa adulta.

Particulares

1. Establecer si se expresan diferentes transcritos del gen SxI en embriones, gbnada
de hembra y gbnada de macho.

2. Localizar las células donde ocurre la expresion del gen Sxl durante el desarrollo
embrionario y en tejido gonadal durante la gametogénesis de sub-adultos y
adultos de ambos sexos.

3. Conocer si el gen Sxl se expresa ubicua o especificamente en diferentes drganos

o tejidos ademas de embridn y gonada.

5. HIPOTESIS

Si el gen Sex-lethal (SxI) es el controlador inicial de la determinacion y diferenciacion
sexual en camaron blanco, entonces, éste se expresard diferencialmente en tiempo y
forma en ambos sexos, es decir, se observard un transcrito temprano especifico de
hembras (blastodermo) y diferentes transcritos tardios especificos de cada sexo (de
blastodermo a adulto).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biologico:

Para lograr los objetivos planteados se llevo a cabo una colecta de muestras de camarén
blanco en diferentes estadios de su ciclo de vida, desde ovocitos fecundados hasta tejido
de gonada, hepatopancreas y tallo ocular de adultos (machos y hembras). En todos los
estadios se preservaron muestras para la posterior extraccion de ARN asi como

muestras para analisis histologicos e hibridacion in situ.

Todas las muestras obtenidas para extraccion de ARN fueron preservadas en RNA-later
(Ambion), manteniéndolas a 4°C por 24 horas, y almacenandolas a -20°C hasta su
utilizacion para extraccion de ARN. Las muestras para hibridacion in situ fueron
fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS durante 28 h, recambiando a las 24 h para su
posterior procesamiento histolégico. En paralelo se fijo tejido gonadal en solucion
Davidson (Bell y Lightner, 1988) por 24 h los cuales se utilizaron para incluir en mezcla
de parafina/paraplast para identificar el estadio de madurez gonadico mediante analisis
histoldgicos segun la clasificacion de Tan Fermin y Pudadera (1989) y Yano (1988).

Las muestras de embriones se obtuvieron en el laboratorio comercial Acuacultura Mahr,
colectando durante el desarrollo embrionario 10 desoves, cada uno de ellos en intervalos
de tiempos postfertilizacion reportados (Ronquillo et al., 2006; Li et al., 2012b). Cada
muestreo se fijo6 en RNA-later para la extraccion de ARN y en formol 4% para

determinacioén del estadio de desarrollo.

Las muestras de individuos subadultos y adultos se obtuvieron en Julio de 2012,
realizando un muestreo de 59 hembras y 19 machos en etapa subadulta (15-20g), asi
como 133 hembras adultas (30-35g) en los estanques de la Granja Mar Azul, Sinaloa.
Los organismos fueron sacrificados in situ y utilizados para la obtencion de muestras de
tejido de gonada, tallo ocular y hepatopancreas. Estos muestreos se emplearon para la
extraccion de RNA.
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También en Julio de 2012 en la Granja Mar Azul se realiz6 un muestreo de 15 machos
y 30 hembras en etapa subadulta (15-20 g), y en Febrero de 2013 se adquirieron 10
hembras y 5 machos en etapa adulta (30-35 g) de la empresa GranMar. De estos dos
muestreos se fij0 el tejido gonadal del cefalotorax y del primer somita en

paraformaldehido al 4% para andlisis de hibridacién in situ.

6.2 Aislamiento y caracterizacion de los transcritos del gen SxI en camarén blanco

6.2.1. Obtencion parcial del trascrito del gen SxI en camaron blanco

Se obtuvo ARN total en forma independiente de: (1) génada de cinco machos adultos
obtenidos del laboratorio experimental de Reproduccion de Crustaceos del CIBNOR, (2)
gonada de cinco hembras sometidas a condiciones de maduracion sin ablacion en el
laboratorio de produccion comercial FITMAR en Mazatlan, Sinaloa, y (3) huevos
fertilizados (desarrollo embrionario) de camardn blanco obtenidos de la empresa

Acuacultura Mahr.

El ARN de las muestras obtenidas fue extraido mediante el protocolo Tripure Isolation
Reagent (Roche Applied Science) (40% fenol, 24% guanidina de tiocinato) siguiendo el
procedimiento recomendado por el proveedor (ANEXO 1), re-suspendiendo en 30 pl de
agua tratada con DEPC (Invitrogen). La integridad, pureza y concentraciéon del ARN se
evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y mediante la relacion
260/280 y 260/230 obtenidas a través de un espectrofotometro (Thermo Scientific
NanoDrop 1000).

Para eliminar residuos de ADN gendmico se dio tratamiento con DNAsa | (RQ1 DNase,
Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor (ANEXO II). Una vez
obtenido el ARN de calidad y cantidad requerida, se utilizaron 5 pl (5 pg) de cada
organismo y se llevo a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNCc) utilizando el
sistema de trascripcion reversa Improm Il Reverse Trasncription System siguiendo el

protocolo recomendado por el fabricante (Promega) (ANEXO I11).
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El ADNc obtenido fue empleado para evaluar la presencia de transcritos similares a Sxl
en gonada de adultos (machos y hembras) y embriones de L. vannamei. Para ello se
probaron oligonucleotidos disefiados utilizando el programa Primer3 (Rozen y

Sakaletsky 2000; http://fordo.wi.mit.edu/primer3) (Tabla 1) a partir del fragmento

(Lvan7723) recientemente aislado en las librerias del proyecto Gendmica Reproductiva
de Camardn que presentdé similitud al gen SxI de otros invertebrados; asi como
utilizando transcritos anotados como SXL (Llera-Herrera, 2012, datos no publicados) a
partir de un ensamble de fragmentos expresados (EST) de L. vannameli, y disponible en
GenBank(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrq.cgi? TAXID=6689&build=4&t

ool=webfeed) .

Tabla Il1. Secuencia de oligonucleétidos disefiados para aislamiento y
caracterizacion del gen Sxl expresado en L. vannamei.

Primer Secuencia Tm (°C) Tamano
esperado
Lvan7723-F1 5-GGCGTTGTTCCCGAGGGTGG -3’ 715 325 pb
Lvan7723-R1 5- TGTAGCGGTTGGCGGTTCGG - 3 69.8
SXL-F1 5- AACGGAGCTCGCGGCGAAAA - 3 68.2 740 pb

SXL-R1 5- CCACCCTCGGGAACAACGCC -3 715

Lo anterior se llevo a cabo mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) en

punto final con las siguientes condiciones:

Para los pares de oligonucleotidos Lvan7723 (F y R) y SXL (F y R) se realizaron
reacciones de 25 pl con Buffer 1x, MgCl, a 3 mM, para hembra y Buffer 0.7x, MgCl, a
1.5 mM para macho, ademéas 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada primer y 0.1 U/ul de
GoTaq DNA polimerasa (Promega). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 94 °C por 4 min para desnaturalizacion inicial, 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 30

sa63°Cy 1.45mina72°C cada uno, y finalmente 10 min a 72 °C para extension final.

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X (100 volts; 30 min), teflidos con GelRed Nucleic

Acid Gel Stain (Biotium) y comparando el tamafio con marcador de peso molecular
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Directload Wide Range DNA Marker (50pb-10,000pb) de SIGMA. Los productos
fueron visualizados y fotodocumentados en un transiluminador con luz UV (BioDoc-It

Imaging System, UVP Biolmaging Systems).

Los fragmentos obtenidos fueron purificados utilizando el Kit wizard SV& PCR Clean-
up System (Promega) con la posterior verificacion de los mismos por electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1.5% en TBE 1x. Una vez purificados y verificados los
productos se re-amplificaron por 20 ciclos con las mismas condiciones Yy
concentraciones previas, con el objetivo de aumentar la concentracion de los productos

y con ello maximizar la eficiencia de reaccion de ligacion posterior.

Una vez verificada la presencia de bandas Unicas de los productos de re-amplificacion,
estos se ligaron empleando 2.5 ul de Buffer de ligacion 2x, 0.5 ul de pGem-T Easy
Vector (Promega), 0.5 pl de producto de PCR, 0.5 pl de Ligasa y 1 pl de agua para

obtener un volumen final de 5 pl, ésta reaccion se dejo a 4°C toda la noche.

Los productos obtenidos de ligacion fueron empleados para transformar bacterias
quimiocompetentes E. coli JM109 (Promega) (Anexo V), las cuales se dejaron crecer
durante 18 horas en medio LB-Agar con ampicilina. Las clonas positivas se dejaron
crecer por 18 horas en 3 ml de medio LB-Agar liquido con ampicilina; se extrajo el
ADN plasmidico (ADNp) por método de lisis alcalina (ANEXO V) y se verificd la
presencia del inserto de tamafio esperado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% de 5 pl de producto obtenido a partir de la digestion con la enzima de restriccion
Eco RI (ANEXO VI) del ADNp de cada clona. Las clonas que mostraron tener el
inserto de tamarfio esperado fueron enviadas a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea del
Sur).

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y editadas eliminando los fragmentos
correspondientes al plasmido mediante el programa VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen), para su posterior analisis de similitud
por alineamientos locales por homologia con secuencias SxlI previamente depositadas

en la base de datos del GenBank, empleando los programas BLASTn (nucle6tido) y
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BLASTX (nucledtidos traducidos) (Altshul et al., 1990), en el sitio del NCBI para este
fin (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

A partir de las secuencias nucleotidicas obtenidas se disefiaron nuevos oligonucle6tidos

para ser utilizados en la amplificacion por RACE (Tabla III).

6.2.2 Obtencion del transcrito completo de SxI de camaron blanco por RACE

Una vez verificada la similitud de los fragmentos amplificados por punto final
obtenidos con los pares de oligonucledtidos Lvan7723 y SXL a partir de ADNc de
gonada (ambos sexos) y embriones de camaron blanco con secuencias SxI depositadas
en GenBank, se llevo a cabo el procedimiento para obtener el transcrito completo de
Sxl. Para ello se extrajo ARN total de génada de seis hembras adultas (una en
vitelogénesis primaria, tres en vitelogénesis secundaria y dos en estadio de madurez,
segun la escala de Tan Fermin y Pudadera (1989), de cinco machos reproductores
(estadio de madurez) y de huevos de camardn blanco fertilizados (desde la primera
division celular hasta antes de la eclosion a nauplio), mediante el protocolo de TriPure
Isolation Reagent (Roche Applied Science) (ANEXO I). ElI ARN total fue tratado con
DNAsa como se menciond anteriormente (ANEXO I1). Posteriormente se llev6 a cabo
la purificacion del ARNm mediante la seleccion de transcritos poliadenilados,
utilizando Poly (A) Purist Kit (Ambion) y siguiendo las recomendaciones del proveedor
(ANEXO VII).

El ADNc 3’y 5°de gbnada de ambos sexos y de embriones, fue obtenido de forma
independiente a partir de 1 ug de ARNm mediante la trascripcion reversa utilizando
oligonucleotidos-dT y aleatorios ligados a adaptadores del kit comercial SMARTer TM
RACE ADNc Amplification Kit (Clontech), siguiendo las recomendaciones del
proveedor (ANEXO VIII).

Con los productos de ADNCc en sentido 5" y 3" de cada sexo gonadal y de embriones, se
llevaron a cabo amplificaciones por separado con los oligonucleétidos previamente

probados y verificados en reacciones de 15 pl conteniendo 1x de Polimerasa Advantage,

18


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

19

1x de buffer Advantage 2, 0.2 mM de dNTP’s, 1x de Mix de oligonucleétidos
universales (UPM, por sus siglas en inglés), 0,2 uM de oligonucle6tido especifico del
gen (GSP, por sus siglas en inglés), empleando los oligonucleotidos Lvan7723-F1,
SXL-F1 y LvanSxIRACE-F3' (embriones) para el ADNc en sentido 3", y los
oligonucleotidos Lvan7723-R1, RACE SXL5’H y RACE SXL5’M para el ADNc en
sentido 5 (Tabla Il y II). En la figura 5 se muestra la posicion de los oligonucle6tidos
empleados para el aislamiento y caracterizacion de transcritos del gen SxI mediante la

metodologia PCR en punto final y RACE.

Tabla I11. Secuencia de oligonucleodtidos para aislamiento y caracterizacion
hacia region 5°del gen Sxl expresado en génada y 3"de embriones de
Litopenaeus vannamei.

Tamafo

Oligonucleotido Secuencia Tm°C esperado
(pb)
LvanSxIRACE-F3' 5 - GACCGAACCGCCAACCGCTACA-3’ 69.2 >430

RACE SXL5’H 5 - CGTAGTAGGCAGCCTTCATTTTG -3~ 62.24 >036
RACE SXL5’M 5 - GATAAGGTTTGTTCGCGTTTCC - 3 61.99 >361

UPM
5’UTR 3
|UPM UTR
RACE

g;(afme”tos internos 3" SXL Lvan7723 3Emb
5 SXL5'M SXL SXL5'H Lvan7723
Lvan7723

Figura 5. Posicion de oligonucledtidos disefiados para el aislamiento y caracterizacion del
gen Sxl de L. vannamei por PCR y RACE

Los productos obtenidos de la reaccion de PCR por RACE fueron verificados en
electroforesis horizontal de gel de agarosa al 1.5% como se menciona anteriormente.
Las bandas observadas fueron separadas y cortadas para la posterior ligacion y

clonacion siguiendo el mismo protocolo mencionado en seccién 6.2.1.

De las clonas crecidas en LB liquido se extrajo el ADNp y se verificd la presencia de

inserto de tamafio esperado como se menciona en la seccion 6.2.1. Para los fragmentos



obtenidos de tamafio mayor a 1000 pb, la verificacion se llevd a cabo mediante
electroforesis de gel agarosa al 1% de productos obtenidos a partir de la amplificacion
por PCR de cada ADNp, utilizando los oligonucledtidos M13 en reacciones de 20 pl
con Buffer 1x, 2 mM de MgCl,, 0.26 mM de dNTPs, 0.25 uM de cada oligonucleétido
(M13-F y R) y 0.05 U/ul de GoTag DNA polimerasa (Promega) con las siguientes
condiciones de amplificacion: 94 °C por 4 min para desnaturalizacion inicial, 20 ciclos
de 30 sa 94 °C, 30 sa 68°C y 1.30 min a 72°C cada uno, seguidos de una extension
final por 10 min a 72 °C. Las clonas que mostraron tener el inserto de tamafio esperado
fueron enviadas a secuenciar en ambos sentidos (5°y 3") a Macrogen Inc. (Corea del
Sur).

6.2.3. Andlisis bioinformatico de trascritos Sx| obtenidos de camardn blanco

Las secuencias obtenidas se limpiaron y editaron para su posterior analisis de similitud
por alineamientos locales por homologia con secuencias SxlI previamente depositadas
en la base de datos del GenBank, empleando los programas BLASTn (nucleétido) y
BLSTx (nucleétidos traducidos) (Altshul et al., 1990), en el sitio del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Adicionalmente, las secuencias obtenidas en este trabajo

fueron utilizadas para la busqueda de este gen en un ensamble de novo realizado a partir
de una libreria SRA depositada en el GenBank (SRX098246) para genes expresados en
estadios larvarios (PL9) de L. vannamei, encontrando 3578 lecturas cortas que al
ensamblarlas conforman cuatro contigs anotados como Sex-lethal (Llera-Herrera, 2012,

datos no publicados).

Una vez verificada la naturaleza Sx| de las secuencias obtenidas, se determino el sentido
de las mismas mediante alineamientos hechos con el programa en linea MAFFFT
version 7.0. Posteriormente se realizé el ensamble de las secuencias en el programa
MEGA version 5.1 (Tamura et al., 2011) y MultAlin (Corpet, 1988), para obtener los
transcritos especificos de cada sexo y embrionarios. Una vez obtenidos los trascritos

especificos se realizd su traduccion conceptual a aminoacidos en el sitio del Swiss
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Institute of Bioinformatics para este fin (http://web.expasy.org/translate/), identificando

el marco de lectura abierto y el codon de paro de traduccion.

Una vez alineadas las secuencias e identificados los sitios potenciales de splicing
alternativo se disefiaron oligonucledtidos especificos (Tabla 1V) para evaluar la
expresion espacio temporal de los transcritos del gen Sxl durante los estadios de
desarrollo embrionario y gonadico mediante hibridacion in situ (ISH) y anélisis de
ubicuidad por punto final (PCR).

Los oligonucleétidos disefiados para ISH y ubicuidad se ubican en una region en comdn
en todos los transcritos aislados, ademés se disefid un par de oligonucleétidos para

verificar la presencia de un “exon alterno” en tejidos u 6rganos de ambos sexos (Fig. 6).

Tabla IV. Secuencia de oligonucledtidos para analisis de expresion por ISH y
PCR de los trascritos del gen Sxl en Litopenaeus vannamei.

Tamafio
Oligonucledtido Secuencia Tm°C esperado
(pb)
ISH-SXL_F 5 -ATGGCCAGATTGTCCAGAAG -3  60.1 317
ISH-SXL_R 5 - GTAGTTCCCTCGTCCCTGGT -3 60.4
sxI-EA3-F 5- ATGCTGGCCTCAGCACCAC - 3 64.8 164
sxI-EA3-R 5'- CGCTGGCATCACCTTCCACT -3'  65.9
Ubicuidad-sxI-F 5'- CGTGGCGTTGGATTTGTGAG -3  64.8 172

Ubicuidad-sxI-R  5'- TGCTGAGGCCAGCATGGTAA -3 65.1

— A

.l

“Exon alterno”

-
P
Lbicuidad

Figura 6. Posicién de oligonucledtidos disefiados para anélisis de hibridacion in situ y de
ubicuidad (ubicuidad y “ex6n alterno”) a partir del aislamiento y caracterizacion
del gen Sxl, de embriones, gonada femenina y masculina de L. vannamei, usando
como modelo la secuencia mas larga obtenida en donde se presentan los dos
potenciales sitios de splicing, el triangulo negro representa el sitio de inicio de
traduccion, y * sefial de coddn de paro.

21


http://web.expasy.org/translate/

6.3. Localizacion de la expresion de SxI por hibridacion in situ

Con fines de establecer la localizacion celular especifica de expresion del gen Sx|
durante el desarrollo embrionario, postlarvario y gonadico de machos y hembras se
realiz6 hibridacion in situ (ISH) siguiendo el protocolo de Sifuentes-Romero et al.
(2010).

Para el disefio y generacion de las ribosondas de hibridacién se emple6 el ADNc aislado
para la caracterizacion inicial del transcrito de SxI en camar6n blanco, el cual se obtuvo
mediante la extraccion de ARN de cinco machos y cinco hembras en etapa adulta y de
un pool de embriones utilizando el protocolo de Tripure Isolation Reagent (Roche
Applied Science) (ANEXO 1) y tratado con DNasa para la eliminacion del ADN
genémico (ANEXO 1I). Con ese ADNc, se amplific6 mediante PCR el fragmento
seleccionado para el disefio de la sonda de hibridacién empleando los oligonucle6tidos
ISH-SXL_F e ISH-SXL_R (Tabla 1V, Fig. 6) disefiados a partir de una region comun de

las diferentes secuencias de transcritos obtenidos para el gen Sxl.

La reaccion de amplificacion se realizo en un volumen de 20 pl, contiendo 1x Buffer de
reaccion GoTaq, 1.5 mM de MgCl,, 0.25 mM de dNTPs, 0.25 uM de cada primer,
0.05U de GoTaqg DNA polimerasa (Promega) y 1 pl de ADNc previamente obtenido,
con las siguientes condiciones de amplificacion: 94 °C por 5 min para desnaturalizacion
inicial, 25 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s a 63°C y 45 s a 72°C cada uno, seguidos de una
extension final de 10 mina 72 °C.

El producto de la amplificacion se verifico mediante electroforesis de gel de agarosa al
1%. Una vez obtenido el fragmento de tamafio esperado (317 pb) se llevo a cabo la
ligacion siguiendo las recomendaciones del proveedor, utilizando el Kit pGEM-T Easy
Vector (Promega) y se almacené a -20 °C toda la noche. Con los ligandos obtenidos se
realizd la transformacion en bacterias competentes E. coli y se incubd por 18 h,
seleccionando las colonias positivas para el inserto, e incubando en medio
LB/ampicilina liquido en agitacion a 37 °C durante 18 h. ElI DNAp de las clonas

positivas se obtuvo mediante el protocolo de lisis alcalina (ANEXO V) y se verifico la
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presencia del inserto de tamafio esperado por amplificacion de la region M13 en
reacciones de 20 pl con Buffer 1x, MgCI2 a 2 mM, 0.26 mM de dNTPs, 0.25 uM de
cada primer y 0.05 U/ul de GoTag DNA polimerasa (Promega) con las siguientes
condiciones de amplificacion: 94 °C por 4 min para desnaturalizacion inicial, 20 ciclos
de 30sa94 °C, 30 sa68°Cy45sa72°C cada uno, seguidos de una extension final
por 10 min a 72 °C; con la posterior verificacion de productos de amplificacion por

electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Los fragmentos con el inserto de tamafio esperado (317 pb + 253pb de region M13) se
enviaron a secuenciar en ambos sentidos de la cadena (5°- 3" y 3’-5") (Macrogen Inc.,
Corea del Sur), con los oligonucleo6tidos T7 y Sp6 para establecer la orientacion de las
mismas. Las secuencias obtenidas se limpiaron y editaron para su posterior andlisis de
similitud por alineamientos locales por homologia con secuencias SxI previamente

depositadas en la base de datos del GenBank.

El ADNp de la clona elegida fue digerido con las enzimas de restriccion Apal y Pstl por
separado (ANEXO X) para linearizar el plasmido y obtener los sitios de inicio de la
trascripcion de la polimerasa Sp6 y T7 respectivamente (contenidos en el vector) que
permitieran el marcaje de las ribosondas de hibridacion en sentido (5°- 3”) y antisentido
(3’- 5°) respectivamente. Los productos de la digestion fueron verificados y separados
por electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE 1x empleando un marcador de 125 a
23,130 pb (Lambda DNA/HindIll, Promega) y se purificaron los fragmentos
correspondientes al tamafio del vector (aprox. 3000 pb) con el Kit Wizard SV Gel &
PCR Clean-up System (ANEXO XI), éstas se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% en TAE 1x. A partir de estos se generaron ribosondas por transcripcion
in vitro, las cuales fueron marcadas con digoxigenina, siguiendo la metodologia descrita
en Sifuentes-Romero et al. (2010) utilizando el sistema DIG RNA Labeling (SP6/T7,
Roche Applied Science) (ANEXO XI1).

Para la hibridacion de las ribosondas se utilizaron cortes transversales de la gonada y
del primer somita de ambos sexos y embriones de diferentes estadios de desarrollo; los

cuales fueron previamente preservados en paraformaldehido al 4% y procesados
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histolégicamente. Se obtuvieron cortes de 4 pm usando un micrétomo rotatorio y
montados en laminillas previamente tratadas con Poly-L-lisina (Sigma Aldrich)
utilizando el protocolo modificado de Hu (2004) y almacenadas a 4°C hasta su uso
(ANEXO IX).

Se obtuvieron cuatro laminillas de cada una de las muestras (embriones, subadultos y
adultos), de las cuales una se utilizé para realizar la tincion con hematoxilina y eosina,
con fines comparativos y para evaluar el estadio de desarrollo embrionario y desarrollo
gonadico de subadultos y adultos (Tan—Fermin y Pudadera, 1989; Yano, 1988), los
cuales se fotodocumentaron por medio de una camara digital con el programa Image

Pro Plus (Media Cybernetics, Inc).

La hibridacion, post-hibridacion y deteccion se llevaron a cabo mediante la técnica de
Sifuentes-Romero et al. (2010), la cual consiste en la desparafinacion e hidratacion de
los tejidos (cargados en portaobjetos tratados con Poly-L-lisina) con un serie de
alcoholes en concentraciones decrecientes hasta llevarlos a agua tratada con DEPC y
PBS 1x. Posteriormente los tejidos se permeabilizaron con proteinasa K (10 pg/ml), se
post-fijaron con paraformaldehido al 4% y se deshidrataron con una serie de alcoholes

en concentraciones crecientes.

La hibridacion se realizé en dos réplicas de cada muestra utilizando 3 pl de la sonda
sentido en una réplica y 3 ul de sonda antisentido en la otra réplica, cada una mezclada
en 67 ul de solucién de hibridacion, las laminillas se incubaron toda la noche a 42°C

(ANEXO XI11).

Posteriormente se realizaron los lavados post-hibridacién, se incubaron con solucién de
bloqueo a temperatura ambiente y se realiz6 la deteccion con el anticuerpo anti-DIG
conjugado con fosfatasa alcalina seguido de revelado con el sustrato NBT/BCIP. Las
laminillas se lavaron con agua estéril y se realizd la contra-tincion de los tejidos con
café de Bismarck al 0.5%. Finalmente las muestras se deshidrataron y se cubrieron con
resina para su posterior analisis al microscopio y foto-documentacion digital con el
programa Image Pro Plus (Media Cybernetics, Inc) (ANEXO XIV).
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6.4. Andlisis de ubicuidad de la expresion de Sxl

Para evaluar si los trascritos de Sxl se expresan ubicua o especificamente se llevaron a
cabo amplificaciones por PCR en punto final con los dos pares de oligonucle6tidos
(Ubicuidad-sxl y sxI-EA3), los cuales flanquean una regién comin en todos los transcritos
aislados y una region correspondiente a un potencial exdn alterno (Tabla IV, Fig.6). Para ello se
obtuvo el ADNc a partir de hepatopancreas, génada y glandula neuroendocrina

(pedunculo) de cinco machos adultos y cinco hembras adultas.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen de 20 pl, contiendo 1x de
Buffer de reaccion GoTaq, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada
primer (F y R), 0.05U de GoTag DNA polimerasa (Promega) y 1 pl (250 ng) de ADNc
previamente obtenido, con las siguientes condiciones de amplificacion: 94 °C por 5 min
para desnaturalizacion inicial, 30 ciclos de 30 s a 94 °C, 30 s a 66.5°C para
Ubicuidad-sxI 6 68 °C para sxI-EA3y 30 s a 72°C cada uno, seguidos de una extension
final de 10 mina 72 °C.

Los productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% tefiidos con GelRed
como se menciono anteriormente. Se selecciond el producto de amplificacion de los tres
tejidos en ambos sexo (uno de cada uno) para realizar la ligacion, transformacién y
clonacion para secuenciar y verificar la similitud a secuencias SxI depositadas en

GenBank como se menciond anteriormente.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y caracterizacion de los transcritos del gen SxI en camarén blanco

7.1.1 Obtencidn parcial del transcrito del gen SxI en camarén blanco.

La amplificacion con los oligonucleotidos Lvan7723 (F y R), disefiados para la
amplificacion parcial del gen SxI a partir de gonada de camardn blanco adulto fue
exitosa, obteniendo secuencias de diferentes tamafios en comuln entre sexos, dentro de
cada sexo y en embriones. Mediante la separacion de fragmentos por electroforesis en
gel de agarosa se observaron tres fragmentos en génada femenina (331, 247 y 173pb),
mientras que en gonada masculina y embriones se observaron solamente dos fragmentos
del mismo tamafio que los observados en goénada femenina (331 y 247 pb). Las
secuencias parciales obtenidas con los oligonucledtidos Lvan7723 (F y R) coinciden
con la presencia de splicing alternativo hacia la region 3°de los contigs SRA,
observando lo siguiente: 1) las secuencias de 331 pb no presentan el splicing, 2) las
secuencias de 247 pb presentan un splicing de 76 pb que comprende los nucle6tidos
1059-1135, y adicionalmente 3) la secuencia de 173 pb contiene splicing de mayor
longitud (154pb), iniciando en el sitio 981 hasta el 1135. La amplificacion con los
oligonucleétidos SxI (F y R) produjo un fragmento interno de 740 pb en gonada
masculina y femenina en el cual se observé splice de la posicidn 642 al 692 (50 pb) que

coincide con dos de las secuencias SRA (no mostrado en alineamientos).

El andlisis en BLASTx mostrd que las secuencias de 331 pb (embrién, gdénada
masculina y femenina) son similares entre si y presentan similitud del 63% con la
proteina SXL de D. melanogaster (No. Acceso GenBank: P19339.1). Ademas, las
secuencias de 247 pb (embrién, gonada masculina y femenina) mostraron similitud
entre ellas y del 62 % con la proteina SXL de D. melanogaster (P19339.1) y presenta un
dominio de factor de splicing de Sxl que describe el modelo de factores de splicing
observado en dipteros. La secuencia de 173 pb obtenida sélo a partir de gonada
femenina mostré similitud del 70% con el dominio de reconocimiento de ARN

conservado en la proteina SXL de D. melanogaster (3SXL A).
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias SxI previamente existentes y secuencias parciales aisladas en este trabajo a partir de génada femenina y
masculina de camardn blanco: Lvan_ovary 7723 (aislado en las librerias de cDNA de génada de camaron), SxI_GenBank (ensamblado de
ESTs de L.vannamei existentes), SRA_1171, SRA_1222, SRA_1145 y SRA_1094 (contigs obtenidos de las secuencias SRA ensambladas a

partir de postlarva de nueve dias, PL9), y GonHembra350, GonHembra250, GonHembral80, GonMacho350 y GonMacho250 (aislados en
este trabajo). Los recuadros sefialan los sitios de splicing de las secuencias.
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7.1.2. Obtencidn de los transcritos completos del gen SxI de camaron blanco por
RACE.

Una vez verificada la naturaleza Sxl de las secuencias amplificadas por PCR en punto
final con los oligonucleotidos Lvan7723 (F1y R1) y SXL (F1y R1) se llevo a cabo la
técnica de Amplificacion rapida de fragmentos terminales de ADN complementario
(RACE) a partir de gonada masculina y femenina asi como embriones de camaron
blanco. Para ello se emplearon los oligonucleétidos Lvan 7723-F1, SXL-F1 (Tabla Il) y
LvanSXIRACE-F3' para la region 3°; y para la region 5 se emplearon los
oligonucle6tidos RACE SXL5’H y RACE SXL5’M (Tabla III).

Esta técnica generd fragmentos de diferentes tamafios en ambas direcciones de la
cadena, asi en direccién 5 obtuvieron fragmentos de 680 y 184 (génada ambos sexos);
de 1000 pb (génada masculina), y de 680 pb (embriones); y hacia la region 3~ se
obtuvieron dos fragmentos de 1500 y 750 pb (g6nada femenina); de 2000 y 1500 pb
(génada masculina); y de 1500, 750, 500 y 400 pb (embriones). (Tabla V).

Tabla V. Tamafo de fragmentos obtenidos hacia 3’y 5~ a partir de génada
femenina, masculina y durante el desarrollo embrionario de camaron

blanco.
Direccién 3° Direccién 5
Lvan7723- SXL-E LvanSxl Lvan7723- RACESXL RACE
F RACE-F3' R 5°H SXL5’M

H M MHYE E M M, H, E M, H
750

750 200 1500 500 1000 680 184
0 400

Nota: H=Hembra, M= macho, E= embriones.

Se verifico la naturaleza Sxl de los transcritos completos obtenidos a partir de gonada
femenina, masculina y embriones de este trabajo mediante alineamientos locales de
homologia en el programa BLASTX, en el que se obtuvo una alta similitud (83 y 95%)
con secuencias SxI de Macrobrachium nipponense y de 62-64% de Harpegnathos

saltator, Dapnia pulex y Bombyx mori.
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Tabla VI. Porcentaje de similitud mediante BLASTx de secuencias Sx| de
L.vannamei con otros invertebrados.

Secuencia %o similitud E No. Acceso

Macrobrachium nipponense SxI1 83 (442/442)  1e-150 AGI44577.1
Macrobrachium nipponense SxI2 95 (380/380) 2e-127 AGI44578.1

Harpegnathos saltator sx| 64 (265/265)  5e-83 EFN79874.1
Daphnia pulex SxI 2 63 (257/257)  1e-78 EFX75395.1
Daphnia pulex SxI 1 62 (255/255)  2e-78 EFX75394.1

Bombyx mori SxI 2 62 (252/342)  1e-76 ABA71352.1
Bombyx mori SxI S 62 (251/341) 2e-75 NP001166854.1
Bombyx mori SxI L 62 (251/341)  2e-75 NP001036780.1

7.1.3 Caracterizacion bioinforméatica y molecular de trascritos SxI
obtenidos de camaron blanco:

El alineamiento y ensamblaje de las secuencias obtenidas a partir de camarén blanco en
el aislamiento parcial del transcrito (apartado 6.1.1), y en direccion 5" y 3" obtenidas por
RACE, dio lugar a cinco secuencias nucleotidicas diferentes en hembra (1292, 1253,
989, 911 y 837 pb), tres secuencias nucleotidicas diferentes de gbnada masculina (1934,
1334 y 916) y tres secuencias nucleotidicas diferentes en embriones (1068, 1020 919),
las cuales difieren entre si por el patron de splicing en ambos sitios (642-692: 50 pb y
981/1059-1135: 154 6 76 pb).

Los ensamblajes obtenidos se pueden dividir en cinco grupos de transcritos diferentes
segun el patron de splice: 1) transcritos con splice en ambos sitios: 50 y 154 pb
(Hembra837 y Macho1934), 2) transcritos con splice en ambos sitios, siendo el segundo
splice de menor tamafio que en el grupo anterior: 50 y 76 pb (Hembra 1292, 1253 y 911,
Macho916, Emb919 y SRA1094); 3) transcritos con el primer splice solamente: 50 pb
(Hembra989, Macho1334, Emb1020 y SRA1171); 4) transcritos con el segundo splice:
79 pb (Emb1068 y SRA1145); y 5) transcrito sin splice (SRA1222). Estos patrones de
splicing coinciden con lo obtenido en las secuencias parciales de SxI en camardn blanco
descritas anteriormente, secuencias SRA, fragmento de 334pb aislado en librerias de
cDNA de gonada femenina de camaron adulta y SxI GenBank ensamblado de ESTs

existentes (Fig.8).
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El anélisis del marco de lectura abierto +1 (ORF por sus siglas en inglés) mostré la
presencia de coddn de inicio de la traduccion ATG en la posicion 163 de todas las
secuencias ensambladas. Estas contienen codon de paro de la traduccion dando lugar a

cinco diferentes secuencias de aminoacidos (335, 319, 244, 215y 118 aa) (Fig.9).

Estas secuencias son el resultado de ausencia de splicing de 50pb en el sitio 642-692 en
Emb1068 dando lugar a una secuencia de 335 aa.; la presencia splicing de diferente
tamafo en Hembral253 (319aa), Machol1334 (244aa) y Macho1934 (215aa); de la
insercién-delecién de una adenina en posicién 612 en secuencias de hembra y embrion
que cambia el marco de lectura introduciendo un codon de paro prematuro en
Hembral292, 989, 911 y 837, Emb1020 y 919 dando lugar a una secuencia de 118aa
(Fig. 10). Las secuencias nucleotidicas y la traduccion conceptual por variante se
encuentran en el ANEXO XV.

Las diferencias observadas en la region carboxilo terminal de las cinco variantes de
aminoéacidos obtenidas generan secuencias truncas o que tienen incompleta la region de
reconocimiento de ARN (o RRM por sus siglas en inglés) conservada en la proteina
SXL de D. melanogaster (Fig.9 y 10) dando lugar a variantes proteicas SxI sexo-
especificas:

1) una variante de 118 aa aislada en hembra y embriones, la cual potencialmente
se deriva de la delecion de una adenina que modifica el marco de lectura del transcrito,
produciendo una proteina que presenta un dominio de unién al ARN (RRM-1) comun
en todas las variantes.

2) la segunda variante aislada de gonada femenina que presenta dos sitios
potenciales de splicing dando lugar a tres dominios RRM (1-3) dos de ellos presentes en
las variantes masculinas (RRM 1y 2).

3) la primer variante masculina carece del segundo potencial sitio de splicing
ubicado en el sitio 1059 (76 pb) introduciendo por lo tanto un codon de paro prematuro
dando lugar a variante con dos dominios RRM (1vy 2).

4) la segunda variante masculina que presenta dos potenciales sitios de splicing,

el segundo sitio de mayor tamafio (154 pb en el sitio 981) que la variante anterior,
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dando lugar a un codon de paro prematuro y modificando la porcién terminal de la
RRM 3.

5) finalmente, una variante exclusiva de embriones, que carece del primer
potencial sitio de splicing (presente en las demas variantes), esto conduce al cambio en
el marco de lectura truncando al segundo RRM y da lugar a un RRM diferente a los
anteriores (RRM-4), por otro lado mantiene el segundo sitio potencial de splicing dando

lugar a la RRM-3 observado en la variante femenina.

De lo anterior, es importante resaltar que las diferencias observadas en las variantes
masculinas dan a lugar a la modificacion del marco de lectura introduciendo un codén
de paro prematuro que producen secuencias de aminoacidos de menor tamafio y

eliminan al tercer RRM observado en las variantes femeninas y de embrién.

Adicionalmente, al comparar las secuencias proteicas de Sex-lethal SRA con las Unicas
dos variantes descritas para SxI de Daphnia pulex, es que el ‘splicing alterno’ de la
region 642-692 en L. vannamei no ha sido reportada como un exon alternamente
transcrito en D. pulex. En esta Gltima especie se han descrito cinco exones (Fig. 9a),
inferidos a partir de su genoma ya secuenciado (http://genome.jgi-psf.org/cgi-
bin/dispGeneModel?db=Dappul&id=299722). Interesantemente, al alinear las secuencias
nucleotidicas reportadas en GenBank para D. pulex (Fig. 11a) se puede observar que la
inclusion o exclusion de una regién intrénica parcial localizada justo después del cuarto
exon (Fig. 11b) resulta en un cambio del marco de lectura de tipo frame-shift resultando
en un codon de paro prematuro en el transcrito mas corto. Esto es altamente similar a lo
observado en las secuencias proteicas cortas de sex-lethal traducidas a partir de las

secuencias SRA.
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Figura 8. Alineamiento de secuencias Sxl de L. vannamei previamente existentes y aisladas en
este trabajo a partir de embrion, génada femenina y masculina con diferente patr()n de
splicing en los sitios 642 al 692 (50pb) y 981 6 1059 al 1135 (154 6
Lvan_ovary 7723 (aislado en las librerias de cDNA de gbnada de camardn),
Sxl_GenBank (ensamblado de ESTs existentes), SRA_1171, SRA 1222, SRA 1145y
SRA_1094 (contigs obtenidos de las secuencias SRA ensambladas a partir de
postlarva de nueve dias, PL9), Hembra 1292 y1253, Macho 1934 y 1334 y Emb 1068
(aislados en este trabajo) secuencia de la Region de unién al ARN (RRM). Los
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recuadros sefialan los sitios de splicing de las secuencias.
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SRA_1171_269
Hacho_244
Hacho_215
Henbra/Enb_118
RRH

Consensus

Figura 9. Alineamiento de traduccion conceptual de secuencias SXL de L. vannamei previamente existentes y aisladas en este trabajo a
partir de génada femenina y masculina: SxI_GenBank (ensamblado de ESTs existentes), SRA_1171, SRA 1222, SRA 1145y
SRA_1094 (contigs obtenidos de las secuencias SRA ensambladas a partir de postlarva de nueve dias, PL9), Hembra 1292
y1253, Macho 1934 y 1334 y Emb 1068 (aislados en este trabajo). Los signos * indican la presencia de un codon de paro. Las
cajas de color naranja resaltan Asparaginas (N) y las rojas Glicinas (G). En barras de color: azul, verde, amarillo y rosa, se

Y
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representan las diferentes regiones de union al RNA (RRM).
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5 UTR 50pb ey 3 UTR
1321 pb (118 aa)'.) Emb

—/\ m1253 pb (319 aa)

—/\ * 1334 pb (236 aa)

154pb

_/\7-/\_1868 pb (215 aa)

——%1695 pb (335 aa) Emb

Figura 10. Esquema de variantes nucleotidicas y proteicas de Sxl aisladas en L. vannamei, con regiones no codificantes (UTR’s) en direccion 5y
3’, el triangulo negro representa la sefial de inicio de la traduccion, * indica codon de paro de traduccidn, las lineas hacia arriba indican
sitios posibles de splice: 50 pb, 76 pb y 154 pb; las barras de colores representan las diferentes RRM: azul-RRM1, verde-RRM2, rosa-
RRM3 y naranja-RRM4.
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Figura 11a. Traduccion y alineamiento de secuencias de variantes de SxI de Daphnia pulex (EFX75394.1 y EFX75395.1) para las cuales la
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posicion de los intrones es conocida. En cuadro azul el exén 1, verde: exon 2, gris: exon 3, naranja: exén 4 y morado: exon 5; en rojo
una secuencia codificante en Sxl de L. vannamei que en D. pulex corresponde a un intrén. En barras azul y naranja se muestran las
diferentes RRM caracteristicas de SxI.
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Figura 11b. Traduccion y alineamiento de secuencias de variantes de SxI de L. vannamei previamente existentes (284aa_SRA, 267aa_SRA,

260aa_SRA y 243aa_SRA) y aisladas en este trabajo a partir de génada femenina y masculina. En cuadro azul el exén 1, verde: exon 2,
gris: exon 3, naranja: exon 4 y morado: exdn 5; en rojo una secuencia codificante en SxI de L. vannamei que en D. pulex corresponde a
un intron, el tridangulo blanco sefiala la posicion del potencial splicing en la region 3.



7.2 Localizacion de la expresion de SxI por hibridacion in situ

Los oligonucleotidos disefiados para generar la sonda para hibridacion in situ
amplificaron un fragmento de 317 pares de bases presente en gdnada masculina y
femenina, asi como durante el desarrollo embrionario.

La hibridacion in situ utilizando la sonda “antisentido” de SxI en cortes transversales de
embriones, asi como de gonada femenina y masculina (subadultos y adultos), permitio
localizar la expresion de este gen en embriones a partir del estadio de embrion en
segunda divisién celular (4 células) hasta gastrula, y estadios de desarrollo
gametogénico tempranos hasta la madurez en sub adultos y adultos.

7.2.1 Localizacion de la expresion de Sxl por hibridacion in situ en embriones

La sefial de hibridacion de transcritos (ARNm) de SxI (sonda antisentido) fue positiva
en embriones de 4 células (segunda division celular 50 mpd), la cual se observa dispersa
dentro del citoplasma de cada una de las células (Fig.12 A y C). En embriones de 32
células (mérula 140 mpd) la sefial de hibridacion con sonda antisentido fue mas
uniforme y ésta se puede observar en mayor concentracion en la region correspondiente
al nucleo celular el cual se encuentra orientado hacia la periferia del embrion, y en
menor concentracion y en forma de granulos dentro del citoplasma de las células
(Fig.12 E).

Durante la gastrulacion temprana se forma el blastoporo (225 mpd) mediante la
invaginacién de células que daran lugar al mesendodermo, las células que rodean al
blastoporo permanecen en interfase mientras las que estan afuera adyacente al
ectodermo continan en mitosis. En esta fase se observa sefial dispersa en todo el
embrion sin embargo esta se observa con mayor intensidad en la region de invaginacion

celular la cual dara lugar al mesendodermo (Fig.13A).

Una vez ingresadas las células del mesendodermo, éstas se dividen (mitosis), en esta
fase, la sefial de hibridacion se observa en todas las células siendo mas intensa en los

nucleos orientados a la periferia que en el citoplasma, ademéas se observan las dos
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células de mayor tamafio en el centro del embrion (Fig.13C), en la gastrulacion tardia la
sefial es de mayor intensidad en las células que han ingresado al blastocele las cuales
potencialmente daran lugar al mesodermo y particularmente en una de las dos células de
mayor tamafio dentro del blastocele la cual corresponde al mesoteloblasto primordial y

pudiera ser la precursora de la linea germinal (13E).

Los resultados obtenidos en la hibridacion in situ con la sonda sentido de Sxl en
embriones muestran ligera sefial en algunas de las células embrionarias, sin embargo
esta es significativamente de menor concentracion o intensidad en comparacion con la
sefial de hibridacion de ARNm de Sxl (sonda antisentido) (Figs. 12-13. B, Dy F).

7.2.2 Localizaciéon de la expresion de SxI por hibridacion in situ en gbnada

femenina y masculina.

La localizacion de la expresion de transcritos de Sxl se llevd a cabo en cortes
transversales de gonada femenina y masculina en subadultos hasta la etapa de pre

madurez o madurez en adultos.

En gbénada femenina se lograron observar ocho estadios del desarrollo gonadico segun
la clasificacion de (Yano 1988), mientras que en macho solo se tienen dos estadios:
inmaduro y maduro. La sefial de hibridacion de transcritos (ARNm) de SxI (sonda
antisentido) fue positiva durante el desarrollo gametogénico de ambos sexos.

Gébnada femenina

En hembras subadultas en previtelogénesis (sinapsis, cromatina y perinucleos
tempranos) la sefial positiva de hibridacién con la sonda antisentido SxI se observo en el
nucleo y peri-nucleolos de los ovocitos y en el tejido conjuntivo de la gbnada (Fig.14A-

C antisentido).
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En los tres estadios de vitelogénesis primaria: glébulo de aceite I, glébulo de aceite Il y
sin vitelo, se puede apreciar claramente sefial de hibridacion de ARNm Sxl (sonda
antisentido) siendo de mayor intensidad en el nucleo y nucléolos y de menor intensidad

en el citoplasma de los ovocitos (Fig.15A-C antisentido).

Anti-sentido (+) Sentido (-)

Figura 12. Expresion de ARNm SxI durante el desarrollo embrionario de L.vannamei observado
mediante hibridacion in situ. La sefial positiva con sonda antisentido se observa en
morado o azul obscuro, con la prueba sentido las células se ven color naranja. A-D:
embriones de 4 células(50 mpd), E y F: embriones de 32 células (mdérula, 120 mpd).



Anti-sentido (+) Sentido (-)

50 pm

50 pm

S0 pm

Figura 13. Expresién de ARNm SxI durante el desarrollo embrionario de L.vannamei observado
mediante hibridacion in situ. La sefial positiva con sonda antisentido se observa en
morado o azul obscuro, con la prueba sentido las células se ven color naranja. Ay B:
gastrulacion temprana formacion del blastoporo e invaginacion celular al blastocele
(225mpd), C y D: gastrulacion tardia, primera division del mesendodermo (270mpd),
E y F: gastrulacion tardia, seccion posterior mostrando mas células derivadas del
mesendodermo. Mes= célula del mesendodermo, M= célula del mesoteloblasto.
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En gonada de hembras adultas se observé hibridacion del ARNm Sxl (sonda antisentido)
en los estadios de vitelogénesis secundaria con granulos de vitelo y en pre-maduracion.
En los ovocitos en vitelogénesis secundaria la sefial se intensifico en el nucleo y
nucléolos, y aumento la cantidad de granulos de hibridacion en el citoplasma (Fig.15D y
16A) en comparacion con los ovocitos en vitelogénesis primaria (Fig.15A, B y C),

ademas se observo hibridacion en células foliculares (Fig.16B).

En los ovocitos en pre-maduracion, la sefial de hibridacion con la sonda antisentido Sx|
disminuyé en el nucleo, persiste en los peri nicleos y aumentd en el citoplasma
(Fig.16C) y células foliculares; y también se observd sefial positiva en las criptas
corticales (Fig.16D).

La hibridacion con la sonda sentido SxI mostr6 sefial negativa en todos los estadios de

desarrollo gonédico femenino observados (Fig.14-16 sentido).

Goénada masculina

En génada de machos subadultos se observaron espermatocitos secundarios (7.5-11 pum)
y espermatidas tempranas con nucleos esféricos y vesicula proacrosomal. En estos
cortes la sefial positiva de transcritos SxI (sonda antisentido) se detect6 en el nucleo y

citoplasma de las espermatidas tempranas (Fig.17A).

Posteriormente en gonada masculina madura se observa sefial positiva intensa en las
espermatogonias ubicadas en la periferia de los tubulos seminiferos y en las
espermatidas avanzadas (Fig.17B), las cuales presentan nucleo, capsula acrosomal y
espina, y se localizan dentro de los tubulos seminiferos, observando sefial de
hibridacion principalmente dentro y alrededor del nucleo (citoplasma). (Fig 17 C), sin
embargo también se observan espermatidas con menor sefial o sin sefial de hibridacion
en el nucleo.

Por otro lado, la sefial de hibridacion con la sonda sentido de SxI fue negativa en gonada
de machos subadultos (Fig.17.A sentido) y adultos (Fig.17.B y C sentido).



Hematoxilina-Eosina Sentido (-) Anti-sentido (+)

Figura 14. Expresion de ARNm SxlI durante la pre-vitelogénesis del desarrollo gonadico
femenino de L.vannamei observado mediante hibridacion in situ y tincion con
hematoxilina-eosina. La sefial positiva con sonda antisentido se observa en morado o
azul obscuro. A: sinapsis, B: cromatina, C: perinicleos tempranos. 0s= ovocito en
sinapsis. tc= tejido conjuntivo, oc= ovocito en cromatina y pt= perinucleos tempranos.
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Hematoxilina-Eosina Sentido (-) Anti-sentido (+)

o o TR D

Figura 15. Expresion de ARNm SxI durante el desarrollo gonadico femenino de L.vannamei
observado mediante hibridacion in situ y tincion con hematoxilina-eosina. La sefal
positiva con sonda antisentido se observa en morado o azul obscuro. A: vitelogénesis
primaria (Vit 1) glébulo de aceite I; B: Vit I glébulo de aceite I1, C: Vit | sin vitelo, D:
vitelogénesis secundaria granulos de vitelo. n=nucleo, n= nucléolo, oc= oocito, g=
glébulo de aceite; las flechas negras sefialan region de hibridacion intensa.
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Hematoxilina-Eosina Sentido (-) Anti-sentido (+)

Figura 16. Expresion de ARNm Sxl en vitelogénesis secundaria y pre-maduracion de hembras
L.vannamei observado mediante hibridacién in situ y tincién con hematoxilina-eosina.
La sefial positiva con sonda antisentido se observa en morado o azul obscuro. A:
acercamiento al nucleo de ovocito en vitelogénesis secundaria con granulos de vitelo y
B: acercamiento al limite entre ovocitos en vitelogénesis secundaria con granulos de
vitelo, C: ovocitos en pre-maduracion, y D: acercamiento de limite entre ovocitos en
pre-maduracion. n= nlcleo, nc= nucléolos, v= granulos de vitelo, c= citoplasma, ovi=
ovocito en vitelogénesis |, cf= células foliculares, las flechas sefialan las regiones de
hibridacion.

44



Hematoxilina-Eosina Sentido (-) Anti-sentido (+)

Figura 17. Expresion de ARNm SxI en machos subadulto y adulto de L.vannamei observado
mediante hibridacion in situ y hematoxilina-eosina. La sefial positiva con sonda
antisentido se observa en morado o azul obscuro. A: espermatidas tempranas en
gonada de macho subadulto, B: tubulos seminiferos de macho adulto, C: acercamiento
a espermatidas de B. n= ndcleo, c= citoplasma, sg= espermatogonio, sl1=
espermatocito primario, s2= espermatocito secundario, st= espermatida temprana, s=
espermatida, v= vesicula proacrosomal, v= vesicula acrosomal, ca= cépsula acrosomal,
y e= espina. La flecha punteada sefiala una espermatida sin sefial de hibridacion con
sonda antisentido.
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7.3. Anélisis de ubicuidad de la Expresion de Sxl

El anélisis de ubicuidad de expresion de Sxl en L. vannamei se realiz6 mediante la
amplificacion por punto final con dos pares de oligonucleétidos (qPCR-SxI y EA3-SxI)
disefiados a partir de las secuencias obtenidas en este trabajo.

El primer par de oligonucledtidos delimita una region comdn en todas las secuencias
obtenidas, mientras que el segundo par (EA3-Sxl) delimita una region que incluye al
segundo splicing presente en las secuencias de ambos sexos y de embrién con la
finalidad de ratificar la presencia del mismo.

Los productos obtenidos de la amplificacién con ambos oligonucle6tidos fueron de
180pb cada uno, y fue positiva en los tres tejidos: hepatopancreas, gonada y glandula

neuroendocrina, en ambos sexos (Fig.18).
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Figura 18. Amplificacion en punto final con oligonucleétidos a) gPCR-SxI y b) EA3-SxI, en
gonada, glandula neuroendocrina y hepatopancreas de ambos sexos de L.vannamei.
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8. DISCUSION

La produccién de L. vannamei por acuicultura ha tenido un gran empuje a nivel mundial
en los ultimos diez afios (FAO, 2010). Esto ha sido (al menos en parte) gracias a las
investigaciones que han permitido el desarrollo de tecnologias que contribuyen al
mejoramiento de la rentabilidad de los cultivos. En este sentido, las investigaciones que
involucran mecanismos de determinacion y diferenciacion sexual, son de alto interés
por su potencial aplicacion en el mejoramiento del cultivo. Lo anterior es debido a que
L. vannamei presenta marcado dimorfismo sexual, en donde las hembras presentan
mayor tasa de crecimiento en comparacion con los machos. Asi, el aislamiento y
caracterizacion de genes expresados, especifica y diferencialmente en machos vy
hembras de peneidos, particularmente camardn blanco, es el primer paso para la
comprension de los procesos de determinacion y diferenciacion sexual en especies de
importancia econémica, lo anterior permitira la aplicacién de tecnologias enfocadas al

incremento productivo a través de cultivos “monosexo”.

En este sentido, estudios recientes han sugerido que el sistema cromosémico de
determinacion sexual en peneidos corresponde al ZW/ZZ, donde las hembras son
heterogaméticas (ZW) y los machos son homogaméticos (ZZ), sin embargo ain no se
cuenta con evidencias concluyentes al respecto. Por otro lado, en diferentes crustaceos,
se ha observado la presencia de genes que se encuentran involucrados en las cascadas
génicas de diferenciacion sexual ya descritas en insectos, por ejemplo: SxI en D. pulex-
(Colbourne et al. 2011), Sxl y Tra 2 en Macrobrachium nipponense (Zhang et al., 2013)
y Tra2 en Fenneropenaeus chinensis (Li et al., 2012a). Recientemente se obtuvieron
secuencias parciales de transcritos Sxl en gonada femenina (lbarra et al. 2012) y
estadios de desarrollo temprano (postlarva 9) en L. vannamei (Llera-Herrera, 2012,

datos no publicados).

Sin embargo, aun no se sabe si las variantes anotadas como Sxl, aisladas en los
crustaceos dulceacuicolas Daphnia pulex y Macrobrachium nipponense, y marino L.
vannamei son sexo-especificas o si tienen alguna funcion en el proceso de

determinacion y diferenciacion sexual de estos crustaceos.
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Lo anterior llevé a plantear el objetivo principal de este estudio el cual fue conocer si
existen diferentes transcritos sexo-especificos del gen Sxl en el desarrollo embrionario y
en tejido gonadico de hembras y machos de L. vannamei, asi como localizar el sitio de
expresion de los mismos y evaluar su ubicuidad o especificidad en diferentes tejidos

involucrados en la maduracion gonadica y gametogénesis del camardn blanco.

Asi, este es el primer trabajo que reporta el aislamiento, caracterizacion y analisis de
expresion de SxI en un crustaceo decapodo marino, en el que los resultados principales
son los siguientes: 1) Se encontraron cinco variantes Sxl, de las cuales una es especifica
de embrion, una es comun en embrién y hembra, otra es especifica de hembra y dos
especificas de macho; estas presentan marco de lectura abierto en el mismo sitio y
diferentes sitios de codon de paro; 2) la traduccion conceptual de las secuencias
nucleotidicas da lugar a variantes proteicas sexo-especificas de diferentes tamafios con
diferentes regiones de reconocimiento de ARN (RRM); 3) los RRM presentes en las
secuencias traducidas pertenecen a la familia RRM-SxI conservada en insectos; y 4) la
hibridacion in situ de los trascritos Sxl, indicd que su expresion es ubicua en génada
femenina, masculina, desarrollo embrionario y otros tejidos, teniendo mayor sefial de

hibridacién en células germinales.

8.1. Aislamiento y caracterizacion de los transcritos del gen SxI en camaroén blanco

El gen SxlI y su funcién ha sido ampliamente estudiado en el organismo modelo por
excelencia en la mayoria de los estudios genéticos: D. melanogaster, observando que
los diferentes transcritos Sxl activados y derivados de dosis cromosdmica y splicing
diferencial entre machos y hembras, dirigen la activacion de genes cascada abajo que
conducen a la diferenciacion sexual somatica y germinal del individuo desde estadios de
desarrollo tempranos (Cline, 1984; Cline et al., 2010; Salz y Erickson, 2010). SxI se
transcribe en ambos sexos y los transcritos generados en adultos son de diferentes
tamarios (Bell et al., 1988; Maine et al., 1985; Salz et al., 1989).
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Asi, en D. melanogaster el gen Sxl codifica 21 productos de transcripcién diferentes que
se dividen en tres grupos: hembra-especifico temprano, hembra-especifico tardio y

macho-especifico tardio (Samuels et al., 1991; Salz y Erickson, 2010).

Sorprendentemente, en los transcritos SxlI de L.vannamei, se observo un transcrito
presente Unicamente en desarrollo embrionario y un conjunto de cuatro transcritos
diferentes presentes tanto en el desarrollo embrionario como en génada de adultos. En
Drosophila los transcritos que se expresan transitoriamente en el embrion corresponden
a los hembra-especificos tempranos y se expresan a partir del promotor de
establecimiento SxIPe, mientras que los tardios se expresan desde mediados de la
embriogénesis hasta la etapa adulta a partir del promotor de mantenimiento SxIPm (Salz
y Erickson, 2010) .

Tanto los transcritos tempranos como tardios de L. vannamei tienen en comun la region
5" pero difieren hacia la region 3" mediante splicing alternativo interno, incluyendo
potenciales exones terminales adicionales o alternativos y/o el uso de diferentes sitios
de poli-adenilacion que contienen secuencias AATAAA como ha sido observado en
Drosophila (Samuels, 1991; Salz y Erickson, 2010).

El transcrito embrionario o hembra-especifico temprano de Drosophila se diferencia de
los transcritos tardios por la inclusién de un exén (E1) en la region 5” y la eliminacién
de los exones dos Yy tres (exdn eliminado en transcritos hembra-tardios) en la regién 3,
lo que da lugar a las mismas proteinas SxI que los hembra-especificos tardios ademas de
una diferencia de 25 aa en la region N-terminal (Bopp et al. 1996; Saccone et al., 1998;
Salz y Erickson, 2010). En L. vannamei se observo un patron similar en el transcrito
embrionario al incluir una secuencia de 50 pb en el sitio 642, ademas de la eliminacion
de una secuencia de 76 pb que también se eliminan en los transcritos de hembra; la
traduccion conceptual de este transcrito da lugar a una secuencia de 335 aa (16 aa mas
que la variantes hembra-especifico 319 aa) y contiene una regién de uniéon a ARN
(RRM) especifica de la variante embrionaria y otra RRM presente en la variante de
hembra, por lo que se puede decir que esta variante corresponde a hembra-especifico

temprano de L.vannamei.
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Los transcritos tardios de Drosophila, ademas de tener el exon 5° (exon L1) en comun,
los ARNm de macho se distinguen de su contraparte femenina por la presencia de un
exon extra interrumpiendo el marco de lectura abierto largo (Samuels, 1991; Salz y
Erickson, 2010). En los transcritos SxI de L. vannamei, también se observo esta
diferencia entre los transcritos hembra-especificos tardios (1321 pb y 1253 pb) y un
transcrito macho-especifico tardio (1334 pb) el cual incluye un fragmento de 76 pb
ausente en los transcritos de hembra. El segundo transcrito tardio macho-especifico

(1868 pb) en lugar de incluir el fragmento de 76 pb, se elimina un fragmento de 154 pb.

La traduccion conceptual de los transcritos tardios da lugar a secuencias de
aminoacidos de diferentes tamafios que tienen en comun una RRM en la region N-
terminal, mientras que hacia la region C-terminal las variantes de hembra se diferencian
de las de macho por la presencia de la RRM especifica de hembra. Sin embargo se
observod que la variante proteica presente en embrién y hembra tiene el marco de lectura
mas corto (188 aa) causado por la delecidn de una adenina en el sitio 612. Esta variante
contiene Unicamente a la RRM comun en todas las variantes, y sorprendentemente esta
constituida por los dos primeros exones observados en SxI de D. pulex, por lo que es

necesario realizar analisis posteriores con el fin de validar esta variante.

A pesar de que a la fecha no se cuenta con la estructura exdn-intrén de Sxl, se pueden
hacer comparaciones con los exones ya descritos en las variantes SxI de D. pulex
(Colbourne et al., 2011), con base en ello se puede decir lo siguiente de los tres splicing

observados en transcritos Sxl de L. vannamei:

1) El primer splicing elimina un fragmento (50 pb) en los transcritos tardios
(macho y hembra) y se mantiene en el transcrito embrionario (o temprano), este
fragmento (50 pb) se encuentra justo al terminar los dos primeros exones, dentro de una
region donde se introduce un fragmento intronico en las secuencias Sxl de D. pulex; este
splicing alternativo es conocido como retencion de intron (intron retention), sin
embargo también puede corresponder a un exon que se transcribe especificamente en el

desarrollo embrionario como se observa en Drosophila (exén E1).
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2) En segundo splicing elimina una secuencia (76 pb) en los transcritos tardios
de hembra y en el exclusivo de embridn, y se retiene en el transcrito macho-especifico,
este splicing se encuentra en el limite entre los exones cuatro y cinco descritos en D.
pulex, por lo que puede corresponder a un splicing de eliminacién de exdn en transcritos
femeninos como se observa en Drosophila (exén 3 macho-especifico).

3) Finalmente, el splicing de mayor tamafio (154 pb) observado en el segundo
transcrito macho-especifico (1868 pb) puede corresponder a la eliminacion de dos
exones diferentes o al tamafio alternativo de un exon, ya que la regién 3 de este splicing
coincide con el anterior (76 pb) y se encuentra en el limite entre los exones cuatro y
cinco de D. pulex.

Los tipos de splicing que aqui se mencionan deben ser validados con la estructura exon-

intron de Sxl en L. vannamei.

En los transcritos SxI de L.vannamei se observaron motifs de reconocimiento de ARN
(RRMs, por sus siglas en inglés), también conocidos como dominios de union al ARN
(RBDs) o dominios ribonucleoprotéicos (RNPs) que corresponde a la RRM de Sxl
conservada en D. melanogaster y otros artrépodos, esta dirige la diferenciacion sexual y
sistema de compensacion de dosis de cromosoma X en D. melanogaster. SxI se une a su
mismo pre—ARNm y promueve el splicing alternativo hembra especifico del pre-ARNm
de tra, mediante su union a la regién polipirimidina rica en uridina de tra en el sitio de
splice 3" no sexo-especifico durante el proceso de determinacion sexual. (Handa et al.,
1999).

En las secuencias traducidas SxI de L.vannamei, la region carboxilo presenta un
dominio rico en Glicina (G) / Asparagina (N), que coincide con la RRM especifica de
embrion y hembra (hembra-especifico temprano y tardio) las cuales codifican las
secuencias de aminoacidos de mayor tamafo (339 aa y 319 aa respectivamente). En SxI
de Drosophila este dominio se encuentra en la regién N-terminal y puede ser
responsable de la interaccion proteina-proteina y motifs de reconocimiento de ARN en
tandem, que muestran alta preferencia a unirse a transcritos RNA objetivo de cadena
sencilla ricos en uridinas (Handa et al 1999). Lo que sugiere la funcién de unién a RNA

de transcritos SxI hembra especificos de L. vannamei.
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En este sentido, las comparaciones de proteinas SxI de especies de dipteros han
mostrado tener dominios RRM altamente conservados mientras que las regiones N- y
C- terminales muestra variacion significativa. La gran mayoria de cambios
nucleotidicos en la RRM son sinénimas, indicando accion de la seleccion purificadora
(Serna et al., 2004). Estos resultados apoyan el supuesto de que la proteina SxI con su
especificidad funcional se encuentra en los dominios terminales fuera de los dominios
conservados de union al ARN (Samuels et al., 1991, Meise et al., 1998, Saccone et al.,
1998 y Serna et al., 2004).

8.1.1. Sxl en otros invertebrados

Por otro lado, en otras especies de invertebrados no drosofilidos, se han descrito
transcritos SxI que presentan patrones de splicing que dan lugar a diferentes variantes
proteicas con RRM conservados en Drosophila, pero éstos no tienen funcién clave
discriminante en la determinacion sexual al no ser sexo-especificas, es decir, el mismo
transcrito SxI codifica la proteina funcional SxI en ambos sexos. Por ejemplo: en el
orden de los dipteros suborden Brachycera, Crysomya ruffifacies (Mdller-Holtkamp,
1995), Megaselia scalaris (Sievert et al., 2000) y Musca domestica (Meise et al., 1998);
en los tefritidos Ceratitis capitata (Saccone et al., 1998) y Bactrocera oleae (Lagos et
al., 2005); y en el suborden Nematocera Sciara ocellaris (Ruiz et al., 2003), Sciara
coprophila, Rynchosciara americana, Trichosia pubescens (Serna et al., 2004); y en el
orden Lepidoptera Bombyx mori (Niimi et al., 2006). Aparentemente, en estas especies
otros genes como el gen Tra en C. capitata y el gen F en M. domestica desempefian este
papel (Sanchez, 2008).

Asi, se ha propuesto que la funcion primaria o exclusiva de Sxl en estas especies radica
en modular la actividad genica a través de la inhibicion de traduccion de ARNm en
ambos sexos (Saccone et al., 1998). Esto se basa en tres observaciones: 1) Sx| controla
la compensacidn de dosis en Drosophila mediante la regulacion traduccional de ARNm
del gen msl-2 (Kelley et al., 1997); 2) la proteina SxI se acumula en muchos sitios
activos de transcripcion en el politeno de cromosomas femeninos; y 3) la expresion

ectdpica de proteina Sxl de C.capitata (Saccone et al., 1998) y M. domestica (Meise et
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al.,1998) en D. melanogaster no ejecutd ningln efecto notable en los genes objetivo
conocidos de SxI enddgeno, sin embargo la sobreexpresion forzada del transgen es letal
en ambos sexos, y desencadend anormalidades en el desarrollo de algunos machos,
probablemente dada la presencia de dominios de unién al ARN conservados en la
proteina SxI en D. melanogaster, la cual es funcional y sélo se necesita en hembras dado
que los machos carentes de éste son viables y fértiles (Cline, 1978).

El modelo de Wilkins (1995) propone que la evolucion de las cascadas génicas de
determinacion sexual se establecieron de abajo hacia arriba, siendo los genes de abajo
(dsx- tra 6 F- tra2) mas conservados que los genes cascada arriba. Esto significa que es
probable que en el linaje filogenético que dio lugar a los drosofilidos, la evolucion co-
optd por el gen Sxl, lo modificé y lo convirtié en el gen clave controlador de la

determinacion sexual en Drosophila.

Por lo que llama la atencion que en otros crustaceos el gen Sxl parece tener una funcion
en la diferenciacion sexual temprana ya que los analisis de expresion de las dos
variantes SxI (MnSxI1 y MnSxI2) y Tra-2 aisladas en M. nipponense mostraron que
durante la embriogénesis, ambos genes alcanzan su maxima expresion en fase nauplio,
disminuyendo a sus niveles mas bajos al final de la metamorfosis, y ambos incrementan
gradualmente desde el primer dia de eclosion (PL1) hasta el décimo (PL20) siendo
significativo en PL5 y PL20 (Zang et al., 2013 a y b). Adicionalmente, en el peneido F.
chinensis, el gen Tra-2 mostr6 un incremento repentino de niveles de expresion en
estadio de mysis, posteriormente en juveniles, y mostré mayor nivel de expresion
significativo en hembras que en machos, presentando mayor expresion en ovario que en

otros tejidos.

Lo anterior es importante, ya que tanto en M. nipponense como en dos especies de
peneidos (P. japonicus y L. vannamei) se ha demostrado que la diferenciacion sexual
ocurre durante el desarrollo temprano de postlarva (PL) una vez que la determinacion
sexual se ha establecido (Ventura et al., 2011; Charniaux-Cotton y Payen, 1985;
Nakamura et al., 1992; Campos-Ramos et al., 2006; Garza-Torres et al., 2009; Zhao et
al., 2009).
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Esto sugiere que ambos genes estan involucrados en la determinacion sexual de M.
nipponense y de F. chinensis, y que posiblemente SxI actle en conjunto con Tra-2 en
funciones complejas e importantes durante la embriogénesis, metamorfosis, desarrollo
sexual somatico y diferenciacion sexual de ambas especies (Li et al., 2012a; Zang et al.,
2013 ay b).

Dado lo discutido en esta seccion, es importante revisar a detalle lo siguiente: 1)
verificar mediante PCR en diferentes muestras de embrién y gonada femenina la
variante de menor tamafio (118 aa), ya que ésta es resultado de la delecion de una
adenina y no una variante se splicing propiamente dicha; 2) obtener la estructura exon-
intrén de Sxl, a fin de validar los tipos de splicing alternativo en las variantes sexo-
especificas y embrionarias; y 3) cuantificar la expresion de SxI durante el ciclo de vida

de la especie (desde desarrollo embrionario hasta etapa adulta).

8.2. Localizacion de células de expresion SxI.

Los resultados obtenidos en los andlisis de localizacion de células de expresion
mediante hibridacién in situ con la sonda Sxl-especifica de L vannamei, mostraron sefial
positiva en todos los estadios del desarrollo embrionario y gametogénico de ambos
sexos, tanto en células germinales como somaticas. Lo anterior se debe a que Sxl se
transcribe en ambos sexos, tanto la linea germinal como el soma despliegan
dimorfismo sexual (Penalva y Sanchez, 2003), y la sonda disefiada para dicho analisis
corresponde a una region comun en todos los transcritos Sxl aislados a partir de embrién,

gonada femenina y masculina de L. vannamei.

Particularmente, el patron de hibridacion de ARNm SxI en los estadios desarrollo
embrionario analizados en L. vannamei es consistente con el patron observado en la
hibridacion de ARNm vasa-like en el desarrollo embrionario de F. chinensis (Fig. 13 y
19) (Feng et al., 2011). Vasa codifica una proteina miembro de la familia DEAD-box y
es el gen especifico de linea germinal mejor caracterizado y analizado en diversas

especies como: mosca Drosophila (Hay et al., 1998), pez Danio rerio (Wolke et al.,
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2002), ostion Crassostrea gigas (Fabioux et al. 2004 a-b), cladécero Dapnia magna
(Sagawa et al. 2005), anfipodo Pahryale hawaianensis (Extavour, 2005; Ozhan-Kizil et
al., 2009); y decapodos como (Marsupenaeus) P. japonicus (Sellars et al., 2007), L.

vannamei (Aflalo et al., 2007) y Fenneropenaeus chinensis (Zhou et al., 2010).

F G

Figura 19. Expresion de Fc-vsa-like RNAm durante el desarrollo embrionario de F. chinensis,
mostrando sefial positiva y uniforme en huevo fertilizado (A), embrion de 2, 4 y 32
células (B, C y D respectivamente); y mayor sefial de hibridacién en regién germinal en
gastrula temprana (F) y tardia (G). Tomado y modificado de Feng et al., (2011).

El patron de expresion de vasa observado en D. rerio (Wolke et al., 2002),
Ctenopharyngodon idella (Xu et al., 2005), Carassius auratus gibelio (Li et al., 2010),
Drosophila y Xenopus (Li et al., 2010), consiste en la presencia de grandes cantidades
de vasa ARNm hasta el estadio de gastrula, disminuyendo rapidamente después de la
eclosion; en las Gltimas dos especies, la expresion cigotico de vasa ARNm fue
especificamente restringida a la linea germinal a traves del desarrollo embrionario hasta

la gonada adulta, sin observar expresion en tejido somatico.

Por el contrario, en el desarrollo embrionario de L. vannamei, la expresion de Sxl se

observo en el soma del embrion (desde la primera division celular hasta gastrula tardia),
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y en mayor intensidad en la region correspondiente a la linea germinal marcada con
Vasa en F. chinensis (Fig. 13 y 19) (Feng et al., 2011). Los resultados obtenidos en la
hibridacion de vasa (Feng et al. 2011) y SxI ARNm (este trabajo) sustentan las
observaciones realizadas en el analisis de division y gastrulacion del desarrollo
embrionario en L. vannamei (Hertzler, 2005) y M. japonicus (Pawlak et al., 2010),
donde reportan la localizacion de las células de mesodermo (mesendodermo) y la linea

celular que potencialmente daré origen a linea germinal del individuo (Fig. 20).

En este sentido, se ha observado que en peneidos la segmentacion es completa y la
gastrulacion se da por la ingresion de las células del mensendodermo (ME) hacia el
blastocele, seguido de la invaginacion de la corona de células que daran lugar al
mesodermo naupliar (Zilch, 1979; Hertzler y Clark, 1992). Las células ME arrestan la
division celular durante tres ciclos celulares, mientras que el resto del embrién continua
dividiéndose (Zilch, 1979; Hertzler y Clark, 1992), cuando las células ME reanudan la
division las células dan lugar a ocho células, las ME dorsales dan lugar a células del
endodermo, mientras que las células ME ventrales dan lugar al mesoteloblasto
primordial y a la presunta linea germinal primordial (Fig. 13E y 20) (Zilch, 1979;
Hertzler 2002, 2005)

En metazoarios, las células germinales primordiales se especifican mediante dos
mecanismos:

1) Epigénesis, que involucra interacciones celula-célula y el tejido de la periferia
transmite sefiales que inducen a la célula a la diferenciaciéon a célula germinal. Este
mecanismo ha sido observado en Mus musculus (MclLaren 2003, Saga 2008),
Stronglocentrotus purpuratus (Juliano et al. 2006, Voronina et al. 2008), Platynereis
dumerilii (Rebscher et al. 2007), Blatta germanica y Mnemiopsis leidyi (revisado por
Extavour y Akam, 2003).

2) Preformacidn, observada en C. elegans, Xenopus laevis (Ikenishi 1998), D.
rerio (Weidinger et al. 2002), D. melanogaster (Sano et al. 2002, Hashiyama et al.,
2011; Van Doren, 2011), P. hawaianensis (Extavour 2005), D. magna (Sagawa et al.
2005) y copépodos (Extavour y Akam 2003), donde se encuentran componentes

citoplasmicos (nombrados germoplasma) dentro de la presunta célula germinal vy
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especifican su rasgo autdbnomamente (Whitington y Dixon, 1975; Strome y Wood, 1982;
Extavour y Akam, 2003) es decir, sin ser influenciadas por el soma.

Xv ) 77 Xaa\ ;g
Xd " \-/’a, 3 \¥YP /I

Figura 20. Esquemas gastrulacion avanzada y desarrollo de derivados del mesendodermo. A)
seccion transversal media de células del mesendodermo (ME) mostrando cromosomas
condensados después del arresto celular; B) embrion con cuatro derivados ME (Xa, Xp)
seguido de la primera divisibn ME; C) embridn durante la segunda divisién del ME,
corte transversal anterior mostrando los dos derivados anteriores dividiéndose a lo largo
del eje izquierda-derecha; D) corte transversal anterior mostrando cuatro células ME
dorsales (endodermo); E) corte transversal posterior mostrando otras dos células ME, el
mesoteloblasto primordial (M) se ubica en la region ventral del embrién; F) corte
transversal posterior mostrando otras dos células derivadas del ME, la presunta célula
germinal primordial (flecha-G) es hermana del mesoteloblasto primordial en E; y G)
corte transversal de otro embrién en estadio ligeramente mas avanzado, mostrando la
presunta célula germinal primordial (G) con ndcleo grande caracteristico. Tomado y
modificado de Pawlak et al. (2010).

En este sentido, se ha observado que el mecanismo mediante el cual se especifica la
linea germinal en camarones peneidos es mediante preformacion, dado que
experimentos en donde se realizo el aislamiento de blastomeros mostraron que el

mesendodermo se forma autdénomamente (Kajishima, 1951; Hertzler et al., 1994).
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Recientemente, se ha observado una estructura denominada cuerpo intracelular (ICB
por sus siglas en inglés), presente desde embriones de dos a 122 células, el cual esta
constituido por ARN y marca el linaje de una de dos células del mesendodermo (células
alargadas y arrestadas) que inician la gastrulacion; este cuerpo sugiere la presencia de
un grénulo germinal en camarones peneidos como evidencia del mecanismo de
preformacion (Biffis et al. 2009, Pawlak et al. 2010).

Se ha observado que los granulos germinales de algunos animales contienen productos
génicos caracteristicos de la linea germinal como Vasa, Nanos, Pumilios, Tudor y
miembros de la familia PIWI (revisado Ewen-Campen et al. 2010) y, por lo tanto, estos
son componentes candidatos del cuerpo intracelular (ICB) en camarones (Pawlak et al.
2010).

En los resultados obtenidos de la hibridacion in situ de ARNm-SxI de embriones no se
logré observar un solo granulo en los blastdmeros; Unicamente en el embrién de 32
células se observo mayor hibridacion en uno de los blastémeros (Fig. 21), sin embargo
es necesario realizar pruebas posteriores con marcadores de la linea germinal para
verificar que lo anterior corresponda la presencia del ICB y que éste blastomero dara

lugar posteriormente al mesodermo y linea germinal.

Los analisis de ISH en el desarrollo gametogénico de hembra (Fig. 14-16) mostraron
que ARNm-SxI de L. vannamei también tiene un aporte materno. Estos resultados son
similares a los observados con vasa en gonada femenina de otros crustaceos como D.
magna (Sagawa et al. 2005), M rosenbergii (Nakkrasae y Damrongphol 2007), P.
hawaianensis (Extavour 2005 y Ozhan-Kizil et al. 2009) L. vannamei (Aflalo et al.
2007), P. japonicus (Sellars et al. 2007) y particulamente F. chinensis (Feng et al.
2011).

58



e
o .5 50.0 ym

Figura 21. Embriones de L.vannamei 32 células: A) Expresion de ARNm Sxl de este trabajo y B)
embrién de 23 células mostrando la presencia del ICB tefiido con Sytox Green. Tomado
y modificadp de Pawlak et al. (2010)

El componente de expresion materna también ha sido observado en el gen tra de
Ceratitis (Pane et al 2002), Bactrocera (Lagos et al 2007) y Anastrepha (Ruiz et al.,
2007), donde tra desempefia un papel clave regulatorio como dispositivo de memoria
para la determinacion sexual (mediante su autorregulacion). Se ha propuesto que los
transcritos tra (tramRNA) o su proteina, proporcionados por el ovocito, suministran al
embrion con la proteina Tra necesaria para establecer el splicing hembra-especifico en
el ARNm cigético inicial (embriones XX). Lo anterior produce la primer proteina tra
cigotica funcional y consecuentemente el establecimiento de la autorregulacion de tra y
conduciendo a la cascada génica hembra-especifica. El patron de expresion materna y
autorregulatorio también se ha observado en M. domestica con el gen F (Dibendorfer y
Hediger 1998), siendo necesaria también la expresion del gen tra-2 (Burghardt et al.
2005).

Por el contrario en embriones XY de estas especies, el factor M presente en el
cromosoma Y, previene el establecimiento del sistema autorregulatorio de tra, por lo
que no hay produccién de tra funcional y se da lugar a la cascada génica macho-

especifica (Pane et al. 2002).

Aunado a la funcién de Sxl en la diferenciacién sexual, se ha observado que Sxl se
requiere para el desarrollo normal de la linea germinal femenina (ovogénesis) y puede
poseer diferentes actividades somaticas hembra-especificas y en la linea germinal
(Perrimon et al., 1986; Salz et al., 1987; Schipbach, 1985; Ndtiger et al., 1989;
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Steinmann-Zwicky et al., 1989). Sin embargo, la hibridacion de ARNm-SxI de L.
vannamei durante el desarrollo gametogénico de gonada femenina y masculina (sub-
adultos y adultos) fue positiva en todas las células de la gonada, presentando mayor
expresion en células germinales (Fig. 17B) en donde se estd llevando a cabo la
recombinacion meidtica como se observa en la hibridacion in situ de LvDmcl (Okutsu
et al., 2010). La sefial de hibridacion en ambos sexos incremento junto con el estadio de
desarrollo gonadico y gametogénico. Estos resultados sugieren que al igual que en
Drosophila, ademas del papel de Sxl en la diferenciacion sexual, este gen tiene funcion
durante la gametogénesis de ambos sexos, ya que SxlI es necesario para la
recombinacion de cromosomas homdélogos (Bopp et al., 1999).

En gonada femenina se observo sefial de ARNm SxI positiva en todos los ovocitos, ésta
fue intensa en el nucleo durante las primeras etapas del desarrollo gametogénico, y al
final del mismo la sefial disminuy6 en el ndcleo e incrementd en el citoplasma. Esto es
una evidencia de que SxI desempefia un patrén de expresion complejo y dinamico
subcelular durante la ovogénesis (Bopp et al., 1993). En células somaticas, SxI tiene
funcionamiento tanto en nucleo como en citoplasma, por lo que es probable que el
patron de distribucidn y trasportacion de SxlI del nucleo al citoplasma en la linea
germinal sea importante para la regulacion de la ovogénesis (Hinson y Nagoshi, 2002).

La presencia de Sxl en testiculos y tejidos somaticos sugieren funciones adicionales
(Sievert et al., 2000), por lo que llama la atencion que en génada masculina de adulto se
observd la presencia de espermatidas con y sin hibridacion de ARNm Sxl. Asi, con el
objetivo de verificar que el incremento de la expresion de Sxl es significativo y esta
relacionado con el desarrollo gametogénico en ambos sexos, y en la determinacion
sexual de la especie, es necesario, llevar a cabo anélisis de cuantificacion de transcritos
Sxl y variantes proteicas, asi como evaluar el resultado de la inhibicion de transcritos SxI
en los diferentes estadios de desarrollo embrionario, larvario, gonadico y gametogénico

de ambos sexos.

Por ultimo, el analisis de ubicuidad de la expresion de SxI por PCR, mostrd que este esta

presente en los tres diferentes Grganos/tejidos de L. vannamei analizados, (gonada,
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hepatopéancreas y glandula neuroendocrina), lo que indica que SxI potencialmente esta
involucrado en la regulacion, funcién de determinacion y diferenciacion sexual como en
otras posibles funciones de camarén blanco tanto en el soma como en células
germinales (Cline y Meyer, 1996; Penalva y Sanchez, 2003). La ubicuidad de SxI
también se ha observado en insectos como en Drosophila (Salz y Erickson, 2010), M.
scalaris (Sievert et al., 2000), S.ocellaris (Ruiz et al., 2003) y en crustaceos decapodos

como P. monodon (Tassanakajon et al., 2006) y M. nippoense (Zang et al., 2013 a y b).

En este sentido, se ha observado que el splicing alternativo desempefia un papel
importante en la definicién de la especificidad tisular, es decir, diferentes tejidos pueden
tener diferentes patrones de splicing alternativo (Chen y Manley, 2009); por lo que un
objetivo secundario de la prueba de ubicuidad fue validar la presencia del posible exén
alterno (Exén Alterno 3 - EA3) en los diferentes tejidos de ambos sexos, y se observo
que aunque EA3 no se traduce en las variantes femeninas (debido a la delecién de
adenina en el sitio 612), este es ubicuo y se encuentra en los transcritos de ambos sexos,

esto sugiere que no existen patrones de splicing alternativo tejido-especifico.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo, sugieren que SxI de L. vannamei,
puede estar involucrado en los procesos de determinacién y diferenciacion sexual entre
otros, dada la presencia de variantes con diferentes potenciales patrones de splicing que
dan lugar a variantes proteicas sexo-especificas tempranas y tardias, ademas de la
expresion activa durante el desarrollo embrionario y gametogénico de ambos sexos,

siendo de mayor intensidad en la linea germinal en desarrollo embrionario y gonadico.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En L. vannamei, se observaron variantes Sxl sexo-especificas que potencialmente

concuerdan con el modelo D. melanogaster, y presentan patrones de splicing diferencial.

Las variantes proteicas SxI de L. vannamei son resultado de la modificacion del marco
de lectura, dando lugar a secuencias de aminoacidos: 118 aa en hembra y embrion, 215

y 244 aa en macho, 319 aa en hembra y 335 en embrion.

La variante proteica de menor tamafio observada en hembra y embrion, es resultado de
la delecién de una adenina en el sitio 612 y no de un evento de splicing como tal, y su
secuencia coincide con los dos primeros exones descritos en D. pulex, sin embargo es

necesario verificar la presencia de dicha delecion.

Todas las variantes proteicas Sx| aislados en L. vannamei presentan regiones de union al
ARN (RRM) caracteristicos de Sxl, sin embargo se observé una RRM que so6lo esta
presente en las variantes femeninas y una RRM que sélo esta presente en la variante
embrionaria. Estas dos contienen un dominio en la region N-terminal (no C-terminal
como en D. melanogaster) rico en Glicina/Asparagina que puede ser responsable de la

interaccidn proteina-proteina.

Los transcritos SxI de L. vannamei estan presentes durante el desarrollo embrionario y
gametogénesis de camardn blanco tanto en células somaticas como germinales, por lo
gue su expresion es ubicua y aparentemente no existe splicing alternativo tejido-
especifico. En el desarrollo embrionario, se observdé mayor sefial de hibridacion en la
posible region del mesendodermo que potencialmente daré lugar a la linea germinal, por

lo que es necesario realizar pruebas con marcadores especificos de la linea germinal.

Los patrones de hibridacion durante el desarrollo embrionario y gametogénico en
gonada de ambos sexos sugieren que la determinacion sexual tiene un componente
materno y que SxI pudiera tener funcion en el desarrollo gametogénico como ha sido

descrito en D. melanogaster.
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ANEXOS

ANEXO I. EXTRACCION DE ARN

LN

No ok

8.
9.
10.
11
12.
13.

14.
15.

16.

Pesar 100 mg de perlas de cristal (SIGMA)

Agregar 1000 ul de TriPure en un tubo de 1.6 ml.

Colocar en el TriPure ~50 mg de tejido previamente lavado en H,O DEPC para
eliminar el exceso de RNAlater en el que se preservo.

Homogenizar la muestra con un pistilo previamente esterilizado

Incubar 5 min

Centrifugar a 12,000 rpm por 10 mina 4°C

Adicionar 160 pl cloroformo a cada muestra y agitar hasta obtener un color
rosado (~ 15 s).

Incubar las muestras por 15 min a temperatura ambiente

Centrifugar a 12,000 rpm por 15 min.

Recuperar el sobrenadante y transferir a un tubo de 1.6 ml.

. Adicionar 250 pl de isopropanol, invertir el tubo varias veces e incubar a

temperatura ambiente por 15 min.

Adicionar 500 pl de etanol absoluto, invertir el tubo varias veces e incubar a -20°
C toda la noche.

Precipitar el ARN centrifugando a 12,000 rpm por 10 min a 8° C y descartar el
sobrenadante.

Adicionar 740 pl de etanol al 70% y lavar el pellet pipeteando suavemente.
Centrifugar a 7,500 rpm por 5 min a 4° C y descartar el sobrenadante quitando el
exceso de etanol con la pipeta y colocando los tubos en hielo.

Resuspender el ARN en 50 ul de H,0 DEPC. Almacenar a -20° C.

ANEXO I1. DIGESTION CON DNASA

=

»w

Preparar 5 pl que contengan 5 pg de ARN
Agregar a cada tubo:

a. HO miliQ 3.5yl
b. RQ1 buffer de reaccion 10x 1.5 ul
c. RQ DNAsa 5.0 ul

Total 15.0 pl

Incubar a 37°C por 40 min.
Agregar 1 pl de RQ1 DNasa STOP
Incubar a 65°C por 10 min.
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ANEXO I11. SINTESIS DE ADN COMPLEMENTARIO (ADNC).

1.

2.
3.
4

5.

6.

Mezclar 5 pl de ARN digerido con DNAsa (al menos 1 pg por reaccion) y 1 ul
de oligo (dT) en un tubo limpio de 1.6 ml y colocar en hielo.

Incubar a 70° C por 5 min.

Poner en hielo por 5 min, centrifugar 10 s y volver a colocar en hielo.

. Preparar previamente la siguiente reaccin y afiadir 14 pl a cada tubo:

H,O miliQ 5.0 ul
ImProm Il buffer 5x 4.0 pl
MgCl; (25 mM) 2.0 ul
dNTP’s 1.0 ul
RNAsiIn 1.0 ul
ImProm I RT 1.0 pl
Total 14.0 pl
+ 6.0 ul ARN con Oligo (dt)
Volumen final 20.0 pl

Incubar a 25°C por 10 min para alineamiento, a 42 ° C por 1 h para la extension
y a 70°C por 15 min para la inactivacion de la enzima
Centrifugar y almacenar a -20° C

ANEXO IV. LIGACION Y TRASFORMACION DE BACTERIAS
COMPETENTES.

a)
1.

N

Terminacion con Adenina (A-tailing)
Preparar el siguiente mix:

a. Producto de PCR 6.0 ul
b. Buffer 5x 2.0 ul
c. MgCl; (25mM) 0.6 ul
d. dNTP’s 0.4 ul
e. goTaq 5U/ ul 1.0 pl

Volumen final 10.0 pl

Incubar a 72°C por 30 min

Ligacion con pGem T-Easy Vector
Preparar la siguiente reaccion:
a. Buffer 2x 2.5 ul
b. pGem T-easy vector 0.5 pl
c. Producto PCR 1.0l
d. DNA Ligasa (T4) 0.5l
e. H,O miliQ 0.5 ul
Volumen final 5.0 ul

Incubar 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C
Almacenar a -20°C
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c)

d)

Transformacion de bacterias competentes

Un dia antes preparar cajas de Petri con 20 ml de medio LB/Agar/ampicilina (en

200 ml de medio: 59 LB/3g Agar /200 pul ampicilina 100mg/ml) y almacenar

a4°C.

Calentar bafio Maria a 42°C

Temperar cajas Petri con medio LB/Agar/ampicilina a 37°C

1. Descongelar bacterias en hielo

2. Entubo de 1.5 ml agregar 5 ul de reaccion de ligacion en 20 pl de bacterias
competentes y mezclar gentilmente

3. Incubar en hielo por 30 min

Incubar a 42°C por 45 s en bafio maria e inmediatamente colocar en hielo

(choque térmico),.

Incubar en hielo por 2 min

Agregar 250 pl de medio SOC

Incubar a 37°C por una hora

Preparar cada caja de Petri con 40 pl de X-Gal y 7 pl de IPTG

Sembrar 50 pl de cultivo de bacterias en una caja y el resto (200 pl) en otra

caja.

10. Incubar toda la noche a 37°C

&

©Co~No O

Levantamiento de colonias

Preparar 200 ml de LB liquido con ampicilina (10mg/ml)

1.

agblrwn

Colocar 3 ml de medio LB/ampicilina liquido en tubo de ensayo con tapdn
(estéril)

Levantar las colonias positivas y alejadas con un palillo de madera

Sembrar en placa previamente etiquetada y templada a 37°C para hacer respaldo
Colocar el palillo en tubo con medio LB/amp. Liquido (uno por colonia)

Incubar a 37°C con agitacion a 220 rpm toda la noche.

ANEXO V. EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO (ADNp) 6 MINIPREPS

1.
2.

3.

B

[(e]

11.

Trasferir 1.5 ml de cultivo bacteriano a tubo eppendorf

Centrifugar a méaxima velocidad por un min y descartar por completo el
sobrenadante.

Agregar 100 pl de solucion de resuspension (Tris-HCL 50mM pH 8.0; EDTA 10
mM pH 8.0; 80 pug de RNAsa) y resuspender el pellet bacteriano.

Agregar 100 pl de buffer de lisis (NaOH 200 mM y SDS 1%).

Agregar 120 ul de buffer de neutralizacion (Acetato de Potasio 3M pH 5.5,
ajustando pH con &cido acético) y mezclar por tres min.

Centrifugar un min a maxima velocidad y trasferir sobrenadante a un tubo nuevo
previamente etiquetado.

. Agregar 200 pl de isopranol, mezclar por inversion e incubar por 30 min a

temperatura ambiente.
Centrifugar a maxima velocidad por un minuto y descartar sobrenadante.
Agregar 500 pl de etanol al 70% y mezclar por inversion.

. Centrifugar a maxima velocidad por un minuto y descartar sobrenadante, volver

a centrifugar y eliminar sobrenadante con punta.
Agregar 25 pl de agua estéril y resuspender el pellet.
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ANEXO VI. DIGESTION ENZIMATICA Eco RI

1.

How

Preparar la siguiente reaccion por muestra:
a. HOmiliQ 7.9yl

b. BSA 0.1pl
c. BufferH 1.0l
d. EcoRl 1.0 ul

Volumen final  10.0 pl
Agregar 3 ul de ADNp
Incubar a 37°C por hora y media.
Verificar producto de digestion por electroforesis en gel de agarosa para evaluar
que colonia presenta el inserto.

ANEXO VII. PURIFICACION POLY (A)

1.
2.
3.

No ok

© ®

10.
11.
12

13.
14.
15.

Preparar 1 mg de ARN en 750 pl de agua libre de nucleasas.

Agregar 750 pl de Bindig Solution y mezclar por inversion.

Agregar esta mezcla al tubo con oligo (dT) celulosa y mezclar en vortex hasta
deshacer los grumos.

Incubar a 75°C en bafio Maria por 5 min.

Incubar 1 h en agitacion a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12000 rpm por 3 min.

Remover sobrenadante con pipeta y guardar a 4°C (se puede usar posteriormente
para extraer cualquier residuo de ARN de la solucién).

Calentar Storage solution a 80°C

Agregar 500 pl de solucion de lavado 1 al pellet y resuspenderlo con vortex.
Agregar mezcla a columna de centrifugacién y centrifugar por 3 min a 12000
rpm, descartar el filtrado.

Agregar 500 pl de solucion de lavado 1 y mezclar con vortex.

Centrifugar 3 min a 12000 rpm y descartar el filtrado.

. Agregar 500 pl de solucidon de lavado 1 y mezclar con vortex, centrifugar 3 min

a 12000 rpm y descartar el filtrado
a. Repetir 3 veces.
b. Pasar columna a tubo de recoleccion nuevo.
Agregar 200 pl de Storage Solution a 80° y mezclar con vortex.
Centrifugar de inmediato a 14000 rpm por 2 min.
Agregar 200 pl de Storage Solution a 80°C, mezclar con vortex y centrifugar de
inmediato a 14000 rpm por 2 min
a. MANTENER EL FILTRADO

16. Agregar 40 pl de Acetato de amonio 5 M, 1 pl de glucégeno y 1100 pul de etanol

17.
18.
19.

al 100%.

Precipitar a -20°C toda la noche 0 a -80°C por 30 min.

Centrifugar a 14000 rpm por 30 min a 4°C.

Descartar sobrenadante con punta, centrifugar 1 min. de nuevo para retirar
eXCeso con punta.

20. Agregar 1 ml de etanol al 70%, mezclar con vortex y centrifugar a 14000 rpm

21.

por 10 min a 4°C. Descartar sobrenadante cuidadosamente con punta.
Resuspender en Storage Solution (80°C) y almacenar a -70°C.
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ANEXO VIII. AMPLIFICACION RAPIDA DE TERMINACIONES DE ADNc

(RACE)
1. Preparar las siguientes reacciones
Reactivo 3'RACE (ul) | 5’"RACE (ul)
Buffer FS 5x 2 2
DTT 20 mM 1 1
dNTP’s 10 mM 1 1
VVolumen final 4 4
2. Preparar las siguientes reacciones
Reactivo 3'RACE (ul) | 5’RACE (ul)
RNA Poly (A) 1 1
CDS Primer A 1 1
H,0O deionizada 2.75 1.75
Volumen final 4.75 3.75

&

Incubar ambas reacciones a 72°C por 3 min (desnaturalizacién) y a 42°C por 2
min.
Poner en hielo inmediatamente.
Agregar 1 pl de SMARTER I1 A Oligo al tubo de reaccion 5°del paso 2 para
obtener volumen final de 4.75 pl.
Tomar 4l del paso 1y agregar a cada reaccion:

a. Inhibidor de RNAsa (40U/pl) 0.25 pl

b. SMART Scribe RT 1.0 pl

Volumen final 5.25 ul

. Mezclar las reacciones de los paso 2 y 6 (Después de la desnaturalizacion y de

agregar el Oligo) para obtener volumen final de 10 pl.
Incubar a42°C por 90 min y a 70°C por 10 min
Diluir por separado el ADNc 3"y 5°en 250 ul de buffer EDTA tricina.

ANEXO IX. TRATAMIENTO DE LAMINILLAS CON POLY-L-LISINA

1.

»w

O No O

Sumergir laminillas en solucion lavado (33 g de NaOH, 133 ml de etanol 95% y
133 ml de agua MiliQ) durante 30 min.

Sumergir las laminillas en agua MiliQ varias veces hasta eliminar la solucion de
lavado por completo.

Secar con papel limpio libre de residuos.

Sumergir las laminillas por completo en solucion de Poly-L-lisina 10% (con
algua MiliQ o DEPC) por 30 min.

Sumergir una sola vez con agua MiliQ y retirar inmediatamente.

Sumergir una sola vez con etanol 100% y retirar inmediatamente.

Dejar secar a temperatura ambiente o0 en campana de extraccion.

Almacenar en refrigeracion hasta su uso no mas de 14 dias.
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ANEXO X. DIGESTION ENZIMATICA CON Apa | Y Pstl

1.

2.
3.
4.

Prepara las siguientes reacciones por sonda:
Apa | (ul) Pst I (ul)

Agua estéril 34.5 34.5
Buffer 10x (A)5 (H)5
BSA 0.5 0.5
Enzima 5 o)
Total 45 45

Agregar 5 ul de DNAp

Incubar a 37°C toda la noche

Verificar el producto de la digestién por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
cortar cada banda con navaja estéril y purificar.

ANEXO XI. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE DIGESTION

ook wdE

9.

Pesar tubo de 1.6 ml antes de cortar el gel

Cortar el fragmento de tamarfio esperado con navaja estéril

Afadir 10 ul de membrane binding solution por cada 10 mg de gel

Incubar 10 min a 50-65°C y vortexear cada 2 a 3 min hasta disolver el gel.
Colocar en columna un tubo colector por muestra

Trasferir el producto disuelto a la columna e incubar por 1 min a temperatura
ambiente

7. Centrifugar a 12000 rpm por 1 min
8.

Descartar el lavado y lavar con 700 pl de membrane wash solution
Centrifugar a 12000 rpm por un minuto y descartar el lavado

10. Lavar con 500 pl de membrane wash solution
11. Centrifugar a 12000 rpm por 5 min y descartar el lavado
12. Colocar la columna en tubo eppendorf de 1.6 ml nuevo

13. Agregar 25 pl de agua libre de nucleasas e incubar 1 min a temperatura ambiente.

14. Centrifugar a 12000 rpm por 1 min
15. Repetir los pasos 13 y 14.
16. Retirar la columna y almacenar a -20 °C

ANEXO XII. TRASCRIPCION Y MARCAJE DE RIBOSONDAS

1.

2.

Colocar 10 pl de plasmido linearizado en dos tubos de 1.6 ml y agregar 3 pl de
agua DEPC a cada uno, mezclar y colocar en hielo.
Preparar las siguientes reacciones:

SP6 (Apa l) pl T7 (Pstl) ul
10x NTP labeling mixture (vial 7) 2.0 2.0
10x transcription buffer (vial 8) 2.0 2.0
RNAse inhibitor 1.0 1.0
RNA polymerase SP6 2.0
RNA polymerase T7 2.0

Total 7.0 7.0
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Mezclar y centrifugar brevemente

Incubar por 2 ha37°C

Agregar 2 pl de DNAsa I (vial 9 del Kkit) e incubar por 15 min 37 °C

Detener la reaccion con 2 pl de EDTA 0.2M a pH 8 (preparar previamente ya
que no lo incluye el kit)

7. Volumen final 21 pl por sonda. Almacenar a 20 °C.

o s W

ANEXO XII1. HIBRIDACION

Antes de empezar preparar paraformaldehido 4%
Desparafinar e hidratar los tejidos (laminillas) de la siguiente forma:

Paso | Solucion Tiempo
(min)
1 | Xilol 10
2 | Xilol 10
3 | Etanol absoluto 5
4 | Etanol 90% 5
5 | Etanol 80% 5
6 | Etanol 50% 5
7 H20 DEPC 5
8 | PBS 1x 5
(DEPC)

Nota: todas las soluciones deben estar preparadas con agua tratada con DEPC o libre de
nucleasas.

9. Drenar las laminillas y colocar en cdmara humeda con SSC 2x, agregar 100 pul de
Proteinasa K (10ug /ml) a cada laminilla (solucion de trabajo = 0.5 pl de proteinasa K
20 mg/ml a 999.5 ul de PBS 1x DEPC) y cubrir con parafilm evitando dejar burbujas, e
incubar 15 minutos a 37 °C.

10. Lavar las laminillas en PBS 1x (DEPC) durante 5 minutos.

11. Post-fijar las muestras en paraformaldehido al 4% pH 7.4 durante 20 minutos.

12. Lavar las laminillas en PBS 1x (DEPC) nuevo dos veces durante 5 minutos cada
uno.

13. Lavar en agua DEPC durante 5 minutos

Deshidratar las muestras de la siguiente forma:

Paso | Solucion Tiempo
(min)
14 | Etanol 50% 5
15 | Etanol 80% 5
16 | Etanol 90% 5
17 | Etanol absoluto 5

Nota: todas las soluciones deben estar preparadas con agua tratada con DEPC

18. Colocar laminillas en cdmara himeda (SSC 2x) Dejar secar las laminillas durante 20
minutos al aire libre (encender horno de hibridacién a 42°C).
19. Preparar sondas de hibridacion:



Tubo 1 = mezclar pipeteando varias veces 3 ul de sonda sentido con 66 ul de
solucidn de hibridacién (por laminilla).

Tubo 2 = mezclar pipeteando varias veces 3 pl de sonda anti-sentido con 66 pl
de solucion de hibridacion (por laminilla).
20. Agregar 70 ul de sonda de hibridacion a cada laminilla y cubrir con papel parafilm
evitando dejar burbujas de aire e incubar toda la noche a 42 °C (verificar que la camara
hdmeda este correctamente cerrada).

ANEXO XIV. LAVADOS POST-HIBRIDACION Y DETECCION

21. Lavar dos veces con buffer de lavado 1 (SSC, SDS) durante 5 minutos cada uno a
temperatura ambiente.

22. Lavar dos veces con buffer de lavado 2 (SSC, SDS) durante 5 minutos cada uno a
42 °C

23. Lavar con buffer de lavado 3 (Ac. Maléico, tween 20) durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

24. Drenar las laminillas y colocar en camara himeda (SSC 2x), agregar 100 pl de
solucion de bloqueo 1x (10 pl solucion de bloqueo 10x mas 90 pl de buffer de acido
maléico) por laminilla, cubrir con parafilm (sin dejar burbujas) e incubar durante 30
minutos a temperatura ambiente.

25. Drenar las laminillas, colocar en cdmara humeda (SSC 2x), agregar 100 pl de
solucion de anticuerpo a cada laminilla (1 pl de Anti-Dig mas 999 ul PBS 1x 1:100),
cubrir con parafilm e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

26. Lavar dos veces con buffer de lavado 3 (Ac. Maléico, tween 20) durante 5 minutos
cada uno a temperatura ambiente.

27. Drenar las laminillas, colocar en cdmara himeda (SSC 2x), agregar 100 pl de buffer
de deteccion a cada laminilla, cubrir con parafilm e incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

28. Drenar las laminillas, colocar en camara hiumeda (SSC 2x), agregar 150 pl de
solucion de revelado (3 pl de NBT/BCIP mas 147 pl de buffer de deteccion) por
laminilla, cubrir con parafilm e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y en
obscuridad.

29. Lavar las laminillas con agua destilada ultrapura estéril.

30. Contratefiir con café de Bismark 0.5% durante 10 minutos.

31. Lavar con agua destila ultrapura estéril por 5 minutos.

32. Deshidratar con etanol al 50, 70, 90 y absoluto.

33. pasar por dos xiloles, colocar resina y cubreobjetos. Dejar secar toda una noche a
temperatura ambiente.
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ANEXO XV. SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS Y TRADUCCION
CONCEPTUAL POR VARIANTES Sxl SEXO-ESPECIFICAS DE L.vannamei.

Emb1068/335
1 AACGGAGCTCGCGGCGAAAATCGAGGAGCGAATTATCTGAGAGGTTGGCACGCGTGAGTC 60
61 AATGTTTGTGTGCCCCACGCGCGTCCACCCGGCATCGCTCTCGCCTCCAARAAGCTACATG 120
121 TTTTTGTTAATTTAGGTTAGGCTTGGGAAGAGGAAGTACACAatgagttttgagtcatct 180
1 °¥ S F E S S 6

181 agcagccccggctcagcgecttcecccgatggggaaacgecgaacaaaccttatcatcaactac 240
7 s P G S AL P D G E TR TN L I I N Y 26

241 ctgccacagactctcactgacgggaagttttacaagatatttgttgttgtecgggeccate 300
27L p Q T L T D G K F Y K I F V V V G P I 46

301 aaaaactgccgcattatgaaggatttaaagcagactggctttccecttcggattecggette 360
47 K N ¢C R I M K D L K Q T G F P F G F G F 66

361 gtggagtaccagaagccagaggacgctgcaaaggccatcctgcaattgaacaacctccca 420
67 VvV E Y Q K P E D A A K A I L Q L N N L P 86

421 gtgcagcacaaacgtatcaaggtctcctatgcccggecccectggtgaggacatcaaggaa 480
87 V. Q H K R I K vV S Y A R P P G E D I K E 106

481 accaacctctacattcagaatattcccagaaaggaaacagactccaaggaaacaaacctt 540
107 T N L Y I 9 N I P R K E T D S K E T N L 126

541 tacattgcgaatgttccaagaccatdcacattagaccagttagaggaactgttctcttca 600
127y I A N V P R P Y T L D Q L E E L F S s 146

601 tatggccagattgtccagaagaatttgctgaaggacaaggttacaggacttccacgtgge 660
147 Y G Q I vV Q K N L L K D K V T G L P R G 166

661 gttggatttgtgaggtttgataagaagtctcaggcagaagcggcgattgtgggcatgaat 720
17 Vv G F V R F D K K S Q A E A A I V G M N 186

721 ggcgttgttcccgagggtgggactgagecccctagtggttaaggtageggaggagecacgge 780
187G v v P E G G T E P L V V K V A E E H G 206

781 aaaatgaaggctgcctactacgctggttaccatgctggecctcagcaccacgagaggtgge 840
200K M K A A Y Y A G Y H A G L S T T R G G 226

841 ggcggtgtcggtcgagggcgtggtaactacaacaaccgagggggaggtggtggtggetac 900
2276 G V. G R G R G N Y N NIRGG G G G G Y 246

901 cagggacgagggaactacaataataggégtggtaagatagccccggaccgaaccgccaac 960
247 G R G N Y N NM G G K I A P D R T A N 266

961 cgctacaacccgatcggcagcggcggcggctatggeggtgggtacggaggtgggtatgge 1020
260 R Y N P I G S G G G Y G G G Y G G G Y G 286

1021 agtggcgggagttccttgggctactccaatgatgcggctggccaatcctegttcectacage 1080
28 s 6 G s S L G Y S N DAAG Q S S F Y s 306

1081 ttctccacgccttecttcagtgggggaaattacacatcgttctceccggcatgagtaataac 1140
307 S T P S F S G G N Y T S F S G M S N N 326

1141 tctggtggcggcggctatagtaggtactgaAGCCCAGCCCCGTGTTAAACAACAGCAACA 1200
3278 6 G G G Y S R Y * 335
1201 ACAACAAAACGTGTTCTATGAGTGACAAGGAAAAAAAAAATGGCTTTCACGCGGGGAGCT 1260
1261 CTTTCAATGAATAACAAAAAAAAGCAAAAAAATACAAAAAAATAAGGTAAGGGATTAAGG 1320
1321 TAACATGGATGAAAAGATTAAAAACAAAAACAAAATAAGGGAATTTACACAAAAGCAAAT 1380
1381 TTTCATTGTTTTTTTTGTAGGATGGGAAATACTTAAAAATAAAAAGAGGGAAAAAATACC 1440
1441 ACAGGAGCTTATCAACCCTATTTACCCATGGTTTTTTAGGAGAAAAGTTTTTCATCCATC 1500
1501 TTTATTTTTTGTTGGTAAGGAGTGGTATTTATGGTATTCCTATCAAGGTCATTTGTTGGG 1560
1561 TCATTTTTTCCCCACACGGAGAAGGTGGCCATCGGTGCAATAAAACCTTTCTTAAAGATG 1620
1621 TTGGCATCGGATGGCCTACAAAACACCTAGTTTTAAAACTTAAAAAAAAAAAAAAATTAA 1680

1681 AAAAAAAAAAAAAAA 1695

Secuencia nucleotidicas y traduccion conceptual a aminodcidos de variantes SxI de
embrion (Emb1068) L. vannamei. El sitio de inicio de la traduccion esta
sefialado con ©, los sitios de reconocimiento de ARN (RRM1 y 3 completos y
RRM2 trunco) sombreado en gris, el codon de paro con * y sefial de poli
adenilacion subrayado. Las flechas sefialan los sitios de splice, en negro no
splice 642 a 692 (50pb) y en blanco splice 1059 al 1135 (76 pb), en rosa el
triplete AAA que no codifica el marco de lectura en esta variante.



Hembral253/319, Macho 1334/244 y 1934/215.

1 AACGGAGCTCGCGGCGAAAATCGAGGAGCGAATTATCTGAGAGGTTGGTACGCGTGAGTC

61
121
1

181
7

241
27

301
47

361
67

421
87

481
107

541
127

601
147

661
167

721
187

781
207

841
227

901
247
961
267
1021
287
1081
307

AATGTTTGTGTGCCCCACGCGCGTCCACCCGGCATCGCTCTCGCCTCCAAAAGCTACATG
TTTTTGTTAATTTAGGTTAGGCTTGGGAAGAGGAAGTACACAatgagttttgagtcatcect
°¥ S F E S S
°M S F E S S
° S F E S S
agcagccccagctcagecgecttcccgatggggaaacgcgaacaaaccttatcatcaactac
s s p S s A L P D G E T R T N L I I N Y
S S P S S A L P D G E T RTNTULTITINY
S S P S S A 'L P D G E T R T N L I I N Y
ctgccacagactctcaccgaccaggagttttacaagatatttgttgttgtcgggcccatce
L p 0 T L T D Q E F Y K I F V V V G P I
L P Q T L TD Q E F Y K I F V V V G P I
L P Q T L T D Q E F Y K I F V VvV V G P I
aaaaactgccgcattatgaaggatttaaagcagactggcattcccttcggattecggette
K N C R I M K D L K Q T G I P F G F G F
K N C R I M KDL K Q T GI|F S |F G F G F
K N C R I M KDL K Q T GI|F S|F G F G F
gtggagtaccagaagccagaggacgctgcaaaggccatcctgcaattgaacaacctccca
vV E Y Q K Pp E DA A KA AI L Q L N N L P
vV E Y Q K P E D A A KA I L QUL NNTL P
V E Y Q K P E D A A KA I L Q L N NUL P
gtgcagcacaaacgtatcaaggtctcctatgcccggeccecctggtgaggacatcaaggaa

g

vV 0 H K R I K VvV S ¥ A R P P G E D I K E
V Q H K R I K V S Y A R P P G E D I K E
V Q H K R I K V S Y R P P G E D I K E
accaacctctacattcagaatattcccagggcatacacattagaccagttagaggaactg
T N L Y I Q9 N I P R S Y T L D Q L E E L
T N L ¥ I Q N I P R S Y T L D Q L E E L
T N L ¥ I 9 N I P R S Y T L D Q L E E L
ttctcttcatatggccagattgtccagaagaatttgctgaaggacaaggttacaggactt

s S Y G ¢ I vV ¢ K N L L K D K V T G L
S B S ¥ 6 Q I V. Q K N L L K D K V T G L
S s ¥ 6 9 I VvV Q K N L L K D K V T G L
ccacgtggcgttggatttgtgaggtttgataagaagtctcaggcagaagcggcgattgtg

P R G V G F V R F DK K S Q A E A A I V
P R GV G F V R F D K K S Q A E A A I V
P R GV G F VvV R F D KK S Q A E A A I ]
ggcatgaatggcgttgttcccgagggtgggactgagecccctagtggttaaggtageggag
G M N G VV P E G G T E P L V V K V A E
G M N G V V P G G T E P L V V K V A E
G M N G V v P G 6 T E P L VvV V K V A E
gagcacggcaaaatgaaggctgcctactacgctggttaccatgctggcctcagcaccacyg
E H G K M K A A Y Y A G Y H A G L s T T
E H G KM KA A Y Y A G Y HA G UL S T T
E H G K M K A A Y Y A G Y HA GUL s T T
agaggtggcggcggcgtcggtcgagggecgtggtaactacaacaaccgagggggaggtggt
R G 6 6 G V.G RGURGNYNNUZRG G G G
R G G G G V R G R G N Y NNIRG G G G

agaggtggcggcggtgtcgca tggtaa

ggtggctaccagggacgagggaactacaataatagécagggtggtaagatagccccggac
G 6 Y 9 G R GN Y NNM®Q ¢ G K T A P D

G G Y 0 G R G N Y NN MIY H H R W Y*
cgaaccgccaaccgctacaacccgatcggcagecggecggeggctatggecggtgggtacgga
R T A N R Y N P I G S G G G Y G G G Y G
ggtgggtatggcagtggcgggaattccttgggctactccaatgatgecggectggeccaatcce
G 6 ¥y 6 s G G N S L G Y S N D A AG Q S
tcgttctacagcttctccacgectteccttcagtgggggaaattacacatcgttctcececgge
s F Y s ¥ s T P S F s G G N Y T s F S G
atgagtaataactctggtggcggcggctatagtaggtactgaAGCCCAGCCCCGTGTTAA
M S N N S G G G G Y S R Y *

60
120
180

240
26

300
46

360
66

420
86

480
106

540
126

600
146

660
166

720
186

780
206

840
226

900
246

960
266
1020
286
1080
306
1140
319

Secuencias nucleotidicas y traduccion conceptual a aminoacidos de variantes L. vannamei
Hembral253/319 en negro, Machol334/244 en verde y Machol1394/215 en
azul. El sitio de inicio de la traduccion estad sefialado con °, los sitios de
reconocimiento de ARN (RRM1 y 2) sombreado en gris, el codon de paro con *.
Las flechas en blanco sefialan los sitios de splice 642 a 692 (50pb) y 1059 al
1135 (76 pb). Los recuadros negros sefialan diferencias entre las secuencias de
amino&cidos y sombreado amarillo las diferencias nucleotidicas. En rosa el
triplete AAA que no modifica el marco de lectura de estas variantes.
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Hembral292

61
121

181

241

217

301
47

361
67

421
87

481

107 [r

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

(Hembra y Embridn)

AACGGAGCTCGCGGCGAARAATCGAGGAGCGAATTATCTGAGAGGTTGGCACGCGTGAGTC

AATGTTTGTGTGCCCCACGCGCGTCCACCCGGCATCGCTCTCGCCTCCAAAAGCTACATG

TTTTTGTTAATTTAGGTTAGGCTTGGGAAGAGGAAGTACACAatgagttttgagtcatcect
°M S F E S S

agcagccccagctcagegettecccgatggggaaacgcgaacaaaccttatcatcaactac
s s p S S A L P D G E T R T N L I I N Y

ctgccacagactctcaccgaccaagagttttacaagatatttgttgttgtcgggecccatce
L p Q T L T D Q E F Y K I F V Vv V G P I

aaaaactgccgcattatgaaggatttaaagactggctattccttcecgggttecggettegtyg
K N C R I M K DL K T G Y S F G F G F V

gagtaccaaaagccagaggacgctgcaaaggccatcctgcaattgaacaacctcccagtyg
E Y Q K P E D A A K A I L Q L N N L P V

cagcacaaacgtatcaaggtctcctatgcccggccececctggtgaggacatcaaggaacca
Q H K R I K V S Y A R P P G E D I K E iiii.

acctctacattcagaatattcccagatcatacacattagACCAGTTAGAGGAACTGTTCT
s T ¥ R I F P D H T H *
CTTCATATGGCCAGATTGTCCAGAAGAATTTGCTGAAGGACAAGGTTACAGGACTTCCAC
GTGGCGTTGGATTTGTGAGGTTTGATAAGAAGTCTCAGGCAGAAGCGGCGATTGTGGGCA
TGAATGGCGTTGTTCCCGACGGTGGGACTGAGCCCCTAGTGGTTAAGGTAGCGGAGGAGC
ACGGCAAAATGAAGGCTGCTTATTACGCTGGTTACCATGCTGGCTTCAGCACCACGAGAG
GTGGCGCCGTTTTCGTTCGAGGGCGTGGTAACTACACCAACCGAGGGGGAGGTGGTGGTG
GCTCCCAGGGACGAGGGAATTCCATTAATATGGGTGGTAAGATAGCCCCGGACCGAACCG
CCAACCGTTACAACCCGATCGGCAGCGGCGGCGGTTATGGCGGTGGGTACGGAGGTGGGT
ATGCCAGTGGCGGGAGTTCCTTGGGTTACTCCAATGATGCGGCTGGCCAATCCTCGTTTT
ACAGTTTTTCCACCCCTTCCTTCAGTGGGGGAAATTACACATCGTTTTCCGGCATGAGTA
ATAATTTTGGTGGCGGCGGTTATTGTAGGTACTGAAGCCCAGCCCCGTGTTAAATAACAG
CAACAACAACAAAACGTGTTTTATGAGTGCCAAGGAAAAAAAGAATGGTTTTCACGGGGG
GAGTTTTTTCAATGAATAACAAAAAAAAGCAAAAAATACAAAAAAATAAGTAAGGATTAA
GTAACATGATGAAAGATTAAAACAAAACAAATAAGGAATTACACAAAGCAATTTCATGTT
TTTTGTAGATGGAAATACTAAAATAAAAGAGGAAAATTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAACGGAGCTCGCGGCGAAAATCGAGGAGCGAATTATCTGAGAGGTTGGCACG
CGTGAGTCAATGTTTGTGTGCCCCACGCGCGTCCACCCGGCATCGCTCTCGCCTCCAAAA
GCTACATGTTTTTGTTAATTTAGGTTAGGCTTGGGAAGAGGAAGTACACAATGAGTTTTG
AGTCATCTAGCAGCCCCAGCTCAGCGCTTCCCGATGGGGAAACGCGAACAAACCTTATCA
TCAACTACCTGCCACAGACTCTCACCGACCAAGAGTTTTACAAGATATTTGTTGTTGTCG
GGCCCATCAAAAACTGCCGCATTATGAAGGATTTAAAGACTGGCTATTCCTTCGGGTTCG
GCTTCGTGGAGTACCAAAAGCCAGAGGACGCTGCAAAGGCCATCCTGCAATTGAACAACC
TCCCAGTGCAGCACAAACGTATCAAGGTCTCCTATGCCCGGCCCCCTGGTGAGGACATCA
AGGAACCAACCTCTACATTCAGAATATTCCCAGATCATACACATTAGACCAGTTAGAGGA
ACTGTTCTCTTCATATGGCCAGATTGTCCAGAAGAATTTGCTGAAGGACAAGGTTACAGG
ACTTCCACGTGGCGTTGGATTTGTGAGGTTTGATAAGAAGTCTCAGGCAGAAGCGGCGAT
TGTGGGCATGAATGGCGTTGTTCCCGACGGTGGGACTGAGCCCCTAGTGGTTAAGGTAGC
GGAGGAGCACGGCAAAATGAAGGCTGCTTATTACGCTGGTTACCATGCTGGCTTCAGCAC
CACGAGAGGTGGCGCCGTTTTCGTTCGAGGGCGTGGTAACTACACCAACCGAGGGGGAGG
TGGTGGTGGCTCCCAGGGACGAGGGAATTCCATTAATATGGGTGGTAAGATAGCCCCGGA
CCGAACCGCCAACCGTTACAACCCGATCGGCAGCGGCGGCGGTTATGGCGGTGGGTACGG
AGGTGGGTATGCCAGTGGCGGGAGTTCCTTGGGTTACTCCAATGATGCGGCTGGCCAATC
CTCGTTTTACAGTTTTTCCACCCCTTCCTTCAGTGGGGGAAATTACACATCGTTTTCCGG
CATGAGTAATAATTTTGGTGGCGGCGGTTATTGTAGGTACTGAAGCCCAGCCCCGTGTTA
AATAACAGCAACAACAACAAAACGTGTTTTATGAGTGCCAAGGAAAAAAAGAATGGTTTT
CACGGGGGGAGTTTTTTCAATGAATAACAAAAAAAAGCAAAAAATACAAAAAAATAAGTA
AGGATTAAGTAACATGATGAAAGATTAAAACAAAACAAATAAGGAATTACACAAAGCAAT
TTCATGTTTTTTGTAGATGGAAATACTAAAATAAAAGAGGAAAATTTTAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAARAA 2776

60
120
180

240
26

300
46

360
66

420
86

480
106

540
118

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

Secuencia nucleotidica y traduccion conceptual a aminoacidos de variante SxI hembra y
embrion (Hembral292) de L. vannamei. El sitio de inicio de la traduccién esta
sefialado con ©°, el codon de paro prematuro con *, el sitio de reconocimiento de
ARN (RRM1) sombreado en gris y sefial de poli adenilacion subrayado. En rosa
la delecion de una adenina que cambia el marco de lectura, el recuadro negro
sefiala los amino&cidos que cambian en relacion a las otras variantes.
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