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Resumen

El eje hipotdlamo-pituitario-tiroideo se encuentra conservado en los vertebrados.
Las hormonas tiroideas estan involucradas en procesos biolégicos como el
metabolismo, crecimiento, desarrollo, reproduccion, metamorfosis, respiracion,
comportamiento migratorio, adaptacion, actividad del sistema nervioso central y
maduracion neuronal, entre otros. En los peces, las hormonas tiroideas son
relevantes en las primeras etapas de desarrollo, como la organogénesis y el
desarrollo de sistemas. El eje tiroideo comienza con una estimulacion del cerebro
y por consiguiente el hipotdlamo, a través de sefiales externas e internas. Estos
estimulos conducen al hipotalamo a secretar la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) y esta a su vez estimulara a las células tirotréficas en la glandula pituitaria,
para secretar la hormona estimulante de la tiroides (TSH). La TSH actua sobre los
tirocitos para estimular la liberacién de la tiroglobulina que se encuentra en los
foliculos tiroideos y al combinarse con el yodo extracelular y el aminoacido
tirosina, a través de las enzimas deiodinasas, se forman las hormonas tiroxina
(T4), triyodotironina (T3) y diyodotironina (T2). Estas hormonas se unen a
receptores especificos nucleares para realizar la transcripcibn y actuar
directamente en genes especificos, para aumentar o disminuir la expresién de
cada gen y provocar una respuesta celular. El objetivo general de este estudio fue
evaluar el efecto de la temperatura sobre la expresion diferencial de los genes
involucrados en la funcién tiroidea en los primeros dos dias de desarrollo larval de
jurel Seriola rivoliana. De un ensamble de novo (RNA-seq), se identificaron in silico
y se obtuvieron las secuencias nucleotidicas de los transcritos de la hormona
liberadora de tirotropina (trh) (hipotalamo), la hormona estimulante de la tiroides
(tsh) (pituitaria), la tiroglobulina (tg) (foliculos tiroideos), receptor tiroideo alfa (thra)
y beta (thrb), y las enzimas deiodinasal (diol), deiodinasa 2 (dio2) y deiodinasa 3
(dio3). La expresion diferencial de trh no estuvo influenciada por un incremento de
la temperatura (P > 0.05), pero si por la edad de las larvas (dia 2 vs dia 1) (P <
0.05), con una interacciéon significativa (P < 0.05), mientras que tsh fue
influenciada solo por temperatura (P < 0.05), con una mayor expresion a 26 y 28
°C. En el caso de tg se obtuvo una expresion muy baja influenciada por
temperatura, por dia e interaccion (P < 0.05), mostrando una mayor expresion a
28 °C eneldialya?26y 28 °C al dia 2. Las diodinasas diol y dio2 y los
receptores alfa (thra) y beta (thrb), no presentaron efectos por temperatura ni por
dia (P > 0.05). La expresion en la mayoria de los genes ocurri6 a partir del dia uno
post-eclosion. Preliminarmente, se sugiere que la expresion de tiroglobulina, la
cual depende de la cascada del eje hipotalamo (trh) y pituitaria (tsh) estuvo
influenciada tanto por la temperatura asi como por la edad y quizas por la
condicion fisiolégica de la larva, en donde pudiera estar relacionada con la
supervivencia en los primeros dias de desarrollo larvario.
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Summary

The hypothalamic-pituitary-thyroid axis has been conserved in vertebrates. Thyroid
hormones are involved in biological processes such as metabolism, growth,
development, reproduction, metamorphosis, respiration, migratory behavior,
adaptation, activity of the central nervous system and neuronal maturation, among
others. In fish, thyroid hormones are relevant in the early stages of development,
such as organogenesis and system development. The thyroid axis begins with a
stimulation of the brain and therefore the hypothalamus, through external and
internal signals. These stimuli lead the hypothalamus to secrete the thyrotropin-
releasing hormone (HRT) and this, in turn, will send a stimulation to the
thyrotrophic cells in the pituitary gland, so that they secrete the thyroid-stimulating
hormone (TSH). TSH acts on thyrocytes to stimulate the release of thyroglobulin
found in thyroid follicles and when combined with extracellular iodine and the
amino acid tyrosine, through the enzymes deiodinases, synthetize the hormones
thyroxine (T4), triiodothyronine, (T3) and diiodothyronine (T2). These hormones
bind to specific nuclear receptors to perform transcription and act directly on
specific genes, to increase or decrease the expression of each gene and cause a
cellular response. The general objective of this study was to evaluate the effect of
temperature on the differential expression of genes involved in thyroid function in
the first two days of larval development of longfin yellowtail Seriola rivoliana. From
a de novo assembly (RNA-seq), genes were identified in silico and the nucleotide
sequences transcripts were obtained in the thyrotropin releasing hormone (trh)
(hypothalamus), thyroid stimulating hormone (tsh) (pituitary), thyroglobulin (tg)
(thyroid follicles), thyroid receptor alpha (thra) and beta (thrb), and the enzymes
deiodinasel (diol), deiodinase 2 (dio2) and deiodinase 3 (dio3). The differential
expression of trh was not influenced by an increase in temperature (P > 0.05), but
it did by the age of the larvae (day 2 vs day 1) (P < 0.05), with a significant
interaction (P < 0.05), while tsh was influenced only by temperature (P < 0.05), with
a higher expression at 26 and 28 °C. In the case of tg, a very low expression
occurred that was influenced by temperature, age (day) and their interaction (P <
0.05), showing a greater expression at 28 °C on day 1 and at 26 and 28 °C on day
2. The diodinases diol and dio2 and the alpha (thra) and beta (thrb) receptors
were not affected by temperature or age (day) (P > 0.05). The expression in most
of the genes occurred from day one post-hatching. Preliminarily, it is suggested
that the expression of thyroglobulin (tg), which depends on the hypothalamus (trh)
and pituitary (tsh) axis cascade was influenced by both temperature as well as age,
and perhaps the physiological condition of the larva, where it could be related to
survival in the first days of larval development.

Keywords: Thyroxine; Thyroid hormones; Thyroglobulin; Receptors; Seriola
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1. INTRODUCCION

1.1 Hormonas tiroideas

El estudio de las hormonas tiroideas y sus efectos en los vertebrados se ha
llevado a cabo desde la década de los 80’s. El eje endocrino hipotalamo-pituitario-
adrenal se ha conservado en los vertebrados con caracteristicas particulares en
cada taxdn y de éste depende el eje hipotdlamo-pituitario-tiroides (Castafieda
Cortes et al, 2014; Pittman et al.,, 2013; Power et al., 2001). Las hormonas
tiroideas se encuentran involucradas en varios procesos biolégicos en los
vertebrados como la regulacion del metabolismo, el crecimiento, desarrollo,
reproduccion, metamorfosis, la respiracién, comportamiento migratorio,
adaptacioén, actividad del sistema nervioso central y maduracion neuronal entre
otros (Bloise et al., 2018; Castafieda-Cortes et al, 2014; Mullur et al., 2014; Tovo-
Neto et al., 2018).

En particular en los peces, la presencia de hormonas tiroideas es relevante
durante las primeras etapas de desarrollo, como la organogénesis, el desarrollo de
sistemas y la maduracion de eritrocitos (Campinho et al., 2010; Deane y Woo,
2003; Klaren et al., 2008; Ortiz-Delgado et al., 2006; Power et al., 2001), (Fig. 1).

1.2 Eje Hipotalamo- pituitario- tiroides

El eje hipotalamo-pituitaria-tiroides se encuentra en todos los vertebrados y se
encuentra altamente conservado, solo presentando algunas diferencias
dependiendo de la especie (Power et al., 2001). Los peces tienen un sistema
neuroendocrino que les ayuda a coordinar los procesos fisioldgicos vitales, en
donde se estimulan los foliculos tiroideos para producir las hormonas: tiroxina
(T4), triyodotironina (T3) y diyodotironina (T2). (Peter, 2011; Power et al., 2001).

Este sistema complejo neuroendocrino recibe sefiales de origen intrinseco y



extrinseco, dando respuestas al estrés que pueda percibir cada individuo (Peter,
2011).
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Figura 1. Influencia de las hormonas tiroideas en diferentes funciones del
organismo (Freake et al., 1987; Nikodem et al., 1990; Samuels, 1984; Van
Hardeveld 1986; Venditti et al., 1997).

El eje tiroideo comienza con una estimulacién del cerebro y por consiguiente el
hipotalamo, a través de sefales externas e internas. Estos estimulos conducen al
hipotalamo a secretar la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y esta a su vez,
enviard una estimulacién a las células tirotréficas en la glandula pituitaria, para que
estas secreten la hormona estimulante de la tiroides (TSH) (Pitman et al., 2013;
Power et al., 2001). La TSH actua sobre los tirocitos para estimular la liberacion de
la hormona de tiroglobulina que se encuentra en los foliculos tiroideos. La
tiroglobulina es producida por los tirocitos, los cuales se encuentran en la pared de
los foliculos de la tiroides y al combinarse con el yodo extracelular y el aminoacido



tirosina, se forman las hormonas T4 y T3 (Carvalho y Dupuy, 2017; Pitman et al.,
2013) (Fig. 2).
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Figura 2. Eje Hipotalamo — Pituitaria — tiroides (Blanton y Specker, 2007; Eales y
Brown, 1993; Eales et al., 1999; Gavrila y Hollenberg, 2019).



Los foliculos tiroideos tienen dos regiones: las células foliculares y su medio
externo compuesto por una region coloidal, es decir, las células foliculares estan
rodeadas por un coloide y cada region tiene una funcién en la sintesis de
hormonas tiroideas. El yodo se transporta desde los vasos sanguineos a los
foliculos tiroideos y entra al citoplasma de los tirocitos usando un transporte activo
de sodio/yodo. La enzima pendrina actia como un transportador y permite la
salida del yodo del citoplasma hacia la region coloide de los tirocitos. La
tiroglobulina es sintetizada en el reticulo endoplasmico y sale a la region coloidal
de los tirocitos por medio de exocitosis. Una vez que el yodo, la tiroglobulina y las
enzimas deiodinasas se encuentran en la region coloidal, el yoduro es oxidado
para después yodar los residuos de tiroxina de la tiroglobulina conjugando
monoyodotirosinas o diyodotirosinas, aun dentro de la misma estructura de la
tiroglobulina. La tiroglobulina conjugada vuelve a entrar al citoplasma de las
células foliculares por medio de la endocitosis, en donde por medio de una
protedlisis se sintetizan la tiroxina (T4) y con la desyodacion por medio de las
deiodinasas, la triyodotironina (T3). Finalmente, las hormonas tiroideas se unen a
lisosomas y por medio de una proteina transmembrana son liberadas en la sangre.
Las hormonas tiroideas viajardn en el torrente sanguineo conjugadas con
proteinas transportadoras como la albumina para T4 y transtiretina para T3, a los
tejidos periféricos. Una vez en los tejidos, estas hormonas tienen una naturaleza
lipdfila, y pueden atravesar la membrana plasmatica y llegar al citoplasma, en
donde la T4 se convierte en T3 (forma activa de la hormona) gracias a la actividad
de las enzimas las enzimas deiodinasas (Pittman et al., 2003; Boron y Boulpaep,
2012) (Fig. 3).
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Figura 3. Sintesis de tiroglobulina conjugada y las hormonas T4 y T3 en los
foliculos tiroideos y su asociacion con el proceso de yodacion el coloide del
foliculo (Boron y Boulpaep, 2012).

1.3 Regulacion de las hormonas tiroideas

El eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides tiene varios puntos de regulacion, una vez que
las hormonas tiroideas son sintetizadas y liberadas al torrente sanguineo para que
estas lleguen a los 6rganos periféricos, estas hormonas inhiben a la hormona
TRH, también inhiben la sintesis y secrecion de TSH, por medio de una
retroalimentacion negativa (Power et al., 2001). Otro de los puntos de regulacion
de este eje, es el transporte a través de la membrana plasmética, ya que por su
naturaleza lipofilica, atraviesan la membrana a través de una proteina
transportadora. Ambas hormonas circulan en el plasma ligadas a proteinas como
la albimina, la transtiretina y la globulina ligada a tiroxina en vertebrados y en



peces las lipoproteinas también juegan un papel importante en la transportacion
(Power et al., 2001). Las enzimas deiodinasas son otro punto de regulacion,
controlando el estado de la tiroides al eliminar el yodo. Las deiodinasas tipo 1y
tipo 2 (Diol y Dio2) son las enzimas que se encargan de sintetizar la conversion
de T4 a T3 en las hormonas tiroideas (Power et al., 2001). La hormona T4 es una
pre-hormona que se convierte en la hormona activa T3, gracias a las enzimas
deiodinasas, aunque existe otra via por la que la hormona T4 puede volverse
activa. La conversion de T4 en T3 es gracias a la eliminacién de yodo en el anillo
externo de la hormona T4 (Visser, 2019). La hormona T4 se encuentra en una
mayor concentracién en la sangre, sin embargo, la forma activa de hormona T3 es

de tres a cuatro veces mas potente, pero de una vida mas corta (Hadley, 1992)
(Fig.4).

1.4 Receptores de hormonas tiroideas

Una vez que las hormonas tiroideas entran a la célula, estas tienen que
conjugarse con unos receptores nucleares para realizar la transcripciéon. Se han
identificado dos tipos de receptores: el receptor tiroideo alfa (TRa) y el receptor
tiroidea beta (TR), los cuales tienen isoformas cada uno. Para el receptor alfa, se
han descrito las isoformas TRa1, TRa2; y para el receptor beta se han descritos
las isoformas TRB1 y TRB2, las cuales tienen funciones especificas dependiendo
del tejido. Los genes que codifican a estos receptores son los TRHa y el TRHb.
Las secuencias de estos se ha visto que esta altamente conservada en todas las
especies (Mangelsdorf et al., 1995; Samaraut y Plateroti, 2018; Sinha y Yen, 2018;
Yamano et al., 1994).
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Figura 4. Estructura de las hormonas tiroideas T4 y T3. La eliminaciéon del yodo
puede ocurrir en el anillo interno o externo de la hormona T4, la Diol y Dio2 se
encargan de la desyodacién del anillo fendlico externo, donde T3 activa, y T3 a la
forma inactiva T2. (Chopra, 1976).

El receptor TRa, en sus isoformas 1 y 2, concretamente la isoforma 1 (TRa1) se
ha visto que se expresa en las etapas mas tempranas en anfibios. El receptor beta
isoforma 1 (TRB1) es el que tiene una mayor expresion en el higado, a diferencia
de la isoforma 2 (TRB2) que se expresa principalmente en las neuronas y en la
glandula pituitaria, en el oido y la retina, ayudando a que estos se desarrollen. Un
estudio realizado en el pez zebra demostré que los receptores de las hormonas
tiroideas tienen un domino regulado por un amino terminal, un dominio de union al

ADN y un dominio de union a la hormona carboxilo terminal, y que estos dominios



se encuentran altamente conservados entre especies de mamiferos, aves y peces,
llegando a una identidad del 90 al 95% de similitud. Se ha observado que estos
receptores se expresan desde las primeras horas de desarrollo, donde el gen
THRb predomin6é sobre el gen THRa, aunque también se contempla que los
ARNmM para estos dos genes también provienen del plasma materno durante la
ovogeénesis (Liu y Chan, 2002).

La accion de las hormonas tiroideas estda mediada por su union a receptores
nucleares que acttan directamente en genes especificos, uniéndose a secuencias
de ADN especificas para aumentar o disminuir la expresion de cada gen y
provocar una respuesta celular a hormonas tiroideas. Los receptores de hormonas
tiroideas forman parte de la super familia de receptores esteroideos y por ende
compiten con hormonas esteroides, retinoides, la melatonina y la vitamina D3, lo
cual pudiera conllevar a una mortalidad de la progenie en peces (Yen y Chin,
1994). EIl receptor alfa (a) presenta una alta expresion especialmente en los
muasculos cardiacos y esqueléticos. El receptor betal (B1) se expresa
principalmente en el cerebro, higado y los rifiones y beta2 (f2) se limita al
hipotalamo y la pituitaria. Se ha investigado que el momento de la expresion de
estas isoformas durante la embriogénesis es critico (Ren y Guo, 2013) (Fig.5).
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Figura 5. Las hormonas tiroideas (T4 y T3) entran a la célula por medio de unos
transportadores especificos a través de la membrana plasmatica. Posteriormente,
las hormonas son activadas por las enzimas deiodinasas. Una vez sintetizada las
hormonas en su forma activa (T3) esta se unira a los receptores, que se
encuentran en el nucleo, los cuales estan estos codificados por dos genes (THRa
y THRb) que son los que sintetizan para las diferentes isoformas (Ren y Guo,
2013).

1.5 Efecto de la temperatura en las hormonas tiroideas
Los vertebrados son influenciados por las variaciones ambientales ajustandose a
respuestas conductuales vy fisioldgicas, que permiten la adaptacién al estrés, que

se genera por cambios bruscos de la temperatura (Pankhurst, 2011). Estas
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respuestas se provocan como una reaccién para sobrevivir, 10 que conlleva a
cambios de habitat en busca de una temperatura adecuada para las necesidades
de optimo funcionamiento (Ozeren et al., 2019). Bajo condiciones de alta
temperatura, los animales cambian su nutricion y reducen la ingesta de alimento,
todo bajo el control endocrino (Ozeren et al., 2019). En particular, los peces, son
incapaces de regular su temperatura (poiquilodermos), por tanto, es indispensable
gue se mantengan en un rango Optimo en la columna de agua, para poder
desempeiniar sus funciones fisiologicas de la mejor manera posible, ya que se ha
observado que los niveles de T3 y T4 se modifican de manera inversamente
proporcional a la temperatura del agua (Pankhurst, 2011). Este cambio puede
deberse a la adaptacion y/o disminucién de la actividad metabolica (Ozeren et al.,
2019). La activacion del eje hipotalamico-pituitario-tiroides muestra en general una
fuerte independencia a la temperatura y la mayoria de los teleésteos muestran un
aumento medible del cortisol plasmatico dentro de los 10 minutos posteriores a un

estimulo estresor afectando de este modo la funcion tiroidea (Pankhurst, 2011).

1.6 Elementos traza relacionados con la sintesis de la hormonatiroidea

La sintesis de hormona tiroidea, asi como su metabolismo y accion (homeostasis),
requiere una adecuada disponibilidad de elementos traza como lo son el yodo (I) y
el selenio (Se), asi como otros minerales tales como el hierro (Fe), zinc (Zn), calcio
(Ca) y magnesio (Mg) (Kohrle, 2005; Kohrle et al., 2005).

En todos los animales, incluyendo a los peces, ademas de requerir vitaminas
estos requieren de minerales para la correcta funcion del metabolismo celular. En
los peces, estos son obtenidos de la dieta, asi como del ambiente donde se
desarrollan. Los minerales son los responsables de diversos procesos incluyendo
la estructura y funcion de enzimas y hormonas. Yodo (I) y selenio (Se) son

elementos traza importantes en peces y se requieren en cantidades de 1-4 y de
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0.15-0.5 mg kg respectivamente para la correcta funcién del metabolismo. En

peces, el | y Se derivan de la dieta y del agua (Watanabe et al., 1997).

1.7 Selenio

El Selenio (Se) es un oligoelemento esencial para la correcta funcion fisiologica
mediante la incorporacién de selenoproteinas que influyen en el crecimiento de los
peces (Wang et al., 2018). A través de la biosintesis controlada de la deiodinasa;
enzima selenio-dependiente en tejidos extra tiroideos que convierte la hormona
tiroidea (T4) en triyodotironina (T3, la forma activa), se regula el crecimiento de los
mamiferos (Tovo-Neto et al., 2018). Sin embargo, se han caracterizado hasta 41
selenoproteinas en teledsteos, lo que hace pensar que otras selenoporteinas,
podrian estar involucradas en regular su crecimiento (Wang et al.,, 2018).
Deficiencias de selenio en la dieta, causa una elevada mortalidad en peces (Tovo-
Neto, et al., 2018).

1.8 Yodo.

El yodo existe en la glandula tiroides en forma de diyodotirosina y tiroxina. Estos
dos compuestos se combinan con otros aminodcidos para formar la proteina
tiroidea caracteristica, la tiroglobulina. La glandula tiroides toma y concentra el
yoduro que se usa para sintetizar moléculas biolégicamente activas conocidas
como hormonas tiroideas (Bianco y Conceicéo, 2018). En los animales incluyendo
a los peces (Watanabe et al., 1997), las hormonas tiroideas desempeiian un papel
fundamental en la regulacion de procesos bioldgicos, tales como la morfogénesis,
reproduccion, crecimiento, metabolismo e influyen en el desarrollo temprano de la
vida de los peces (Politis et al., 2017; Tovo-Neto et al., 2018). Algunos de los
efectos mas destacados de las hormonas tiroideas en mamiferos ocurren durante
el desarrollo fetal y la primera infancia. Por tanto, el yodo es un elemento esencial

para el correcto funcionamiento del metabolismo (Sinha and Yen, 2018).
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1.9 Vitaminas

Todas las vitaminas son esenciales para la homeostasis en peces, incluyendo el
estadio larvario. De estas, la vitamina A (acido retinoico) es esencial para
establecer los ejes del cuerpo y 6érganos en embriones de los vertebrados. (Hamre
et al., 2010).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Expresion diferencial de genes

La expresion génica es el proceso mediante el cual la informacion de un gen se
utiliza en la sintesis de un producto génico funcional, las proteinas. La produccion
de proteinas comienza en la transcripcion, en donde el ADN se transcribe a ARN,
y contindia con la traduccién, en donde los ARN mensajeros (ARNm) se traducen
en proteinas. Estos dos procesos determinan qué proteinas estan presentes en
una célula y en qué cantidades. En una célula se expresan miles de genes que
codifican proteinas y dictan la funcién celular. Sin embargo, el flujo de informacién
del ADN al ARN y a la proteina proporciona a la célula un punto de control
potencial para autorregular sus funciones, ajustando la cantidad y el tipo de
proteinas que produce. El desarrollo temprano en la mayoria de los animales
depende del control de la traduccion porque se produce muy poca transcripcion
durante las primeras divisiones celulares después de la fertilizacién. Por lo tanto,
los huevos contienen mucho ARNm de origen materno como una reserva lista

para la traduccion después de la fertilizacion (O'Connor y Adams, 2010).

En una célula, solo una fraccién de los genes se expresa a la vez, lo que produce
una variedad de perfiles de expresion génica caracteristicos en diferentes tipos de
tejidos y érganos y en donde las células tienen distintos conjuntos de reguladores
proteicos de la transcripcidn. Algunos de estos reguladores trabajan para
aumentar la transcripcion, mientras que otros la previenen o suprimen (O'Connor y
Adams, 2010).

La expresion génica puede incrementar o disminuir en respuesta a un cambio
ambiental (O'Connor y Adams, 2010). Por lo tanto, la abundancia de transcritos
sera diferente en el transcriptoma dependiendo de la respuesta al ambiente, por lo

gue un cambio en la expresion o bien, la expresién diferencial, es la capacidad de
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un organismo para responder a un entorno externo en constante cambio, en
donde existird una variedad especifica de proteinas requeridas para una funcion
optima (Matthews y Nichols, 1997).

El advenimiento de las tecnologias de secuenciacién de proxima generacion ha
impulsado una aceleraciobn masiva en investigacion y desarrollo. Esto se debe a
un menor costo por base secuenciada y en el aumento en la cobertura de
secuenciacion de transcritos en cualquier especie. La secuenciacion de ARN-sec
(RNA-seq) no requiere conocimiento previo de una secuencia especifica y es
capaz de detectar incluso genes que presentan una baja expresiéon (Wang et al.,
2009). Por otro lado, la técnica de transcriptasa reversa, seguida de la reaccion en
cadena de polimerasa (RT-qPCR) (Porcher et al., 1992) representa el método de
eleccion para analizar la expresion génica de un pequefio nUmero de genes en
muchas muestras y para confirmar la expresion génica obtenida in silico mediante

el andlisis de bioinformatica.

2.2 Estudios de hormonas tiroideas en peces

Las hormonas tiroideas se encuentran involucradas en varios procesos bioldgicos
en los peces, ya que intervienen en la regulacion del metabolismo, el crecimiento,
desarrollo y reproduccion, entre otros (Castafieda Cortes et al.,, 2014). Las
hormonas tiroideas pueden ser detectadas en los huevos ya que estas son de
origen materno, en las primeras etapas de desarrollo (Power et al., 2001 Tagawa
et al., 1994). Generalmente la concentracién de la hormona tiroidea T4 es mayor
que T3 en peces de agua dulce, por el contrario, en huevos de peces marinos, en
donde la T3 se encuentra en una mayor concentracién, y conforme avanza la
embriogénesis, la concentracion de las hormonas tiroideas comienza a disminuir
(Power et al., 2001).
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Las hormonas tiroideas estan involucradas en diferentes procesos de los
vertebrados. En los peces estas hormonas tienen un papel importante en el
desarrollo en etapas tempranas como la metamorfosis y la transicion de larva a
juvenil (Liu y Chan, 2002). Sin embargo, la mayoria de los peces teledsteos no
presentan una glandula tiroides encapsulada, ya que se encuentran como foliculos
tiroideos a lo largo de la aorta ventral, encontrandose frecuentemente sobre las
arterias branquiales, que pueden presentarse individual o en grupo (Yamano,
2005) o bien haber migrado como foliculos en otros 6rganos como el higado,
rifion, entre otros (Lagler et al., 1977). Un foliculo tiroideo esta formado por células
epiteliales que estan rodeadas por una membrana basal ya que estas son
estructuras especializadas de la matriz extracelular y se encuentran en los limites
entre la célula y los tejidos conectivos (Yamano, 2005). La glandula tiroides no
esta presente en embriones de peces, por lo que el proceso en etapas tempranas
debe ser impulsado por las hormonas tiroideas maternas (Lam, 1994).

Varios estudios han demostrado los efectos beneficiosos del aumento de los
niveles de la hormona T3 materna en el desarrollo y la supervivencia larval, como
en la lubina rayada (Brown et al., 1989). Sin embargo, en otras especies se han
observado efectos negativos con una mayor mortalidad o deformidades, como en
la trucha café Salmo trutta y la carpa comun Cyprinus carpio (Lam y Sharma,
1985; Mylonas et al., 1994). La administracion de T4 enddgena puede inducir una
metamorfosis precoz y puede aumentar la tasa de transformacién en diferentes
especies como el lenguado Paralichthys olivaceus (Inui et al., 1989; Inui y Miwa,
1985; Yamano et al., 1991). Sin embargo, aun existe controversia sobre el efecto
en el uso de hormonas tiroides durante el desarrollo temprano de larvas (Power et
al., 2001).
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Uno de los primeros estudios en peces se realizé en el salmon del Pacifico
Oncorhynchus spp, salmén del Atlantico Salmo salar, y en la lubina rayada
Morone saxatilis, en donde se evidencié que las hormonas tiroideas T4 y T3 se
depositan de la madre al huevo y son utilizadas durante la absorcién del saco
vitelino en el periodo larvario, para posteriormente ser sintetizadas por la larva en
su periodo de alimentacion exdégena (Brown et al., 1987). En la lubina rayada
también se evidencié un efecto por temperatura y salinidad en la concentracion de
T3 y T4 en larvas, en donde fluctuaron durante la metamorfosis de esta especie,
particularmente en altas salinidades. Otros estudios corroboraron la presencia de
hormonas tiroideas como el caso la tilapia Sarotherodon mossammbicus en donde
la hormona tiroidea T3 ocasion6 un desarrollo mas acelerado en los peces (Lam et
al., 1980). En el pez zebra se sugiere que las células precursoras de los foliculos
tiroideos aparecen un dia después de la eclosién (Rohn y Concha, 2000). En la
trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss estudiaron el patron de desyodacion de T4 a
T3 en el higado a diferentes temperaturas de 4, 13 y 18 °C, encontrando que
conforme aumenta la temperatura, se incrementa la actividad enzimatica en la
eliminacién de yodo de la hormona T4 (Johnston y Eales, 1995). Se ha observado
que la concentracidon en plasma de las hormonas T3 y T4 variaron de forma
estacional en el bacalao del Atlantico Gadus morhua, incrementandose desde el
verano al invierno y decayendo en primavera, sin embargo, los datos mostraron
una baja correlacion con la temperatura (Comeau et al., 2000). En el sargo
plateado Sparus sarba, las hormonas tiroideas se detectaron un dia después de la
eclosion (Deane y Woo, 2003). Un estudio en la anguila europea Angulla anguilla
mostré6 que las hormonas tiroideas controlan el desarrollo temprano de esta
especie a través de la expresion de los receptores de las hormonas tiroideas
(Kawakami et al., 2013). Posteriormente, otro estudio en esta especie determiné el
efecto de la temperatura en la expresion de los genes de los receptores de
hormonas tiroideas (thr) y deiodinasas (dio) durante los primeros dos dias de
desarrollo larvario, cultivadas en un rango de 16 a 22 °C. Se identificaron dos

subtipos de thr (thra y thrb) con dos isoformas cada una (thraA, thraB, thrbA vy
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thrbB) y tres subtipos de deiodinasas (diol, dio2 y dio3). Todos los genes
investigados en este estudio se vieron afectados por la temperatura con respecto
al dia larval, en donde encontraron que entre mas alta la temperatura, la expresion

génica fue significativamente mayor (Politis et al., 2017).

2.3 Efecto de factores ambientales en la piscicultura

En muchas especies, la reproduccion solo se obtiene con la induccion de
hormonas, como ocurre en los serranidos (Romo-Mendoza et al, 2017; Rottmann
et al., 1991), mientras que en otras especies, en donde se simulan los factores
ambientales naturales propios de la especie de interés, los reproductores se
reproducen de manera natural en los tanques y producen desoves espontaneos,
como es el caso del jurel Seriola rivoliana. Sin embargo, la cria de larvas todavia
representa un desafio biotecnolégico en la industria de la acuicultura. Los peces
pelagicos marinos tienen una alta fecundidad durante su estacion reproductiva, sin
embargo, ocurre una elevada mortalidad de huevos y larvas debido a la
interaccion de factores medioambientales (Buckley, 1984). EI mismo escenario se
observa en las especies de peces cultivados, en donde los factores abidticos
producen estrés y altas mortalidades durante el desarrollo temprano (Alvarez-
Lajonchére et al., 2011). La alta mortalidad en la etapa larvaria puede estar
relacionada a varios factores entre los cuales se encuentran los fisicoquimicos
(salinidad, oxigeno, pH, temperatura), la presencia de algunos agentes patégenos,

calidad del alimento, calidad del desove entre otros (Ferron y Leggett, 1994).

2.4 Efecto de la temperatura en el desarrollo larvario de peces

La temperatura es uno de los factores principales que afecta el crecimiento, la
supervivencia y la utilizacion de los nutrientes ya que los peces son poiquilotermos
y en su ambiente natural se adaptan con relacién a la temperatura del agua, esta
influye directamente en las funciones metabolicas de los organismos, el proceso

de digestion, la actividad enziméatica, entre otras (Heming y Buddington, 1988). La
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temperatura favorece a las actividades fisioldgicas de los organismos en donde se
desarrollan 6ptimamente, en donde la mayoria de las especies de peces buscan
zonas gue se acerquen a su temperatura Optima para poder desarrollarse y crecer,
pero cuando la especie es cultivada con temperaturas que estan fuera de su
rango, su crecimiento y desarrollo se vera afectado (Despatie et al., 2001; Kinne y
Kinne, 1962). La energia que se necesita para el crecimiento del pez se lleve a
cabo de la mejor manera, resultara de la diferencia entre la energia que se asimila
y la que utilizard para su mantenimiento metabolico (Bowyer et al., 2013). Las
variaciones de la temperatura en etapas tempranas afectan el desarrollo y
crecimiento en organos, tejidos y diferenciacion celular, también se ha visto que la
temperatura del agua tiene un efecto sobre el desove y el desarrollo embrionario,
especificamente como se utilizan las reservas enddgenas, tanto el saco vitelino,
asi como la gota de aceite (Ojanguren y Brafia 2003; Rgnnestad et al., 1998). La
temperatura modifica el tiempo de incubacion de los huevos, la velocidad en la
formacion de tejido, la morfologia larvaria, el crecimiento, la utilizacion de energia
y las tasas metabdlicas (Blaxter, 1969,1992; Blaxter y Hempel, 1963; Kamler,
1992).

2.6 Desarrollo larvario en peces

A diferencia de los peces de agua dulce en donde los huevos son mas grandes y
contienen mucho vitelo, los huevos de peces marinos son pequefos, alrededor de
1 mm, y la larva consume el vitelo en pocos dias (3 a 5 dias en general) y debe de
solventar el haber desarrollado la capacidad de capturar presas zooplanctonicas
en movimiento, lo que involucra la apertura de la boca, cierta capacidad de
locomocion y cierta agudeza visual, asi como adquirir en ese momento cierta
maduracién del sistema digestivo para digerir a sus presas; es decir, una
aceleracion de procesos metabdlicos que le permitan sobrevivir, dado que si algo
no se desarrolla adecuadamente, la larva morira de hambruna, dos o tres dias

después de haber agotado sus reservas de vitelo (Kjgrsvik et al., 2004).
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El desarrollo larvario de peces marinos comienza una vez que eclosionan los
huevos y se obtienen las larvas, las cuales dependeran de la absorcion de todas
las reservas del vitelo y gota de aceite, para asi entonces comenzar la
alimentacion exdgena, etapa en la cual se presenta una alta mortalidad en cultivo
y también en el medio natural (Yufera y Darias, 2007). La alta mortalidad en la
fase larvaria se puede deber a una mala alimentacién en los primeros dias de
vida, aunque también se asocia a la especie y la calidad del desove que da el
reproductor (Yufera y Darias, 2007). Con lo anterior, la produccién de larvas de
buena calidad sigue siendo el cuello de botella para el desarrollo de la acuicultura
para cualquier especie marina, considerando ademas que en esta etapa las larvas
pasan por una metamorfosis y comienzan a desarrollar algunos tejidos y 6érganos,
el sistema digestivo, entre otros cambios morfologicos vy fisiologicos (Govoni et al,
1986). Es por esto que se requieren de investigaciones precisas para optimizar las
condiciones del manejo del cultivo para obtener una alta tasa de supervivencia. Es
necesario generar conocimiento en diferentes disciplinas bioldgicas con el objetivo

de incorporar nuevas especies con un auge comercial a la acuicultura.

2.7 Caracteristicas morfolégicas de jurel Seriola rivoliana.

Los peces del género Seriola pertenecen a la familia Carangidae. El Jurel S.
rivoliana tiene diferentes nombres comunes, como pez fuerte (en Baja california
Sur), en inglés se le conoce como también como Almaco Jack, pero
principalmente como Longfin yellowtail. Presenta un cuerpo alargado, en promedio
alto y poco comprimido (Fig. 7). El perfil dorsal es mas convexo que el ventral. El
cuerpo presenta colores particulares en la parte superior, costados y vientre que
son de color olivo a azulado con reflejos de color violeta claro. Particularmente se
caracteriza por tener una franja negra que va desde el ojo hacia el origen de la

primera aleta dorsal. En animales adultos se tiene un promedio de 90 cm, con
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registros de 1.60 m como talla maxima, mientras que el peso presenta un rango de
15-24 kg (Bussing y Lopez, 2005; Fisher et al., 1995; Smith y Heemstra, 2012).

2.8 Distribucidn geograficay habitos ecoldgicos de jurel Seriola rivoliana

El jurel S. rivoliana es un pez teledsteo cosmopolita que se encuentra en todos los
mares templados, distribuida en zonas tropicales a lo largo del océano Atlantico,
Indico Oeste y Pacifico Oeste (Fisher et al., 1995). En el continente americano se
halla desde la costa oeste de Estados Unidos hasta Perd, incluido el Golfo de
California (Fig. 6). Se asocia a zonas con arrecife, en aguas profundas que van
desde los 5 m hasta los 245m, aunque generalmente se le encuentra entre los 5 a
35m (Gasparini y Floeter, 2001). Esta especie se alimenta en el medio natural de
moluscos, crustaceos y algunos peces pequefios y su habitat en los adultos es

oceanico y suele ser pelagico y demersal (Fisher et al., 1995).

Figura 6. Distribucion geogréfica (en rojo) de jurel Seriola rivoliana (Fish Base).
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Figura 7. Jurel, Seriola rivoliana. Foto por Allen, G. R. y M.V. Erdmann (Fish Base)

Para la especie Seriola rivoliana no existen muchos estudios del transcriptoma,
sobre todo en el estadio larvario, por lo que es importante evaluar el efecto de la
temperatura sobre la expresion de los genes en esta etapa de desarrollo, para
determinar si las larvas producidas en el laboratorio tienen la capacidad de llevar a
cabo la expresion de todos los genes en eje hipotdlamo-pituitaria u ocurre alguna
afectacion por acuicultura. Este estudio contribuird a ampliar el conocimiento de

esta especie.
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3. JUSTIFICACION

En México las especies de jurel de género Seriola son altamente comercializadas
y con un alto valor en el mercado nacional e internacional, ya que son utilizadas en
la gastronomia asiatica oriental (Avilés-Quevedo y Castell6 i Orvay, 2004). Con lo
anterior, la captura de esta especie tiene mucha demanda, en donde el estado de
Baja California Sur y Baja California aportan el mayor porcentaje de produccion en
México (SAGARPA, 2010). Baja California Sur se encuentra entre los primeros
lugares en actividad pesquera y acuicola a nivel nacional, ya que aqui en el estado

se encuentran cinco empresas que se dedican a cultivar estas especies.

En México, y en especial en la region noroeste, se estan llevando a cabo
esfuerzos para la optimizacion de las tecnologias y cultivo de peces marinos con
potencial econémico. Una de las ramas de la acuicultura en donde se esti
realizando un esfuerzo mayor es en el cultivo larvario, ya que es el cuello de
botella de cualquier especie con potencial de cultivo. Debido a la alta mortalidad
que presenta en el estado larvario, se hace necesario que se realicen estudios
relacionados a su desarrollo, su fisiologia en los primeros dias, la respuesta
inmune, su alimentacion, por mencionar algunos. Sin embargo, no se tiene mucha
informacion sobre esta especie en particular, especialmente en la relacion que
existe entre la temperatura y la expresidon de los genes que se encuentran
relacionados al metabolismo, desarrollo, crecimiento, formacion del esqueleto,
pigmentacién entre otros. Para la especie Seriola rivoliana no existen muchos
estudios del transcriptoma, sobre todo en el estadio larvario, por lo que es
importante evaluar el efecto de la temperatura sobre la expresion de los genes en
esta etapa de desarrollo, para determinar si las larvas producidas en el laboratorio
tienen la capacidad de llevar a cabo la expresion de todos los genes en eje
hipotalamo-pituitaria o ocurre alguna afectacion por acuicultura. Este estudio
contribuird a ampliar el conocimiento de esta especie Con lo anterior, es necesario

incrementar los estudios multidisciplinarios para abarcar toda la gama de
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problemas en los cuales se centran las principales causas de mortalidad en
estadios temprano de desarrollo. En este trabajo se realizé el estudio del
transcriptoma (RNA-seq) de larvas de Seriola rivoliana identificando los genes
involucrados en el eje tiroideo, los cuales estan relacionados con todos los
aspectos metabdlicos de desarrollo antes mencionados. Adicionalmente, se
analizo el efecto de tres temperaturas en la expresion diferencial de los genes
identificados en el transcriptoma, durante los primeros tres dias de desarrollo
larvario. La informacion generada sera de utilidad para conocer la capacidad que
tienen las larvas recién eclosionadas de llevar a cabo la expresién de genes del
eje tiroideo, aun cuando no se encuentran desarrollados lo 6rganos involucrados
en las larvas, o bien, si existe una afectacion del eje tiroideo ocasionado por la

temperatura.
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4. HIPOTESIS

Si la temperatura influye en el eje hipotalamo-pituitario-tiroides durante el
desarrollo de larvas de peces, entonces, habra una expresion diferencial de genes
involucrados en la funcidn tiroidea.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de la temperatura sobre la expresion diferencial de los genes

involucrados en la funcién tiroidea en larvas de jurel Seriola rivoliana.

5.2 Objetivos particulares
1.- Identificar los genes involucrados al eje hipotadlamo-pituitaria-tiroides en larvas

de Seriola rivoliana.

2.- Analizar la expresion diferencial de los genes tiroideos in silico durante la

eclosion y los primeros cuatro dias de desarrollo.

3.- Evaluar la expresion diferencial en tiempo real de los genes del eje hipotalamo-
pituitaria-tiroides en los dos primeros dias de desarrollo larvario en tres
temperaturas (22°C, 26°C y 28°C).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Huevos de jurel Seriola rivoliana

Los huevos de jurel fueron donados por la empresa Kampachi Farm Mexico en
sus instalaciones de planta piloto en el CIBNOR. Los huevos se incubaron en tinas
de 200 litros por triplicado a una temperatura de 22 °C durante un periodo de 5
dias. Se realiz6 una extraccion de ARN total a partir del dia que eclosionaron los
huevos (dia 0) y los primeros 4 dias posteclosion.

6.2 Extraccién de ARN

La extraccion de ARN (200 mg por muestra) para secuenciacion en Novogene se
realiz6 mediante el reactivo Tripure (Roche), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La extraccion de ARN para gPCR en tiempo real, cada muestra de
larvas (200 mg) fue procesada de forma inmediata adicionando 790 pL de buffer
de lisis (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1mM, NaCl 10 mM), 100 yL de SDS al 10%, y
100 pL de RNA Secure™ 10X (Ambion®, Life Technologies™, USA), previamente
activado a 60°C durante 10 minutos. Posteriormente, la digestion proteica del
tejido se llevo a cabo afiadiendo a cada tubo 40 pyL de proteinasa K (20 mg/mL
stock), se homogeneizé en vortex por unos segundos y se incub6 a 55 °C hasta la
digestion completa del tejido, agitando el tubo en un vortex cada 10 minutos. El
homogeneizado obtenido se centrifugé durante tres minutos a 6,000 fuerza
centrifuga relativa (fcr, fuerza g) y se recuperaron 300 uL del sobrenadante en un
nuevo tubo Eppendorf. Al sobrenadante recuperado, se le agregaron 800 pL de
solucion salina (3.5 M NaCl, 25 mM Citrato de Sodio), 130 pL de acido acético
grado molecular, y se homogeneiz6 suavemente. Se centrifugd a 14,000 fcr
durante 20 minutos a 4 °C y se recuperaron 500 puL de la fase acuosa en un nuevo
tubo. Se afadi6 0.1 V de acetato de sodio 3 M (50 uL), 1 V de isopropanol
absoluto (550 pL) y se invirtio el tubo suavemente para homogeneizar el contenido
del tubo. Las muestras se centrifugaron a 14,000 fcr durante 15 minutos a 4 °C, se
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decantd el sobrenadante y se realizaron tres lavados con 800 pL de etanol al 75%.
Las condiciones de centrifugacion para realizar los lavados fueron de 14,000 fcr
durante 10 minutos a 4 °C. Después del ultimo lavado, se seco el pellet hasta
evaporar el etanol a temperatura ambiente y este se disolvio con 30 pL de la
solucién RNA Storage (Ambion®, Life Technologies™, USA) (Vazquez-Islas et al.,

En Prensa).

6.3 Tratamiento con DNasa

El tratamiento con DNasa se realizb utilizando el kit TURBO DNA-free™
(Termofisher Scientific). Se agregaron los reactivos para la digestion del ADN (0.1
V del Buffer 10X Turbo DNasa y 1 pL de reactivo) al tubo con ARN y se mezclaron
suavemente. Se incub6 a 37°C durante 30 minutos, se agregd el reactivo de
inactivacion de DNasa (0.1 volumen) y se mezcld. Se incubé durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugé a 10,000 g durante 90 s. El sobrenadante se

transfirio a un nuevo tubo de 0.5 mL (Ambion®, 2013).

6.4 Cuantificacion e integridad del ARN

Para las muestras procesadas en el laboratorio de Endocrinologia, El ARN se
cuantificd en un NanodropTM 2000 (Thermo ScientificTM, UK) para determinar su
pureza y concentracion y se verifico que las muestras presentaran una OD260/280
= 1.8 — 2.2 y OD260/230 = 2.0. La integridad del ARN se determind mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%, a 100 V por 30 minutos, en donde la
agarosa se incub6 con cloro (1% v/v) por 5 min antes de solidificar, para inhibir las
ribonucleasas (Aranda et al., 2012). Se utilizd Red gel como colorante y
O'GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo ScientificTM, Fermentas) como
marcador molecular. Para el envio de las muestras a Novogene, se colocé una
concentracion = 2.6 ug de ARN de cada muestra de forma independiente en un
tubo de RNA stable®/ LD (Biomatrica), los tubos se secaron por una hora en una
centrifuga concentradora de vacio (Eppendorf Vacufuge Concentrator) a
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temperatura ambiente. En cuanto llegaron la muestras de ARN a Novogene, se
resuspendieron en agua libre de nucleasas y se cuantificaron mediante el uso del

equipo Agilent 2100.

6.5 Construccion de las bibliotecas y secuenciacion

Las muestras de ARN se purificaron de acuerdo a las condiciones necesarias para
su secuencias la plataforma de secuenciacion Illumina HiSeq™ 2500 (lllumina
Inc.) realizada por la empresa Novogene. En el flujo de trabajo para la
secuenciacion por medio de Illumina®, primero se realiz6 la purificacion del
ARNmM, que contiene poli-A, empleando perlas magnéticas unidas a un oligo poli-
T. Después se realiz6 una fragmentacion del ARNm en pequefias piezas
empleando cationes divalentes a una alta temperatura. Estos fragmentos de
ARNm fueron copiados en una primera hebra de ADNc utlizando una
transcriptasa reversa y random primers, para después sintetizar una segunda
hebra de ADNc con una polimerasa | y RNAsa H. Estos fragmentos de ADNc
previamente tienen un proceso de reparacion en sus extremos, en donde se le
adiciona una base “A”, para después realizar la conjugacion de los adaptadores.
Por ultimo, los productos se purificaron y enriquecieron mediante un PCR para
crear las bibliotecas de ADNc, que produjeron un tamafio de inserto de 300-500
pb. Los resultados de la secuenciacion (las lecturas absolutas un tamafio de

informacion de 8.5 Gb por muestra

6.6 Filtrado y limpieza de secuencias, ensamble de novo

Las secuencias en ocasiones pueden arrojar errores de lectura, por lo que se
deben remover las que tengan baja calidad. La limpieza de las lecturas para
remover los adaptadores, revisar la calidad y longitud de cada lectura se realizé
mediante las herramientas Trimmomatic y FastQC, utilizando un filtro de calidad
con una Q (phred) = 20 y se removieron los adaptadores utilizando la herramienta

Trimmomatic con las secuencias estandar reportadas por Illumina. FastQC tiene
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como objetivo proporcionar una forma sencilla de realizar algunas verificaciones
de control de calidad en los datos de secuencia sin procesar que provienen de los
procesos de secuenciacion de alto rendimiento. Proporciona un conjunto modular
de analisis que puede utilizar para dar una impresion rapida, si sus datos tiene
algun problema que deba conocer antes de realizar un analisis adicional. Por otro
lado, Trimmomatic ademés de ayudarnos para el recorte de la lectura y filtrado,
nos ayudara a identificar las secuencias de los adaptadores. Este algoritmo utiliza
dos enfoques para detectar estos adaptadores y cebadores que se utilizaron. El
ensamblaje de novo de las lecturas se realizdé con el programa Trinity r2014 04
13pl1, combinando las lecturas provenientes de las tres librerias por dia, utilizando
los formatos fastq, y utilizando los siguientes parametros K=25 y min kmer cov=2.
Después con la herramienta Corset (v1.05) se realizé un filtrado de las lecturas
gue presentan una baja cobertura (menos de 10 lecturas), esta herramienta realiza
el agrupamiento jerarquico para eliminar la redundancia y seleecionar las

transcripciones mas largas de cada grupo como unigenes.

6.7 Cuantificacion de las secuencias

Para cuantificar la abundancia de los clusters o transcritos se utilizd6 Salmon
0.13.1. La cuantificacion se realizé en dos fases, la primera es creando un indice
con el transcriptoma completo el cual servird de base para la cuantificacion de las
lecturas. Posteriormente en base a ese indice, se realiz6 la cuantificacion de la
abundancia de los cluster o transcritos, utilizando las lecturas generadas por
lllumina limpias y filtradas, de los cinco dias de desarrollo larvario por triplicado. Se
obtiene como resultado una tabla en que contienen el nombre del cluster, la
longitud, la longitud efectiva, TPM (Transcripts Per Million) y los nameros de

lecturas.
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6.8 Andlisis de la expresion diferencial

El analisis de la expresion diferencial se realizO con el nimero de lecturas
obtenido por Salmon, con el paquete de software EdgeR (empyrical analysis of
digital gene expressin in R, Bioconductor), este paquete presenta una
caracteristica particular, ya sea en su forma clasica o glm (modelo lineal
generalizado), en ambos casos utiliza el método Bayesiano empirico, lo cual
permite la estimacion de la variacion bioldgica incluso en experimentos con pocas
réplicas. Como primer paso se realizé el filtrado de los genes, en donde se
removieron los genes que presentaron lecturas poco abundantes, posteriormente
se realiz6 la normalizacién de las muestras y se estimé la dispersion de los datos.
Por altimo, se calculd la expresion diferencial a un valor de FDR<0.05 (FDR: false
discovery recover) para determinar las diferencias significativas entre los niveles
de expresion de los dias de desarrollo larvario comparados.

Ademas, calcul6 el valor FPKM (Fragmentos por Kilobase de secuencia de
transcripcion por Millones de pares de bases secuenciados). Para realizar la
expresion diferencial, se utilizé los valores de los recuentos de las lecturas
obtenidas del analisis de expresion génica, y se realizo utilizando el programa para
muestras con réplicas biolégicas, DESeq 1.12.0 con un valor de padj < 0.05.

Para el analisis de enriquecimiento de las secuencias se realiz6 un Blast contra las
siguientes herramientas: GOSeq para realizar un andlisis de ontologia genética, el
servidor KOBAS v2.0.12 para anotar nuestro conjunto de genes y obtener las rutas
metabdlicas. Para la anotacién funcional de las secuencias se generd una hoja de
calculo que contiene la anotacion de todos las secuencias y se utilizaron las
herramientas Diamond v0.8.22 esta realiza un alineamiento en una base de datos
de illumina, KAAS r140224 que es un servidor de anotaciones automatico de
KEGG, esta herramienta nos proporciona anotaciones funcionales de genes
utilizando Blast contra la base de datos KEGG GENES, HMMER herramienta que

se utiliza para buscar bases de datos de secuencias homologas, para realizar
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alineaciones de secuencias y Blast2GO el cual nos generd graficas para cada

libreria.

6.9 Anotacion funcional y anélisis de enriquecimiento

Para el analisis de enriquecimiento de las secuencias se realiz6 un Blast contra las
siguientes herramientas: GOSeq para realizar un analisis de ontologia genética, el
servidor KOBAS v2.0.12 para anotar nuestro conjunto de genes y obtener las rutas
metabdlicas. Para la anotacion funcional de las secuencias se generd una hoja de
calculo que contiene la anotacion de todos las secuencias y se utilizaron las
herramientas Diamond v0.8.22 esta realiza un alineamiento en una base de datos
de illumina, KAAS r140224 que es un servidor de anotaciones automético de
KEGG, esta herramienta nos proporciona anotaciones funcionales de genes
utilizando Blast contra la base de datos KEGG GENES, HMMER herramienta que
se utiliza para buscar bases de datos de secuencias homologas, para realizar
alineaciones de secuencias y Blast2GO el cual nos generd graficas para cada

libreria.

6.10 Incubacién de huevos y desarrollo larvario (QPCR)

Los huevos de jurel fueron obtenidos de la planta piloto de Kampachi Farms en las
instalaciones del CIBNOR. Los huevos flotantes y fertilizados se sembraron a una
densidad de 300 huevos L en tinas de 60 y 200 L de capacidad a temperaturas
de 22, 26 y 28 °C, por triplicado. Una vez eclosionadas las larvas, se tomaron
muestras de cada réplica (dia 0) y posteriormente se tomaron muestras al dia uno
y dos de desarrollo larvario (dia 1 y dia 2). Cada muestra se peso en una balanza
analitica, obteniendo de 100 a 120 mg de larvas para su inmediato procesamiento
para la extraccibn de ARN. Adicionalmente, en los tanques a 22 °C, las larvas

llegaron al dia 6 y en ese momento se tomo otra muestra para extraccion de ARN.
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6.11 Expresion relativa y diferencial de genes del eje tiroideo (QPCR)

Con el ARN total, se sintetiz6 el ADN complementario (ADNc) utilizando el kit
cDNA Select iScript™, Oligo dT-20 (Bio-Rad Laboratories), siguiendo las
instrucciones del fabricante. El analisis de gPCR se realizé utilizando oligos
especificos de los genes del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides, disefiados a partir
de secuencias parciales (predichas in silico) ya reportadas en Seriola lalandi, asi
como los oligos de factor de elongacion (EF) como gen de referencia (Tabla Il). La
mezcla maestra de gPCR fue: 3 pL de cDNA (dilucién 1: 5), 0.4 puL de cada oligo
(sentido y anti-sentido) a partir de una solucién 10 uyM stock (0.4 pmol / uL), 5.4 pyL
de agua libre de nucleasas (Sigma-Aldrich) y 10 pL (1X) SsoFast EvaGreen
supermix (Bio-Rad Laboratories); 20 pyL de volumen final por reaccion. El
programa del termo ciclador CFX96 Touch ™ (Bio-Rad Laboratories) fue:
activacion enzimética 98 °C durante 30 s, 40 ciclos a 98 °C, 10 s; 57 °C durante 15
s para alineamiento y extension, y una curva de separacién: 65 a 95 °C en
incrementos de 0.5 °C, cada 5 s. Se obtuvo una curva de calibracion para cada
gen después de mezclar 2 yL de cada muestra, diluirla 1: 5 con agua libre de
nucleasas y hacer cinco diluciones seriadas. El valor del umbral de referencia se
ajusté en cada curva de calibracion, lo que dio como resultado un 100% de
eficiencia (E = 2) (Rasmussen, 2001), utilizando el CFX Manager 3.0 (Bio-Rad
Laboratories). La expresion relativa se calcul6 mediante el método 2722C4 (Livak y
Schmittgen, 2001), en donde el promedio de la expresiéon relativa (Cq) de las
larvas al momento de la eclosion (dia 0) se consider6 como el control, mientras
que las larvas en los dias uno y dos como tratamientos. El doble delta (AA) se
llevo a cabo mediante dos substracciones: 1) se substrajo el valor Cq del control al
del valor Cq de EF control (Cg-control) y en el caso de cada uno de los
tratamientos: el valor Cq del tratamiento al del valor Cq de EF tratamiento (Cg-
tratamiento) y 2) se substrajo el valor Cg-tratamiento al del Cqg-control, y utilizando
el método 27C9, dando el resultado de la expresion relativa. Posteriormente, la

expresion diferencial se obtuvo aplicando logaritmo en base 2.
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Tabla I. Oligos especificos de los genes del eje hipotalamo-pituitaria-tiroides y
factor de elongacion disefiados a partir de secuencias parciales (predichas in
silico) ya reportadas en Seriola lalandi, asi como los numeros de acceso de
GenBank.

Oligo Secuencia 5'-3' No. Acceso Producto (bp)
Trh_1F ccggtaagagatacggcgag XM_023422746.1 129
Trh_1R tgtgcatttcatcttcgegt 129
Tsh_2F accctggtcagagcaactac XM_023430126.1 104
Tsh_2R tcttggatcgtgcagttgtg 104
Tg_2F ctgagagacaacacaccgct XM_023396505.1 130
Tg_2R gacacaccacgtctgaacca 130
Diol 2F gaaagacaacagaccgctgg XM_023407987.1 101
Diol 2R cgctgaagtccttgacgagt 101
Dio2_1F gagcagcacgcaaactcatt XM_022750768.1 111
Dio2_1R ccctttcattggacacaccg 111
Thra_2F acttgagcgcgagaatgtga XM_023406757.1 108

Thra_2R ctctctcacccatgtcegtg 108
Thrbl 2F  gaatcgaacgctgccaagag XM_023413196.1 115
Thrbl 2R cgcaagtccgtcaccttcat 115

Eef2 2F ctggcttatgctgccagtgt XM_022754861.1 124

Eef2 2R tctcattgcagcacaggttg 124

6.12 Analisis estadistico
Para realizar el andlisis estadistico de los datos obtenidos de la expresion relativa
(gPCR) de cada gen, estos se tuvieron que convertir a logz (Fold-Change). Los

datos convertidos se analizaron por separado, a cada conjunto de datos se le
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aplico la prueba de normalidad (Shapiro-Wilk) y la prueba de homogeneidad de

varianzas (Levene).

Para corroborar los resultados de la expresion diferencial obtenidos in silico con
los resultados obtenidos por gPCR a una temperatura de incubacion de 22°C. Los
datos de gPCR correspondientes a la temperatura de 22°C se analizaron de forma
independiente por medio de una ANOVA de una via. Los resultados obtenidos se

compararon con su respectivo dia evaluado in silico.

Para evaluar diferencias entre las temperaturas de incubacién de 22°C, 26°C y
28°C en relacion a los dias transcurridos de desarrollo larvario se aplicé una
ANOVA de dos vias, teniendo como factores a la temperatura de incubacion y los
dias de desarrollo. Cuando se obtuvo un efecto significativo en la expresion génica
en cualquiera de los dos factores o en su interaccion (un efecto significativo en
relacion a la temperatura de incubacion con los dias de desarrollo transcurrido), se
aplicé la prueba de Duncan para determinar las diferencias significativas que
existe entre las temperaturas de incubacién, dias de desarrollo o entre ambos
factores. Los datos se reportaron como la media + desviacion estandar. Para el
analisis de todos los datos se us6 el programa R paquete stats v3.6.1, con un nivel
de significancia de P < 0.05, P <0.01y P <0.001.
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7. RESULTADOS

7.1 Eclosion del desove
El desove que se incubd a tres temperaturas tuvo un porcentaje de eclosion de
85, 85y 80%, a 22, 26 y 28 °C, respectivamente. No se presenté mortalidad en las

larvas en el dia 1 y dia 2 después de la eclosion.

7.2 Identificacion de los genes involucrados al eje hipotadlamo-pituitaria-

tiroides en larvas de Seriola rivoliana.

Se identificaron los transcritos directamente relacionados al eje hipotalamo-
pituitaria-tiroides en larvas de Seriola rivoliana, se realizé la busqueda de estos por
medio del uso de la funcion disefiada en R desde el transcriptoma ensamblado en
el Laboratorio de Endocrinologia del CIBNOR, en especifico para S. rivoliana.
Para su busqueda se usaron como palabras claves los nombres de los genes

involucrados en este eje.

Una vez ensamblado el transcriptoma, se obtuvieron 181,214 unigenes, de los
cuales, 62 cluster de los unigenes originales estuvieron relacionados con la
funcién tiroidea. Sin embargo, solo se identificaron 53 clusters relacionados al eje

hipotalamo-pituitario- tiroides.

En las siguientes tablas se muestran los principales transcritos obtenidos y
seleccionados que estan directamente involucrados en el eje hipotalamo-pituitaria-
tiroides y sus caracteristicas. Para consultar las secuencias nucleotidicas

obtenidas utilizadas en este estudio, véase el Anexo1.
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A continuacion se muestran cinco clusters relacionados con la palabra clave
“Thyrotropin releasing hormone”, dentro de los cuales se lograron identificar los
transcritos de la hormona liberadora de tirotropina (frh), un receptor de la trh (trhr),
y dos receptores similares al receptor de la trh (trhr-like X1y trhr-like X2) y una
enzima degradadora de la trh (trhde) (Tabla Ill). El transcrito utilizado para qPCR

fue el primero en la tabla.

Tabla Il. Transcritos identificados de la hormona liberadora de tirotropina.

Tamafio R D de identidad Descripcion de la
Gen Cluster (bp) la anotacion
P) anotacién (%)
PREDICTED: Seriola
11888.105 XM_02342 lalandi dorsalis thyrotropin
trh 456 510 2746.1 99.804 releasing hormone (trh),
MRNA
PREDICTED: Seriola
lalandi dorsalis thyrotropin
trhde 11888.186 5586 XM_02342 97.931 releasing hormone
5 1057.1 i
degrading enzyme (trhde),
MRNA
PREDICTED: Seriola
trhr 11888.126 2509 XM_02341 97 47 lalandi dorsalis thyrotropin

79 0446.1 releasing hormone
receptor (trhr), mMRNA

PREDICTED: Seriola
lalandi dorsalis thyrotropin-

trhr-like 11888.595 XM _02340 .
X1 0 731 1011.1 97.177 releasing hor_mone
receptor-like
(LOC111651051), mRNA
PREDICTED: Seriola
trhrlike 11888.863 .., XM_02339 . 'a'a”rg'led:;;a"f]gr‘r{]rg:é’p'”'
X2 0 74451 ' g

receptor-like
(LOC111647781), mRNA
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A continuacion se muestran los tres clusters relacionados con la palabra clave
“Thyroid stimulating hormone”, entre estos se identificé un transcrito similar a la
subunidad beta de la hormona estimulante de la tiroides (tshb-like), un receptor de
la tsh (tshr) y un transcrito similar al receptor de la tsh (tshr-like) (Tabla 1V). El

transcrito utilizado para qPCR fue el primero en la tabla

Tabla lll. Transcritos identificados de la hormona estimulante de la tiroides.

NR ID .
Tamario Identidad L .
Gen  Cluster de la Descripcién de la anotacion
(bp) > (%)
anotacion
PREDICTED: Seriola lalandi
tshr 118?2'88 3139 XI\SI(2)62332>L43 99.064 dorsalis thyroid stimulating
' hormone receptor (tshr), mMRNA
PREDICTED: Seriola dumerili
tﬁE:_ 1185277 1399 Xl\g68§2174 99.171 thyrotropin subunit beta-like
' (LOC111219370), mRNA
XM 02341 PREDICTED: Seriola lalandi
tshr-like 40103.2 1863 2655.1 98.282 dorsalis thyrotropin receptor-like

(LOC111659638), mRNA
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A continuacion se muestra el cluster relacionados a la palabra clave
“Thyroglobulin”, dentro de esta busqueda se logré identificar al transcrito que
codifica a la tiroglobulina (tg) (Tabla V).

Tabla IV. Transcrito identificado de tiroglobulina.

Gen Cluster Tamafio NRID de Identidad Descripcion de la anotacion
(bp) la (%)
anotacion

tg 11888.97947 9473 XM_02339 97.58 PREDICTED: Seriola lalandi
6505.1 dorsalis thyroglobulin (tg),
MRNA
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A continuacion se muestran cinco clusters relacionados con la palabra clave
“Thyroid hormone receptor”, en esta busqueda se lograron identificar un transcrito
del receptor tiroideo alfa (thra), dos variantes que anotaron para el receptor
tiroideo alfa-B (thra-B X1 y thra-B X1), dos variantes del receptor tiroideo beta (thrb
X1y thrb X2) (Tabla VI). Los transcritos utilizados en qPCR fueron el alfa (thra-B

X2)y el beta (thrb X1), que corresponden al tercero y cuarto en la tabla.

Tabla V. Transcritos identificados de receptor tiroideo.

= Identidad
Gen Cluster Tamano NR 1D d.e, la Descripcién de la anotacion
(bp) anotacion (%)

PREDICTED: Seriola lalandi
dorsalis  thyroid hormone

98.164 receptor alpha
(LOC111662483), transcript
variant X1, mRNA

thra 11888.1 1466 XM_023416
X1 09553 360.1

Epinephelus coioides thyroid

thra-B 11888.9 471 Ers02003.1 92611 hormone receptor alpha B

X1 9432 protein mRNA, complete cds
PREDICTED: Seriola lalandi
thra-B 411888. XM_023406 dorsalis thyroid hormone
X2 28635 6081 757.1 98.441 receptor alpha-B
(LOC111655389), mRNA
PREDICTED: Seriola lalandi
dorsalis thyroid hormone
thlb 112852?&8 3639 XMISES;A'B 99.112 receptor beta
' (LOC111660071), transcript
variant X3, mRNA
PREDICTED: Seriola dumerili
thrb 11888.3 1633 XM_022757 9951 thyroid hormone receptor

X2 6743 263.1 beta (thrb), transcript variant
X3, mRNA
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A continuacién se muestran cuatro clusters relacionados a la palabra clave

“deiodinase” (Tabla VII). En esta busqueda se logré identificar los transcritos que

codifican para las enzimas deiodinasal (dio7), deiodinasa 2 (dio2), deiodinasa 3

(dio3), y otro transcrito similar a la deiodinasa 3 (dio3-like). Los transcritos

utilizados en qPCR fueron la dio1 y dio 2.

Tabla VI. Transcritos identificados de deiodinasas.

NR ID de Identidad L,
Gen Cluster Tamafo (bp) la Descnpuo_n,dela
L, (%) anotacion
anotacion
PREDICTED: Seriola
lalandi dorsalis
diol 1182?'614 2834 Xl\gggg:i‘lo 08.668 iodothyronine
' deiodinase 1 (diol),
MRNA
PREDICTED: Seriola
. 11888.141 XM_02275 dumerili iodothyronine
dio2 """ g 2432 0768.1 99434 jeiodinase 2 (dio2),
MRNA
PREDICTED: Seriola
. 11888.114 XM_02275 dumerili iodothyronine
dio3 527 1521 0821.1 9.923  eiodinase 3 (dio3),
MRNA
PREDICTED: Seriola
lalandi dorsalis
dio3- 11888.663 XM_02343 lodothyronine
ke 14 1254 “o0031 9 geiodinase 3 -like

(LOC111672563),
mMRNA
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7.3 Evaluacion de la expresion in silico y en tiempo real de los transcritos
involucrados al eje hipotalamo-pituitaria-tiroides durante los dos primeros
dias de desarrollo a tres diferentes temperaturas (22, 26 y 28 °C) de

incubacion.

De los principales genes relacionados al eje hipotalamo-pituitaria-tiroides se
seleccionaron aquellos que estaban directamente involucrados en el eje y que
ademas presentaron un mayor conteo por millon (cpm). Este criterio se aplicé

principalmente a los transcritos con variantes génicas.

A continuaciéon se describe de forma individual los resultados de los genes
evaluados en su expresion génica in silico y por gPCR a diferentes temperaturas
de incubacion 22 °C, 26 °C y 28 °C de las larvas:

7.3.1 Transcrito hormona liberadora de tirotropinas: trh

Los resultados in silico del transcrito trh a una temperatura de 22°C, indicaron que
existié una disminucion en el conteo del transcrito desde el dia cero post-eclosion
(0.5 cpm = 0.29 S.D.) al dia uno (0.36 cpm £ 0.3 S.D.). Posteriormente al dia dos
(0.47 cpm = 0.23 S.D.) inicié la transcripcion del transcrito hasta llegar a su
maximo valor al dia tres (0.91cpm %= 0.2 S.D.) (Fig. 8). Sin embargo, este
incremento no fue significativo. En general se pudo observar que no existieron
cambios significativos en la proporciones (Log2 Fold-Change) del transcrito trh a
través de los cuatro dias transcurridos post-eclosion a una temperatura de
incubacion de 22°C (Fig. 9).
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CPM promedio

Dias post-eclosién a 22°C

Figura 8. Cuantificacion del transcrito de la hormona liberadora de tirotropina (trh),
en la eclosion (dia 0) y durante los primeros cuatro dias de desarrollo a una
temperatura de incubacion de 22°C (CPM: conteos por millén). Las barras indican
la desviacion estandar.

Log2 (Fold-Change)

lvs0 2vs0 3vs0 4vs0 2vsl 3vsl 4vsl 3vs2 4vs2 4vs3
Dias post-eclosién a 22°C

Figura 9. Expresion diferencial in silico del transcrito de la hormona liberadora de
tirotropina (trh); comparacion entre los primeros cinco dias de desarrollo larvario a
una temperatura de incubacién de 22°C.
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En los resultados de qPCR para la temperatura de 22 °C, cuando se analizaron de
forma independiente, no se observd un incremento significativo en la expresion del
transcrito trh entre los dias uno y dos de desarrollo larvario (P > 0.05), este
resultado fue similar a los resultados obtenidos in silico en la expresion diferencial
in silico (FDR > 0.05). En el analisis de la ANOVA de dos vias, se observo el efecto
de la temperatura sobre la expresion del gen trh a través de los dias de desarrollo
larvario. Los resultados mostraron que no existieron diferencias significativas entre
la expresion del transcrito frh evaluado a las diferentes temperaturas de
incubacion de la larvas (22 °C= 6.09 Log2 Fold-Change + 2.41 S.E., 26 °C= 6.41
Logz Fold-Change + 0.477 S.E., 28 °C= 6.93 Log2 Fold-Change + 1.28 S.E., P >
0.05). Sin embargo, la expresion del gen trh en el dia dos fue significativamente
mayor (8.39 Logz Fold-Change £ 0.898 S.E.) que la expresion en el dia uno (4.75
Logz Fold-Change £+ 1.19 S.E), (P < 0.05). Ademas, se presentd un efecto de la
temperatura sobre la expresion del gen trh dependiente de los dias transcurridos
de desarrollo larvario (P < 0.05). El analisis PostHoc de la interaccidén temperatura
y dias de desarrollo, reveld que la expresion del transcrito trh del dia uno a 22°C
(2.69 Logz Fold-Change + 2.98 S.E.) fue significativamente menor que la
expresion en el dia dos a 22°C (10.6 Log2 Fold-Change + 2.18 S.E.) (P < 0.01) y
que en el dia dos a 28°C (9.74 Log2 Fold-Change + 0.239 S.E), (P < 0.01).
También fue menor la expresion del transcrito en el dia uno a 28°C (4.11 Logz
Fold-Change = 1.51 S.E.), comparada con la expresion del transcrito trh en el dia
dos a 22°C (10.6 Log2 Fold-Change + 2.18 S.E.), (P < 0.05) y en el dia dos a 28°C
(9.74 Logz Fold-Change £ 0.239 S.E.), (P < 0.05) (Fig. 10).
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Figura 10. Comparacion de la expresion relativa del transcrito de la hormona
liberadora de tirotropina (trh) (Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia dos a tres
diferentes temperatura de incubacion de 22°C, 26°C y 28°C (qPCR). Las barras
indican el error estandar (S.E.). Las letras diferentes en minulsculas denotan
diferencias significativas entre los dias y temperaturas evaluadas

7.3.2 Transcrito hormona estimulante de la tiroides tshb-like

Los resultados in silico mostraron una fuerte disminucién en el conteo el transcrito
tshb-like en el dia cero (0.8 cpm = 0.22 S.D.), hasta llegar a su nivel mas bajo al
dia dos (0.13 cpm #0.03 S.D.). Posteriormente al dia tres existi6 un ligero
incremento de la expresion del transcrito tshb-like (0.34 cpm +0.23 S.D.), para
posteriormente volver a disminuir hasta a un valor de 0.17 cpm = 0.14 S.D (Fig.
11). Se pudo apreciar una disminucion significativa en el cambio en la proporcién
(Logz Fold-Change) de la expresion del transcrito tshb-like cuando se comparan

los dias posteriores a la eclosidon con el dia cero, excepto el dia tres comparado
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con el dia cero; las otras comparaciones entre los otros dias post-eclosion (uno,

dos, tres y cuatro) no fueron significativas (Fig. 12).

o
o

CPM promedio
(=]
-

Dia 1 Dia 2

Dia 3
Dias post-eclosién a 22°C

Figura 11. Cuantificacion del transcrito de la hormona estimulante de la tiroides
(tshb-like), durante los primeros 5 dias de desarrollo a una temperatura de
incubacion de 22°C (CPM: conteos por millén). Las barras indican la desviacién
estandar.
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Figura 12. Expresion diferencial in silico del transcrito de la hormona estimulante
de la tiroides (tshb-like), comparacion entre los primeros cinco dias de desarrollo
larvario a una temperatura de incubacion de 22°C. Los asteriscos denotan
diferencia significativa entre los dias evaluados. * FDR < 0.05, ** FDR < 0.01, ***
FDR < 0.001.

En los resultados de qPCR para la temperatura de 22 °C que se analizaron de
forma independiente, no se observd ningin cambio en la expresion del gen tshb-
like cuando se comparo el dia dos contra el dia uno (P > 0.05); para el caso de los
resultados in silico. Tampoco hubo una diferencia significativa cuando se comparo
el dia dos contra el dia uno (FDR > 0.05) (Fig. 13). En el analisis de la ANOVA de
dos vias, se observo que existe un efecto de la temperatura de incubacion de las
larvas sobre la expresion del gen tshb-like a través de los dias (P < 0.05). El
analisis PostHoc reveld que la expresion de la tshb-like a 22°C (-2.3 Logz Fold-
Change + 2.67 S.E.) fue significativamente menor que la expresion del gen a 26°C
(4.69 Logz Fold-Change + 1.31 S.E.) (P <0.05) y a 28°C (5.18 Log2 Fold-Change *
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0.79 S.E.) (P < 0.05). Por otro lado, no se presentaron diferencias significativas de
la expresion del gen tshb-like entre el dia uno (2.21 Log2 Fold-Change + 1.99 S.E.)
y el dia dos (2.83 Logz Fold-Change + 1.47 S.E.), (P > 0.05). Adicionalmente, no
hubo una interaccion significativa entre el efecto de la temperatura y los dias

transcurridos post-eclosion (P > 0.05) sobre la expresion de gen tshb-like (Fig. 13).
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Figura 13. Comparacion de la expresion relativa del transcrito de la hormona
estimulante de la tiroides (tshb-like) (Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia dos
a tres diferentes temperatura de incubacion de 22°C, 26°C y 28°C (qPCR). Las
barras indican el error estandar (S.E.). Las letras diferentes en mayusculas
denotan diferencias significativas entre el grupo de temperaturas evaluadas.
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7.3.3 Transcrito tiroglobulina: tg

Los resultados in silico durante los primeros dos dias de desarrollo a 22 °C,
mostraron un bajo conteo de transcritos de tg en el dia cero (9.35 cpm £ 1.84 S.D.)
y en el dia uno (6.54 cpm £ 0.95 S.D.), en el dia dos experimentd un incremento
en la transcripcion del transcrito (39.97 cpm £ 3.41 S.D.). Posteriormente conforme
transcurrieron los dias de desarrollo se observd un incremento hasta llegar a su
mayor conteo al cuarto dia (177.68 + 6.08 S.D), (Fig. 14). Los resultados de
expresion diferencial indica que existi6 una disminucion significativa en la
proporcién (Logz Fold-Change) de la expresion del transcrito tg cuando se
comparé el dia uno contra el dia cero (FDR < 0.01). Posteriormente en los otros
dias se puede observar en forma general un incremento en la expresion de tg
(FDR < 0.001 y FDR < 0.01), cuando se comparo la expresion del transcrito entre

los dias de desarrollo larvario a 22 °C (Fig. 15).
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Figura 14. Cuantificacion del transcrito de tiroglobulina (tg), durante los primeros 5
dias de desarrollo a una temperatura de incubacion de 22°C (CPM: conteos por
millon). Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 15. Expresion diferencial in silico del transcrito de tiroglobulina (tg),
comparacién entre los primeros cinco dias de desarrollo larvario a una
temperatura de incubacidbn de 22°C. Los asteriscos denotan diferencias
significativas entre los dias evaluados. * FDR < 0.05, ** FDR < 0.01, ** FDR <
0.001.

En los resultados de gPCR para la temperatura de 22 °C, cuando se analizaron de
forma independiente, se observd un incremento significativo de la expresion del
transcrito tg en el dia dos respecto al dia uno (P < 0.05); para el caso de los
resultados in silico también se observa un incremento significativo del transcrito
cuando se comparo el dia dos contra el dia uno (FDR < 0.001). En el analisis de la
ANOVA de dos vias, se observo un efecto de la temperatura de incubacion de las
larvas sobre la expresion del gen tg (P < 0.05). El analisis PostHoc revel6 que la
expresion de la tg a 22°C (-1.83 Logz Fold-Change + 1.31 S.E) y a 26°C (-1.71
Log2z Fold-Change + 2.68 S.E.), fueron significativamente menores que la
expresion del gen a 28°C (2.34 Log2 Fold-Change + 0.459 S.E.) (P < 0.001).
Adicionalmente, cuando se evalud el efecto del tiempo de desarrollo, se observo

un incremento significativo en la expresion del gen tg en el dia dos (1.80 Log2
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Fold-Change = 0.601 S.E.) comparado con el dia uno (-2.60 Logz Fold-Change *
1.78 S.E.), (P < 0.05). También se presentd una interaccion significativa entre el
efecto de la temperatura y los dias transcurridos post-eclosion (P < 0.05) sobre la
expresion de gen tg (Fig. 16). En el analisis postHoc se corroboré que la expresion
del gen tg en el dia uno a 22°C (-4.20 Log2 Fold-Change + 1.70 S.E.) fue
significativamente menor que en los dias uno a 28 °C (2.97 Log2 Fold-Change *
0.654), (P < 0.05), en el dia dos a 26 °C (3.14 Logz Fold-Change = 1.55), (P <
0.05) y en el dia dos a 28 °C (1.72 Logz2 Fold-Change * 0.482), (P < 0.05). También
la expresion del gen tg en el dia uno a 26 °C (-6.56 Logz Fold-Change + 3.15 S.E.)
fue significativamente menor que la expresién en el dia uno a 28 °C (2.97 Log2
Fold-Change % 0.65), en el dia dos a 22 °C (0.543 Logz Fold-Change £ 0.138), en
el dia dos a 26 °C (3.14 Logz Fold-Change Logz Fold-Change = 1.55), y en el dia
dos a 28 °C (1.72 Log2 Fold-Change + 0.482), (P < 0.01), (Fig. 16).
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Figura 16. Comparacion de la expresion relativa del transcrito de tiroglobulina (tg)
(Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia dos a tres diferentes temperatura de
incubacion de 22°C, 26°C y 28°C (gPCR). Las barras indican el error estandar
(S.E.). Las letras diferentes en minasculas denotan diferencias significativas entre
las temperaturas evaluadas.
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7.3.4 Transcrito deiodinasatipo 1: diol

Los resultados in silico mostraron una disminucion de los conteos por milléon (cpm)
del transcrito diol desde el dia cero (6.99 cpm + 0.84 S.D.) a los dias posteriores
de desarrollo; después del dia cero los conteos se mantuvieron estables en un
promedio de 4.29 cpm #0.52 S.D. (Fig. 17). Los resultados de expresion
diferencial indicaron una disminucion significativa en la proporcion (Logz Fold-
Change) de la expresion del transcrito diol cuando se compararon los dias
posteriores de desarrollo contra el dia cero (FDR < 0.01 y FDR < 0.001). Sin
embargo, no existieron diferencias significativas entre las comparaciones de los
dias posteriores a la post-eclosion en la expresion del transcrito diol (FDR > 0.05)

(Fig. 18).

10,

—

-

CPM promedio

Dia O Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Dias post-eclosién a 22°C

Figura 17. Cuantificacion del transcrito deiodinasa 1 (diol), durante los primeros 5
dias de desarrollo a una temperatura de incubacion de 22°C (CPM: conteos por
millén). Las barras indican la desviacion estandar.



52

*% ¥k

Log2 (Fold-Change)

dededk Hededk

lvs0 2vs0 3vs0 4vs0 2vsl 3vsl 4dvsl 3vs2 4vs2 4vs3
Dias post-eclosién

Figura 18. Expresion diferencial in silico del transcrito de deiodinasa 1 (diol),
comparacién entre los primeros cinco dias de desarrollo larvario a una
temperatura de incubacion de 22°C. Los asteriscos denotan diferencias
significativas entre los dias evaluados. . * FDR < 0.05, ** FDR < 0.01, *** FDR <
0.001.

En los resultados de gPCR que se analizaron mediante una ANOVA de dos vias,
se observo que no existid un efecto de la temperatura de incubacion de las larvas
sobre la expresion del gen diol (22 °C: 5.51 Log2 Fold-Change + 0.776 S.E., 26
°C: 7.85 Log2 Fold-Change + 0.49 S.E. y 28 °C: 8.18 Logz Fold-Change + 1.58
S.E.), (P > 0.05). Adicionalmente, no se presentaron diferencias significativas en la
expresion del gen diol entre el dia uno (8.92 Log2 Fold-Change + 0.54 S.E.) y el
dia dos (6.57 Logz Fold-Change + 1.02 S.E.), (P > 0.05). Adicionalmente, no se
presentd un efecto significativo entre la temperatura de incubaciéon y los dias de
desarrollo larvario (P > 0.05) (Fig.19).
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Figura 19. Comparacion de la expresion relativa del transcrito de deiodinasa 1
(diol) (Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia dos a tres diferentes temperatura
de incubacién de 22°C, 26°Cy 28°C (gPCR). Las barras indican el error estandar
(S.E.).

7.3.5 Transcrito deiodinasa tipo 2: dio2

Los resultados in silico mostraron un incremento escalonado de los conteos por
millén (cpm) del transcrito dio2 desde el dia cero (0.24 cpm + 0.13 S.D.), en el dia
uno (0.72 cpm £ 0.14 S.D.), en el dia dos (1.06 cpm £ 0.08 S.D.), en el dia tres
(2.11 cpm = 0.26 S.D.), y en el cuarto dia (3.22 cpm = 0.28 S.D.), (Fig. 20). Los
resultados de expresion diferencial indicaron un incremento significativo en la
proporcion (Logz Fold-Change) de la expresion del transcrito dio2 cuando se
compararon los dias posteriores de desarrollo contra el dia cero (FDR < 0.01 y
FDR < 0.001). Adicionalmente, existio un incremento significativo de los dias
posteriores a la eclosion respecto a los otros dias, con excepcion de la expresion
del dio2 en el dia dos contra el dia uno, y el cuarto dia contra la expresién del dia
tres, sin embargo, en ambos casos no existié un incremento no significativo (FDR
> 0.05) (Fig. 21).
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Figura 20. Cuantificacion del transcrito deiodinasa 1 (diol), durante los primeros 5
dias de desarrollo a una temperatura de incubacioén de 22°C (CPM: conteos por
millén). Las barras indican la desviacion estandar.
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Figura 21. Expresion diferencial in silico del transcrito de deiodinasa 2 (dio2),
comparacién entre los primeros cinco dias de desarrollo larvario a una
temperatura de incubacion de 22°C. Los asteriscos denotan diferencias
significativas entre los dias evaluados. * FDR < 0.05, ** FDR < 0.01, *** FDR <

0.001.
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En los resultados de gPCR para la temperatura de 22 °C, cuando se analizaron de
forma independiente, no se observé un incremento significativo de la expresion del
gen dio2 en el dia dos respecto al dia uno (P > 0.05); este resultado fue similar
que el obtenido in silico. En los resultados de gPCR que se analizaron mediante
una ANOVA de dos vias, se observo que no existié un efecto de la temperatura de
incubacion de las larvas sobre la expresion del gen dio2 (22 °C: 0.56 Logz Fold-
Change + 0.47 S.E., 26 °C: 0.94 Logz Fold-Change = 1.67 S.E. y 28 °C: -0.99 Log2
Fold-Change + 1.74 S.E.), (P > 0.05). Adicionalmente, no se presentaron
diferencias significativas en la expresion del gen dio2 entre el dia uno (0.95 Log2
Fold-Change + 1.2 S.E.) y el dia dos (-0.69 Logz Fold-Change + 1.07 S.E.), (P >
0.05), ni tampoco entre la temperatura de incubacidon y los dias de desarrollo
larvario (P > 0.05) (Fig. 22).
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Figura 22. Comparacion de la expresion relativa del transcrito de deiodinasa 2
(dio2) (Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia dos a tres diferentes temperatura
de incubacion de 22°C, 26°C y 28°C (qPCR). Las barras indican el error estandar
(S.E.).
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7.3.6 Transcrito receptor de hormona tiroidea alfa: Thra

Los resultados in silico mostraron un incremento de los conteos por millon (cpm)
del transcrito thra-B X2 desde el dia cero (5.16 cpm + 0.75 S.D.) al dia uno (10.14
cpm = 1.31 S.D.). Posteriormente se mantuvo la transcripcion de forma constante
en promedio de 10.37 cpm + 0.95, a traves de los dias (Fig. 23). Los resultados de
expresion diferencial indicaron un incremento significativo en la proporcion (Logz
Fold-Change) de la expresion del transcrito thra-B X2 cuando se compararon los
dias posteriores de desarrollo contra el dia cero (FDR < 0.01 y FDR < 0.001).
Cuando se realizaron las otras comparaciones entre los dias siguientes a la

eclosion, se observé que no existieron diferencias significativas (FDR > 0.05), (Fig.

24).
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Figura 23. Cuantificacién del transcrito receptor de hormona tiroidea alpha B
variante X2 (trha-B X2), durante los primeros 5 dias de desarrollo a una
temperatura de incubacion de 22°C (CPM: conteos por millén). Las barras indican
la desviacién estandar (S.D.).



57

k%

*kdk
dedkedk dedek

1 — [ 1

Log2 (Fold-Change)
o

lvs0 2vs0 3vs0 4vs0 2vsl 3vsl 4vsl 3vs2 4vs2 4vs3
Dias post-eclosién a 22°C

Figura 24. Expresion diferencial in silico del transcrito receptor de hormona
tiroidea alpha B variante X2 (thra-B X2), comparacion entre los primeros cinco dias
de desarrollo larvario a una temperatura de incubacion de 22°C. Los asteriscos
denotan diferencias si significativas entre los dias evaluados. * FDR < 0.05, **
FDR < 0.01, ** FDR < 0.001.

En los resultados de qPCR que se analizaron mediante una ANOVA de dos vias,
se observo que no existio un efecto de la temperatura de incubacion de las larvas
sobre la expresion del gen thra-B X2 (22 °C: 0.66 Logz Fold-Change = 1.1 S.E.,
26 °C: -1.11 Logz Fold-Change + 1.29 S.E. y 28 °C: -1.35 Logz Fold-Change + 1.48
S.E.), (P > 0.05). Adicionalmente, no presentaron diferencias significativas en la
expresion del gen thra-B X2 entre el dia uno (-2.82 + 1.4 S.E.) y el dia dos (0.46

Log2 Fold-Change + 0.78 S.E.), (P > 0.05), ni tampoco una interaccion significativa
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entre la temperatura de incubacion y los dias de desarrollo larvario (P > 0.05),

(Fig. 25).
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Figura 25. Comparacion de la expresion relativa del transcrito receptor de
hormona tiroidea alpha B variante X2 (thra-B X2) (Log2 Fold-Change) de los dias
uno y dia dos a tres diferentes temperatura de incubacion de 22°C, 26°C y 28°C

(gPCR). Las barras indican el error estandar (S.E.).
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7.3.7 Transcrito receptor de hormonatiroidea beta: Thrb

Los resultados in silico mostraron un incremento de los conteos por millébn (cpm)
del transcrito thrb X1 desde el dia cero (5.41 cpm = 1.0 S.D.) al dia uno (7.41 cpm
+ 1.7 S.D.). Posteriormente se mantuvo la transcripcion en un promedio de 8.36
cpm £ 0.68 S.D., a través de los siguientes dias de desarrollo larvario (Fig. 26). En
los resultados de expresion diferencial se pudo observar que existié un incremento
significativo en la proporcion (Logz Fold-Change) de la expresion del transcrito thrb
X1 cuando se compararon los dias posteriores de desarrollo contra el dia cero
(FDR < 0.05 y FDR < 0.01). Sin embargo, cuando se compararon los dias
siguientes a la eclosion no existieron diferencias significativas entre ellos (FDR >
0.05), (Fig. 27).
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Figura 26. Cuantificacion del transcrito receptor beta de la hormona tiroidea
variante X1 (thb X1), durante los primeros 5 dias de desarrollo a una temperatura
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de incubacion de 22°C (CPM: conteos por millon). Las barras indican la desviacion
estandar (S.D.).
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Figura 27. Expresion diferencial in silico del transcrito receptor beta de la hormona
tiroidea variante X1 (thrb X1), comparacién entre los primeros cinco dias de
desarrollo larvario a una temperatura de incubacién de 22°C. Los asteriscos
denotan diferencias significativas entre los dias evaluados. * FDR < 0.05, ** FDR <
0.01, *** FDR < 0.001.

En los resultados de gPCR para la temperatura de 22 °C, cuando se analizaron de
forma independiente, se observo un incremento significativo de la expresion del
gen thrb X1 en el dia dos respecto al dia uno (P < 0.01); este resultado fue
diferente del obtenido in silico, en donde no se obtuvieron diferencias significativas
entre los dias dos y uno de desarrollo larvario a 22°C (FDR > 0.05). Cuando los
resultados de qPCR se analizaron mediante una ANOVA de dos vias, se observo
gue no existié un efecto de la temperatura de incubacién de las larvas sobre la
expresion del gen thrb X1 (22 °C: 1.22 Logz Fold-Change = 1.41 S.E., 26 °C: -2.29
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Log2 Fold-Change £ 1.72 S.E. y 28 °C: -0.64 Logz Fold-Change =+ 1.68 S.E.), (P >
0.05). Adicionalmente, no se presentaron diferencias significativas en la expresion
del gen thrb X1 entre el dia uno (-2.02 Logz Fold-Change + 1.18 S.E.) y el dia dos
(0.76 Logz> Fold-Change + 1.36 S.E.), (P > 0.05), ni tampoco una interaccion
significativa entre la temperatura de incubacién y los dias de desarrollo larvario (P

> 0.05) (Fig. 28).
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Figura 28. Comparacion de la expresion relativa del transcrito receptor beta de la
hormona tiroidea variante X1 (thb X1) (Log2 Fold-Change) de los dias uno y dia
dos a tres diferentes temperatura de incubacion de 22°C, 26°C y 28°C (gqPCR).
Las barras indican el error estandar (S.E.)
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A continuacion, se presenta la expresion diferencial de todos los genes evaluados
del eje tiroideo, comparando el dia dos con el dia seis a 22°C, en donde se
observo un incremento significativo en cada uno de ellos conforme las larvas se

desarrollan, con la excepcion de los receptores nucleares (Fig. 29).
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Figura 29. Comparacion de todos los genes evaluados del eje tiroideo entre el dia
dos y el dia seis a 22°C, mostrando una expresion diferencial significativa en cada
uno de ellos, con la excepcion de los receptores nucleares.
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8. DISCUSION

8.1 Tasas de eclosion a diferentes temperaturas
El éxito en el cultivo de peces marinos es la produccion masiva de juveniles,
proceso que depende en gran medida de la primera alimentacién exogena y del

desarrollo y crecimiento normal de las larvas de peces (Tanaka et al., 1995).

Los porcentajes en las tasas de eclosion de 85, 85 y 80%, a 22, 26 y 28 °C,
respectivamente, se encontraron en un valor cercano al 80% como el previamente
reportado para Seriola rivoliana (Roo et al.,, 2014). Sin embargo, otros tres
desoves que se incubaron con anterioridad, presentaron tasas de eclosién entre
un 30 y 50%, por lo que se tuvieron que descartar. Aunque los huevos presentan
una alta fertilizacion por arriba del 98%, esta condicion no garantiza un buen
desarrollo embrionario y altas tasas de eclosion. Actualmente no existe un
“marcador” ya sea molecular, bioquimico o morfolégico que pueda predecir la
calidad de un desove. En este sentido, la evaluacion de los genes del eje tiroideo

en cuanto a la calidad de los desoves requerira de subsecuentes investigaciones.

8.2 Hormonas tiroideas en huevos y larvas de peces

Los primeros estudios se enfocaron en la medicion las hormonas tiroideas (TH)
principalmente en el torrente sanguineo en juveniles y adultos, lo cual llevo a la
comprension de su papel fisiologico. En huevos y larvas de peces se sabe que las
TH tienen funciones reguladoras en la diferenciacién, principalmente en la
reorganizacion de los tejidos durante la embriogénesis, tambien interviene en la

maduracion de los embriones mediante la promocion del crecimiento y el
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desarrollo (Brown et al., 2014) y finalmente estan directamente involucradas en la

metamorfosis larvaria (Power et al., 2001, Yamano, 2005).

8.3 Hormona liberadora trh y estimulante tsh de tiroides

La expresion in silico de trh en el hipotdlamo se observo estable, y no fue afectada
por la temperatura, mas si por la edad de la larva en tiempo real. Lo anterior
sugiere que trh es abundante desde que es depositada por el plasma materno, y
subsecuentemente comienza un incremento en su expresion, lo cual asegura el
estado fisiolégico de la larva, ya que los nucleos hipotalamicos median
mecanismos auténomos, actividad endocrina y funciones soméaticas como la
temperatura corporal, apetito y secrecion interna de hormonas endocrinas a través
de la estimulacion directa con la pituitaria, como el factor liberador de la hormona
tiroidea, el factor liberador de corticotropina, el factor liberador de hormona de
crecimiento y el factor liberador de gonadotropinas, entre otros (Pittman et al.,
2013). Por otro lado, la expresion relativa de tsh en la pituitaria fue muy elevada en
el momento de la eclosion, disminuyendo a partir del dia uno, lo que evidencié una
expresion diferencial negativa con respecto a la eclosién in silico, lo cual también
sugiere que tsh es suministrada en gran cantidad mediante el plasma materno,
asegurando la funcionalidad de la pituitaria de enviar diversas sefiales endocrinas
para cumplir diferentes funciones, entre ellas, la estimulacion de los foliculos
tiroideos, por lo que de la misma manera que trh, su expresion se incrementa con
respecto a la edad de la larva. Cabe sefalar que la pituitaria es el principal
regulador de otras glandulas endocrinas, como la tiroides, las glandulas
interrenales (en la regulacién de cortisol) y las gonadas (esteroides sexuales)
(Pittman et al., 2013). En larvas de halibut o lenguado del Atlantico Hippoglossus
hippoglossus la pituitaria se encuentra completamente desarrollada durante la
absorcion del saco vitelino (Einarsdottir et al., 2006). La edad en que se diferencia

la glandula pituitaria varia entre las especies, pero generalmente coincide con el
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momento de la pigmentacion ocular en la mayoria de las larvas de peces marinos,

cuando termina la absorcion del saco vitelino (Tanaka et al., 1995).

8.4 Las hormonas tiroideas en relacién con la metamorfosis en los peces

La metamorfosis es un proceso de cambio de una forma larval a una adulta, la
cual influye en la morfologia, fisiologia, bioquimica, comportamiento y ecologia en
vertebrados. La metamorfosis esta bajo la influencia de las hormonas tiroideas en
donde se produce un aumento de tiroxina (T4) o triyodotironina (T3) en los
foliculos tiroideos. Las larvas estan sujetas a cambios en la cascada de
sefalizacion de hormonas tiroideas, partiendo de la expresién y transformacion de
la proteina tiroglobulina a T4 y T3, en donde diferentes factores abiéticos como el
fotoperiodo, la calidad del agua, la dieta, la temperatura, entre otros influyen de
manera directa (Pittman et al.,, 2013). La metamorfosis puede ser incompleta o
anormal, o bien, se puede presentar una pigmentacion aberrante, falta de
migracion ocular en lenguados u otras anomalias esqueléticas, que comunmente
se observan en el cultivo larvario de peces marinos (Power et al., 2008). Con lo
anterior, los resultados del presente estudio indicaron una expresion minima de
tiroglobulina, en donde tanto la temperatura, la edad de la larva y su interaccién
fueron significativas, lo cual sugiere, aunque de forma preliminar, que la
tiroglobulina (tg), la cual depende de la cascada del eje hipotdlamo (trh) y pituitaria
(tsh) se afecté por estas variables y posiblemente estd asociado a la condicion
fisiologica de la larva, por lo que podria estar relacionada con la supervivencia en
los primeros dias de desarrollo larvario. Posiblemente, las afectaciones en la
cascada de sefializacién podrian explicar la gran variacion gque existe entre los
desoves. Adicionalmente, cabe mencionar que a temperaturas altas de 26 y 28 °C,
al dia dos después de la eclosion, la larva entra a la etapa inicial de alimentacion

exdgena, con un saco vitelino practicamente absorbido, la boca abierta, los ojos
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pigmentados y el intestino distendido y dividido en su parte anterior y posterior,
mientras que a 22 °C, las larvas estan absorbiendo el saco vitelino y la boca esta
abierta, mientras que todos los deméas O&rganos estdn en proceso de
diferenciacion, por ejemplo, la pigmentacion completa de los ojos, etapa
importante ya que los foliculos tiroideos aparecen por primera vez en esta fase de
desarrollo (Tanaka et al., 1995). En este sentido, la ventana de tiempo de
funcionalidad del eje tiroideo a altas temperaturas se podria ver comprometido con

respecto a la velocidad de la metamorfosis.

8.5 Produccion de hormonas tiroideas en larvas de peces

Se sabe que en peces que eclosionan de huevos, la glandula tiroidea adn no esta
diferenciada al momento de la eclosion, solo unos pocos foliculos aparecen en las
primeras etapas del desarrollo aumentando de forma paulatina; una cantidad
pequefia de foliculos son capaces de producir hormonas tiroideas (Yamano,
2005). Los depdsitos maternos de hormonas tiroideas disminuyen durante la
embriogénesis, mientras que eje tiroideo se vuelve rapidamente funcional a partir
de la eclosion y durante la absorciéon del saco vitelino (Tanaka et al., 1995). En la
dorada Sparus aurata ocurre alrededor del momento de la primera alimentacion
exdgena (Szisch et al., 2005), mientras que en el halibut del Atlantico ocurre antes
de la absorcion total del saco vitelino (Einarsdottir et al., 2006). Las hormonas
tiroideas T3 y T4 aparecen al dia uno después de la eclosién en la lubina rayada
Sparus sarba, al igual que las proteinas de cortisol y de choque térmico (Deane y
Woo, 2003).

Las hormonas tiroideas actlan en sinergia con los glucocorticoides (cortisol),
prolactina y hormona del crecimiento para transformar las larvas en juveniles
(Szisch et al., 2005; Tanaka et al., 1995), actuando conjuntamente en diversos
procesos de desarrollo, asi como una mayor supervivencia y el crecimiento (Brown
y Kim 1995; De Jesus et al., 1990; Lam, 1994).
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8.6 Receptores nucleares y deiodinasas

En los tejidos periféricos que experimentan una metamorfosis, se sugiere que los
corticosteroides regulan el aumento de los receptores de la hormona tiroidea y las
deiodinasas que transforman las hormonas tiroideas (Brown et al., 2014; Pittman
et al., 2013). En la anguila japdnica, se observé un efecto por temperatura y edad
en la expresion de los receptores y deiodinasas durante los primeros dias como
larva (Politis et al., 2017). Los resultados del presente estudio indicaron que tanto
las deiodinasas, asi como los receptores, incrementan después de la eclosion (in
silico). Sin embargo, su expresion no estuvo asociada ni a la temperatura o la
edad de la larva. Lo anterior sugiere que estos genes se deben de expresar desde
la embriogénesis, incrementan en la eclosién y mantienen estable su expresion sin
cambios conforme la larva se desarrolla antes de la alimentacion exdgena (Power
et al., 2001). Sin embargo, la comparacion de todos los genes evaluados del eje
tiroideo entre el dia dos y el dia seis a 22 °C, mostré una expresion diferencial
significativa en cada uno de ellos, con la excepcién de los receptores nucleares,
evidenciando que al menos a 22 °C, las deiodinasas incrementan su expresion
conforme la edad de la larva. Dado que el cortisol puede influenciar la expresion
de estos genes, futuros ensayos tendran que analizar si la concentracion de

cortisol esta correlacionada con la expresion de receptores y deiodinasas.

Para S. rivoliana se lograron identificar cinco variantes de los receptores nucleares
tiroideos en los primeros dias de desarrollo post-eclosion, tres transcritos que
anotaron para el receptor tiroideo alpha (thra, thra-B X1 y thra-B X2) y dos
transcritos que anotaron para el receptor tiroideo beta (thrb X1 y thrb X2). Desde el



68

primer dia post-eclosion tanto el receptor alfa como beta mantienen de forma
activa su transcripcion. Estos dos receptores se transcriben en cantidad de forma
similar durante los primeros dias desarrollo. Estos mismos transcritos también

fueron detectados in vivo durante los dos primeros dias post-eclosion.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado para el pez zebra, en donde se
encontraron varias isoformas. En esta especie se determin6 que los transcritos de
los receptores tiroideos se encuentran en los huevos sin fertilizar, y a unas pocas
horas de la fertilizacion inicia la transcripcion de estos (Liu and Chan, 2002;
Walpita et al., 2007). Se ha reportado que el receptor nuclear thraA1se expresa a
pocas horas post-fertilizacién (Essner et al., 1997). También los receptores beta se
han detectado a las 33 y 48 horas post-fertilizaciébn en larvas de Sparus aurata
(Nowell et al., 2001). Ambos estudios coinciden con nuestras observaciones para
S. rivoliana para los transcritos thra-B X2 y thrb X1, los cuales se pudieron

detectar en las primeras horas post-eclosion.

8.7 Comparacién de la expresion entre el dia dos y seis

La comparacion de todos los genes evaluados del eje tiroideo entre el dia dos y el
dia seis a 22°C, mostr6 una expresion diferencial significativa en cada uno de
ellos, con la excepcion de los receptores nucleares, lo cual confirma que el eje
hipotalamo-pituitaria-tiroides se activa a partir del dia uno después de la eclosién y
gradualmente se hace totalmente funcional. Dicha etapa pudiera estar asociada a

la supervivencia de las larvas en su desarrollo temprano.
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9. CONCLUSIONES

1. Los genes evaluados in silico en este estudio presentaron una expresion
diferencial a partir del dia uno, con la excepcién de la hormona liberadora de
tirotropinas (TRH-hipotalamo).

2. La expresion del gen por gPCR de la hormona liberadora de tirotropina (TRH-

hipotalamo) estuvo influenciada por la edad de la larva, mas no por la temperatura.

3. La expresiéon del gen por gPCR de la hormona estimulante de la tiroides (TSH-
pituitaria), estuvo influenciada por la temperatura de 26°C y 28 °C, mas no por la

edad de la larva.

4. La tiroglobulina (Tg) fue el Unico gen que estuvo influenciado por la
temperatura, la edad de la larva y su interaccion, lo que sugiere que esta proteina,
al ser el producto final de la cascada de sefializacion, podria estar relacionada con

la supervivencia de la larva, por lo que se requiere de mas investigacion.

5. La expresion de genes para las deiodinasas (Diol y Dio2) y los receptores
nucleares (thra y thrB) no tuvieron diferencias significativas en funcién a la
temperatura, pero si por la edad de la larva (in silico), lo que sugiere que estos

genes se encuentran expresados desde la embriogénesis.
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11. ANEXOS

Anexo A-1 Secuencias obtenidas del transcriptoma de los genes del eje
hipotalamo-pituitario-tiroides.

Tabla VII. Secuencia obtenida del transcriptoma para la hormona liberadora de
tirotropinas.

Gen Nombre Tamaiio (pb)
Trh : . .
Hormona liberadora de tirotropina 210
Secuencia

GCGGGTCACCAACAGCTGCGAGAGGCTGAGAGCAACTATCATCACTGCCGG
CGGTGCCATCAACAGTGACTGGGAACGAGCAGGATCTGAATACTTCCCATAC
GACCAACTAACTTACCATGAAGTCGACATGTCTTCTCATCTTGGCTTCTCTCGT
GCTCTGCAACTTGACCGTGTGTGGGGGACAGGGCATCCCTGCTGAGGATGA
GACGGACCGAAGGACCATAGACGACATCATCCTACAGAGAGCAGAAAGTCTC
CTGTTACGGTCCATTCTCAAAAAGATGCAGGATGAAGACGAGGGATTCTCCTC
TCAGCCTGAATGGGTGTCAAAACGACAGCATCCCGGTAAGAGATACGGCGAG
GATTTGGAGAAGCGACAGCATCCGGGGAGGAGAGAAGAAGACGAGGATGAT
CAGTACTTTGATGTTCAAAAGAGACAGCACCCGGGCAAACGCGAAGATGAAA
TGCACACGTTCATGGAGCTCCAGAAAAGGCAGCACCCGGGAA
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Tabla VIII. Secuencia obtenida del transcriptoma para la hormona estimulante de
la tiroides.

Gen Nombre Tamairio (pb)
Tsh Hormona estimulante de la tiroides 3139
Secuencia

CTACAGCATCTCCACCTTCACAACCTCACAGAAACTCCTGGGGCCCTGTAAAG
AAAACTGAACATCACAGTCCAGTAAAGCTCCACTGTCTCTACCAAAGGATTAT
AACCTATACACCAAAAACAAACATCATAGTCTATAATAGAGAACTTTGCTGACA
TTGGTATACATATTTGTTGTGGTGGACATCAAGAGGACCATCAGATGGAGACA
AAGAAGTCAGTCTGAAGGATATTTTGAGGCGACACTGACAGCGGGCAGCTCT
CCAGCATGCAGGTGATAACATGCGCGTTGTTTATGCTCGTCACTCTCCCTGTC
AGCTCGGTGTCGGAGGCTGACTCTTGCCCTGCTGTCTGCGAGTGCTCTGAGT
GGAGGACTCACACCATCTCCTGCTTTGACATTGATATTCTCCCCAGGTTTCCA
GCAAGCACGGAGACACTGTGGCTTTTTGAGACCCGTCTGTCAGCTGTTCCAG
CAGATGTCTTTGCCAACATGGTCAACATTTCAAGGATATATATGTCAGTGGAC
GTGAAGCTGCAGAGGCTGGAGAGACACTCATTCTACAACCTGAGGAAAATCA
CCCACATAGAGATACGTAATGCGAAGAGTCTGACCTACATCGACCCAGAAGC
CTTTAAAAATCTCCCAAACCTTAAATACCTGGGGATTTTCAACACCGGCCTTAC
TTTCTTCCCCGACTTGAGCAACATTCACTCTAATGACATGAACTTCATATTGGA
AATTGTTGATCATCCCTACATCACTGACATCCCAGCCAACTCTTTCCGTGGCA
TCACCAGTGATGTGCTGACAGTGATGCTGTATGGAAATGGTTTCAGAGAAATC
CAACATCATGCCTTTAATGGGACCAAGCTAGATCAAGTCGACCTTCACAGGAA
TAAGTATTTGACCAAGATGGATGAAAGGGCTTTTGCGGGCGCCATCAGCGGC
CCCATGCTTCTAGACGTGTCCCTGACAGGGATCAGCTCCCTGCCGACCACAG
GTATGGACTCTCTACGGGAGCTGAAGGCGCGCAATGCCTGGGCCCTCAAGA
AACTGCCACCTATCAAAACCTTCAAGCACCTCACCATTGCCAACCTCACCTAC
CCCAGCCATTGCTGCGGCTTCAAAAACCTCAAAAAGAAACGAGGCTTTTTGGA
GTACTTCTTCTGTAACCTGACTGCTTTCAATGACCAGCATCACAAACGCTCTG
TGGGGCCCCTCCGCATGCCTTCCCTCCAGGGGGACAGCGTCGTGGAAACAG
TCCCAGACCAGGAGCCAAACGACGGAGGTCATAGAGAGTCCCACCAAGACT
GGAGGAGAGGTGACTTCCATGGCAGCCTCCACTACCACGCCTATTTTGGGGG
GCAGCCGGATGAGGATGTGGGTTTTGGAGAGACCCTCAAGAACCCCCAAGAA
GACACCAGCCAAGATTTTGACAGTCGTTACGATTATGTGGTGTGTGAGGAGG
GAGAGGAGGTGGCGTGTGCACCAGTGCCCGATGAGTTCAATCCTTGTGAGG
ACATAATGGGTTTTGGCTTCCTGCGAGTGTCTGTGTGGTTTGTGAGTCTGTTG
GCCATTCTGGGAAATGTGGTGGTGCTCCTGGTGCTGCTCACCAGCCACTACA
AGCTCTCAGTCTCCCGCTTCCTCATGTGTCACCTGGCCTTTGCAGATCTGTGC
ATGGGGATTTATCTGCTCCTTATCGCCTCTGTGGACCTCCACACACGGGCCG
AGTACTTCAACCACGCCATAGACTGGCAAACAGGTCCCGGTTGTGGACTTGC
GGGTTTTTTTACAGTCTTTGCCAGTGAACTGTCTGTCTACACCTTGACAGTGAT
CACTCTGGAGAGGTGGTACGCTATCACCTTTGCCATGAGGCTGGATCGCAAG
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CTGCGGCTACACCATGCCGCAGCTGTGATGCTAGGAGGCTGGATCTTCTGCC
TCGTCCTGGCGCTGCTTCCACTGGTTGGGGTGAGCAGCTATCAGAAGGTCAG
CATCTGCCTCCCAATGGACACCCAGTCCACGGTGGCTCAGGTTTACATCTTGT
CAGTGCTGGTCCTTAACGTTCTGGCCTTTCTTGTTATCTGTGCTTGCTACTTCA
AGATCTACTGCGCAGTGCACAACCCTCACTACCACTCTGGATCCAAAGATACC
AACATCGCCAAGCGCATGGCGGTCCTCATTTTTACTGACTTCCTGTGCATGGC
GCCTATTTCCTTCTACGCCATGTCAGCAGTGCTGGACCGGCCGCTCATCACT
GTCTCCAACTCAAAAATTTTATTGGTGCTCTTCTACCCACTCAACTCCTGTGCC
AACCCGTTCCTCTACGCCATCTTTACGAAAGCATTCAGGGGGGATGTATTCAT
CCTCCTCAGTAAGGTGGGGCTATGTCAGCAGCAAGCACAGCTGTTCAGAGGC
CAGACGGTCTCGTCGAAAGGAAGCAGTGGGACATCTCAGGTCCGTCGAGAC
AAGGATAAGGTTAGGAAAGGAGGAAGCGGGGGCCAGGAAGAGGTGCCCATC
CACCTGAAGAAATGCTCCGGACATGCCTACCATCAAGCAGTGAGCCAGCAGA
CAAGCCCTGAAGAGAGCCAGAGCCTGAACACGTGAGCCGAACACCAGCTTG
AAGTAGTAAAAAAGTAAGACAAGTTCAGGAGGCCTTGAAGTGTTTGTGGACAG
ATCTGTTTGGATATTTAACAGAAAGCTCCAGTATTCTGTATCTGCTTCAACTTT
CAGGCCAAGTTCAGCTGTTTTCACAATTTGGGCTGTGATGATTTTATGGTTCC
AGTTGTTGGAGGATATCAAGTGTCCCTGAAATATGAGCTCGACTTCATCTCAC
TTGTAGCTCTTTTTTATTCTGATGGACTAGCTAGAATAGAACCGATATTATTATA
AGGAAAACATAAAGATAATACACATTTAAAAAACATACACATTTAACTAGAATA
AAATCAGTTTTTCAGTATCTTTAATTATATCTTGAGTTTAATTCAAATTATGTGT
GCACAGTCTGGCATTAAAATACAGGGAAATATGACAAATTGTATTAAGTAATTC
ATTTTCCAAAGATAAGACCTTTCTGGGATAAAATATTTATACTTGGCTATTGTG
TTCAAGGACAGCCTGCTGGCTCAGTGCCGT

Tabla IX. Secuencia obtenida del transcriptoma para tiroglobulina.

Gen Nombre Tamafo
g Tiroglobulina 9473
Secuencia

TCCGATCTGAAATCTTTATTGTATTTCTGAAAACACAAACATGTTGATTTCACT
GCTTTTTAAAAAATATTGATATCCTTATGAGTAAACATTCAGATCCAAGAATTCA
TAGTATTTCTACTAACTGAAGTGAAACAGAAAACATTTGACTGAATTACAATAT
TCAGTCACCAGCTGCTGACACACACAACAAACTGAACATATGTTTGATGTCTG
GTACATCACATCAGCTCAATACAGGAAACAGTCACCACCAATCAGCTTTAGAG
CAGATATATTAGAGATGATATCAGTGATGTCAGACAGTCCGGCCTCGTTCCTC
GGGGCGTCAGGGCTCCTCCTGACATCTGGAGGCTGCATCATCACTCGTCTCT
CTGCTGCTCTGCCCTCCTGCAAACACACGTCCTTTTGATGACGATGGACGCC
ACTATGATGATGAGCACCGTGAGTGCAGTGACCAGCAGCAGACGGACAATCG
TCAGGTAGTCCAGTGTGGTTCCTCCGTCTGCAGCCTCCACCTGCAGCACGTA
CGCCACCGAGCGTGTCCCCCACTTGGCCTTCAAACCACAGGTGTAGTTCCCA
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GAATCCTCTGCGGTCAGAGGGCTGAGCCTGAGGGCGGGGCCAGACTCTGGG
AGGAGGTGGTCACCTCTGAACCAGGTGACCTGCAGCTGGTGGAAGGTGCAG
GTTGAGGTGCAGAGCAGTGTGACGTTCTGACCCTCTCTCACCTCTCTCTCACT
GGAGCTCGTTATTCTCATCGGAGAACCGTCAACAACTGTGACATTCACTCCAC
TTTGTCCAGTATGATGTCCTGCTGCATCATTAGCCTCCATTCTGAAGCGAAAC
GTTGCCTCGTCTCTCTCCTGTAGATTACTGATCTGTAAAGTGCAGTTTCCCGT
CTTGTCTCCCAGGTATCTGTAGCGAGGGTCGGGGGGTTTGTTGGTCTTTGAA
TCACTGTCGTACACAGACGGAGTGGATCCATGACAAATCAGATGATTCTGGCA
CCAGACGACTCTGATGATCTCCCTAATTGGTTTGAAGGTGCAGGGGAGGGTG
ACAGTCGAGCCTCTCACAGCACAAACAGGAAGTGAATATTTCACACTTTGACC
CACAGCACCAGCCAGCAGCAACAGAAAGGCCCAGGCCGTCTTCATGTTGTGA
AGAGAGGGTGGTTCTGTTCTTTAAACTCCTCGGATCAAACTACAGGACTGAGT
GACCGTCAAACTGAGGCGATGCGTTTACTGTATTTGTGGTTGTTTCTTTCTTC
CTCTTGTTTTTGAAGAAGTAATTTCTGTAAGAAGTGTCCAAATACTTCCTGTGT
GTCGAAACACATCCCGTCATTTTCTGTCACCTCAACTCCTGGTCTTCATCAGA
AACTGTACGTGTGATGTCACCCACCCACAGAGAATATGAGTCATATGAACCAG
TGAGGATAAGACGGCTCTGTCTGTCCGATCCTTTGATTTTAAATTGGATCTCA
GAGTGAAGTCTGATTCTGTGTGAAAATGTTCGTGCTGGTCTGACAGGTGGAAA
CGTGCCGACACCAACTCACGGGCCCGTTTGGATCAAACATCGAGAGAGCAAG
ATCCTGTAGAAGCTCATTAATGTTGTCATTTCTATCCTGTATCTGTTTCTATTTA
CTCTAGACTGTCTCATCAGCAGCAGCTGTGACCAGCTGTGTCCAGCTGTGAC
CAGCTCCTGTCTGCAGCGGATCATGATGACGTGACTGTGATACTGAAGGTCT
GACTCTGAGGTTCTGTGGTTCATGTGTTCAGATGTGACTCAGGTGCGAGGAG
CCGTTTCATTGGTCTGATTCACCTCACACAGTGTCTCTGTAAGAATTTTATGTA
TTAAACGTCAGTATGGAGATGTTGAAGGTTTGCACGTGGTCCTCAGGTGAAAC
AGCTTCACTGCTCTGGAATAACAATAACAGCGTCACACTGAACACTGACCCTC
GTCATCTGTGTTTCAGAGATCCTCTCGTCCAATCAGAGGGCTTCACGGCTCAC
TGGCCGCCTCTTGAGTTGTGTTCAAGGACGCCTGGTTCCACCATGATGGACA
GGGAAGAGGAGGGAGGAGGGGTGAAGGTGTGTTGTTTGGTGGTTCCTCCTC
ACGGTGACTCAGCAGGTCTGCAGGTTTATAACGAGGCAGAGATGCTCAGTCT
GTCACCGCGGAGACGATGGCTTGGCTGCTCGGCATCACCTGCATCCTGGTCT
GCTGCCCGGAGCTGCTGCAGGGCAAAGCTTCAGAGTATCAGCTGGAGTCAG
AGACCCTGAGCCAATGTGAGCTGCTGAGGGGAGCGGCTGTTGCCAAGCAAC
AAAGTGTCATCCCTCACTGTTCAGAGGATGGCAGGTTCAGACCTGTGCAGTG
TAGTGGGCGGGGTCAGGAGTGTTGGTGCGTTGATGCTGAAGGTCAAGAGGT
CGTCGGGACTCGAACCAACAGCTCTGCGCCTGACGTCGCTCGGTCCTGTGC
GTCTCCCTGCCAGCTGCAGTCGGTGCTGCGGTGTTCTCCTTCAGGTGTGTTT
GAGGCGGTGCAGTGCGCGTCCAGCAGGGGGCAGTGTTGGTGTGTGGATCAG
GACGGCATGGAGCTGTACGGGACGCGACAGACCGGGAGACCTCAGCGCTGT
CCTGGCAGCTGTGAGGTGAGGGGGAGGCGGCTCCTCCACGACTCCGGATCT
CCCTCCCCTCCTCAGTGTGCAGCCGACGGAGGCTTCCTCCCTGTTCAGTGTA
AATTCATCAACATGACGGACAGGACAGAGCTGGACCTGCTGCACGCCCTCAA
CAGGTTCCCAGAAGCCTTTGAGACATTCAGCAGTTTCAGGAAGTTGTTCCCGA
TGGTTTCCTCGTACTGTTTCTGTTCAGACAGCAGAGGCCGAGAGCTGGAGAG
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CACAGGTGTGGAGCTCCTCCTGTCGGAGGTGTACGACTCTGCGTTCGCTGGT
CTTCGGTCTGGTCGCTCCTTCTCTCAGACCAACATCTACAGAGTCCTGCAGAG
GAGGATGCTGGGAGTTCGCCTCGCCCTCACCGGACACTTCAGATGTCCCTCT
CCCTGTGAGGAGGAGCGGCGGGCAGCGATGGCGGCGTCCAGTGTGTTTGTC
CCGTCCTGTGAGAGCGGAGGCTCCTTCACCTCCACACAGTGTCAGCAGGGG
GGGCAGTGCTGGTGTGTGGACCCCACAGGAAGAGAGCTTCCTGGGACACGA
CAGCACGGAGACGCCCTGGTCTGTGGTTCAGGTCTTGCTGACTGTCCCTCTC
AGCGTCGTCTGGCTCTGTCCCGGTTCTTCTCTGGTCCTGTTGCTCCTCCTCTC
TTTGAGGCCTCCTCTGGCAGACCTCCAGCCTCCTGTCTCTCCCTGCTCCGGC
CTCTTAGAGATCTCCTGCCGGCGGAGGCGGATCTGACCTCCTTCCTGTCTCA
CCTGGTCGAAGTCCTCCAGGGCCTCTTCCCCTCTGTGGGAGGGGCCCTGCA
GGCTCTGGCTCGCGCCTCCCCCCGTCGCCTCCAGGAGAACCTGTTCGGAGG
GAAGTTTCTGAAGAACGCTGCGGCCTTCAACCTCAGCGGGGCGGTGGGACC
TCGAGGAGCTCCGGGCCTGGAGCGGCTCTTCTCTCAGAGCGGCCTCCAGAA
GAACCGGGACCTGGTCCAGACCGTCAGCAGAGCCCTGGAGGATCCTGCCTT
CCTCTCCGCCCTCCGACACACACTGACGGGGCTCAGCGGCTCCGCCTCAGT
GCAACAGGTCCTGACTCCTCTGCTTCGTTCCTGCTCTGGTGAGGAAGAGGAG
GAGGATGCAGCGGCCATCTTTGTTCCAAGCTGCACGTCCAACGGTGGTTTCC
AGGAGGTTCAGTGTCAGGGCGGAGAGTGCTGGTGCGTCGACGCTCAGGGTC
TGGAGGTCGCAGGGTCGCGGACCTTGGGTCGTCGGCCTCGCTGTCCGTCCC
GCTGTGAGAGAACAAGAGTGACGGCGCTGAAGGTGAAAGGAAACATGGCAG
CTGGAGCTGAAATCCACATCCCAGCATGCTCAGAGGACGGAGACTTCCTGCC
GCTGCAGTGTGTCGGGTCACGCTGCTTCTGTGTGGACGCTGAGGGGAAAAC
AATGACTGCAGGGCCAACAGGGGGCCCCGTCAGCTGTCCAGAGAGAAAAAC
TCAGAAGCTCCAGTCGTCTGCAGGTGGGTGCTCTCAGGTGTATGCTGAGGTC
ACAGCGTTCAGAGAGGAGGTGAAGAGCATCATCACTCTCTCTAACTCCTCCC
ACCTGCCGCTGGGATACGGATTCCTATTGGCTGAAGGTCTGCGTCTGACGCC
CGAGGAGCTGCAAGTCAGCCAATCAGAGGAGGAGATGCAAATTTCTGATAGC
CTGCTGAGCCGATCCAGAGCTGCTCTGCGATTGGCCGCTTACTCCACTGTCC
AGATGTTCCTGCCTCCTCACCGTCGTTCCTACCAGCTGTTCACTCCTCAGTGT
GATGCTGACGGACGCTGGCTGCTCACTCAGTGTTACCACAGCACAGGTCAAT
GTTGGTGCGTTGATGAAGATGGAGAATACATCACTGACTCACTGAGCAGCCG
CTCACTCAGCCTGCCCAAATGTCTGACTCGCTGTCAGAGAGCTCAGGCTCAC
TCTCTGCTCTCTGGTTGGATGAAAGGCTCTGACGTCACCACAACCTCACCTTA
CCACCCGAAGTGTGAGGAGGATGGTCGTTACTCTGTGCTGCAGACAGGAGGT
GCTGCAGGCTGGTGTGTGAACCCTCTGACCGGAGAGACGTTACAGACGGCA
ACACCGAGCGCCGCCGGACAGCTGACATGTCCCAGCTGGTGTGAGCTGCAG
GGTCTCCAGTGTCGCCCCGATGGCTCCTTCATCCCGTTGCAGTGTGATGTCA
CTTCCTGTTGGTGTGTCTCTGTGGACGGACAGGAGGTGGGCGGGACCAGGA
CACTGCGACAGACGGGACGGACGCCATCATGTGATCGTCCTCTCTGTCCAGA
CCCTGATGTTACCCATGGTGCACTGGTCTGCCGCCCGACGGCCGATGGTCG
CCAGAGCTGTGATCTCGTCTGTCACCGTGGTTACCACAACTCACTTCCTGTCA
GCAGCTTCCTGTGTGAGACTGGGAGTCGGCGATGGAACGGAGAAAACAAAC
CTCTGAGTGGAGCCTGTCAGATCTCTCAGCCCCTGCAGTCTGTGTCGTCCTC
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TCAGCTCTGGTTGTTGTCGTCGTCCTGCTCTCAGATCAGCAGTTTACAGTCTG
TGTTGTTCAGCGCGATGACCAGCAGGGGGCTCTGCTCCATACAGCTCCCCGT
GTCAGGCCGCTCCGTGTCGGTGTGTGACGACGCGTCGGTGCGTCTGCAGTG
TGACGGTGACGAGTCACTGAAGTTAACAATCAGATGGAGCGCCGCCCTCTCT
GACCTCCCCGACCTCCATGACATCGGTCTGTTCCTGAACGAGTCCAGACTCC
TAGAAGGAGTTCGGAACCTTCTGGGTAATATCCAGTCCACGCTCACATCAGA
GCCCAAACTGGTTTCTACGACGACACCAAGCTTTGGCTGTTCCCATGGTTACC
GGCTGGCCAGTGACAGTGAAGGTTGCGTTGTTTGTCCTGCTGGGACTTTCTC
CAGGGAGGGGGCGTGTCTTCTGTGTCCTCTGGGAACCTATCAGGATGAAGAG
GGGCGGGATTTCTGCAACAAGTGTCCCAGAGGTTCCTCACCTGCTGGAGCGT
CATCTGTCAATCAGTGTGTGACGGAGTGTCAGAGGCGGGGCCTGGGGTGTT
CAGAACGTGGCAACTTCCTGTCAGCGCAGCCTGACTTCCTGTCTGGCAGGTG
GAGGTGTTTCAGCAGCGAGGGGGCGGAGCTTGAGTGGACCATCAGCGACAA
ACCTCTGACTGACGAGGAGTGCTCAGTTCTCAGCAGGTTTCAGGCTGTTCCT
GGATCAGATTTGATTTTTGGAGCTGAAGATACTGAAGTCTTGAAGACGATGAC
CTCTGACCTCAAAACCTGTGTCCAAGCGTGCGCAGCGGAGCCGTCCTGCCAC
CATGTGGCGCTGTTCAACACGCAGTGTGAACTGTACAGCACACACACACTGA
ACACACTCTGCAACACCTCCCAGCAGACTAGTGGGTTTCTGGGTAATCCTCA
GGCCGAGATGTTTGATTGGCTGAGCTGCTCTCTTAGAGTGAGGGGCGGAGCT
TCAGATATGCTGGTCATCAGGAAGAAAGGGGCGGAGTTTTCCTCGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGAGGTTTGTGAGGATGACGATGAGGAAGGTGATCTCAGGTGT
GTTCAGGACTCAGGTGTTCTCCGGACGGACCTCCCTGTCTGACGCTCATCGT
TTCTGTCAGGACGGCTGCAGCCGCGACACCTGCTGCGACGGATTCATCCTCA
ACCAGAACAGCCTGAACGGAGGTTCTCTGCTCTGTGGTTGGCTGAGAGCTCC
GTCGGTCTTAATGTGTGGTGACCAGGACTGGGATGTGATTGGACAGGGAACA
GCCAATCGTATCTGTGGGGCGGAGCTAATCTACAACATGCAGCAGGGGACCT
TCGTGTTGGACTTTGGAGGAGAGACGTTCACCATAGCTGATTCTGCTCTGCC
CGCCGACAGTAAGAACAAGGACTACCAGGCCTCCATCGTCAGCTTCCAGGCC
ATCTACCTGAACTCTGACCCAGCAGTCGCTTCTGGTTCTTCATCGTGTGCAGC
AGCAGAAGTCAGTCCTCCTCTGGACGGGTCAGTGCAGCAGAAGTTTGAGTCT
CTGTCAGAGGACGATGTCCTCGTGGATCCTCAGAGGAATCTCTCCACACTTTC
CTTCTGGCTCAACAAAAAGAACTACAACTCCCAGCAGGCACTGCTCTGGTGTC
TCTCACGTTGTGACGAGGAGCAGCGCTGCTCTGTCGCCGACCTCAGAGACG
CCGACTCAGCAGGTTTCTTCAGCTGCTCCTTGTATCCCGACAGCAGAGTTTGT
GGAGCGTACGACAAACCACTGAGACGACCCTGCCGCCTCCTGCTGGACAGA
ACGCCCAACAACACCCACAGCAAGAAGGTGGATCTGTCCGGACCAGTGAAGA
GTTTCTACCAGAGAGTTTCCTTCCAGAAGATGGTTTCTTACTCCGTCCGCAGC
CGAGTCAGTCTGAGAGACAACACACCGCTGTCTGAGGGGTTCATGGAGTGTG
AGCGGCGTTGTGATGAGGATCCTTGTTGCCGTGGTATCGGCTTCGTCCAAGA
CACCAAATCACCAGGTGGTTCAGACGTGGTGTGTCTGTCTCTGATTAGTCTCG
GGGTTCAGACCTGTGGTGAAGACGACACGACGACCTGGAGGACTCAGGACT
GCAGACCATCTGTAGTGAAGACCACACCAGACCCCTTCGGCTGGTACCAGAA
ACCTGTGAATCAGTGGAGTTCTTCTCCTGCTCTGTGTCCTCCATTCAACCTGC
CACCAACCAGAGACAACGTGTCTCTGGACGAGTGGCGTCTCCTCCCTAAATC




85

ATCAGTCCTGGTCGACCCGTCTGTCTCTACGTATGATGTCATCCATGTAAGCC
GTGACATCAGCACTGACCGGGACAAAACCAGGGACTGGTGTCTTCATGCCTG
CCAGGAGGCGGAGTCTTGTGTCGCCGTGTCACTCCGTGAGACGGAGTCCGC
CACTCGCTGTGTCCTGTACCCTGACACCACAGCTTGTGGGCTAAGCTCCGCC
CCCGGCTCCTCCAGACCCACCACCTCCTGCAGGCTGGTCATCAGAGAGCCC
GCCCCTCACGTGTACCTGAGGACAGAGCAGTTGCTGCCGGTTACGACCGTCT
CCATCCCAGGTCATGGGATCCTGCAGGGTGTTGCCGTGGAAACAGCCCTGG
GCTCAGAGCGGAGGACGGTCGTTCAGTTTCTGGGAGTCCCATACTCCCGTCC
ACCAATAGGATCACTCCGTTTTGAAGAGGCTCAGCCAGCTGATTGGACAGGA
ACCTTGGACGCCACCAAACCACGTCCCAGTTGTGTCCAGCCTGGAGACATGG
AGTCCTCGTCCTCCAGTGAGGACTGTCTCTACCTGAACGTCTTCGCTCCTGCT
GCTGTGAGGGGGCGTGTCCCAGTCCTGGTCTTCTTCTTCAACCCGTCAGCCA
ATCAGAATCCAGGATTGCTGGATGGCTCCACCCTTGCTGCTGTGGGCAATAT
CGTCGTGGTAACAGCAAACTACCGGACCGCAGCCCTGGGATTCCTGAGCACA
GGTGAGTCTGGTCTCCGTGGTAACTACGGGCTGTCGGACCAGGAGGCGGTG
CTTCACTGGGTTAACGCCCACATCTCCCTGATGGGCGGAGACAACACAAGAG
TGACGGTGGGGGCGGAGCGTCGTGGTGCTGACATCACCAGCCATCACCTCC
TCTCCTCGTCCTCGCCTCCTCTGTTCCAGCGCATGATGCTGATGGGCGGTTC
TGTGTTTTCTCCATCACTGGTTCAGACTCCCTCCTCCTCCAGGCGTCAGGCGC
TCGATCTGGCTGAAGAACTGGGCTGTGTGACCTCTGACCTCGCGGCCTGCCT
CAGAGCAACACCTGTTCATGCTCTCAATGCTGCTCAGACCAAGCTGTTGGCG
TTCAGTGGTCCATTCAGGTCCTGGTCTCCGGTCCGTCTGTCGGACTCCCTGT
CCACCTTCTACAGAGTCGATCTGCTGCTGGGAACATCAGAGCATGACGGGCT
GATCGGCCGAGCTCGCAGGATAAAGGACTTTGAGGCTCTTCAGGGGCGAGC
TGATGGTAAAACAGCGTTTTATGAGGCGCTGAGTCGCTCGCTGGGCGGAGAG
AAAGGAAGTGACATGCTGAAGGAGGCGGCGGCCTGGTTCTACTCTTTGGATC
ACAGTACTTCACCTGCAGGATACAACCTGTTCTCCAGAGCGCTCAACAACGC
CACCAGAGATCTGTTCATCGTCTGTCCCACGCTGCAGATGGCTAGCCACTGG
GCTAACAGCAAAGCTAACGTCTTCCTGTATCACCAGCCCGCCACAAGCGCTC
ACGACAGGGCCGATGTGTTTGTTCCTTTGGATGTTCAGCTTGTGTTCGGGACT
CCTCATCATCCAATCAGCTCTCAGCGTTTCACCTCCTCTGATCGACGCCTCTC
TCTGGCCGTGATGACCTATGTCTCCAGCTTCGTCAGGACAGGTAACCCGAAC
CTGTCCCGGGTGTGGGGGGAGTCAGTTTTGCCCCGCTGGCAGCCAGTCCAG
TCCTCTGAGGCCCCGCCCAGCTACCTGCAGCTAAGCCCCGCCCTCGTCAATC
AGCAGGGTCTGAGTCAGAGATCCTGCTCATTCTGGAGCCACCTGGGACCCAG
ACTGATGGGACTGACAGGTGAGTCGGGGGCGGAGCCTGTCCAACCTGCGCT
GACCCCTGAGCTCCCAGTGGCCTCACCATCCAGCCAATCACAGGCAGAGAAA
GACGCCTACAGTTAAACAAATGACATCACAGCATCAAGAAAAACAGTTTTTGTT
TCTGTTGATCCAGTTTCTTCTAAATCATCAATAAAAGCATCTTAAACTC




86

Tabla X. Secuencia obtenida del transcriptoma para Deiodinasa tipo 1.

Gen Nombre Tamaifio
Diol Deiodinasa 1 2834
Secuencia
AAAATGTAATGCCATTTTTACTTTCGCCAGGGAAGCTGATGATGTTCTGTGTG

GTATATGGCTATATCTCTTCCTAAAGGGATTTCCAAATGTACAGTACTGGGAG
GTCAGGGAAGACGTAGGAAAGGATCGAGGGGACATTTCAAGGAAACGGAAC
ACATGGTCACTTTGCTGGGCAACTAAAGCGCTCGACAAAAGTATTTTTGCAGT
ATAGAAAGTACGAGCTCACAGAAAGGCCTTGAAGGCAGCTGTTATCAAACATG
AGCCGAGTGGGCGGTAACCGACATCTTTAACAATCAAATGACAGTTTTGCCAG
AGAGGCAAGGAGAGAACGGGACTTCACCATCAAGGAGGAAGTATGTTTCTGC
AAAAACTGCTGCTCTATTTTTCGACAGCATGCGTGTTTTGCTACATGATAGCAC
TCAATATCATAGTCAGGATTATGCATTTTGTTTCACCAAGCCTCACAAAGAAGC
AAATCCTCAGAATGGGTGAAAAAATCACCATGACCCAGAATCCCAACTTTAAG
TATGAAGATTGGGGACCGACGTTTAAATCATTCAAATTCATCAAAACCGCATCT
CTGCACATGTGGCTCTCCCTCGGACAAGAAGCGTTTGTGGGAAAAGAAGCTC
CGGACTCACCTGTTGTCACTATGGACGGAGATAAAACAAGTGTTTGCAAGTTC
TTGAAAGACAACAGACCGCTGGTGCTGAGTTTTGGAAGTTGCACCTGACCCC
CGTTTATGTACAAACTTGATGAGTTCAAGCAACTCGTCAAGGACTTCAGCGAT
GTGGCTGACTTTCTGGTGGTCTACATCGCCGAGGCACATTCAACAGATGGTT
GGGCCTTTACCAACAACATTGACATCAACCGCCACCGGAGCTTGGAGGACAG
GCTGTCTGCAGCACAAATCCTGGTTCAAAAGGAGCCCCTGTGTCCGGTGGTT
GTGGATGAAATGAATGATGTCACTGCCATAAAGTATGGCGCTTTGCCCGAGA
GGCTTTATGTGCTACAGGCTGGGAAAGTCGTCTACAAGGGGGGCATGGGGC
CTTGGGGCTACAATCCAATGGAAGTGCGTTCATTCCTGGAGAAGATGAAATAA
GAAGATTGTTAATTCAAGTCAAGGCATGTAGCAATCATCTAACCAGTCTTATAA
TGGACGGAGATCTCTGTGTTCAGTAGGGAATGGGAAGGGTGGAGGGGTGTT
AACATTTTACATCAACACCATATATTACTGATCCTTTCTCAGTTTTATTTTTTTAC
ACCACTCAATACACTGCCACATCTACATGTGGTTCTATAGCTGTTCTCCATCTC
TCATATCAACCAGTGCATGAGTAGATAAATATTGCAACCCCTCCAAACGTGCA
CTAACAATGCCTCCAGACTCTCCTGCACCCTGAAAACTGACCTCAGCTGTCGA
CCCCTGGCCTTGAACTCACGTCTCAGTGTTTCTTAGTGACGACTACAGATTAA
ACCACAGGCCTCTGTAGCCAGATGAAATGAAACACAGAGAGATGGTCAACTC
AGAGTTTGTGTTTGAGGTATCATAACATGCAGGAGATGTTGCGTGTCTCTATG
TGTTTGTGTGTGTATTTTTTTCACTTAAATTGTCTTAATTCTAAAGTTTGCTAGA
AGTTTAAAGACAAATCCTGAAGATTTAAGTCAGTGAAAGCATTTTTTTCCATGA
TATTTGTCTATAAATGCTCCAAGGTAATTCAACAGGAGGCTGCTTTTCTACATG
ATGATTACAGTGCAAACCTCTGGTAACTGTAGTTTGATAAAAGATCACTTAAAG
TAGGTTTTCTCTGAATGACTGGACACATTTAATGTACAATAAGCTCTGTCTACA
ACAAGTCTTGTATCAGAATAAATTTGCTTTTCACTGTGGTTTCATTCAGGAATG
TTTGAATTTTAATATACTAAAAAAACAAACTGTCTTATGTTAGCTAGATTATCAT
CCATCTCATTATGTTCATGAATGATCCAAATTGTTGCTTTCACAGTAAATAATTA
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AAATGAAAGGCATCAGAACTGTGTGTAAGCCATTGTTTGTCACACATCTGTAG
TTGGTAGTAGTCGCTGTGATTAATCCTCCCCCCCCCCGACCTATTCAGACAGA
ACAAGATTGTCTGCGAAGTTACAGAGGTCTTCATATGTAGATCATGGTTCTTC
ACAGAAATTGGCTGCAGGTCTTTAATGTTGACACACACGGCAGTCTCCCACCA
TGTGAGGATCTGACTGTTGTTTGCTGTCTGGTCTGGATGTGATAGACGGTAAA
CATACTGTACTGTATGTCTGTTCTGCAAGTTCAACGAAGCCACTGCGCACACA
TACATGCATGTGAGTTGTGTGGTGTGGCATGAGTTAATACCTAACTGTGTCAC
CTTTGCACACGGATTGATTTTGGCTTAGATTATGTGTGGAGAAAATGTCACTCT
CACTACAAAACTGCTTCTGTGTTAATTTAATTCTTCGAAAGTGTTACATAACAG
TCTGTCTATCTGTCTCTCTAAGTCTGTGGAAGTGGTGAATGAGCACAAAATGG
CCTGAACTGTATTGAAAATGGAAAGTACTGCTGATGCTACACTCAAAGAGATT
AATTTCTCTAATTTCCCTCAAGGGAAGACTAATTAGACTCCCAACTGTTTGACA
GTATTTTTATAATCTGATTCATTGGCTCTTCTCTTGTCTTTGTTAAAGTTTTTGC
TGCTTCTTCTCCACATTAACAGCACATTAATATTAAATTTGCTCATGTATTTGG
GTACATTTTAATGTTAGTTCTCCTATAATATTTTAATGATCCCAGCAATAAAAGA
GCAGCATTGACA

Tabla Xl. Secuencia obtenida del transcriptoma para Deiodinasa tipo 2.

Gen Nombre Tamaifio
Dio2 Deiodinasa 2 2432
Secuencia

AAGGAGGGGACAGTGGGTATGCTGTACTTCTGACGTCAGAATCTTGCTAAAA
AGATAAGCCACGAAGTTTAATATGAAGTACAATGTTCGTCCTTTTAAGAAGAGT
GATTGAGCTCAAGCACCTCCCAGCGCTGAACACTTGAAGGGTAACATAACAG
ACAAGAGATACCTGGTACACCTCCCTCATATATGCTCAAAGCAGAGCAAAAAC
TATGAGGAGAAGCTGAGTCTTGCGTAATGAAGGGTACTCTGAAATAATTTGCC
TGCCGCCATAAAAGCAGAAAGGGAAAATGGGGATGGCGAGTGAGGATCTGCT
GGTGACACTTCAGATACTACCTGGTTTTTTTTCAAACTGTCTGTTCCTGGCCCT
GTACGACTCCGTGGTGCTCGTGAAGCGAGTTGTGTCGCTGCTCAGCAGCTCC
AGATCTGCCGGTTCCGGAGAGTGGCGCCGTATGTTGACCTCAGCGGGGCTC
CGCTCCGTCTGGAATAGCTTTCTTCTGGACGCCTGGAAGCAGGTGAAACTTG
GCTGTGATGCACCCAACTCTAAAGTGGTGAAAGTGCCTGATGGCCCTCGGTG
TAGCAGCAATATCAGTAATATGACCAATGTGCCGACTGGAGCCAGGATCCGG
AATGGGGTGGAGTGCCGCCTTCTGGATTTTGAGTCATCAGACCGCCCTCTGG
TGGTTAACTTTGGCTCAGCCACCTGACCCCCCTTCATCAGTCACCTGCCAGCT
TTCCGGCAGTTGGTAGAGGACTTCAGTGACGTGGCTGATTTCCTGTTAGTGTA
CATTGATGAGGCTCACCCATCTGATGGCTGGGTGGCCCCTCCTATGGGCTCT
TACTCTTTCAATGTACGGAAACATCAGAACCTGGAGGAGCGGTTGGGAGCAG
CACGCAAACTCATTGAGCACTTCTCACTGCCGCCACAGTGTCAGCTGGTGGC
TGACTGTATGGACAACAATGCTAATGTGGCTTACGGTGTGTCCAATGAAAGGG
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TGTGTATAGTACAAAAAAGAAAGATTGCCTATGTGGGTGGTAAGGGGCCTTTT
TTTTACAATCTGAAGGATGTGCGGCAGTGGCTGGAACAGAGCTATGGTAAAAA
GTAGCTGTAATCAAGGACGAGTATGGAGGAGGACATTTCCCTTGTTTCAGTTG
GGAAATTGTGTTTGAGCATAAAAAGGCAGAAATGTGAAGCAAAAGCACACCAG
TCTGTTCAAACTGAGATGAACATGTGTAACAACTTGTGCTAATGATGCACATG
AAGTTGATTGGAAGCAACATAAGAAGGTGACAGTGTGTGTGCTTCAACTGTAT
TTATGCCTGTTTTTCATGATTTCCATTGAACTTAAAAACCAAATAACTGAAATAG
GGAAGAAATCACAAGTTCCTGTTTTATAAATATGTTTGCTAAAGGAATAGGTTT

TTAATTATTTTATGAAGATTTTAATATTTGAAATTTTTTCAGTGTGGTCATATATT
GTTATGCACTGTGTCAACAACTTAATTTTATGTGTTATCTTTATATACCCTCATT
TGACAGCTCTATAGTGTTTTTTATTTTTTTCATTTCATTTTCCTGCTTATAAGAA

GCATTTACCCCCGTGGGAGTTTTCATGTGTACAATAGTGAATCAAAGTAGATT
TAATGTGGCTTTTTGACAATGATCAACAGACAAAGACCCTTTAATGTAAAAGTG
AAAATCTTAGTAGAGTATTCAAGCCCTATAAGTTACTGTTTGGTAAAGTTACAA
CCTTGAGTCTGTATGGATAGGTCTTGGTAGGTTATGCTTCACTGGACATGGCT
CTGTTAGGTTGTATGGAGATCATGAGTGAACTGCCTTTTTCAAGTCCAGCCAC
AAATTCTCAACTAGATTCAGATGTGGTTTTTCACTCCAGAATATTACTGTTGTT
GTTTTTAAGCTATTCCTGTCTAGCTTTGACCACATGCTTGGGTATATTGTCTTG
CAAACAACCCCAAGTAGGTTTTACTACATTCATTTCAGCCTGCTGCAGAGAGG
TAACCTCAGAGCATGATGCTGCCACTACCACGCGTCATGGTGGGAATTTTATG
TTGATGGCATTTAGATTCTGATTAAAATCTTGATCATAGGTTGTTATAAATGTTT
GTGTGGCACTGCCTGGTGAATATGGCTAACTTTATCTTCTGTCAGTAATGTAT
GTAACAAGACATACAAGTTTTTAATGTGTCATGTTCATGGGCTGCTCTGATGT
GTAGTTTTGTGCACTTATGTTTAATTATTGTGTGTGGATTTGGTGTTAGATCAG
AAATTCTCAACAACTTGGTCGTGCAGTGTTGATTACTGGACTTTACCCCTTGC
AAGCACATTCAGTTCAACAGCCTCTCTCATCATTTCTGCCAAATAAAACTGATC
CCCTCTGTCATCAGTGTGCAGCGAAGACTTTACTGCCCTT

Tabla XlI. Secuencia obtenida del transcriptoma para el receptor de hormona
tiroidea alfa.

Gen Nombre Tamano
Thra Receptor de hormona tiroidea alfa 6081
Secuencia

CAACCCCCCACCTGGCCCCCAGGGCCTGCCGATTTACCCACAGCAGAACCTC
CACCATCTTCCATATCTTGCAGCTTCACACCAAGCTACAGAACACCCAACCTC
AAAGGGGGTCAGCTCCTTTTGGAGTCCCCCCCTCCTCCCTCCCAAGCCCCCT
GGGACGGGACCCTGTCATGTTTCACTGACTGACCCTTCCCAACCGGCGAATG
ACAAGTGTGCATCCGAGGGTGGGGCTTGCCTCAGTCTCTCATAATTGGCTGC
TGGATGGAATTAAGGTGAATGGAACACATGCCCAAGGAGCAGGACCCTAACC
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CATCAGAGGGAGAAGAGAAACGGTGGCTCAATGGCCCGAAAAGGAAGAGGA
AGAACAGCCAATGTTCGGTGAAAAGTATGACTGGGTACATCCCCAGCTACCT
CGAAAAGGATGAGCCATGTGTGGTGTGTGGCGACAAGGCCACAGGTTACCAC
TATCGTTGCATTACATGCGAGGGCTGCAAGGGTTTCTTCCGCAGGACCATTCA
AAAGAACCTCCACCCCACCTACTCCTGTAAATATGATTGCTGCTGCATCATCG
ACAAGATCACCCGCAACCAGTGTCAGCTCTGCCGCTTCAAGAAGTGCATTGC
AGTGGGCATGGCTATGGACTTGGTGCTGGATGACTCGAAGCGGGTGGCTAAA
CGGCGCCTGATTGAGGAGAACAGGGAGCGACGCAAGAAGGAGGAAATGGTG
AAATCCCTTCAGAACCGTCCAGAGCCCACCGGGGCCGAGTGGGAGCTGATC
CGCCTGGTGACGGAGGCCCATCGACACACCAATGCTCAGGGCGCACAGTGG
AAACAGAAGCGCAAATTCCTGCCAGACAAAATTGGCCAGTCCCCGGTTGCCC
CCACATCAGACGGAGACAAGGTGGACCTGGAGGCCTTCAGTGAGTTCACCAA
GATCATGACCCCTGCCATAACTCGCGTCGTCGACTTTGCCAAGAAATTGCCCA
TGTTCTCAGAGCTGCCTTGTGAAGACCAGATCATCTTGCTGAAGGGCTGCTG
CATGGAGATCATGTCGCTGCGCGCCGCTGTACGCTACGATCCCGACAGCGA
GACACTGACGCTAAACGGCGAGATGGCTGTGAAACGTGAGCAGTTGAAGAAC
GGTGGGTTGGGCGTGGTGTCGGACGCCATCTTCGATTTGGGCAAGAGCCTG
GCTCAATTTAACCTGGATGACTCGGAGGTGGCGCTGATGCAGGCCGTGCTGC
TCATGAGCTCAGACCGTTCAGGGCTGACCAGCGTGGAGAAAATCGAGCAGTG
CCAGGAGGCCTACCTGTTGGCGTTCGAGCACTACATCAACTACCGCAAGCAC
AACATTCCCCACTTGGAGTGTCCCAACGAACTCTTCCCTCCGCTATTCCTGGA
GGTCTTCGAGGACCAGGAGGTGTGAAACACAGATGCCACCAGGCAAAGGGA
AGAGGAAGTTGGGGCAAACTGGGAGATGGGAAGGGCCATCATTTTTATAGGG
GAAGGATGGAGGGAGAGTCCTCTCGGCAGGAATCGGCATTTCTCTGACATCA
CATTTACAGTATGTGGATTAAAAACTGGAAACAACAATAACAGAAACAACACAC
CAGCAACAGGAGAGTCAAGCAAACAGGATTTTGTTTTTTGAACACCCTCTCCT
CCACCTCTTTCTCCTCCTTTTACTTACCCCTATTTCGAAATCCGTGTGGGGGC
CCTTCTGTCTGAGCATGATGTCTTATCTAGCAAGAGTTGTAGCCATTTGCCAA
GACGCGCACACAGACACACACAACACATGCGCACGCACACACACACTCACAC
CACACACACACACACAGCCACAGCCTGTTCCACCTCAGTTCTTCAGAGCAGC
ACTCTTTGCAGGGGTCAGTTCCCCCCTCTCTGGTTCTTTGTAGTGGTCACAGA
TTTACACACGTTTTGAAGCCCGTGTCTCAGCACCTCTCAGTATTATTTCTGAAT
AAGTGTTTAGGCAGTAATTCAGAAAATATGGTCAACGGTGACATATTATCACA
CTCACAGCAGGCACACGCAATCAGCAAACACTGCACATTGAAATTTCAGTAGA
TGCTTTATTATTCTGGTGTATAATGGCCGTAGTAATGCTACCAGACCTAGTTAT
TATCAATTTCTCAACTCAATCTGAGCCGTTACAGCTGTTTTTGGAGCTTCTTCT
TCTTAGATCCCAGTGAAACCGGTGCTATATTTATATAAGGCTACTCCAGTTTTA
TGAAATTGTGTTGTCTACCTTTGAAAAACGTGCAGACCATGGCTCCATATCTA
CCTTCATTTTTGTCATTGGACCGGCTCCTGTGACATACAGTACGTGCACACAC
ACTCACAGACACACACATGAGCAGACTTGCCTAGTCATTGCCCGTGCTGCTT
GTGCCAGCAACCTAGCGTCTTATGAATGACAATTAAGCCCTTCTCTCTCCAAG
GAGTTAGTGCATTGAAGAAAAGAAAGAAAGTAAGTAGAGGAGAGAAGGAGAC
ACTTGGAAGCCGAGAGGAGGGAGGGGCAGAGATAGAGGGAGGAAACAAGAT
TTAATAGCTGGACTGTGGATTCAGAACCAGGGGTTAGAAATAAATCTCCCAAA
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CTAGGCCTCCAAAGAGGTTTTGAATAGCAGCAACCACCAGCAGGACAGCAAA
GCTCATCCAACACACACATTCACTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAACCTAAAT
GACGCCTCTTCAGAGGCAACTTAACAACTCTTTTAGTCTCATGCACTTTACCAA
TGTTCCCCTCTATAACAGTAATATATCCTGGCAAATATCCGTGGCAGATATCAT
AGTGTATTAGCCAAACAACCATTCAAGAATGTTGATTTGATCATAAAAGCCCAC
TCTGTTCATTCCAGTTCTGGGGCCAAGCCGAATCTAACTGGCTTTACACCTCC
TACAAGAAGAGAATGAAAGAAAAGAGACTAAGAAAATCTATTTTATATTCAATG
CCAAGCAGTAGTTCATACTGGGCACTTGTACAGGATGGGTAACGTGCACCCC
TTAGAAGAACCTAAGCAGATGAACGTGCGCCAGGGATCGTGGGTAATCGTCA
CAGATGGCCACGCCTAACTGCTTCAAACGCGTGGAGCAGTGCTGGTAGGAGA
GAGGAACTGGAGCACCACTTCGGGCACGATGGCAGCGTCTGGTCTGAATCC
CTTCCTCAAGCACATCACCGCTTCCAGAGATCGATCACCTGCCCTGCCCTAC
CTTACTCCAGCCCATGACGGTGCCCTTTCTGGAGCCTAGCTCAGACTGAATT
GCACCCCACCACCATTATAACAGCCCCCACCCAGCCAGGCTGGAGGGAGTTT
TTGCACTACTGCAGCGGTCCTCTCTTTTATCCCCTTACTCCTCAAAGTTTAACC
AGTGTCCCTCGTTGGATTACACATTAGTTCCCCCTCCCTCACCTCAAATGGGC
ATCCTGACCTGCTCTGTGTAACAGAGGCTGGCAGTTGCAGTGGGCTCAGTCC
CAAACCTGTCTTGTTGTCAGTATTAGACCAACAGCACATAAACCTCATCCCTTA
CCCAACCCAAACAGGGGTGGAGAGAGATCCCTGAGTAGAGGAGTCAGGAGG
GCTGTGTAGCACTTACTCATTCTCCTTGTAGTACTCATTTTCCCATCATCCCTC
CTGCAGCAGCCACCCCCCCAGCTTGGCCCAGAATCATTGACACAGAATGGGA
TCCAGGCCTCTCCCTTGTGAGACAAGGCTGGCCATAACTGCCCTTTAGAGTG
GCGCCACCGAATGAATGTGAACGGCAAAGCAGCAGCGGCGGGAACAAGACA
CTTGAGCGCGAGAATGTGAGGATGCGAGAGAAGAAGAAAACGCGGGACAGG
AAACAAAAAGCAGAGGGCCTCGACCCTCACTGCCATCACGGACATGGGTGAG
AGAGGGCGATGTGGCTGGCTGTAGAGACGATGTTAACGAACACTCGGAGGA
AGGGGAGACGGCGTAGTAGAAATATCTACGGTCTCCCCTTCAGTTCCCACAA
CAGCCTCCACACAAGCCCCCCGCTCCTATGCCAGCTGACCACCCCACATGTC
CCCCTCCCCCCCACCTCAGCTCCCTCAGAAAGGATAACCTCCAACTTTGATAT
GGTGAGGGTGAGGATCAGGAAGAGATCCATTCCAGAGATGCAGGTTTGGAAT
TCCAACACATCTTTGTAAAAGAACTGAAAAAACAAACATTGACATCCTTTGTTC
TCGTGAGCTGACTGGGTATGTGTGTGACAGTAGGGGTTATAATGCTGCTTTAC
CTTCTGAGTCTGATTTAGATTAAGAAAAAAAGATATATGAAATGATTATAAATC
CATAAAACAAAATGAAAAGAGATGACTTTAAAAAAAGACTCCTGAATAAAATTA
TTGGAGATTTTTCATTTTATCATTTTCTTATTTTTCTGTTTGTTTTTTTGATGCTT
AAACTGCTCTGTGTAAAAGAGGAAAAAAACAGCTGTAGTCACTTTTTGACCAT
GCGTGCAGTGTAATATAGAAAATATTTCACTTCTTTTTCACATCTATAGTTTGT
GTTGATAAGCCAACTGATATGTTTGTCTGTGTGTCTGTCCAGTTGTCCGTCCC
CTCTTATCAGGAGGAATTTACAACCAACAAAACAGGAATTTCTTTTTTTTATATT
TTGTTTTCTTTTTTTATGAAATACAACTTTGGAGAAAAAAAAAAACACAAACAGG
AAAAATAATGCAACAGAAACTGAAAATACACACACACACACACACACACGTGC
ACACATACAAACACAGACCACTTTTTGTGACTGGGTAAAGGAAGCTATTGAAG
GATTCTCTCAGGTAAAAGAACATTTTCTAATAAATGATGATGAACCTTAGATGA
AAAACCATTGTTAGCTCATCTTTTTTGTCTCAATTCTCAATTTACAATCAGCAAT
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GTACCTTTTTTTTCTCCTCTGTGTTCGGTCCTGGACAAGTGTCAGGATAAAAAA
AGGTGTAGACATCCAGGTTTCAAAACATTGGATCCTGAGTCTACTTCAACCAT
AAAGAATTATGCCCTCATTGCTTTCTTAACCCTGAGTGAAAACACATTTCATGT
GTGGACGTGGGAGAGTGATGTGACTTTGAGTTGTATTTGTTTGGGTTCAGTGC
TGCACTGTGTTGAAGCCCATTCCCTCCAGGAAAAAGACAGAAATAAATGAAAA
TTTAGGAATGACCACAATAAATTGTTCTCATGGTAAATCGAAATAATTTTGATTT
GAAGTCACATTTTTGACTTTTTACAATCTCATGATTTTGATTTACTCTCTGAAAG
TGAATTCTATTATTATCATTTTGTCGTCTTTAAGCGTTGTCCTATTATCTCAAAA
GCATGACTTAGTGTGACATAATTTAGATTTTCAAAGTAAATTCTTTTGACTTACA
GCCTCATTAGTTAAATTTTTTTTCACCCCTAATTTTTTATCTTTTAATCCCATTG
GCAATGGGCTGCCATACCACAGTGAAAACACACAAGATTTAATTTATTTTTTTI
ACTCAGACAAGCTTATTTTTATTTCAGAAGTCCAGCTTGAGCATTTGATCCTAA
ATAAATCACATTTTGATGTTTCTCATGAACACGTGCCAGATTGTACAAAAGCAA
ATTCAGCCCTTACTGTCAGTGATAGCTTAAGCTTTGCACTTTCCTCCTTTACGG
TCAAAGTGCCCGCAGCAATACCCAGCTCTCCCTCACCCAGTTGGCTAATGGT
GAACATACAGCAGTACATGGCTCCCATTCAAGCCAGGCACCATCCACCCTCA
GGGGTGGGGGAGGGAAGGGCCAGAGGAACTGGCTTTGTTCTTCCATTCCCA
GGCCTGTTCTATTTCAGTGTGCTTACTGTTTAACTTTGTGATGTACGGGAAGG
TTTGGCATGGCTAAAACTGAGGCTGTGCATGGAACAACGGGTGACAAGTTAA
AGGAAAAACCTGAATGATTGAGTGGAGAAACATAACAAATGCAGATGCTTCCT
GGTACAGTTAAGCAATCAACATCCCATCATGCTCTGTGGCAGGTATAAAAATA
CTGATCAGGC

Tabla XIll. Secuencia obtenida del transcriptoma para receptor de hormona
tiroidea beta.

Gen Nombre Tamario

Thr Receptor de hormona tiroidea beta 3639

Secuencia

ACACACACACTTACACACACACACGCGCGCATAGCCCTCGCCTGATTTGCAC
TAGCGCGGGTCATTTCAGGTTAAACCCTGGCGCTGTGTCCCGTCCAGTTTAG
CCGACGGAGATCAACACTGGTGGTTCCAGCTGAGGAGGAATGCACAGACAC
CGGGACTCCAAATAATTTTTTTTTCCGGACACGAGCTTCTTCTTGCATATGCG
GTGTTTCTCTCGGGGAGCTCAGCAGCTCCTCAGCGCTGCCTGGAGTCAGTTC
ACCACTTCCTCTGCTAGGTAGGTACCCAGATGTCTGAGGAGGCTCTGAGGAT
GACATCTTGGCCTTGAACCCCACCAGTATGTCAGAGCCAGCAGAAAAATGCT
CCCCCCGCTGGAAAGATGAGGCCATTCAAAATGGGTACATACCGAGTTACCT
AGACAAGGATGAGCTCTGCGTTGTGTGTGGGGACAAAGCCACCGGCTATCAC
TATCGCTGCATCACCTGTGAGGGTTGCAAGGGTTTCTTCAGGCGGACGATCC
AGAAGAATCTAAACCCGACCTACGCCTGCAAGTACGAGGGGAAATGTGTCAT
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CGACAAAGTGACCAGAAACCAGTGTCAGGAATGTCGCTTCAAGAAGTGCATT
GCGGTGGGAATGGCGACCGACTTGGTGCTGGACGACAGCAAGAGGCTGGCC
AAGCGGAAGCTAATCGAGGAGAACCGGGAGCGCCGTCGGAGGGAGGAACTG
CAGAGGACGGTGTGGGACCGACTGGAGCCCACCCAGGAGGAGTGGGACCT
CATCCGTATGGTGACTGAGGCCCATATGGCCACGAATGCCCAGGGCAACCAC
TGGAAGCAGAAACGGAAATTCCTGAGTGCAGCGGGGGTGAAGGAAACTAAG
CCTGAGGATATTGGTCAAGCGTCCATGGCCAATGCACCGGAGGGAAGCAAAG
TGGATATAGAAGCCTTCAGTCAGTTTACAAAAATTATCACCCCTGCCATAACC
CGAGTGGTGGACTTTGCCAAAAAACTGCCTATGTTTTGTGAGTTGCCTTGTGA
AGACCAGATCATCCTGTTGAAAGGCTGCTGCATGGAGATCATGTCACTGCGC
GCTGCCGTTCGCTACGATCCGGAGAGCGAGACTCTCACGCTGAACGGCGAG
ATGGCGGTCACGCGGGGTCAGCTTAAGAACGGAGGCCTGGGCGTCGTCTCG
GACGCCATCTTCGACCTTGGCGTGTCGCTGTCCTCCTTTAACTTGGATGACTC
CGAGGTAGCTCTACTACAGGCCGTCATCCTGCTGTCATCCGATCGGCCTGGC
CTGAGCAGCGTGGAGCGAATCGAACGCTGCCAAGAGGAGTTCCTGCTGGCC
TTTGAACATTACATCAACTACCGCAAACACAAAGTGGCACATTTCTGGCCCAA
GCTGCTAATGAAGGTGACGGACTTGCGGATGATCGGTGCCTGCCACGCCAG
CCGATTCCTTCACATGAAAGTGGAGTGTCCCACCGAGCTATTCCCTCCTCTCT
TCCTGGAGGTCTTCGAGGACTGACCAATGGATTTTTAGTGTATGAGTGACTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTTGAACAGTTTTCTGGCAAACGATGAACAGGCTTCAAT
CTTTAATGCTACCTGCTGCATTCCTGCCGGAAAACTGTTCAGGACTAACTAAA
AGCACACAATGACACTGATGTCAAGAAAAGACAATCAATACGACTCGTTTTCT
ITTTCTTCTTTTTTGTGTTTAACAATGCCACATGCTGTGCCAAAACCAAGTGAA
TGATGCCCTCCTTACTGAATCCCTGCTGGGCTGTCATAGCGACACCAACACTC
GGCTGGTTGTGCTAGTTAGCGCGCGCCTCTCGTGTTTCCAGTGCACGTTAGA
GGCTCTGACTGTAGAACCGGTGCGAGTTTTAAGTGTTTCATCTCAGCCATGTT
GCCTCACTAGTCACACATACAATGATTTCAACCGATTTGTTTTTTCTGTTATTG
CTCTTCTTGTTTTTTTTTTATTATTTTTTTTTATTTTTATTACAACTCCCTGCAAG
CGGGAGACTTCATGTTAAAGCAGTGACGTCATGGTGCTACGGTGGGTCGGG
GAAACGGCTGATTGAACTGTCTTACCTACATGCAGGAATGAACATGATCTCTG
TTTGTATAACAGCCAACCACCCTCTTAGGATGGCATGCATATACACTAACACA
CAAACATGCACATATACAGTACATACAGTATACCTTCACACATAATGTACACAT
GCACATATATATATATATATATATTCATCCATTCCCTTCAGTGGACCTGAGCAT
GAGCAACTAACACTGTATGAACAAGAGGATTACTGTGACCAACTTCTCTCCCT
TCTTCCTGCTTGGGGATAAACCAGTCTAGCATGTGACTTCCAGTTACATCTCA
GTTATATCCAAAGTCTGTCTGTGCAGCCAGCCCCGGGGTTTCTCATAGTCAAC
AGCATGAACTCATTTCCCTCACTGTGTGCAACTCAGAACTGAAAATTAAAGTTT
TAAAGATAAACCTACAAAAGTCTGACTTCCAAGCATTACAGCAGTGTTCATTAG
TCATGGCATTTCATATACAAATGATTCATAAAAGCAATGGACTGTTAGCTCGCT
ATGAAAACCTCAACCTAAAATGATTTACAGTAACCTCAAAGTTGCATTATCAGT
TTTACTCCACAACAAGCTGAAAATCTCTCATGTTTAGCAAACTACCTACAACCC
AAGCAGACGTGGAGCTTTGTGTGTCCGGTGACCTGATGAATGTAAGTCTGAC
ACGGACTCTCCTTCAGTCTCTGTCGTGATCTTTAACAGCCTCTGAGAGAAATA
CAGTATCTGGCACTTTAGCTGCTACTGAAGCCCTCCGTTATCTTTACTAGCTT
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GTCGCTAACTTTGTCTGCTGTGTGTTGCTGGGCAGGTGGTGCAGCGTTGATT
TATCTGAGCGTTTCTGACTGTTTAATTGATGAGAGCACCAAGACGGATTGAAA
ACAGAACAGATGTGGGCCACATAAAACCAAAACAGTTAGCTTAAAGACGCTAA
AATGCTCCATAAAGTTGTTGATAACTGAGTCATGATAATTCCCTGTGGGGTCA
TCACTGTGAGCGACCCCCTGTCACATTACAGGTAGTCATTTGACTCATCGAAC
ACATAAAAACAATAATTAGTGCAGCTTTAACTCAAATCAAAATAGAAATTTGAG
TTAGCATTACGAACCTTGACTTTCTGCCGTCGACGTGTCTGATGCTCATGTGT
GTGTTTTAAACTGGAGTGAATGGGCCCCAGGAAACTGTTTGAAATTTCTACGT
CACAAACATTTAACCATAATTACTTGAATTTTCATATTTACAGAGCTGTTGGTG
CATGTAAACATAGTCAATGCTGACTGCTGGTTCAGAAGATGTTTACTGTTTCTG
AAGAGGTGCCAGTAACGCTGTTATCTCTCCCACGAATTGTTACATAATGTTAC
TCAGTTATAAACCAATAACGAGTTGCACCATAGAAAAGCTATTTTACAGTACAA
AGGAAAAAGGATGTATATTTTCAGACTGCAGATTTTTTTTTTTACGGATGTTGT
TAGCATAATATGAACATACTGTTTTGCATAGTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAG
GA




