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Resumen

La vitelogénesis es un importante proceso que involucra el transporte selectivo de proteinas
y lipidos hacia los ovocitos en desarrollo. Esta funcion se ha atribuido a moleculas
transportadoras, llamadas vitelogeninas, las cuales son lipoproteinas sintetizadas fuera del
ovocito, y transportadas por sangre o hemolinfa. Existe un reporte de una secuencia
completa codificante para vitelogenina en el ostion japonés Crassostrea gigas (Cg-VTGI,;
acceso GenBank AB084783), la cual es expresada en células foliculares durante los meses
de activa gametogénesis. En este trabajo, se caracterizd la secuencia parcial del mensajero
codificante para una nueva vitelogenina en esta especie (Cg-VTG2). Mediante analisis de la
secuencia, se determind que ambos mensajeros son codificados por genes distintos. El
mensajero caracterizado en este trabajo, el Cg-VTG2 posee ademas un méddulo comun en
las vitelogeninas (VWD), a diferencia del Cg-VTG], lo cual podria implicar diferencias
funcionales que deben ser analizadas posteriormente. Este segundo gen se expresa también
de forma especifica en células foliculares de la gonada femenina. Se realizaron analisis de
expresion cuantitativa por PCR tiempo real en muestras de gonada de ostiones en distintos
estadios de desarrollo ovogénico, encontrando que la expresion de Cg-VTG1 y Cg-VTG2
es maxima cuando los ovocitos se encuentran completamente maduros (estadio de madurez
gonadal), indicando que participan en la vitelogénesis tardia. Se encontrd una correlacion
altamente significativa en la expresion de ambos genes, sugiriendo mecanismos de
regulacion génica similares. También se not6é una influencia de la condicion trofica de los
organismos en la expresion de vitelogeninas, en un experimento de maduracion con dos
regimenes alimenticios trialgales (2% y 12% de peso del ostion en peso de microalga por
dia) después de 60 dias. Se discute la utilidad del andlisis de expresion cuantitativo de
vitelogeninas en estudios fisioldgico-reproductivos de la especie.

Palabras claves: vitelogenina, ovogenesis, Crassostrea-gigas.

Qoutod

Vo. Bo. Dra. Celia Gloria Vazquez Boucard
Directora de tesis



Abstract

Vitellogenesis is an important process, involving seletive transport of proteins and lipids
into growing oocytes. This funtion has been atributed to lipid transfer proteins, named
vitellogenins, which are lipoproteins sythetized outside of the oocyte and transported by
blood or haemolymph. There is a report of a complete sequence coding for a vitellogenin in
the japanese oyster Crassostrea gigas (Cg-VTGI1, GenBank access AB084783), and is
expressed on follicle cells during most active gametogenesis months. In this work, a
fragment sequence coding for a new vitellogenin in C. gigas was partially characterized
(Cg-VTG2). By sequence analysis, it was determined that both messeners are coded by
distinct genes. Cg-VTG2 also includes a conservated module among vitellogenins of other
species (VWD) implicating a possible functional divergences which should be further
analyzed. This second vitellogenin gene is expressed specifically in follicle cells of female
gonad. Quantitative expression analysis was performed on oyster gonad tissues in different
stages of development, showing that vitellogenin expression is maximal when oocytes are
fully mature (ripe stage), indicating that protein products plays an important role in late
vitellogenesis. A narrow correlation was also found between both (Cg-VTG1 and Cg-
VTG2) vitellogenin mRNA levels, suggesting similar regulation mechanisms of gene
expression. A possitive influence of the trophic condition over vitellogenins expression was
also found, when oysters were maturated in the laboratory under different feeding regimes
of trialgal diets (2% and 12% of algal weight per oyster weight per day) after 60 days. The
usefulness of quantitative gene expression analysis of vitellogenins on reproductive
physiological studies is also discussed.

Keywords: vitellogenin, oogenesis, Crassostrea-gigas.



1. Introduccion

El ostion japonés, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) es una especie de molusco bivalvo
de gran importancia. Es la especie marina mas cultivada en el mundo, asi como un modelo
de estudio cientifico representativo de la clase Bivalvia. En paises como China, Japon y
Francia, su cultivo depende tanto de la produccion de larvas bajo condiciones controladas,
como de la captura silvestre de las mismas. En el Noroeste de México, ésta actividad se ha
venido consolidando desde su introduccion en los afios setenta del siglo pasado; sin
embargo, como en otras partes del mundo, han ocurrido diversas problematicas
relacionadas con mortalidades masivas de larvas y adultos, principalmente por
enfermedades parasitarias y condiciones ambientales adversas (Caceres-Martinez et al.,
2004), las cuales podrian tener alguna interaccion con la condicion metabdlica,
reproductiva y genética de los organismos (Samain et al., 2004; Degremont et al., 2005;
Samain et al., 2007). Ante esta problematica se ha propuesto el desarrollo de investigacion
relacionada con los aspectos fisioldégicos de la reproduccion, nutriciéon, inmunologia,
genética y desarrollo larvario, con el fin de reconocer las condiciones 6ptimas de cultivo y
manejo.

La reproduccion del ostion japonés, como en la mayoria de especies de invertebrados,
involucra la presencia de gametos femeninos y masculinos, que se conjugan durante el
proceso de fecundacion para formar un nuevo organismo. Los gametos femeninos,
llamados ovocitos, poseen en su citoplasma la mayor parte de reservas nutricias necesarias
para sostener el complejo y demandante proceso de desarrollo embrionario, necesario para

formar un individuo juvenil o larva. El desarrollo embrionario es un periodo de gran



demanda de energia y de moléculas necesarias para la division celular, generacion de
organelos y membranas bioldgicas, por lo que la cantidad y la calidad de reservas
acumuladas durante la ovogénesis juegan un papel importante en la supervivencia larvaria
(Massapina et al., 1999); sin embargo, existen muy pocos trabajos que aborden las
caracteristicas bioquimicas y moleculares de estas reservas, asi como de los mecanismos
relacionados a su sintesis, transformacién e incorporacion dentro de los ovocitos del ostion.
En otras especies de invertebrados se ha estudiado la naturaleza de los precursores vitélicos
acumulados en los ovocitos, representando las vitelogeninas una importante fuente proteica
de vitelo (Tsukimura, 2001; Avarre et al., 2003; Hayakawa et al., 2006). Las vitelogeninas
son lipoproteinas especificas de hembras ovogénicas, y en algunas especies pueden existir
diversas vitelogeninas codificadas por distintos genes, expresandose diferencialmente en
distintos 6rganos, con complejos patrones de regulacion de sintesis y modificaciones
bioquimicas previas a su incorporacion en el ovocito. Por otro lado, debido a que la sintesis
de vitelogeninas se encuentra normalmente bajo la influencia de finos mecanismos
endocrinos (Skippet y Hamilton, 1977), la sintesis de estas proteinas en individuos machos
o juveniles también se ha sugerido como utiles marcadores de exposicion y efecto ante
contaminantes endocrino-alterantes (Cheek et al., 2001; Puinean y Rotchell, 2006).

En este trabajo se pretende demostrar que al menos dos vitelogeninas son expresadas de
forma simultdnea en el ostion japonés; asi como caracterizar los patrones de expresion de
¢éstas proteinas con relacion a la vitelogénesis. Asimismo se pretende ubicar su sitio de
expresion, contribuyendo en el conocimiento de lipoproteinas presentes en moluscos
bivalvos. Esto también permitird incrementar el acervo de herramientas de evaluacion en el

estudio experimental de la regulacion enddgena y exdgena de la vitelogénesis de esta



importante especie de bivalvo, estudiado como modelo en toxicologia ambiental y de suma

importancia en la acuacultura mundial.

2. Antecedentes

2.1. Caracteristicas generales del ostion japonés C. gigas.
El ostion japonés es una especie de molusco bivalvo eurihalina, con una distribucion que
ocurre desde la zona intermareal hasta los 40 metros de profundidad. Habita naturalmente
en zonas costeras de Asia, aunque ha sido introducido en diversos sitios costeros alrededor
del mundo para su cultivo, gracias a la plasticidad fenotipica y capacidad adaptativa que
presenta en distintos ambientes (Leffler y Greer, 1991). Es una especie hermafrodita
secuencial, con ciclos reproductivos estacionales y con un importante rol trofico como
organismo filtrador en sistemas costeros (Cognie et al., 2006).
El género Crassostrea se incluye en la familia Ostreidae, que junto con las familias
Mpytilidae (mejillones), Pectinidae (escalopas o almejas), Pteriidae (ostras perleras),
agrupan a las especies de bivalvos de mayor interés acuicola en el mundo. Dentro de la
familia Ostreidae, las distintas especies de ostiones pueden ser distinguidas por
caracteristicas anatomicas de las valvas, que en el ostion japonés son robustas y desiguales,
extremadamente rugosas y laminadas. La valva izquierda (inferior) es profundamente
concava, con margenes verticales. La valva derecha (superior) es plana o ligeramente
convexa. Los margenes poseen una forma irregular. La forma de la concha varia en funcién
del ambiente; su color es blanquecino, con puntos o bandas purpuras que radian desde la
region del umbo. El interior de la concha es blanco, con una marca de musculo abductor.

En cuanto a la anatomia interna (figura 1), el cuerpo se encuentra envuelto por un manto



que presenta dos pliegues laterales a eje sagital. El manto esta involucrado en la sintesis de
la concha y en funciones sensoriales. La masa cefalica estd ausente, y no es mas
representada que por la boca y palpos labiales. El estémago forma un ciego largo donde se
ubica un estilete cristalino, el cual es una estructura utilizada en la digestion del alimento.
El estdbmago contintia en un intestino y recto. La glandula digestiva es un organo que rodea
al estobmago, compuesto de diverticulos ciegos interconectados que desembocan por canales
hacia el intestino. El ostién posee un par de branquias lamelares (de aqui el nombre del
grupo taxonomico lamellibranchia) que constan cada una de dos pliegues paralelos
vascularizados. Las branquias se extienden en la region ventral, desde la boca hasta el ano,
con funciones respiratoria, excretora y nutricia. La alimentacion ocurre por filtracion
branquial de particulas suspendidas. El ostion posee un o6rgano muscular, el musculo
abductor, empleado para la apertura y cierre de las valvas. Es un érgano masivo, situado en
la parte posterior y dorsal del cuerpo, que se encuentra firmemente anclado a la cara interna
de la valva. En el manto también ocurre un tipo de tejido muscular, capaz de presentar
retraccion ante estimulos nerviosos. Las branquias también presentan tejido muscular que
permiten mantener la circulacion de la hemolinfa. El sistema circulatorio es parcialmente
cerrado, basado en sistemas vasculares imbricados en la masa visceral. La hemolinfa es
impulsada por el corazon, ubicado en la cavidad pericardica, adyacente al musculo
abductor. El corazén impulsa la hemolinfa a través de arterias que irrigan los 6rganos, y la
hemolinfa es colectada posteriormente en senos venosos para su paso a través de las

branquias. La hemolinfa carece de pigmentos transportadores de oxigeno (FAO, 2006).
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Figura 1. Descripcion anatomica interna de Crassostrea gigas.

2.2. Importancia acuicola del ostion japonés.
La distribucion original de Crassostrea gigas se restringe a las costas de Japon; sin
embargo durante el siglo pasado, fue introducido de forma masiva en diversos sitios
costeros de la franja templada y subtropical en practicamente todos los océanos (Figura 2).
Para el afio 2006, la produccion global fue de 4.58 millones de toneladas, superando la
produccion acuicola de cualquier otra especie de molusco, crustdceo y pez marino. Cerca
del 85% de la produccion total se concentrd en China (3.89 millones de toneladas), seguido
por paises como Republica de Corea (283 mil toneladas), Japon (208 mil toneladas) y
Francia (116 mil toneladas), siendo éste ultimo pais el productor europeo mas importante

(Robert y Gerard, 1999).



Figura 2. Principales paises productores de ostion japonés, C. gigas, donde se muestran
algunas rutas de introduccion (mapa tomado de FAO, 2006; modificado con informacion de
Barbosa, 2004).

El ostion japonés fue introducido a diversos sitios costeros del noroeste de México para la
década de los setenta, y ha venido consoliddndose como una actividad productiva en la
region. Para 2006, México reportd una produccién de 1,479 toneladas, constituyendo el
0.03% de la produccion mundial (FAO, 2006). A diferencia de la tendencia de produccion
global, la cual se ha venido incrementando en los ultimos afios, la produccién de esta
especie en México ha tenido decrementos significativos en los afios 1992-1994, asi como
en 1997-2000, debido a eventos de mortalidades masivas ocasionados por patogenos y
condiciones climaticas (Céceres-Martinez 2004).. El ostion japonés es la segunda especie
en términos de niveles de produccion en México, siguiendo basicamente un esquema de

engorda en litorales a partir de semilla producida en laboratorio, a diferencia de otros paises



como Francia y Japon, donde la mayor parte de la semilla (hasta el 90% del total de
organismos cultivados) es colectada directamente de poblaciones silvestres (Robert y
Gerard, 1999). Es importante sefialar que los conocimientos tecnologicos generados en el
ostion japonés, estan siendo aplicados y adecuados para las especies locales de potencial
importancia, como es el caso del ostion del placer C. corteziensis, la cual se ha adoptado
como especie alternativa para produccion acuicola, bajo un sistema de produccién larvaria

en laboratorio (J. Mazon-Suastegui, comunicacion personal).

2.3. Biologia reproductiva del ostion japonés, C. gigas.

Debido a su alto valor ecologico en algunas regiones, y por ser una de las especies de
bivalvos que se cultivan bajo un sistema cerrado, se ha demostrado gran interés en el
estudio de los procesos fisiologicos relacionados a la gametogénesis de esta especie, asi
como los factores exodgenos que determinan el inicio y avance gonadal. Sin embargo, los
estudios de los mecanismos relacionados a los procesos reproductivos de estos organismos
son aun escasos (Croll y Wang, 2007).

El ostion japonés es una especie hermafrodita dioica alternante, con un ciclo reproductivo
anual que culmina con el desove y una fertilizacién externa en la columna de agua (Coe,
1943; Guo et al., 1998). En condiciones normales, cerca del 90% de los ovocitos
fertilizados eclosionan y desarrollan un estadio de larva pediveliger en 24-48 hrs. La larva
pelagica resultante es planctotrofica, la cual se alimenta y crece en este ambiente durante
dos o tres semanas. Cuando la larva alcanza cierta talla, ocurre el asentamiento en un
sustrato firme, acompafiado de una serie de cambios morfologicos que dan lugar a un

organismo juvenil de habito sésil (Pauley et al., 1988).



El desarrollo de la génada en organismos silvestres depende en gran medida de las
condiciones ambientales del medio. En general pueden observarse patrones estacionales
con un s6lo pico reproductivo en zonas templadas, asi como distintos ciclos reproductivos
durante el ano en zonas de transicion tropical-templado y tropicales (Chavez-Villalba et al.,
2007). Se considera que los principales factores ambientales que determinan el inicio y
avance gonadico son la temperatura, la disponibilidad de alimento y fotoperiodo, los cuales
han sido manipulados en condiciones de laboratorio para inducir la maduraciéon en lotes
destinados para la produccion de larvas (Cannuel y Beninger, 2005; Chavez-Villalba et al.,

2002; Chavez-Villalba et al., 2003; Fabioux et al., 2005).

2.3.1. Anatomia de la gonada de C. gigas.

La anatomia de la gonada del ostion japonés es un tanto similar a la del resto de las
especies de ostiones, tanto a nivel microscopico como macroscopico (Pauley et al., 1988).
La gonada es un 6rgano cuya dimensién y morfologia varia a lo largo del afio. El ostion
japonés es una especie hermafrodita protandrica alternante, desarrollando generalmente una
gonada masculina durante la primera temporada reproductiva y generalmente una génada
de tipo femenino en la consecuente temporada reproductiva, aunque hay una proporcion de
individuos que mantienen gonada masculina en la segunda madurez. Es relativamente
comun observar una proporcion de individuos morfolégicamente hermafroditas, cuando
gametos femeninos y masculinos ocurren simultineamente. Sin embargo, la proporcion de
hermafroditismo funcional es generalmente baja, alrededor de 1.3% (Gong et al., 2004).

Al comienzo de su desarrollo, la gonada femenina consiste en cimulos de células

germinales indiferenciadas entre tejido conectivo de manto, llamadas células primordiales



germinales. Conforme la gonadogénesis progresa, ésta se divide en dos lobulos laterales al
eje sagital, rodeando la glandula digestiva. También se comienza a distinguir la estructura
basica tipo acino a nivel microscopico. En corte trasversal, los acinos en desarrollo
muestran una estructura circular, presentando una delimitacion con el tejido vesicular
conjuntivo adyacente por el epitelio basal germinal, con ovocitos en desarrollo anexos a la
membrana interna, y un lumen central donde los ovocitos ya madurados son mantenidos
hasta el desove. Conforme el desarrollo de la gonada progresa, los acinos se interconectan
en el margen exterior de la masa visceral, adyacente a la region interna del manto,
formando canales de desove que desembocan en la cavidad paleal. Las células foliculares
de la gonada del ostion son pequefas células accesorias que se encuentran cercanas al
epitelio basal del acino, en estrecha relacion con los ovocitos en vitelogénesis, y cuya
funciéon no ha sido precisada. Se sugiere que juegan un papel en la transferencia y
biotransformacion de moléculas nutritivas al ovocito y no presentan diferenciacion

morfoldgica a lo largo de la ovogénesis (Eckerbarger y Davis, 1996).

2.3.2. Desarrollo gonadal y ovogénesis en C. gigas.
La gametogénesis es el conjunto de procesos que conducen a la formacion de gametos
femeninos (ovogénesis) y masculinos (espermatogeénesis). La ovogénesis comprende
principalmente dos etapas: una fase de division mitotica de células germinales diploides, y
una fase meidtica de diferenciacién en gametos funcionales haploides. Es posible entonces
considerar a la ovogénesis desde dos perspectivas: los eventos nucleares de division
genomica y haploidizacion, y las fases de maduracién citoplasmatica que son muy

evidentes en la morfologia celular de los ovocitos en desarrollo (figura 3).
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Figura 3. Diagrama de la ovogénesis en el ostion japonés, C. gigas.
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Posterior a la division mitotica, las gonias (u ovogonias para el caso particular de la

ovogénesis) se diferencian en ovocitos primarios (ovocitos I), dando inicio a la meiosis

(figura 3c). A nivel nuclear, la duplicaciéon del ADN nuclear se lleva a cabo, y los

cromosomas homologos se aparean. En este momento, la meiosis se arresta a nivel profase,

por un periodo que dura en orden de dias o semanas en condiciones naturales de

maduracion gonadal. Durante este periodo se lleva a cabo la vitelogénesis, que es la

incorporacién citoplasmica de reservas nutricias para el futuro embrion. Este periodo de

desarrollo ovogénico se lleva a cabo dentro de la gonada; el desove y fertilizacion de los

ovocitos son sefiales celulares que determinan la continuacion meidtica, posiblemente
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mediante flujos i16nicos intracelulares (Colas y Dube, 1998). Una vez reiniciada la meiosis,
los cromosomas se condensan de nuevo, la membrana nuclear desaparece, y el material
génico replicado se segrega en dos polos o regiones, uno de ellos formara el nucleo del
ovocito secundario, mientras que el otro dard lugar al primer cuerpo polar mediante una
division asimétrica celular. La segunda division meidtica se lleva a cabo sin la replicacion
del material nuclear, lo que determina la generacion de células haploides posterior a la
expulsion de un segundo cuerpo polar. Esta fase meidtica se lleva a cabo durante la
interaccion con el espermatozoide, desde la fertilizacion hasta la fecundacion (Fabioux,
2004).

Lango-Reynoso et al. (2000) establecieron una escala con base en variables morfométricas
cuantitativas y rasgos histologicos mencionados anteriormente, y que describen el
desarrollo ovogénico para C. gigas (tabla I). La morfologia tipica de cada estadio de

desarrollo se muestra en la figura 4.

Tabla I. Escala reproductiva en hembras de ostion japonés C. gigas (Lango-Reynoso et al.,
2000).

. Interval talla T S
Estadio erva’o de Descripcion histologica
de ovocitos (um)
Foliculos elongados y frecuentemente aislados entre tejido conectivo
Desarrollo . . L
3.0-12-0 abundante, con paredes que consisten en ovocitos primarios de
temprano ~ ;
tamafio homogéneo.
., Inicio del crecimiento de ovocitos; Se puede observar un gran
Maduracion . . - : .
. .. intervalo de distintos tamafios de ovocitos en todos los estadios
(vitelogénesis 12.1-30.0 . . X ) .
gametogénicos, incluyendo algunos ovocitos libres. El tejido
temprana) o .
conectivo interfolicular desaparece.
Madurez , . ,
. .. Foliculos completamente llenos de ovocitos maduros con nucleo
(Vitelogénesis 30.1-41.0 NN , )
f distinguido; relativamente homogéneos en tallas.
tardia)
Foliculos conteniendo ovocitos degenerados, frecuentemente con
Post-desove . :
. 41.1-60-0 forma alargada, e incluso rotos. Se observa un evidente re-desarrollo
(degeneracion) L1 . , . .
indicado por un incremento en el nimero de ovocitos primarios.
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El conocimiento de los procesos relacionados al desarrollo ovogénico, y en particular a los
relacionados a la division y segregacion cromosémica, han permitido un manejo zootécnico
de la especie. Por ejemplo, el arresto de la liberacion del segundo cuerpo polar mediante
agentes quimicos conduce a la generacion de progenie triploide, con sustanciales beneficios

en la tasa de crecimiento e incremento de valor de producto (Guo et al., 1992; Longo et al.,

1993; Gong et al., 2004).

Figura 4. Estadios de desarrollo ovogénico descritos en el ostion C. gigas, bajo los criterios
de Lango-Reynoso et al., (2000). A: desarrollo temprano, donde se observan cumulos de
células germinales en division mitdtica, con algunos ovocitos en inicio de gametogénesis
(ODG) y abundante tejido conectivo vesicular (TCV). B: vitelogénesis, donde se observa la
estructura del acino (delineada) con ovocitos vitelogénicos (OV). C: estadio de madurez,
con ovocitos libres en el lumen del acino. D: estadio de regeneracion pos-desove, con
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restos de ovocitos maduros en estado de reabsorcion (OD), asi como ovogonias
diferenciadas de células germinales. Imdgenes tomadas de Chavez-Villalba (2001).

2.3.3. Vitelogénesis.

Como se ha mencionado, la vitelogénesis en un proceso que ocurre dentro de un periodo de
ciclo celular de relativa inactividad nuclear, pero con profundas implicaciones en la
apariencia citoplasmatica del ovocito. Las reservas incorporadas seran empleadas durante el
periodo de desarrollo embrionario donde la larva es incapaz de alimentarse por sus propios
medios, por lo que la eficiencia en la incorporacion de vitelo determina la viabilidad de la
progenie (Massapina et al., 1999; Valdez-Ramirez et al., 2002). En el caso particular de
moluscos bivalvos, se ha estudiado la naturaleza bioquimica de los ovocitos del ostion del
Atlantico (C. virginica), encontrando una concentracion relativamente elevada en proteinas
(40-50%); mientras que los lipidos y carbohidratos representan 14-21% y 7-9%,
respectivamente (Lee y Heffernan, 1991). Para los ovocitos de C. gigas, Kang et al., (2003)
reportan una composicion de 41% de proteina, 11.7% de carbohidratos y 25.5% de lipidos.

Los lipidos se localizan comunmente en forma de agregados o gotas dentro de los ovocitos,
constituidos fundamentalmente por triglicéridos. La acumulacion de estos tipos
moleculares ocurre mediante procesos secuenciales, en funcion al tipo de molécula
incorporada. Raven (1961) menciona como regla general para todos los oviparos, que
existen dos fases principales de vitelogénesis, en funcion de la naturaleza del material
incorporado. En la primera fase, denominada vitelogénesis temprana, se incorporan
carbohidratos y lipidos. La segunda fase corresponde a la incorporacion de materia
proteica, donde las vitelogeninas son las principales moléculas incorporadas. En algunos

casos, es posible observar una fase intermedia de incorporacion de carbohidratos.
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Aunque se puede considerar el papel de moléculas vitelinas como una fuente de lipidos
para el ovocito en desarrollo, se desconoce la magnitud de esa aportacion en términos
energéticos, asi como los mecanismos alternativos de incorporacion de lipidos y proteinas
en ovocitos de bivalvos. En otros modelos de invertebrados, se observa una variedad de
procesos de incorporacion de lipidos, tanto dependientes como independientes de la
incorporacién de lipoproteinas por endocitosis. Por ejemplo, Ziegler y Van Antwerpen
(2006), realizaron una extensa revision de los mecanismos de incorporacion de lipidos en
ovocitos de insectos, enunciando que en la mayoria de las especies estudiadas, el principal
mecanismo de incorporacion de acidos grasos libres y diacilglicéridos en ovocitos ocurre
por proteinas transportadoras a nivel de membrana celular. También menciona que las
lipoproteinas, de la familia de lipoporinas, y las vitelogeninas, contribuyen de forma
minoritaria en el total de material lipidico.

El vitelo proteico se conforma principalmente a partir de la incorporacion de vitelogeninas,
mediante un proceso de endocitosis mediado por receptores. Este proceso es
fundamentalmente conservado en la mayoria de los organismos oviparos, y ha sido
extensivamente estudiado a distintos niveles en peces Oseos y en algunos grupos de
invertebrados como insectos, crustaceos y nematodos (Chen et al., 1997; Sappington y
Raikhel, 1998, Babin et al., 1999; Smoolenars et al., 2007). En bivalvos, el conocimiento a
nivel bioquimico y molecular, asi como el o los sitio(s) de sintesis de las proteinas
involucradas en la ovogénesis es muy limitado. La mayor parte de la informacién ha sido
generada por técnicas indirectas como la histologia, histoquimica y electromicroscopia
(Pipe, 1987; Dorange y Le Pennec,1989; Gaullejac et al., 2005, Eckerbalger y Davis, 1996,

Rodriguez-Jaramillo, 2004).
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Pipe (1987) menciond que la sintesis de vitelo proteico del mejillon Mytilus edulis es un
proceso que ocurre en el propio ovocito, sustentado en las observaciones del aparato de
Golgi y de reticulo endoplasmico rugoso bien desarrollado. Ecklbarger y Davis (1996)
ampliaron la idea de que la vitelogénesis es un proceso tanto autosintético (dentro del
ovocito) como heterosintético (en tejido somadtico), basandose en observaciones
ultraestructurales del ovocito en desarrollo de C. virginica. Estos autores describen
estructuras de sintesis proteica en el ovocito en desarrollo, como el reticulo endoplasmico
rugoso rodeando el nicleo de los mismos, asi como granulos densos cercanos al aparato de
Golgi. Estas observaciones sugieren que el vitelo proteico en C. virginica podria ser
producto de dos tipos de sintesis: (1) endogena (empaquetamiento proteico de los ovocitos)
y (2) exogena (estructuras endociticas en la membrana del ovocito).

Suzuki y colaboradores (1992) describieron la ocurrencia de una proteina globular
especifica de gonada femenina del ostion Crassostrea gigas, de aproximadamente 530 kDa.
Su caracterizacion bioquimica indicé que se constituye por distintas subunidades (105, 85,
66, 64, 60, 45 y 41 kDa). Mediante métodos inmunohistoquimicos observaron que es
extensamente acumulada dentro de los ovocitos maduros, y debido a que unicamente la
gonada mostrd reaccion cruzada con el anticuerpo generado de la proteina purificada,
sugirieron que éste organo seria el sitio de sintesis de la vitelina reconocida. Li et al.,
(1998) determinaron por métodos analiticos que esta proteina se degrada dentro de las
primeras 48 horas posteriores a la fertilizacion, y proponen que los aminoacidos libres que
la constituyen son fuentes energéticas de primordial importancia en el desarrollo

embrionario y larvario.
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2.3.4. Aspectos moleculares de la vitelogénesis en el ostion japonés C. gigas.

Como se menciond en el apartado anterior, la vitelogénesis ha sido estudiada a nivel
bioquimico, empleando estrategias de separacion desarrolladas en un principio para el
estudio de lipoproteinas de plasma en humanos, como ultracentrifugacién, separacion
cromatografica y mediante electroforesis. Esto permitié un gran avance del conocimiento
del transporte, almacenamiento y degradacion del vitelo, asi como las modificaciones de los
precursores posterior a su sintesis, principalmente en especies de crusticeos peneidos,
insectos, nematodos y peces (Ziegler y van Antwerpen, 2006). Sin embargo, estas técnicas
han tenido limitaciones para responder a otras preguntas relacionadas a la evolucion,
diversidad, sitio de sintesis y regulacion de expresion de los genes que las codifican. El
avance de las herramientas moleculares, sobre todo en el analisis de expresion génica,
hibridacién de acidos nucléicos y analisis bioinformatico de secuencias completas, han
permitido profundizar en el conocimiento de estos aspectos, en grupos que incluyen
especies intensamente estudiadas como peces, insectos, nematodos y crustaceos peneidos.

Los moluscos pertenecen a una rama evolutiva denominada Lophotrochozoa, que, junto
con Ecdysoa, conforman el vasto grupo de invertebrados protostomados (Valentine, 1997;
Adoutte et al., 2000). Sin embargo, el conocimiento a nivel gendémico de especies
pertenecientes a Lophotrocozoa se encuentra mucho mas rezagado. Particularmente para
moluscos bivalvos, la informacion gendémica disponible es muy reducida (Saavedra, 2006),
Sin embargo, se han realizado grandes esfuerzos entre grupos de investigacion europeos y
americanos para proponer a las especies C. gigas y C. virginica como modelos en la
generacion de herramientas moleculares, incluyendo el desarrollo de plataformas comunes

de microarreglos y generacion de bases de datos de etiquetas genes expresados (también
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llamados ESTs; Expressed Sequence Tags) e incluso la propuesta de secuenciacion
completa de sus genomas (Hedgecock et al., 2005; Jenny et al., 2007; Cunningham et al.,
2006). A pesar de que la secuenciacion completa de los genomas de especies de ostion no
se ha realizado, algunos grupos de investigaciéon han generado informaciéon gendémica
parcial relativa a procesos reproductivos en bivalvos, debido a su obvio interés de
aplicacion acuicola (Matsumoto et al., 2003, Rodet et al., 2005; Bernay et al., 2006,
Fabioux, 2004; Fabioux et al., 2004a, 2004, 2005, Matsumoto et al., 2007, Fleury et al.,
2008; Boutet et al., 2008, Rodet et al., 2008) .

La unica secuencia completa correspondiente a vitelogenina descrita en alguna especie de
bivalvo ha sido aislada precisamente en C. gigas (Cg-VTG1 Acceso GenBank AB084783;
Matsumoto et al., 2003). Ademas de este reporte, se han descrito secuencias parciales en
especies de Patinopecten yessoensis (Acceso GenBank AB055960; Osada et al., 2004) y de
Mytilus edulis (Acceso GenBank AAT72932; no publicado), las cuales componen la unica
informacion a nivel molecular de lipoproteinas precursoras de vitelo en ovocitos de
moluscos bivalvos. La vitelogenina aislada en C. gigas fue identificada en gonada,
ubicando el sitio de sintesis en células foliculares. El producto proteico de la secuencia
parcial de P. yessoensis fue detectado en células accesorias de las paredes foliculares de la
gonada femenina (analogas a las células foliculares de C. gigas). El mensajero parcial
identificado en M. edulis fue aislado de tejido de gonada, a partir de secuencias
degeneradas de las secuencias de vitelogeninas reportadas en C. gigas y P. yessoensis.
Estudios recientes muestran evidencias de posibles mensajeros correspondientes a
vitelogeninas distintas a la anteriormente descrita en el ostidon japonés. David y

colaboradores (2005) generaron una coleccion de secuencias parciales de ARNm
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correspondientes a genes expresados diferencialmente por estrés hipoxico. Esta coleccion
se generd a partir de tejidos de glandula digestiva y goénada de ostiones C. gigas,
empleando técnicas de andlisis extensivo sobre el transcriptoma (genotecas SSH), y en ella
se ha reconocido un fragmento corto (302 pb, acceso GenBank CX069172) que presenta
similitud con vitelogeninas de insectos, nematodos y vertebrados. Posteriormente se
reconocid un EST de mayor longitud (667 p.b.) en una base de datos privada del programa
AQUAFIRST (http://aquafirst.vitamib.com/) que incluye la secuencia del EST similar a la
vitelogenina referido anteriormente (A. Huvet, comunicacién personal). Mediante
alineamientos preeliminares de este EST con las secuencias proteicas similares completas
reportadas en las bases de datos, se denota una similitud con un dominio conservado
conocido como Factor von Willebrand (vWD), ubicado en la region 3" dentro del marco de
lectura del ARN mensajero codificante para la vitelogenina del gasteropodo Haliotis discus
hannai. Sin embargo, no existe similitud con la secuencia conocida de vitelogenina para C.
gigas reportada por Matsumoto et al., (2003), lo que sugiere la presencia de al menos dos
mensajeros codificantes para vitelogeninas en esta especie, aunque no es posible saber si
son resultado de dos genes distintos, o de un mismo gene transcrito mediante splicing
alternativo. En otro trabajo, Anguiano-Vega (2008) gener6 una genoteca de ESTs (ADNCc)
tipo SSH de glandula digestiva de C. gigas, encontrando también una secuencia similar a
vitelogenina de peces, sin similitud aparente con la secuencia de vitelogenina de ostion.
Estos reportes se consideran como evidencia directa de multiples vitelogeninas en el ostion
japonés. La presencia de multiples genes codificantes para vitelogeninas, expresandose
independientemente durante la ovogénesis, ha sido comprobado en insectos, crustaceos,

nematodos, de forma extendida en distintas especies de peces 6seos. En la mosca de la
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fruta, Drosophila melanogaster existen tres genes codificantes para vitelogeninas,
denominadas por los autores como Yyolk proteins (Hung y Wensink, 1981). En la especie de
crustaceo Metapenaeus ensis se han identificado dos lipoproteinas precursoras de vitelo,
sintetizadas independientemente en ovario y hepatopancreas, en periodos distintos del
desarrollo gonadico (Tsang et al., 2003; Kung et al., 2004). En el nematodo Caenorhabditis
elegans, se han descrito seis genes que podrian codificar para vitelogeninas, los cuales
presentan incluso diferencias en las regiones no codificantes que regulan su expresion
(Winter et al., 1996). En las especies de peces estudiadas, se ha encontrado que, si bien los
genes de vitelogenina son regulados por el mismo tipo de hormona esteroidea
(principalmente estradiol), cada gen se expresa independientemente durante la vitelogénesis
(Wang et al., 2005; Sawaguchi et al., 2005; Sawaguchi et al., 2006) ¢ incluso se ha
observado que los productos protéicos correspondientes tienen funciones distintas durante
el desarrollo embrionario (Finn y Kristoffensen, 2007). Este conjunto de evidencias
mencionan algun grado de independencia en los patrones de expresion, tanto espacial como
temporal, de las distintas lipoproteinas del tipo de las vitelogeninas presentes en una misma
especie, lo que seria interesante demostrar en el ostion japonés, toda vez que se caracterice
en un primer momento la existencia de mas de una vitelogenina expresada en su

transcriptoma.
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3. Justificacion

El estudio de las bases fisiologicas de sintesis de reservas nutricias para los ovocitos
permite un mejor entendimiento de la dindmica metabdlica relacionada a la particion
bioenergética entre reproduccidén y crecimiento, por lo que el andlisis de expresion de
vitelogeninas permitird indicar la fase critica de sintesis de vitelo protéico durante el ciclo
ovogénico, cuando se infiere que existe una condicion de depresion fisioldgica. Esta
condicién promueve que los individuos sean vulnerables a condiciones de estrés ambiental,
lo que ha sido relacionado con eventos de mortalidades masivas (Samain et al., 2007). Por
otra parte, debido al potencial de crecimiento en la produccion de ostion japonés, es
necesario generar tecnologias que optimicen cada componente de la linea de cultivo, de
particular importancia los relacionados a la obtencion, condicionamiento y maduracion de
reproductores en laboratorio para generacion de larvas. El conocimiento bésico de la
modulacion de la vitelogénesis, asi como el desarrollo de herramientas bioquimicas y/o
moleculares para analizar el avance ovogénico o esfuerzo reproductivo, podria ser
incorporado al desarrollo de técnicas de maduracion de reproductores en laboratorio. La
extension del conocimiento en estos aspectos reproductivos pueden ser aplicados incluso a
otras especies locales de interés comercial y productivo (p. ej., el ostion del placer, C.
corteziensis), lo que fomentaria el potencial de produccion ostricola regional, y reduciria
los riesgos ecoldgicos de la dependencia de especies exoticas.

Por otro lado, existe una tendencia en el campo de la ecotoxicologia en el uso de especies
bioindicadoras de salud ambiental y presencia de contaminantes, asi como en el desarrollo

de marcadores bioldgicos de exposicion a éstos. Uno de los grupos de compuestos
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contaminantes que ha sido objeto de mucha atencidon por los investigadores, es el de los
compuestos endocrino-alterantes, los cuales se definen como agentes quimicos exdgenos
que interfieren en la sintesis, secrecion, transporte, interaccion, acciéon o eliminacion de
hormonas naturales en el organismo, las cuales son responsables del mantenimiento de la
homeostasis, reproduccion, desarrollo y/o comportamiento (Crisp et al., 1998). Los efectos
de los compuestos endocrino-alterantes se han diagnosticado en organismos acuaticos,
principalmente en peces, debido a que en este grupo de organismos los procesos endocrinos
normales estan bien descritos. Sin embargo, existe un creciente interés en determinar el
potencial ecotoxicoldgico de estos compuestos en invertebrados marinos (Hutchinson,
2002; Jobling et al., 2003; Iguchi et al., 2006). Los moluscos bivalvos han sido propuestos
como especies centinela de efectos de contaminantes quimicos en el ambiente (Ortiz-
Zaragoitia et al., 2006; Porte et al., 2006; Janer y Porte, 2007), y la cuantificacion de la
expresion de los genes codificantes para vitelogeninas, podrian validarse en un futuro como
biomarcadores de exposicion y efecto de compuestos endocrino-alterantes.

Finalmente, el ostion japonés, C. gigas, ha sido propuesto como una especie modelo de
gran importancia para el entendimiento evolutivo de la rama lophocotrozoa, la cual ha sido
muy poco estudiada en comparacion a especies de la rama de los ecdysoa. La
caracterizacion molecular de vitelogeninas en el ostion japonés, aporta conocimiento a la
diversificacion evolutiva de la familia de lipoproteinas en este clado de animales

protostomados.
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4. Hipotesis

La diversidad de precursores proteicos de vitelo en el ostion japonés, C. gigas, observada a
nivel bioquimico en trabajos anteriores, asi como la evidencia reportada a nivel genémico
para especies de otros phyla, sugiere la ocurrencia de diversas vitelogeninas en el
transcriptoma de esta especie de ostion. Los niveles de ARN codificante para cada una de
¢éstas proteinas conservan alguna relacion al ciclo ovogénico, principalmente dentro del

periodo de vitelogénesis tardia.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general
El objetivo general de este trabajo es demostrar la existencia de al menos dos vitelogeninas

expresadas durante la vitelogénesis del ostion japonés, C. gigas.

5.2. Objetivos particulares

e Caracterizar la secuencia completa a nivel ADNc de un fragmento de secuencia
expresada (EST) similar a vitelogenina en C. gigas.

e Localizar la expresion de un EST similar a vitelogenina en distintos tejidos de C.
gigas.

e Conocer la dindmica de expresion con relacion al ciclo ovogénico de
vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2.

e Evaluar el efecto del régimen alimenticio durante la maduracion gonadal, en los

niveles de expresion de Cg-VTG1 y Cg-VTG2.



23

6. Materiales y métodos

6.1. Material biologico

Para la deteccion de ESTs similares a vitelogeninas en organos viscerales de ostion
mediante RT-PCR y Northern blot, se colectaron 30 organismos adultos (C. gigas) en el
mes de Mayo de 2007. Los organismos provenian de una granja de cultivo en Sonora,
México, con una longitud promedio de 11.3 + 3.1 cm. Los organismos se sacrificaron y
disecaron en el laboratorio y se realizaron dos cortes trasversales a la altura de la glandula
digestiva. Una porcion de tejido se preservo en solucion comercial RNAlater (Ambion,
EU) a 4°C, y otra porcion se conservo en solucion de Davidson para analisis histoldgicos.
Cabe mencionar que se decidi6 iniciar la busqueda de la expresion de los ESTs similares a
vitelogenina en toda la masa visceral debido a que no se conocia su correspondiente sitio de
expresion.

Para la amplificacion de los extremos terminales de un EST similar a vitelogenina
expresado en masa visceral de C. gigas (Cg-VTG2), se colectaron organismos hembras en
estadio de madurez gonadal mantenidos en la unidad de IFREMER (Institut Francais de
Recherche de la Mer) Argenton, Francia. La talla promedio de los organismos fue de 9.5 +
1.4 cm. Se realizaron colectas individuales de gonada madura, preservando 100 mg de
tejido en solucion de extraccion de ARN Extract-All (Eurobio, UE) en hielo para su
inmediata extraccion de ARN total. La madurez gonadal fue evaluada al momento de la
diseccion mediante frotis del tejido gonadal y observacion directa al microscopio.

Para los analisis de expresion de vitelogeninas en distintos tejidos somaticos, se emplearon

muestras de ADNc generadas a partir de "pools" (pozas, mezclas) del mismo tejido
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(glandula digestiva, palpos labiales, branquias, manto, borde de manto, musculo liso,
musculo estriado, ganglio visceral, hemocitos). Se emplearon cuatro pools por tipo de
tejido, y cada pool incluye cantidades similares de tejido de seis organismos. Estas
muestras fueron preparadas y analizadas previamente por Fleury et al., (2008), para el
analisis de expresion del gen Cg-TGF-p.

Para el analisis de expresion de vitelogeninas durante el ciclo ovogénico por el método
cuantitativo de PCR tiempo real, se emplearon muestras de ADNc sintetizadas a partir de
ARN total de gonada de hembras en distintos estados de vitelogénesis. Las condiciones de
maduracion obedecen a un disefio experimental que simula las condiciones ambientales
naturales de la Bahia Marennes-Oléron, en el este de Francia, tal como se describe en
Fabioux et al. (2004). Los organismos fueron mantenidos durante un ciclo anual (Febrero
2002-2003) en la unidad experimental de IFREMER y alimentados ad libidum, con dietas
polialgales (33% de una mezcla de Chaetoceros calcitrans y Skeletonema costatum, 33%
de Isochrysis galbana, 33% Tetraselmis chui), realizandose muestreos mensuales en
primavera del 2003 para asegurar la ocurrencia de hembras en distintos estadios de
desarrollo. Para cada muestreo mensual, se conservaron porciones trasversales para analisis
histologico, y se preservé un fragmento de gonada en solucion comercial de purificacion de
ARN total Extract-All (Eurobio, UE) a -20° para posteriores analisis de expresion génica.
Estas muestras fueron preparadas y analizadas en trabajos anteriores para la expresion de
los genes Og-VASA (Fabioux et al., 228@ y Cg-TGF-B (Fleury et al., 2008). La
calibracion entre ensayos del PCR en tiempo real se realizdo con una muestra de ADNc
sintetizada a partir de masa visceral de ostiones en gametogénesis activa, empleada en

Fleury et al., (2008).


Raúl Llera
Cross-Out

Raúl Llera
Replacement Text
2005

Raúl Llera
Text Box
2005


25

Para evaluar el efecto del régimen alimenticio sobre la maduracién gonadal del ostion, se
emple6 una poblacidén experimental producida en la estacion exprerimental de IFREMER,
La Tremblade, Francia, en primavera del 2006. Cuando los organismos alcanzaron un afo
de edad, dio inicio el experimento (Marzo de 2007). Los organismos fueron mantenidos en
acuarios de 80 L, con recambio de agua continuo, a 19°C. Los organismos fueron
sometidos a tres condiciones troficas distintas,. La dieta proporcionada fué trialgal,
compuesta por Isochrysis galbana, Rhodomonas salina y Thalassiosira weissiflogii,
proporcionando 2% y 12% de peso seco de microalga por peso seco promedio de los
organismos por dia. De aqui en adelante, se hara referencia a estos grupos experimentales
como "alto" (2%) y "bajo" (12%). Después de 60 dias, se colectaron 20 organismos de cada
condicién trofica, y los organismos fueron sacrificados y disecados. Se conservaron
porciones trasversales a nivel medio para analisis histologico y de hibridacion in situ, asi
como porciones de gonada para posteriores analisis de expresion génica de vitelogeninas

por medio de PCR tiempo real.

6.2. Histologia
Las porciones de organos viscerales destinadas para analisis histologicos fueron fijadas por
24 hrs en solucion Davidson (Shaw y Battle, 1957), posteriormente deshidratados en una
serie de alcoholes en concentracion creciente (70%, 80%, 90% y 100%), y finalmente
incluidos en parafina. Se realizaron cortes histologicos de 5 um de grosor y se tifieron con
hematoxilina-eosina para determinar su sexo y desarrollo gonadal. La clasificacion por
escalas de desarrollo gonadal en hembras empleada en este trabajo esta descrita en la tabla I

(Lango-Reynoso et al., 2000).
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6.3. Extraccion de ARN vy sintesis de ADN complementario (ADNCc)

Para los analisis de deteccion de ESTs en masa visceral por RT-PCR, asi como para la
cuantificacion de vitelogeninas (Cg-VTG1 y Cg-VTG2) por PCR en tiempo real en
gonadas y otros tejidos somaticos, se siguid el mismo protocolo de extracciéon de ARN total
y sintesis de ADNc descrito en Fleury et al., (2008). E1 ARN total extraido de la masa
visceral (que incluye tejidos de gonada, glandula digestiva y manto) y de gonada, se
purifico mediante el método de extraccion por fenol-cloroformo propuesto por
Chomczynski y Sacci (1987), homogenizando los tejidos viscerales de cada organismo en
solucion de extraccion de ARN TRIzol (Invitrogen) 6 Extract-All (EuroBio, UE) en una
proporcion 1:5 (tejido/solucion de extraccion) y purificandolo bajo el protocolo propuesto
por el fabricante del reactivo. E1 ARN total obtenido se cuantificd por espectrofotometria
UV. Se tom6 1 ug de ARN total de cada individuo, y se realizé una degradacion del ADN
genomico residual con ADNasa I (Sigma), en un volumen total de reaccion de 10 ul, bajo
las condiciones descritas por el fabricante. Del ARN total tratado con ADNasa I, se
tomaron 500 ng para la sintesis de ADNc mediante el kit SuperScript Il First Strand
Synthesis (Invitrogen, E.U.) en un volumen total de 20 pul, empleando cebadores oligo-dT18
incluidos en el kit, y siguiendo los protocolos sugeridos por el fabricante.

Para la clonacion de los extremos terminales de un EST similar a vitelogenina (Cg-VTG2)
por el método RACE, se extrajo el ARN total de tres hembras maduras inmediatamente
después de la disceccion, mediante el mismo método descrito anteriormente. E1 ARN total
se cuantificd por espectrofotometria a 280 nm (Nanodrop, Agilent, EU) y la calidad del
mismo se verifico para cada individuo empleando un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent

EU). Posteriormente se tom6 1 pg de ARN total integro para su transcripcion reversa con
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cebadores oligo-dT y aleatorios ligados a adaptadores especificos del kit comercial
SMART RACE ¢DNA (ClonTech), empleando 200 U de transcriptasa reversa PrimeScritpt

(TaKara, Japon), en un volumen total de 10 pl.

6.4. Identificacion de secuencias EST codificantes para posibles vitelogeninas de C.
gigas

Con el fin de reconocer evidencias de multiples vitelogeninas transcritas en el ostion
japongés, se realizé una busqueda en bases de datos primarias (GenBank, NCBI; Benson et
al., 2008), mediante la cual se identificaron secuencias parciales de ADNc codificante
similares a vitelogeninas en otras especies. Los operadores de busqueda introducidos
fueron vitellogenin y yolk protein, y la busqueda se delimité a nivel género Crassostrea. La
busqueda incluydé también el escrutinio de una coleccion de ESTs expresados
diferencialmente en glandula digestiva de C. gigas (Anguiano-Vega, 2008) en proceso de
incorporacion a la base de datos GenBank. Las secuencias parciales tipo ESTs obtenidas
fueron alineadas con bases de datos primarias de proteinas mediante su traduccion
conceptual en aminoacidos, mediante el programa en linea BLASTx (Altschul et al., 1997).
Se determin6 un valor limite de similitud significativa (valor E) menor a 0.001.
A partir de las secuencias encontradas en las bases de datos, que cumplian con los criterios
de similitud establecidos, se explord la existencia de estos mensajeros en el transcriptoma
de C. gigas, mediante su amplificacion por RT-PCR. Se disefiaron primers para ESTs
similares a vitelogeninas (David y Moraga, 2005; Anguiano-Vega, 2008), asi como para el
gen de vitelogenina de Crassostrea gigas (acceso GenBank AB084783; Matsumoto et al.,

2003) y para el gen de actina de la misma especie (acceso GenBank AF026063) utilizado
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como un control positivo de amplificaciéon de mensajero. Este gen codifica para proteinas
contractiles en eucariotas (Cadoret et al., 1999), expresandose de forma basal en los
distintos tipos celulares de metazoarios, y ha sido empleado en otros trabajos como un gen
constitutivo en el ostion japonés (Huvet et al., 2003). Los cebadores fueron disefiados con
el software primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000), y las secuencias se detallan en la tabla II.

Tabla II. Lista de cebadores disenados para la amplificacion por RT-PCR de ESTs
similares a vitelogeninas (EST 1 y 2), vitelogenina de C. gigas y gene de actina.. Las

referencias indican los trabajos donde se detalla la caracterizacion de los mensajeros
correspondientes.

Ubicacion de
Fragmento . . S
secuencia en bases Secuencia de cebadores diseniados
EST
de datos

EST 1 similar | genoteca de ADNc
a vitelogenina | SSH, (Anguiano-
(C. gigas) Vega, 2008)

sentido: 5’-CCC AAC ACA AGC GCCTGA TAA AGA ATGC3’
antisentido: 5-CGC TAG AAT CTG AGG GAA GGC AGT GG-3’

fiijglgggg GenBank CX069172 | sentido: 5-TTA GAA GAA CCC GOC CAC ACA AAGGA3’
g (David et al., 2005) | anfisentido: 5~ TCT GCTTGCTGG GCC TTA AGA TCA AGAG-3

(C. gigas)

vitelogenina g\izgiﬂ‘o‘;i?if% senfido: 5-GCA ATC CAA ACA ACA ACC AACCTCS3’
C.gigas) | S0 v | anfiscnido: 5-TTG ACA GCA ACG TCC ATA TTC CA3
actina GenBank AF026063 | senido: 5-ACG AGG OCC AGA GCA AGA GA3’

(C. gigas) (Cadoret et al., 1999) | antisentido: 5-GTT GGC CTT GGG GTT GAGTG3’

Las reacciones de PCR para la deteccion de los ESTs se realizaron en un volumen final de
20 ul, empleando 10 pmol de cada cebador (tabla II), 1.5 uM de MgCl, 200 uM de cada
deoxinucleétido, 100 ng de ADNc y 1 U de Taq polimerasa Platinum Hot Start
(Invitrogen). La reaccion se realizo bajo el siguiente programa de desnaturalizacion inicial:
94°C 4min; (94°C 30 seg, (T°m - 4°C) 30 seg, 72°C 40 seg) por 30 ciclos. Los productos
obtenidos se observaron mediante electroforesis en agarosa al 2%. Los resultados de

expresion por RT-PCR se contrastaron individualmente con el analisis histologico (sexo y
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estadio de desarrollo gonadal) para establecer la posible participacion de cada EST en el

proceso de vitelogénesis.

6.5. Identificacion del mensajero que incluye un EST similar a vitelogenina por
Northern blot .

Se realiz6 una prueba de hibridacion en membrana por Northern blot, para aproximar la
talla y la posible presencia de mensajeros de distintos tamafios conteniendo la secuencia
correspondiente al EST 2 (Cg-VTG2). Para esto, se prepar6 una sonda o fragmento de
ADN marcado con digoxigenina (DIG), una molécula que es posible detectar
especificamente mediante anticuerpos monoclonales (anti-DIG), y cuya secuencia en acidos
nucléicos es complementaria al fragmento del gen objetivo. El principio de deteccion se
basa en la enzima fosfatasa alcalina conjugada a anti-DIG, la que transforma mediante
desfosforilacion y reduccion al complejo 5-Bromo-4-Cloro-3’-Indolifosfato  p-
Toluidina/cloruro de nitroazul de tetrazolium (BCIP/NBT), generando un precipitado
insoluble azul intenso que permanece anclado al soporte (membrana) de forma estable.
La sintesis de sondas de hibridacion se realizo en dos pasos, que incluyen la generacion de
un amplicoén correspondiente a la secuencia objetivo y la posterior generacion de hebras
complementarias marcadas con DIG. Primero, se realizo una RT-PCR a partir de ADNc
sintetizado de masa visceral (incluyendo gonada) de tres hembras vitelogénicas, utilizando
los cebadores sentido y antisentido para EST2 descritos en la tabla II. El producto de PCR
obtenido fué purificado mediante adsorcion y elucion en columnas de silica (QiaKit PCR
Purification kit, Qiagen, EU). Posteriormente, se tom6 3 pg del amplicon purificado y se

utilizd como templado para la sintesis de la sonda, empleando el kit DIG labeling and
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Detection (Roche, Alemania), el cual genera cadenas complementarias a los amplicones de
PCR desnaturalizados mediante la enzima polimerasa Klenow-Taq y cebadores de
hexanucledtidos aleatorios (random primers), intercalando una proporcion de
deoxinucleétidos de uridina marcados con digoxigenina (dUTP-DIG). El protocolo de
reaccion empleado fue el que se proporciona por el fabricante del kit, sin realizar
modificaciones. Una vez sintetizada la sonda para detectar el EST 2, se procedié a la
separacion por electroforesis en agarosa en condiciones desnaturalizantes de pools de ARN
total de tejidos de masa visceral (gonada, glandula digestiva, manto y tejido conectivo
vesicular). Cada pool representa las siguientes condiciones: organismos indiferenciados,
hembras vitelogénicas en estadio de maduracion-madurez y machos (3 individuos por
pool). Se tomaron 3 pg de ARN total de cada pool, y se incubaron en 15 pl de buffer
desnaturalizante (buffer de cargado convencional diluido al 50% en formamida
desionizada) durante 10 min a 68°C, enfriando en hielo inmediatamente. Posteriormente,
las muestras se cargaron en un gel de agarosa al 2% con formaldehido, y se corrieron a 4
Volts/cm y 4°C en buffer TBE-MOPS. El gel fue enjuagado en una solucién 0.2X SSC, y
fue transferida por capilaridad a una membrana de nylon HyBond+ (Amersham, UK) en
buffer SSC 20X por 16 hrs. La membrana fue enjuagada en SSC 5X por 1 min, secada en
papel filtro de 3 mm por 30 mins a 60°, y los acidos nucleicos se ligaron a la membrana
mediante secado a 70 °C or dos horas. La membrana fue incubada en solucion de
hibridacion (DIG labeling and Detection Kit; Roche, Alemania), conteniendo sonda de
hibridacion para fragmento EST 2 a una concentracion de 150 ng/ml. La hibridacion se
realiz6 a 60°C por 16 hrs; posteriormente la membrana fue lavada dos veces en SSC 2X;

dos veces en SSC 0.2X, bloqueada en solucion de hibridacién de bloqueo (proporcionada
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por el kit) diluido en buffer de acido maleico 0.1 M por 30 min. Posteriormente la
membrana se incubo en solucion de bloqueo con anti-DIG en una concentracion de 1 pl de
anticuerpo por cada 5 ml de solucion de bloqueo, se lavo dos veces en exceso de buffer de
acido maleico + TWEEN 20 0.3% por 5 minutos, y se incubd en solucion de revelado Tris
10mM pH 9.6 con sustrato NBT/BCIP hasta observar una banda de reacciéon. La membrana

fué digitalizada mediante un escanner horizontal para documentos.

6.6. Clonacion y secuenciacion de ADNc del EST 2 (Cg-VTG2) por RACE.

La secuenciacion de los extremos terminales 5’ y 3’ del nombrado de aqui en adelante
como Cg-VTG2, se desarrolld bajo la estrategia RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends). E1 ADNc preparado para este fin, se diluyd en 100 ul de buffer TE, y se empled
como templado para la amplificacion de los extremos 5y 3'. Para la amplificacion del
extremo 5°, se realiz6 un PCR conforme al protocolo SMART RACE cDNA (ClonTech) en
un vol. final de 25 pl, empleando la enzima polimerasa de alto rendimiento AccuTaq LA
(Sigma, EU), y empleando como cebador especifico 5’-TCT GCT TGC TGG GCC TTA
AGA TCA AGA G-3 y los cebadores UPM y NUP . Se realizaron diversos programas de
PCR sugeridos en el manual del kit SMART RACE cDNA, modificando los tiempos de
extension y reduciendo la temperatura de hibridacion, con el fin de obtener fragmentos
especificos.

Para el extremo 3’, se realizo la amplificacion por PCR empleando un primer especifico
(5°>- TCC GTC ACA GAA CGA TCA CG-3’) bajo el siguiente programa:
desnaturalizacion inicial a 96°C por 30min; 30 ciclos a 94°C por 30 seg y 68°C por 2 min;

con una extension final de 8 min a 68°C. El producto de la reaccién fué visualizado en
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agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, se cortaron los productos obtenidos
directamente del gel, y se purificaron mediante el kit Gel Extraction (Qiagen, EU). Cada
fragmento de DNA fué ligado al vector TOPO pCR2.1 (Invitrogen, EU), clonado en cepas
de E. coli DH5-a y enviado para la secuenciacion de acidos nucléicos a Cogenix Genome
Express; Meylan, Francia.

Las secuencias obtenidas correspondientes a cada fragmento amplificado, fueron revisadas
bajo los cromatogramas originales proporcionados por la compafnia de secuenciacion, y
posteriormente alineadas mediante el programa en linea bl2seq (Tatusova y Madden, 1999).
Se realiz6 posteriormente el ensamble de un constructo unico de la secuencia de Cg-VTG2
que incluye las secuencias correspondientes al EST CX069172 de Genbank, ademas de la
secuencia adicional de un EST depositado en la base de datos AQUAFIRST (Arnaud
Huvet, comunicacién personal) y del fragmento 3’ obtenido por RACE. Obtenida esta
secuencia parcial, se realizd su traduccion conceptual en aminoécidos, y se identifico el
marco de lectura, el codén de paro de traduccidn y la sefal de poliadenilacion. La secuencia
de aminodcidos fué¢ analizada en términos de los dominios protéicos para los que pudiera
codificar, empleando la herramienta en linea Conserved Domains de GenBank (Marchler-

Bauer et al., 2005).

6.7. Analisis de expresion cuantitativo de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2

6.7.1. Estandarizacion de PCR tiempo real
La reaccion en cadena de la polimerasa, evaluada en tiempo real, permite reconocer de
forma sensible la abundancia inicial de una molécula especifica de ADN mediante el

monitoreo de su curva tipica de amplificacion exponencial. Esta técnica ha sido
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estandarizada exitosamente para el analisis de expresion génica, y constituye una poderosa
herramienta de evaluacion transcriptdmica cuantitativa. En este trabajo, se emplea esta
técnica para identificar el sitio de expresion de las vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2 en
diversos tejidos, asi como para conocer el patron de expresion a lo largo del desarrollo
ovogénico y bajo distintas condiciones de maduracion.

Como primer paso, se desarrollaron oligonucleotidos para ser empleados como cebadores
de reaccion. Su disefio se baso en la obtencion de un fragmento de 150-200 pb y con una
temperatura de alineamiento tedrica a 60° C. Las secuencias de los cebadores para
amplificacion de Cg-VTG1 y Cg-VTG2, asi como para el gene constitutivo Cg-EF1-a
(Fabioux et al., 2004; Huvet et al., 2004; Fleury et al., 2008) se presentan en la tabla III.

La especificidad de amplificacion de cada par de cebadores se comprobé mediante RT-PCR
punto final, empleando como templado un pool de ADNc de masa visceral de hembras y
machos en gametogénesis activa. La reaccion de PCR se realizé en un vol. final de 50 pl,
empleando 20 pmol de cada par primers para real-time PCR (tabla III), 1.5 uM de MgCl,
200 uM de cada deoxinucleotido, 100 ng de ADNc y 1 U de Taq polimerasa (Qbiogene,
Inglaterra). La reaccion se realizd en un termociclador convencional bajo el siguiente
programa: desnaturalizacion inicial: 94° 4min; (94° 30s, 60° 30s, 72° 40s) x 35 ciclos.

La amplificacion especifica de un fragmento de 176 pb se visualiz6 mediante electroforesis
de agarosa al 2%.Una vez comprobada la especificidad de la reaccion, se determind la
eficiencia de reaccion de amplificacion (E) para cada gene, amplificando diluciones seriales
del mismo pool de referencia de ADNc empleada para la amplificacion especifica de

cebadores para PCR tiempo real. Las diluciones desarrolladas fueron: 1:5, 1:10, 1:100,
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1:1000; 1:10000 en agua destilada. Cada dilucién se ensayo por triplicado para cada gen
(Cg-VTGI1 y Cg-VTG2, Cg-EFl-a) y se agregaron pruebas sin ADNc como control
negativo. Todas las reacciones de PCR tiempo-real se realizaron en un termociclador de
placa horizontal de 96 pozos, marca BioRad LightCycler iQ5 (BioRad, EU).

Tabla III. Secuencias de cebadores empleados para el analisis de expresion por PCR tiempo
real.

Gene objetivo Secuencia

Cg-VTGl1 sentido: 5’-CAGCATCGTTCTCCTTCCA-3’
(GenBank AB084783) antisentido: 5°- GGTGTCCTGGGACTGTTGA-3’
Cg-VTG2 sentido: 5’-AAGTCTACCCCCGTCCGTAT-3"
(GenBank CX069172) antisentido: 5°’- GTTCTGTGACGGAAAGTGA-3’
Cg-EFla sentido: 5’-ACCACCCTGGTGAGATCAAG -3’
(GenBank AB122066) antisentido: 5°’- ACGACGATCGCATTTCTCTT-3’

Las reacciones de PCR tiempo real se prepararon sobre un microplacas opticas para PCR en
tiempo real (Bio-Rad, EU), agregando 5 pl de cada dilucion de ADNc, 3.3 pmol de cada
primer, 7.5 ul de reactivo IQ SYBERgreen supermix (Biorad, EU), en 15 pl de volumen
final. La reaccién se realizd6 en un termociclador con detector de fluorescencia para
SYBERgreen iCycler (Biorad, EU), bajo el siguiente programa: 94° 2.5 min; (95° 30 seg,
60° 60 seg) 40 ciclos. Al final del programa de PCR, se determind la curva de disociacion
de cada producto en un decremento de temperatura desde 94° hasta 54°, a una tasa de 3°
C/min. Esta curva de disociacion es necesaria para determinar la ausencia de dimerizacion

de cada par de cebadores en posteriores reacciones de PCR. La eficiencia de amplificacion
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para cada gen se consider6 valida siendo superior a 95%. El valor limite de Ct se ubico en

100 unidades de fluorescencia.

6.7.2. Analisis cuantitativo de expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2
en tejidos somaticos mediante PCR tiempo real.

Se cuantifico la expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2 en una serie de tejidos
somaticos de machos y hembras vitelogénicas, mediante PCR en tiempo real, con el fin de
ubicar posibles sitios de expresion de vitelogeninas alternativos a la gonada. Para esto, se
emplearon muestras de ADNc de manto, borde de manto, glandula digestiva, branquias,
palpos labiales, musculo liso, musculo estriado, hemocitos, y tejido nervioso del ganglio
visceral. Cada muestra consiste en un pool de ADNc sintetizado a partir del ARN total de
tres organismos, y se contaron con cuatro muestras de ADNc para cada o6rgano (12
organismos en total). Las condiciones de amplificacion son similares a las empleadas en las
reacciones de diluciones seriales, en este caso se fijo la dilucion de ADNc en 1:50. Se
incluyeron reacciones de amplificacion con ARN total tratado con ADNasa I de cada
muestra y con cebadores para Cg-EF1-a (control de contaminacion por ADN genémico),
asi como controles negativos y de calibracion entre-ensayos para cada par de cebadores.
La expresion relativa se estimé a partir del Ct promedio de triplicado para cada gen
objetivo (Cg-VTGI1 y Cg-VTG2), normalizando con el valor promedio de Ct del gen
referencia (Cg-EF1-a)), mediante la féormula:
expresion relativa (UR) = 2-2A[Ct een objetivo - Ct gen referencia mucstra-alibradon)]
Donde la expresion relativa se expresa en unidades adimensionales (UR) en funcion a la

abundancia del mensajero de referencia (Cg-EF1-a) (Pfaffl, 2001).
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6.7.3. Analisis de expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2 en relacion
al ciclo ovogénico.

Para el analisis cuantitativo de expresion de vitelogeninas durante el ciclo ovogénico, se
emplearon una serie de muestras obtenidas para experimentos de condicionamiento
gonadico en laboratorio, como se describe en el apartado dedicado al material bioldgico.
Los analisis de expresion fueron realizados en 17 organismos indiferenciados, 9 machos, 14
hembras en desarrollo inicial de ovogénesis, 10 hembras en estado de maduracion, 8
hembras maduras y 6 hembras en estado post-desove. Se realizaron tres réplicas de
amplificacion por PCR tiempo real para cada gen, para cada organismo, ademas de
controles de contaminacion gendémica con ARN total tratado con ADNasa I, y controles de

calibracion para el calculo de expresion relativa como se describe en el apartado 6.5.2.

6.7.4. Analisis de expresion de vitelogeninas Cg-VTGI1 y Cg-VTG2 en relacion
al régimen alimenticio durante la maduraciéon gonadal.

Para valorar el empleo de la expresion de vitelogeninas como marcadores cuantitativos de
esfuerzo o inversion reproductiva, se decidi6 emplear una serie de muestras provenientes de
un experimento dedicado a evaluar el efecto del régimen de alimento en la maduracion
gonadal de los organismos en laboratorio, asi como en la expresion de genes como Cg-
TGF-B y Og-VASA (Huvet et al., en preparacion). Una vez analizado el estadio de
desarrollo gonadico por medio de observacion histologica, y asignando las categorias de la
escala propuesta por Lango-Reynoso et al. (2000) descritos en la tabla I, se eligieron para el
analisis de expresion de vitelogeninas unicamente a los organismos hembras

correspondientes al estadio de madurez gonadal. Se logré contar con 7 organismos
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alimentados en un nivel "bajo" de alimento y 11 organismos en nivel "alto" (12%), todos
en un estado de madurez gonadal (ver apartado 6.1, correspondiente a material bioldgico), a
los cuales se procedi6 a realizar los analisis de expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-

VTG2 bajo los protocolos validados para PCR tiempo real.

6.8. Analisis cualitativo de sitio de expresion de Cg-VTG2 por hibridacion in situ
Para comprobar los tipos celulares que expresan el mensajero Cg-VTG2, se realizd una
técnica histologica basada en hibridacion de acidos nucleicos (ARNm), conocida como
hibridacion in situ. El principio de la técnica es basicamente el mismo al descrito para la
hibridacion por Northern blot; s6lo que ahora se realiza directamente en cortes finos de
tejido fijados en condiciones libres de ARNasas. Para esto, se prepararon sondas de
hibridacion marcadas con digoxigenina (DIG) mediante un método de PCR asimétrica.
Primeramente, se amplificoé por PCR convencional un fragmento de 176 nucleodtidos de
longitud, empleando los mismos cebadores para el PCR cuantitativo. El producto generado
fue diluido 1:10 y se empled como templado en una reaccion de PCR asimétrica,
modificando la proporcion de cebadores sentido y antisentido a 1:100 para la sonda
antisentido y 100:1 para la sonda sentido (control negativo); asi como una proporcion de
nucleodtidos dTTP:dUTP-DIG de 3:1. Puesto que la naturaleza de la reaccion asimétrica es
de incremento lineal, en lugar de exponencial, el rendimiento de producto fue considerado
suficiente toda vez que sea capaz de observarse en electroforesis de agarosa con BEt.
Debido al aumento de peso molecular por la incorporacion de dUTP-DIG, el tamafio del
fragmento de ADN en electroforesis aparenta ser mayor al esperado, por lo que se empled

este criterio para determinar la incorporacién de DIG. Se generaron dos tipos de sondas en
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reacciones separadas, siendo la antisentido la complementaria al ARNm y que
efectivamente es capaz de detectar al mensajero de interés. La sonda sentido fue empleada
como control negativo de hibridacion inespecifica.

Se emplearon una serie de tejidos incluidos en bloques de parafina conservados a 4°C,
mismos que fueron fijados en solucion de Davidson previo a su inclusion. De cada muestra
se contaba con un corte preparado y tefiido por hematoxilina-eosina, por lo que Ginicamente
se eligieron 10 muestras representativas de organismos con goénadas indiferenciadas,
hembras en estadio de desarrollo inicial y madurez. Los cortes se realizaron a 5 pm de
grosor, fueron montados en laminillas adherentes con lisina, y deshidrataron en soluciones
seriales de alcoholes. El tejido se permeabilizé con una solucion de proteinasa K en PBS
(10 pg/ml) durante 30 mins, y se incubd el tejido en solucion de hibridacién con sonda
(solucion de Denhardt 1X, 50% formamida, 2x SSC, 10% sulfato de dextran, 1% BSA,
0.1% de ADN de esperma de salmoén, 100 ng/ml de sonda) durante 18 hrs a 42°C. Se
realiz6 una hibridacion con sonda sentido en el corte histolégico de una hembra madura,
para determinar si existe hibridacion inespecifica o precipitacion indeseable del complejo
BCIP/NBT. Todas las muestras fueron hibridadas con sonda antisentido, y se eligié una
muestra de hembra vitelogénica para hibridacién con sonda sentido (control negativo). Se
realizaron lavados de astringencia (2X SSC por 5 min, 0.2X SSC por 15 min) y se
bloquearon las laminillas con solucién de bloqueo en buffer de dcido maleico por 1 hr. Las
laminillas fueron incubadas con Anti-DIG acoplado a fosfatasa alcalina en buffer de acido
maleico pH 7.0, y fueron reveladas en buffer TBS pH 9.5 con sustrato NTB/BCIP hasta

observar sefnal (4-16 hrs). Una vez reveladas, las muestras se contra-tifieron con el
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colorante café de Bismarck (0.2% solucion de etanol al 80%), con el objetivo de generar un

contraste visual para su observacion al microscopio.

6.9. Analisis estadisticos
Las comparaciones de niveles de expresion en unidades relativas de los mensajeros Cg-
VTGI1 y Cg-VTG2 entre tejidos de 6rganos somaticos, entre estadios de desarrollo gonadal
y entre niveles de dieta para maduracion gonadal en laboratorio, se realizaron mediante
multiples pruebas pareadas de Kolmogorov-Smirnov (andlisis no-paramétrico), empleando
la mediana y cuartiles 25%-75% como medidas de tendencia central y de dispersion,
respectivamente. El andlisis de correlacion de expresion de vitelogeninas se realizé con la
prueba no-paramétrica por rangos de Spearman. La prueba de influencia de estadio
ovogénico en la amplificacion del gen constitutivo (Cg-EF1-a) se realizd6 mediante analisis
de varianza ANOVA de una via, empleando los valores de Ct corregidos por cada ensayo,
Todos estos analisis se realizaron empleando el programa Statistica (StatSoft, EU) version

6.0.
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7. Resultados

7.1. Identificacion y ocurrencia de secuencias EST codificantes para posibles
vitelogeninas en C. gigas

La exploracion de bases de datos publicas de ESTs arrojo dos secuencias aisladas de la
especie C. virginica, asi como una secuencia de C. gigas; una segunda secuencia para C.
gigas se encontr6 en una coleccion de EST privada. Una de las secuencias EST de 611 pb
aislada de C. virginica (acceso GenBank CD647526) presenta alta similitud a la
vitelogenina reportada para C. gigas; con un 83% de identidades positivas en su traduccion
conceptual en aminodacidos, por lo que se considerd correspondiente a genes ortdlogos en
ambas especies. La segunda secuencia EST aislada de C. virginica (GenBank BG624249)
no presenta similitud significativa en su traduccion conceptual con alguna proteina
relacionada a la familia LLTP (Large Lipid Transfer Proteins), por lo que fue descartada
para posteriores analisis.
Una de las secuencias aisladas de Crassostrea gigas presente en una genoteca de ADNc
tipo SSH, reportada por Anguiano-Vega (2008), presentd también una elevada similitud
para vitelogeninas tipo B de peces, con 97% de identidades positivas en su traduccion
conceptual, pero no con vitelogeninas de invertebrados. Sin embargo, no fue posible
detectar la presencia de este mensajero por RT-PCR en un pool de ADNc de masa visceral
de hembras vitelogenicas, por lo que se consider6 como contaminacion plasmidica de
clonas en el laboratorio (figura 5; carril 1). Por otra parte, la secuencia EST restante aislada
de C. gigas (nombrada en el apartado de métodos como EST 2), si fue detectada

exitosamente mediante RT-PCR en masa visceral de hembras vitelogénicas (Figura 5; carril
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2). Esta secuencia fue inicialmente identificada en GenBank bajo el acceso CX069172, 302
nucleodtidos de longitud, alineaba adecuadamente con un EST de mayor longitud (667 pb)
alojado en la base de datos privada del programa de colaboraciéon europeo AQUAFIRST
(http://aquafirst.vitamib.com) (A. Huvet, comunicacion personal). La traduccién conceptual
de esta secuencia presenta un alineamiento significativo (valor E= 4e™'") al dominio vWD
de la vitelogenina de Haliotis discus reportada por Matsumoto et al., 2008 (acceso
GenBank BAF98238), asi como similitudes con vitelogeninas reportadas para insectos y
peces. Este fragmento no pudo ser alineado con la secuencia completa reportada
previamente para Crassostrea gigas (Cg-VTGI1; acceso GenBank BAC22716), lo que
sugiere que corresponde a una nueva vitelogenina en esta especie, nombrada como Cg-
VTG2.

La informacion de secuencias ESTs similares a vitelogeninas para el género Crassostrea se

resume en la tabla I'V.

Tabla IV. Identificacion de ESTs similares a vitelogenina en bases de datos

Disefio de
Especie tamafio Base de datos Cita c’epz.ldores y
analisis por RT-
PCR
C. virginica 611 CD64526 no publicado NO
C. virginica 968 BG624249 no publicado NO
C. gigas 310 no registrada Anguiano-Vega, 2008 SI
C. gigas 302 CX069172 David y Moraga, 2005 SI

El mensajero correspondiente a la secuencia de vitelogenina Cg-VTGI1, también fué

detectado en ADNc de masa visceral de hembras vitelogénicas (figura 5; carril 3).
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Figura 5. Deteccion por RT-PCR de fragmentos de supuestas vitelogeninas. M: escalera de
DNA (pb). Carril 1: EST similar a vitelogenina aislado por Anguiano-Vega, 2008. Carril 2:
EST similar a vitelogenina aislado por David y Moraga, 2005. Carril 3: vitelogenina de C.
gigas reportada por Matsumoto et al., 2003.

7.2. Deteccion de EST similar a vitelogenina en distintos estadios del desarrollo
ovogenico.

La amplificacién en organismos de distintas condiciones gametogénicas (indiferenciados,

machos, hembras en desarrollo ovogénico temprano, maduracién y de madurez; asi como

hembras en estado post-desove) muestra que la abundancia relativa del mensajero esta en

funcién al sexo y estadio de desarrollo gonadal; expresandose Unicamente en hembras en

maduracién y madurez ovogénica. La expresion en organismos indiferenciados y machos es

nula (figura 6).
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Figura 6. Amplificacion por RT-PCR de un fragmento del EST similar a vitelogenina (Cg-
VTG2), asi como de la vitelogenina Cg-VTG1 en ADNc de goénadas de hembras en
desarrollo temprano (1), maduracion (2) y en madurez total (3), asi como en un organismo
indiferenciado (4) y en un organismo macho (5). Los rasgos histologicos de los mismos
individuos analizados se muestran en las fotografias por histologia y tinciéon hematoxilina-
eosina. La barra representa 50 pm.

La hibridacion por Northern blot permitié determinar que el mensajero que contiene al EST
2 (Cg-VTG2) aparece como una banda unica, con una talla superior a los 5 Kb
(determinado por la referencia del ARN ribosomal), y se encuentra presente inicamente en
el pool de ARN total de hembras vitelogénicas; no asi en machos u organismos

indiferenciados (figura 7).
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Con estos resultados preeliminares, se considerd que el mensajero EST 2, codificaria para
una vitelogenina, nombrada como Cg-VTG2, por lo que se dirigieron esfuerzos en su

caracterizacion molecular y en su expresion.

1 2 3 1 2 3

28s
ARN

00?2 Qg>

Figura 7. Identificacion por Northern blot de mensajero que incluye la secuencia del EST
(Cg-VTG2; accceso GenBank CX069172) en ARN total de gonadas de hembras
vitelogénicas (carril 1), machos (carril 2) y organismos indiferenciados (carril 3). A la
izquierda, se presenta el ARN total separado en condiciones desnaturalizantes, donde se
nota una banda de la subunidad 28s de ARN ribosomal, de aproximadamente 4-6 Kb; a la
derecha se presenta la membrana de hibridacion revelada, con un fragmento unico (flecha)
de talla superior al fragmento 28S de ARN ribosomal. Cada carril consiste en un pool de
ARN total (3 ng) de 3 organismos en las mismas condiciones gonadales.

7.3. Clonacién y secuenciacion de ADNc de Cg-VTG2
La amplificaciéon del extremo 5° no arrojo resultados positivos; Gnicamente se observan
barridos de baja intensidad en el rango de 500 a 3000 pb (figura 8a). Para el extremo 3’ se
obtuvieron dos fragmentos de aproximadamente 270 y 260 pb (figura 8). La secuencia de
los fragmentos menores contenia parte de la secuencia correspondiente a los cebadores

empleados para su amplificacion. La secuencias proporcionadas fueron depuradas de



45

secuencias correspondientes al plasmido de clonacion mediante la herramienta en linea
VecScreen (www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html), y se determind que ésta es
efectivamente un fragmento terminal 3° de ARN mensajero, de 261 pb de longitud, con una
secuencia poli-A. Empleando las regiones de empalme entre el fragmento recién
secuenciado y la secuencia restante del EST, se realizd6 un constructo unico de 898 pb
(figura 9), de los cuales 628 pb corresponden al marco de lectura u ORF y 270 pb de
fragmento no traducido o UTR. La traduccion conceptual se realizo a partir de la region
ORF en el marco de lectura 2+, arrojando una secuencia de 209 aminoacidos (figura 10).
La secuencia de aminoacidos asi obtenida fué analizada para la busqueda de dominios
proteicos en la herramienta Conserved Domains de NCBI (Marchler-Bauer et al., 2005),
logrando determinar que una regioén de 142 aminoécidos codificado en el mismo marco de
lectura resulta similar al dominio conservado von Willebrand (vWD), el cual es
caracteristico de regiones carboxilo-terminales (correspondientes a extremos 3’ de ARNm)
de vitelogeninas y otras lipoproteinas de especies de invertebrados y peces. El alineamiento
en aminodcidos con la secuencia mas similar encontrada por BLASTX, la vitelogenina de
Haliotis discus hannai (Acceso GenBank BAF98238; Matsumoto et al., 2008), arroja una
similitud de 3e™'; con 47% de aminoécidos similares y 27% de aminoécidos idénticos
(figura 11). En la seccion de anexos se presentan alineamientos multiples con secuencias
parciales codificantes para vVWD en vitelogeninas representativas de diversos taxa de
metazoarios (anexo I), asi como un arbol de distancia que refleja la agrupacion de dichas

secuencias en un contexto filogenético (anexo II).
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Figura 8. Amplificacion RACE de los extremos 5’ y 3’ del ADNc correspodientes a un
EST similar a vitelogenina (Cg-VTG2; accceso GenBank CX069172). A: amplificacion de
extremo 5°, donde no se logrd obtener un fragmento especifico. B: amplificacion de
extremo 3’°, donde se obtienen dos fragmentos, de entre 260 y 270 pb, los cuales fueron
clonados y secuenciados.
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>CgVTG2 3°

1 ACGACAAGTTCGAGAGGAGTCTTCTATCGCCATCAGGGAGTCCGCTGGCAGTATCCCATC
61 AACTATTAAAGTCAGTCGGAGTCAAAGAATTGTTTCCGTCTTAGCCTCACAAAAGGGTGT
121  TCGTGTGTCTTCTGATGGACGTAAAGTATCTCTCAAGATATCCCCATTCTACTACTCCCA
181 CGTTTGTGGTTTGTGTGGAAACTTCGACGGCAAACAAGGAAACGAGTTCCAGAGTCCTAG
241 TAGGACCGATCGCTCAGACTCCAGCTGTCTCGTCCTCGATTACCTCGTTCCAGATAGCAA
301 ATGTGACTCACAAAGTATCAGAAAGGAGTGTCAGCAACCACAGTCTTCCTCGTCTCGATG
361 CCAGCTGGAAAGCAAAACCATTAGAAGAACCCGTCTACACAAAGGAGAATCCCAGCTCTG
421 TCTCTCCCAGGAACCCGTGAAGAGCTGTCCGAGTCAGTGTAAACCAGTGGACCCAAAGTC
481 TACCCCCGTCCGTATGGCTTGTTTCCCTCATGACAGCGCTAAAGCAAAGGAGCTAGAGAG
541 AGATAGCTTCAAGCGCCCTCTTGATCTTATGGCCCAGCAAGCAGACTATACCGAGTATGT
601 CCAGGTTCCAAGGAGCTGTGGAGAAATGTAATCACTTTCCGTCACAGAACGATCACGTGC
661  ACGCTGTACAACCTCTGGTGGTGGTACGAGGACTTGTGACATGTAAATAAAGACAGTCCT
721  TACTGGCGGCTTATTCTTCCAAGAAGCGTTTGCGTTGGAAACATAGTCTTGTAATAATTA
781  AATTAGACATTCGCATTATTTTAACAAGTTTTATCAGGTTATGTAATTGTATTTTTTTTT
841  BAATAACGAARTAAAATGTGCATGCAGCAGTGAAAAARAAAAAARAAARAAAAARARAARRZ

Figura 9. Constructo de secuencias correspondientes al extremo 3’ del mensajero Cg-
VTG2. La region en cursivas representa la secuencia EST encontrada en la base de datos
privada AQUAFIRST; y la region subrayada corresponde a la secuencia depositada en
GenBank bajo el acceso CX069172. En negritas se sefiala la secuencia de cebador
empleado para la amplificacion del extremo 3°; y en sombreado se denota la secuencia
correspondiente al extremo 3’ amplificada por el método RACE.
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1 R Q VREUESSTIATIRESA-ASGSTIU EPSTTIIZ XU VSRS QURTI
2 CGACAAGTTCGAGAGGAGTCTTCTATCGCCATCAGGGAGTCCGCTGGCAGTATCCCATCAACTATTARAGTCAGTCGGAGTCARAGAATT

31 ¥V S YL A S Q@ KE GV RV S 8P 6 R KV S L K I 8P F Y Y S5 H
92 GTTTCCGTCTTAGCCTCACRAAAGCCTCTTCCTCTCTCTTCTCATCCACCTARAGTATCTCTCAACGATATCCCCATTCTACTACTCCCAC
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Figura 10. Traduccidon conceptual de la secuencia parcial Cg-VTG2. En azul se senala la
region de la secuencia que presenta similitud con dominios presentes en vitelogeninas de
otras especies; en rojo se indica el codon de paro de traduccion.
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Marco de lectura = +2
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Figura 11. Alineamiento de secuencia Cg-VTG2 con vitelogeninas de ostion Cg-VTGI y
de abulon HA-VTG. en la figura A (superior) Se presenta a manera de esquema, la region
del mensajero donde el alineamiento ocurre con la secuencia de abuldn (flecha azul) pero
no con la de ostiéon. Figura B (inferior): alineamiento de secuencias en aminoécidos,
representando las identidades positivas (aminoacidos similares) con signo +.
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7.4. Analisis de expresion

7.4.1. Estandarizacion de reaccion de PCR en tiempo real
La amplificacion de diluciones seriales de ADNc permitid la generacion de curvas paralelas
para evaluar la eficiencia de amplificacion de cada gen, con el fin de conocer el rango de
concentracion de cDNA dentro del cual la fluorescencia incrementa proporcionalmente en
funcioén a la abundancia inicial de templado. Esto también permite la validacion del método
de cuantificacion para futuros analisis, toda vez que los valores de eficacia fueron mayores
a 95%. Las curvas de amplificacion tipica en unidades de fluorescencia fueron
normalizadas por el programa controlador del termociclador (iCycler ver. 5.0) con una
substraccion de la fluorescencia basal (figura 12), y se comprobod de forma empirica que el
valor de cruce de 100 unidades de fluorescencia (UF) es adecuado para determinar el inicio
de la fase exponencial de la curva de amplificacion. Este paso de validacion, realizado con
diluciones ensayadas de ADNc (1:5, 1:10. 1:100, 1:1,000, 1:10,000), mostraron una
adecuada separacion, reflejandose en valores de eficacia de 99.8% y 102.2% para Cg-
VTGI1 y Cg-VTG2 respectivamente (Figura 13). El rango dinamico de deteccion se estima
en 3 ordenes de magnitud, lograndose amplificar fragmentos especificos partiendo de
diluciones tan bajas como 1:10 hasta diluciones relativamente altas como 1:10,000. A partir
de esta grafica, se determino la dilucion de ADNc 1:50 como apropiada para conducir

analisis de PCR cuantitativo.
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Figura 12. Curvas de amplificacion tipicas para diluciones seriales de ADNc de gonada de
Crassostrea gigas, para los genes Cg-VTGI1 y Cg-VTG2.
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Figura 13. Curvas logaritmicas de eficacia de amplificacion a partir de diluciones seriales
de ADNc de gonada de Crassostrea gigas, para los genes Cg-VTG1 y Cg-VTG2. En las
abscisas se representa el Ct, o nimero de ciclos donde inicia la fase exponencial de
reaccion; en las ordenadas se representa la dilucién, como logaritmo negativo base 10. Los

valores de eficiencia de reaccion se muestran en la parte superior.

La especificidad de los amplicones obtenidos a distintas diluciones se corrobor6 mediante

las curvas de disociacion en un gradiente térmico, mismas que fueron desarrolladas para

cada gene evaluado. La temperatura media de disociacion para el amplicon correspondiente

a Cg-VTGI es de 81.5° C, mientras que para Cg-VTG2 es de 84.5° C (figura 14). No se

observo evidencia de dimerizacion de cada par de cebadores durante la reaccion de PCR en

diluciones bajas o en reacciones sin ADNc
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Figura 14. Curva de disociacion térmica de amplicones correspondientes a Cg-VTGI1 (linea
continua) y Cg-VTG?2 (linea punteada) por PCR tiempo real.

7.4.2. Andlisis cuantitativo de sitio de expresion por PCR tiempo real
La expresion de ambas vitelogeninas en distintos tejidos somaticos (glandula digestiva,
palpos labiales, manto, borde de manto, branquia, muasculo liso y estriado, ganglio visceral,
hemolinfa) se ubica de tres a cuatro 6rdenes de magnitud por debajo de la expresion
detectada en el pool de ADNc de génadas en distintos estadios de vitelogénesis, donde la
expresion relativa de cada vitelogenina es de 8.4E" UR y 9.1E™ UR para Cg-VTG1 y Cg-
VTG2 respectivamente (figura 15). También es posible observar que la expresion en
gonada masculina es significativamente menor (p<0.001) a la detectada en gonada
femenina. Esta baja expresion en 6érganos somaticos, en comparacion a tejidos germinales
propios de gonada femenina, demuestra que €ste ultimo drgano representa el principal sitio
de expresion de ambas vitelogeninas. No se descarta que la amplia dispersion de los valores

de expresion relativa (representados por cuartiles 25-75% y rango de minimo-maximo)
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observado principalmente en glandula digestiva sea consecuencia de contaminacion por

tejido gonadico al momento de la diseccion y separacion de tejidos.
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5. —— ¢ N ooos
' a =
s 7t {00014
Z o wig?
$ A wig2
- 6 100012
o]
=
= 5| 1{ 0.0010
=
P
e
S 4 1 0.0008
E
o
o 3y 1 0.0006
2
=
2 2t 1 0.0004
et
-t
i d
b Lt b — 10.0002
=
& U i o= @™ @kl o [_Fcl
0 St = Tk Ok 1 0.0000
Vi
ss ss57s£8535 2 g & § =2 27T 3
E é g 'E *Z £ %-—E 2 o & i = § R &) § s
£ §2 EsAa2 =2 8 8 2 E% 5& 3
& g T= - A & z2 A RS-
= a m
=

Figura 15. Expresion relativa de Cg-VTG 1 y Cg-VTG2 evaluada por PCR en tiempo real
en distintos tejidos somaticos: glandula digestiva, palpos labiales, manto, borde de manto,
branquia, musculo liso, musculo estriado, ganglio visceral, hemocitos. Las unidades son
relativas a la expresion del factor de elongacion Cg-EF1-a. Las letras denotan diferencias
significativas (p<0.05) con el resto de oOrganos. Se representa la mediana (marca),
percentiles 25-75% (caja) y valores minimo-méaximo (barras de desviacion). La expresion
en tejidos somaticos es comparada con la observada en tejido germinal de gonada femenina
y masculina (noétese diferencia en escalas para cada tipo de tejido). n = cuatro pools de
ADNC; tres individuos por pool.

7.4.3. Analisis cualitativo de sitio de expresion por hibridacion in situ.
El sitio de expresion del mensajero Cg-VTG2 pudo ser localizado mediante hibridacion in
situ. A nivel tisular, se observan sefales especificas para la sonda antisentido, que confirma

la expresion de Cg-VTG2 en gonada, particularmente en células foliculares adyacente a los
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ovocitos (figura 16 B y C). Esto se observd en preparaciones histologicas de hembras en

estadios de maduracion y madurez, donde los acinos estan delimitados claramente por

membranas basamentales, con células foliculares en su parte interna en estrecha relacion a

ovocitos en desarrollo (Figura 16 C). No se observd sefial de hibridacion en tejido

conectivo vescicular (TCV; figuras 16 B y C), ni en tejidos de glandula digestiva o manto

de los cortes trasversales analizados. Tampoco se observo sefial de hibridacion positiva en

células foliculares de preparaciones hibridadas con la sonda sentido (control negativo)

(figura D).

10 um

/

células
foliculares

L

-/ 10 um
| — ——

Figura 16. Localizacion del sitio de expresion de Cg-VTG2. A: observacion histologica de
gonada femenina de C. gigas, con tinciéon hematoxilina-eosina, donde se observan células
foliculares en estrecha relacion a ovocitos vitelogénicos (vit). B: las células foliculares
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presentan reaccion de hibridacion positiva para el mensajero Cg-VTG2. Estas células se
encuentran adyacentes a ovocitos previtelogénicos y vitelogénicos, los cuales no presentan
expresion de Cg-VTG2 (B y C; flechas delgadas). La expresion se restringe a tejido
gonadal, células germinales de los margenes de acinos (delimitados por linea punteada;
figura C). D: no se observa sefial en hibridacion con la sonda sentido en células foliculares
(control negativo).

7.4.4. Analisis de expresion cuantitativo de Cg-VTG1 y Cg-VTG2 en ciclo
ovogénico.

La expresion de ambas vitelogeninas fue apenas detectable en estadios de indiferenciacion
sexual (2.5¢ UR para Cg-VTGI; 4.7¢* UR para Cg-VTG2). En machos, se detectd una
muy baja expresion de vitelogeninas (3.0¢* UR para Cg-VTGI; 8.0¢™ para Cg-VTG2),
pero esta no fue significativamente distinta a gonadas de organismos indiferenciados.
Posteriormente se observa un incremento gradual en los estadios de desarrollo temprano
(1.2¢* UR para Cg-VTG1; 1.4¢7 para Cg-VTG2; p>0.1) y maduracion (1.9¢"' UR para Cg-
VTG1; 2.5¢" para Cg-VTG2) hasta encontrar la mayor expresion en el estadio de madurez
(6.5 UR para Cg-VTGI; 6.1 UR para Cg-VTG2). El incremento de expresion en el estadio
de madurez, en comparacion al estadio de desarrollo temprano, es de 550 y 430 veces para
Cg-VTG1 y Cg-VTG2 respectivamente. En el estadio post-desove o degeneracion se
observa un decremento en la expresion de ambas vitelogeninas, (9.3¢” U.R para Cg-VTGI;
2.0¢” U.R. para Cg-VTG2) hasta alcanzar niveles de expresion similares a los estadios de
desarrollo temprano y maduracion (p>0.1 para ambos genes (figura 17). No se observo una
respuesta en la amplificacion de Cg-EF1-a en funcion al estadio reproductivo (ANOVA
una via, p=0.0682, 0a=0.05), siendo el coeficiente de variacion para los valores Ct de 5.9%.
Las diferencias estadisticas en la expresion de vitelogeninas entre estadios gondales fueron

idénticas para ambos genes.
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Figura 17. Expresion de Cg-VTG1 y Cg-VTG2 (unidades relativas) durante el ciclo
ovogeénico. Se representa la mediana (punto), percentiles 25-75% (caja) y valores minimo-
maximo (barras de desviacion). Se analizaron 17 organismos indiferenciados, 9 machos, 14
hembras en desarrollo inicial de ovogénesis, 10 hembras en estado de maduracion, 8
hembras maduras y 6 hembras en estado post-desove. Las letras determinan significancias
estadisticas por estadio (pruebas de Kolmogorov-Smirnov, significantes con p<0-05)

La correlacion en la expresion relativa de ambas vitelogeninas es altamente significativa

(p<0.001; n=56), como se observa en la figura 18.
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Figura 18. Correlacion en la expresion de Cg-VTGI1 y Cg-VTG2, con base en unidades
relativas de expresion (p<0.0001; n=56).

7.4.5. Efecto del régimen alimenticio durante la maduracion gonadal, en los
niveles de expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2.

Se observo un incremento significativo en la expresion de ambas vitelogeninas (p<0.005)
cuando los organismos son alimentados con elevadas cantidades de alimento durante su
condicionamiento en laboratorio. Las diferencias son mas notables para el gen Cg-VTG2,
el cual se sobreexpresa 5.1 veces (9.19 UR para el grupo "alto", contra 1.78 UR para el
grupo "bajo"), en comparacion a las diferencias observadas en la expresion de Cg-VTG1
(1.88 UR para "alto", contra 6.38¢” UR para el grupo "bajo"). Ambas pruebas arrojaron

valores de significancia p<0.005) (Figura 19)
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Figura 19. Efecto del régimen alimenticio "bajo" y "alto" durante el acondicionamiento
gonadal, en la expresion de vitelogeninas: Cg-VTG1(izquierda) y Cg-VTG2 (derecha). Los
asteriscos representan diferencia significativa (P<0.005). Se expresa la mediana (punto),
percentiles 25-75% (caja) y valores minimo-méaximo (barras de desviacion). n=7 (2%);
n=11 (12%).
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8. Discusion

La vitelogénesis es un proceso central en la reproduccion del ostion, ya que provée de
materiales nutricios al ovocito para su desarrollo embrionario y larvario (Li et al, 1998b).
Sin embargo, el conocimiento relativo a las moléculas que componen el vitelo del ostion es
aun fragmentado (Suzuki et al., 1992; Li et al., 1998 1998b; Matsumoto et al., 2003). Este
trabajo se desarrolld con el fin de extender el conocimiento de la diversidad de
vitelogeninas presentes en el ostion japonés, C. gigas, analizando también los niveles de
expresion de estas proteinas durante la ovogénesis e identificando el sitio de expresion.
Hasta la fecha, este trabajo seria el primer reporte de multiples vitelogeninas en una misma
especie de bivalvo, siendo relevante ya que esto no se habia reportado anteriormente en
alguna especie del grupo lophocotrozoa, que presenta un rezago importante en cuanto a

informacion gendmica disponible en bases de datos publicas (Hedgecock et al., 2005).

8.1. Identificacion y ocurrencia de secuencias EST codificantes para posibles
vitelogeninas en C. gigas

En la primera parte de este trabajo, se presento la evidencia de existencia de al menos dos
mensajeros codificantes para vitelogeninas, basado en anélisis de secuencias terminales 3°,
analisis de RT-PCR y Northern blot. Aunque no existen trabajos dedicados a determinar la
diversidad de vitelogeninas a nivel gendmico en el ostion japonés, existe suficiente
evidencia a nivel bioquimico que asi lo sugiere. Los precursores macroglobulares de glico-
proteinas identificadas por Suzuki et al (1992) en gonada de C. gigas, revelan una gama de
al menos siete polipéptidos de 105, 85, 66, 64 60 y 45 kDa, que son incorporados en

ovocitos vitelogénicos y maduros. El nimero de subunidades separadas por SDS-PAGE
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habla de la compleja naturaleza estructural del vitelo proteico almacenado en los ovocitos
del ostion. En otro estudio, Li y colaboradores (1998a) identifican mediante técnicas
cromatograficas, un precursor vitélico (vitelina) de 530 kDa en extractos de ovario, cuya
concentracion se incrementa en oganismos colectados durante la temporada de
vitelogénesis, y decrece considerablemente durante el periodo de desove en condiciones
silvestres. Al separar esta molécula por SDS-PAGE, se observa que dos bandas mayores de
179 y 110 kDa, asi como bandas menores, se relacionan estrechamente al desarrollo de los
ovocitos. Estas bandas aparentemente son la principal fuente de aminoacidos durante el
desarrollo embrionario y larvario, justo hasta el estadio de larva trocofora, cuando la larva
es capaz de incorporar alimento exodgeno (Li et al., 1998b), lo que comprueba la
importancia de las vitelogeninas como elemento nutricio.

La proteina traducida del mensajero Cg-VTG] tiene un tamaiio inferido de 179 kDa, con un
sitio de digestion por endoproteasas de la familia de las subtilisinas, que resulta en una
dimerizacion hipotética de 94 y 85 kDa (Matsumoto et al., 2003), lo que concuerda
parcialmente con las fracciones disociadas por Suzuki et al. (1992). Sin embargo, no se ha
identificado a nivel molecular el resto de productos proteicos identificados inicialmente por
SDS-PAGE. El presente estudio identifica la presencia de un segundo mensajero
codificante para una vitelogenina en una misma especie, cuyo producto protéico podria
concordar con algunas de las fracciones proteicas identificadas anteriormente por
inmunodeteccion, aunque esto debe ser corroborado mediante analisis similares a los
realizados por Matsumoto et al. (2003), determinando posibles sitios de digestion por

endoproteasas una vez conocida la secuencia completa de ADNc del mensajero.
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Por otra parte, la hipdtesis de la existencia de diversos mensajeros codificantes para
vitelogenina en bivalvos, también se sustenta por la diversificacion de genes codificantes
para vitelogeninas en diversos taxa estudiados. De hecho, en todos los phyla de metazoarios
donde existen especies representativas cuyo genoma ha sido secuenciado, se ha reportado la
presencia de mas de una vitelogenina. El genoma del nematodo Caenorabdithis elegans
posee al menos 6 regiones codificantes para vitelogeninas, destacando la presencia de dos
pseudogenes no expresados (Spieth et al., 1985; Spieth et al., 1991) como posible resultado
de un proceso evolutivo de sub-funcionalizacion. Para la mosca de la fruta, Drosophila
melanogaster, se encuentran depositadas tres secuencias génicas anotadas a partir de su
genoma en la base de datos Genbank (Accesos NP511102, NP511103 y NP511148). En
crustaceos decdpodos, se ha explorado a detalle la presencia de multiples genes para
vitelogeninas, como los reportados para Metapenaeus ensis (Tsang et al., 2003; Kung et al.,
2004) aunque es necesario sefalar que, estudios mas recientes han propuesto que los genes
que codifican para las denominadas “vitelogeninas” de crustaceos, presentan una relacion
evolutiva mas estrecha a la familia de apoproteinas tipo B y lipoporinas (apoB/Lpll/T)
presentes en vertebrados e insectos respectivamente. Por este hecho, las proteinas
precursoras de vitelo en crustaceos conforman un grupo filogenéticamente separado de la

familia VTG, recibiendo la nueva denominacion de apocrustaceainas (Avarre et al., 2007).

8.2. Caracterizacion parcial de secuencia primaria de Cg-VTG2.
La secuencia completa de una proteina puede ser inferida mediante la secuenciacion
completa del ADNc del ARN mensajero que la codifica. La secuencia completa comprende

generalmente desde un fragmento 5’-terminal no traducido (5'-UTR), la 6 las regiones
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codificantes (ORFs), y una region no transcrita en el extremo 3' (3'-UTR) que generalmente
incluye una sefial de poliadenilacion. Uno de los métodos mas empleados para caracterizar
la secuencia completa, que incluyan los elementos mencionados de un mensajero, es la
tecnica RACE, la cual requiere al menos del conocimiento de secuencia suficiente para la
sintesis de un primer especifico. En el caso de la caracterizacion por RACE del mensajero
Cg-VTG2, solo se logré identificar una secuencia parcial de 898 pb que se ubica en
extremo 3'y que incluye la sefial de poliadenilacion, asi como 270 pb de UTR y 628 pb
correspondientes al marco de lectura. Considerando el tamano relativo de los mensajeros
codificantes para vitelogeninas en moluscos (5023 pb para Cg-VTGI; 7753 pb para la
vitelogenina del gasteropodo Haliotis discus hannai) y otros grupos de invertebrados, la
secuencia parcial de Cg-VTG?2 podria contener alrededor de 10% de la secuencia completa.
El gran tamafio del mensajero, mayor a la talla del ARN ribosomal que es de
aproximadamente 4-6 Kb, se corroboré por hibridacion en membrana de ARN total
separado en electroforesis desnaturalizante (Northern blot), aunque no se cont6 en dicho
ensayo con un marcador de peso molecular para determinarla con precision. La notable
longitud inferida del extremo restante a la secuencia parcial, explica la dificultad de obtener
mediante el método de RACE la secuencia 5' de este mensajero relativamente largo, sobre
todo cuando la secuencia conocida se ubica justo en el extremo 3'. De hecho, se ha
documentado en la literatura técnica de los diferentes kits comerciales para la amplificacion
por el método de RACE, que la enzima transcriptasa reversa empleada en la sintesis de
ADNCc posee una procesividad limitada en ciertos mensajeros largos y con estructuras
secundarias complejas. De hecho, esta técnica fue desarrollada en un principio para la

clonacion completa de genes de tamafio promedio de 2.4 Kb, donde sélo el 44% de los
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mensajeros mayores a 4 Kb son clonados de forma intacta (Zhu et al., 2001), aunque se han
venido desarrollado optimizaciones a la técnica que han permitido amplificaciones de
mensajeros de gran tamafo. Sin embargo, ain produciendo cierta proporcion de ADNc
completo, la posible presencia de fragmentos truncados producto de una transcripcion
reversa incompleta, podrian ser la causa de obtener fragmentos pequenos y "barridos" en la
reaccion de PCR enunciado posteriormente en el protocolo. Por otro lado, el empleo de
técnicas distintas a la amplificacion por RACE para poder caracterizar la secuencia
completa podria ser un recurso alternativo. La generacién y escrutinio de genotecas de
ADNCc con marco de lectura completos para la caracterizacion completa de Cg-VTG2,
empleando fagos o levaduras como vectores de clonacion, es una alternativa viable; asi se
ha caracterizado genes relacionados a procesos reproductivos en gonada del ostion japonés,
pertenecientes a la familia TGF (Lelong et al., 2000; Fleury et al., 2008). Este tipo de
genotecas son tejido-especificas, y hasta la fecha no hay publicaciones que reporten
genotecas sintetizadas a partir de tejidos de gonada de ostion japonés, que pudieran ser
utiles en la caracterizacion de secuencias de vitelogeninas y otras moléculas implicadas en
procesos reproductivos de C. gigas. Otra herramienta alternativa que elimina la limitacion
de la transcripcion reversa para la amplificacion de mensajeros complejos, es el escrutinio
de genotecas genomicas tipo BAC (Bacterial Artificial Chromosomes). Esta estrategia se
ha empleado exitosamente para la caracterizacion de los genes codificantes para
vitelogeninas en el crusticeo Metapenaeus ensis (Tsang et al., 2003). Con esta técnica es
posible incluso caracterizar la estructura del gene para conocer las regiones intronicas
(codificantes) y exonicas, asi como los sitios promotores y elementos reguladores que,

alienando con la secuencia de ADNc correspondiente, establece informacion incluso de las
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regiones genomicas implicadas en los mecanismos de expresion y regulacion
transcripcional via splicing alternativo. En el caso del ostion japonés, la disponibilidad
comercial de genoteca tipo BAC en distintos formatos (membranas, clonas individuales y
en pools) permiten a la comunidad cientifica incorporar esta herramienta genomica
(Cunningham et al., 2006).

Como se menciond anteriormente, la diferencia de ambos mensajeros codificantes para
vitelogeninas a nivel de su extremo 3'-UTR soporta que ambos mensajeros son codificados
por genes distintos, y no por una regulacion diferencial -splicing alternativo- del mismo
gen. Incluso, en otras especies en las que se ha estudiado la ocurrencia de varios mensajeros
para vitelogeninas, también se ha demostrado paralogia en los genes que las codifican. En
Metapenaeus ensis, el resultado de mapeo génico indica que la codificacion de los
mensajeros ocurre en genes distintos (Tsang et al., 2003). Algo similar ocurre en el
nematodo Caenorabhditis elegans, donde se identifican las distintas regiones codificantes
para vitelogeninas en el genoma completo, ocupando loci distintos. En peces, la diversidad
de genes de vitelogeninas incluso se explica por procesos de poliploidizacion y reduccion
genomica acumulados a lo largo de su historia evolutiva, lo que permite la existencia de
duplicaciones en el genoma completo (Finn y Kristoffersen, 2007).

Uno de los aspectos mas destacables en la caracterizacion de la secuencia parcial Cg-VTG2
es la presencia de una region codificante para el dominio conservado B del factor von
Willebrand (vWD). Este dominio forma parte de una glicoproteina del plasma sanguineo y
participa en la regulacion de la hematostasis en el humano (Sadler, 1998). La primer
evidencia de la existencia de homologia entre una proteina formadora de vitelo y el factor

von Willebrand fue reportado por Baker (1988), quien realizé andlisis de similitud de
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secuencias entre la vitelogenina de Caenorhabditis elegans y la secuencia humana del
dominio B del vWD. A a partir de este trabajo se ha observado la ocurrencia de este
dominio en practicamente la mayoria de las secuencias de vitelogeninas de otras especies
de invertebrados (crustaceos, insectos, nematodos) y vertebrados (peces, reptiles, aves), asi
como en apolipoporinas tipo ApoLP II/I de insectos (Smoolenars et al., 2007), aunque
existen reportadas al menos dos secuencias de vitelogeninas que carecen del dominio vVD;
la vitelogenina 1 (VTG1 o VTGa) del pez zebra Danio rerio, asi como en la vitelogenina
del ostiéon japonés Cg-VTGI. En el caso de VTG1 del pez zebra, se sugiere que la posesion
del dominio VWD juegua posiblemente un importante papel funcional, ya que ésta
vitelogenina se expresa de 100 a 1000 veces mas que el resto de vitelogeninas (VTG2 y
VTG3) (Wang et al., 2005). Anteriormente, se habia propuesto que el dominio vWD
presente en las vitelogeninas podria participar en el libre transito de éstas a traves del
sistema circulatorio sistémico (Chen et al., 1999). Asi también, se ha encontrado un patron
de protedlisis diferencial entre aquellas vitelogeninas que carecen del dominio vWD, en
comparacion con las isoformas que si lo presentan (Finn, 2002, 2007). Debido a los
antecedentes presentados, la presencia diferencial del dominio vWD en las vitelogeninas
del ostion Cg-VTG1 y Cg-VTG2, podria sugerir una divergencia funcional de las diferentes
vitelogeninas encontradas en el ostion japonés, aunque éstas hipotesis deben ser
comprobadas posteriormente.

Previos estudios filogenéticos de las vitelogeninas de invertebrados han ubicado a Cg-
VTGI como un miembro ancestral dentro de la familia de las vitelogeninas, empleando
para estos analisis los dominios LLT (Large Lipid Transfer) ubicados en el extremo amino

terminal (codificados en la region 5’ del mensajero) y que es comun en todas las familias de
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lipoproteinas: vitelogeninas (VTQG), apocrustaceainas (Apc), apolipoporinas II/I
(ApoLPII/T), apoproteina humana (ApoB) y proteinas de transferencia mitocondrial (MTP)
(Babin et al., 1999), pero la filogenia de la familia de vitelogeninas no presenta relaciones
evolutivas claras. Smolenaars et al. (2007) suponen que esta discrepancia entre la filogenia
de grupos y la topologia de arboles filogenéticos de secuencias de vitelogeninas, se debe
principalmente a que estos arboles se han generado con un miembro basal de la familia
VTG como raiz, en lugar de emplear otro miembro de la superfamilia LLTP que no
pertenezca a la familia VTG como miembro externo (outgroup) (Smoolenars et al., 2007).
Dado que Cg-VTG2 contiene un dominio comun a la familia de las VTG (vWD), no asi
Cg-VTGI, es de esperarse que con la secuencia completa se pudieran realizar nuevos
analisis filogenéticos que aclaren o incluso modifiquen la topologia basal de los actuales

arboles que representan la evolucion temprana de la familia.

8.3. Expresion génica de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2.
Basados en los resultados de expresion génica cuantitativos en tejidos somaticos, asi como
en la localizacion del mensajero mediante hibridacion in situ, se logro determinar que la
gonada es el sitio de expresion de Cg-VTG2, particularmente en las células foliculares de
los acinos en el ovario. Este resultado concuerda con los obtenidos por Matsumoto et al.
(2003) para Cg-VTGI1, quienes identificaron el sitio de expresion de este mensajero
también en células foliculares. Osada et al. (2004) ubicaron la expresion de vitelogenina en
el pectinido Patinopecten yessoensis en células auxiliares, las cuales pueden considerarse
como analogas a las células foliculares de ostiones. En el abulon Haliotis discus hannai,

Matsumoto et al. (2008) identificaron la expresion de una vitelogenina en células
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foliculares. Cabe resaltar que la presencia de células foliculares y andlogas (auxiliares) en
gonada de varias especies de moluscos bivalvos es comun, aunque no se ha determinado
con exactitud su importancia en términos de nutricion al ovocito. Estos hallazgos en
conjunto remarcan el papel fundamental de las células foliculares en la ovogénesis.

Algunos trabajos clasicos enfocados al estudio de vitelogénesis en moluscos bivalvos ha
distinguido la vitelogénesis en este grupo como “solitaria”, considerando que las células
foliculares no presentaban un papel importante en el desarrollo de los ovocitos (Raven,
1961). Glastoff (1964) también propone que las células foliculares no participan
activamente en la ovogénesis de C. virginica, debido a su pequefio tamafio y abundancia.
Posteriormente, surgieron estudios que fueron demostrando la importancia de las células
foliculares en el desarrollo del ovocito. Pipe (1987) senalé que las células foliculares
estudiadas en el mejillon Mytilus edulis se encontraban estrechamente relacionadas a los
ovocitos en estadios tempranos de desarrollo, demostrando mediante observaciones en
microscopia electronica, las uniones tipo “gap” o desmosomas que existen entre las
membranas de ovocitos y células foliculares, asi como granulos electro-densos de lipidos y
glucogeno. Las uniones gap aparentemente estan involucradas en el transporte de moléculas
pequeias o iones, por lo que la funcion de las células foliculares en el mejillon podria ser
de transporte y biotransformacion de reservas. En el pectinido Pinna nobilis, Gaulejac et al.
(1995) concluyeron que las células foliculares participan en procesos de degeneracion de
ovocitos, seguido de una posible transferencia de precursores proteicos a ovocitos en
desarrollo. Dorange y LePennec (1989) atribuyen a las células foliculares, la sintesis de
novo de la cubierta del ovocito, debido a la extensa presencia de elementos proteosintéticos

como un reticulo endoplasmico rugoso, mismo que también fue reportado por Suzuki y
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colaboradores (1992). Posteriormente otros autores mencionan que las células foliculares
del ostion del atlantico, Crassostrea virginica no son la principal fuente de vitelo debido a
su tamafio y nimero, incipiente crecimiento en relacion a la ovogénesis, asi como poca o
ninguna actividad endocitica en la interfase ovocito-célula folicular, aunque dada una
notable asociacion espacial de varias células foliculares por ovocito, es posible que
controlen el microambiente alrededor de los ovocitos via la regulacion de iones y moléculas
pequenas. Los mismos autores suponen que el vitelo proteico proviene del tejido conectivo
vesicular que rodea los acinos ovaricos al menos durante la ovogénesis temprana
(Eckerbarger y Davis, 1996). El conjunto de evidencias bioquimicas (Suzuki et al., 1992;
Li et al., 1998a y 1998b; Osada, 2003), asi como los reportes de estudios moleculares de
expresion génica (Matsumoto et al., 2003; Osada et al., 2004; Matsumoto et al., 2008) y los
resultados presentados en este trabajo, demuestran la importancia trofica y/o biosintética de
las células foliculares en el desarrollo del ovocito, como principal aportador de material
proteico y por el transporte de lipidos relacionado a la naturaleza funcional de todas las
vitelogeninas, basados en los andlisis de sitio de expresion por hibridacion in situ, aunque
la magnitud energética del componente proteico como fuente nutricia debe ser corroborado
mas finamente con técnicas bioquimicas cuantitativas.

Existen funciones alternas de las células foliculares sugeridas por otros trabajos. Fleury et
al. (2008) demuestran que éstas células son el principal sitio de expresion de un mensajero
similar a factor de crecimiento especifico de gonada, denominado Cg-TGF-fB, el cual
muestra un patrén de expresion dependiente del estadio de desarrollo gonadal, y cuyo papel
fisiologico se encuentra bajo investigacion. Los resultados de hibridacion in situ indican

que la transcripcion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2 es tejido-especifica, y los
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analisis cuantitativos por PCR tiempo real indican que existe expresion basal en tejidos de
otros 6rganos. La expresion basal en tejidos extra-ovaricos es notablemente reducida en
comparacion la expresion en ovario, de 3 a 5 6rdenes de magnitud por debajo al nivel de
expresion encontrado en gonadas de hembras vitelogénicas. Boutet et al. (2008) reportan
una aparente expresion nula en tejidos somaticos de un EST similar a VTG en Argopecten
purpuratus. La persistencia de una expresion basal en tejidos extra-ovaricos observada en
ostion japonés (este estudio), puede ser explicada mediante un mecanismo de “expresion
ilegitima”, descrito por Chelly et al. (1989), y que podria relacionarse con la regulacion
negativa o silenciamiento génico (Niu, 2005).

El patrén de expresion durante un ciclo vitelogénico completo muestra un incremento
progresivo de la expresion de ambas vitelogeninas en funcion directa al avance gonadico
hasta el estadio de madurez, donde se observan los mayores valores de expresion. Estos
resultados sugieren que la fase tardia de la vitelogénesis, donde la mayoria de células
germinales estan completamente maduras, marca el periodo de maxima expresion e
incorporaciéon de vitelogeninas, lo que concuerda con lo establecido por Ravin (1961) de
que la vitelogénesis proteica ocurre posterior a la vitelogénesis lipidica. Mediante la técnica
de hibridacion in situ, fue posible observar una intensidad mayor de la sefial enzimatica en
aquellas muestras de hembras maduras, en contraste con las muestras de hembras en
desarrollo temprano. Sin embargo, esta afirmacién no debe considerarse concluyente, ya
que la aproximacion por hibridacion in situ es inicamente cualitativa.

El papel de la vitelogenina como material de reserva total del ovocito maduro es de dos
tipos: transporta lipidos, pigmentos, carbohidratos y moléculas de alta energia hacia el

ovocito, y provee aminoacidos propios de su estructura necesarios para la sintesis de novo
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de proteinas en el embrion en desarrollo. Sin embargo, el contenido de lipidos en la
estructura funcional de la vitelogenina es bajo, siendo del 8 al 15% en el insecto Manduca
sexta (Ziegler y van Antwerpen, 2006) y de 13-16% en las vitelogeninas del pez Gambusia
affinis (Sawaguchi et al., 2005). Por otra parte, el elevado contenido de proteinas en el
ovocito maduro del ostion (40-50% en peso), asi como el contenido de lipidos (14-16%)
(Lee y Heffernan, 1991), podrian indicar que existen otros procesos de transporte e
incorporacion de lipidos en ovocitos ademas de las vitelogeninas. En modelos de desarrollo
ovogénico mas estudiados, como el de los insectos, se han reconocido mecanismos de
transporte de lipidos en hemolinfa por apoproteinas, y que movilizan principalmente acidos
grasos libres, acilglicéridos y fosfolipidos, los cuales son acarreados en su forma libre por
proteinas transportadoras de membrana hacia el interior del ovocito (Ziegler y van
Antwerpen, 2006). En el ostion no se conocen mecanismos alternativos para la
incorporacion de lipidos en ovocitos similares a los estudiados en insectos, pero si se han
descrito una serie de complejos macromoleculares de transporte lipidico en hemolinfa,
similares a los observados en insectos, que va desde las lipoproteinas de muy baja
densidad, a lipoproteinas de muy alta densidad, con composicion variable de clase de
lipidos (Allen y Conley, 1981), que podrian estar transportando la mayor parte del
componente lipidico del ovocito incorporado durante la vitelogénesis temprana.

En el andlisis de expresion de vitelogeninas en distintos estadios de ovogénesis, también se
observa un decremento significativo en aquellos organismos en estadio de post-desove en
comparacion con las hembras maduras, similar al rango de expresion cuantificado para los
organismos en estadio de desarrollo temprano. Esto es explicado por la presencia de

ovogonias previtelogénicas en proliferacion en inicio de vitelogénesis en cortes
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histoldgicos de hembras en este estadio de post-desove, lo cual es indicador de un proceso
de reinicio ovogénico. El reinicio ovogénico ha sido descrito en el ostion japonés, incluso
en zonas templadas (Lango-Reynoso et al., 2000; Kang et al., 2003), donde la dinamica
estacional tiende a formar picos reproductivos en ciertos meses del afio. La expresion de
vitelogeninas en hembras post-desove también ha sido observado en el decapodo
Marsopenaeus japonicus, donde la expresion de vitelogenina alcanza el mayor nivel en los
estadios de madurez, y decrece significativamente en génada y hepatopancreas posterior a
la ovoposicion o desove (Okumura, 2007). Asi también, se observa una gran variabilidad
en la expresion de vitelogeninas en estadios de maduraciéon y madurez, mismo que puede
explicarse bajo distintas perspectivas. La primera de ellas es la importante variacion
relacionada a la maduracion gonadal, tanto asociada a factores ambientales como a
caracteristicas genéticas, que pueden reflejarse en la respuesta diferencial de transcripcion y
sintesis de moléculas de reservas energéticas destinadas para los ovocitos. La influencia de
factores ambientales (Chavez-Villalba et al. 2002), y el componente genético (Samain et
al.,, 2007) han sido documentados como factores de variacion relacionados al esfuerzo
reproductivo. La segunda perspectiva bajo la cual se explica la alta variabilidad de
expresion en vitelogeninas se refleja en la asincronicidad en el avance ovogénico dentro de
la unidad funcional (acino) del ovario del ostion. En un mismo acino de un organismo en
maduracion, es posible encontrar gametos en distintos estadios de ovogénesis: ovogonias
recién diferenciadas por mitosis en previtelogénesis, ovocitos en intensa actividad
vitelogénica y ovocitos maduros pedunculados y libres en el centro del acino. Asi también,
es posible observar regiones de la gonada donde los acinos se encuentran en desarrollo

inicial con alta proporcion de ovogonias previtelogénicas, mientras que en otras regiones
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los acinos presentan mayor proporcion de ovocitos maduros. Una tercera explicacion de la
alta variabilidad observada en la expresion de vitelogeninas para organismos que se
encuentran en el mismo estadio de desarrollo gonadal aparente, surge de los mecanismos de
regulacion génica, que pudieran tener una influencia diferencial entre organismos, ya que
los métodos aplicados en este trabajo se basan en la cuantificacion del mensajero y no en la
cuantificacion de la proteina sintetizada. Esto se observo en crustaceo Marsupenaeus
japonicus, donde se observan altos niveles de transcritos de VTG durante la vitelogénesis
tardia y desove, ain cuando los niveles de la proteina vitelogenina en hemolinfa decrece
significativamente debido a que es secuestrada por los ovocitos (Okumura et al., 2007).

La similitud en los niveles de transcritos de ambas vitelogeninas, Cg-VTG1 y Cg-VTG2,
denotados por un valor de correlacion altamente significativo, sugiere que los mecanismos
de regulacion de ambos mensajeros (o genes) son muy conservados entre si. Esto contrasta
con la informacion obtenida en otras especies, donde las isoformas de vitelogenina
especificas de ovario y hepatopancreas (peneidos) o higado (peces) se expresan en periodos
distintos del desarrollo ovogénico (Tsang et al. 2003, Wang et al. 2005, Okumura et al.
2007). Los niveles relativos de mensajeros Cg-VTG1 y Cg-VTG2 reportados en este
trabajo ocurren dentro del mismo orden de magnitud. En contraste, Wang et al. (2005)
reporta variaciones de hasta 3 ordenes de magnitud en la expresion de distintas
vitelogeninas del decapodo Metapenaeus ensis, y en el pex Verasper mosseri, los niveles de
mensajero de VTGl y VTG2 superan en 1000 y 100 veces al mensajero VTG3,
respectivamente (Wang et al., 2005)

Las escalas de desarrollo gonadal generalmente empleadas para valorar el avance

ovogénico en ostiones, han sido desarrolladas con base en distintas caracteristicas
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citologicas. Pueden ser de tipo cualitativo, donde se determinan previamente estadios de
desarrollo en funcién a caracteristicas comunes del tipo de gametos presentes y su
proporcion relativa, ademas del area de cobertura de la gonada con respecto al tejido
vesicular estimado de forma empirica. Recientemente, se han desarrollado métodos
cuantitativos que estiman el diametro promedio de los ovocitos y asignandolos a una clase
modal; este analisis prosigue mediante la comparacién de la proporcion de ovocitos por
clase modal (Lango-Reynoso et al., 2000). Recientemente, se desarrolld6 un método
cuantitativo enfocado a analizar el esfuerzo reproductivo del ostion japonés, mediante la
deteccion por ELISA de proteinas especificas de vitelo, empleando anticuerpos policlonales
especificos (Kang et al., 2003). En este trabajo, se pretende proponer valorar el analisis de
expresion de vitelogeninas como marcadores cuantitativos de esfuerzo reproductivo a nivel
molecular, analizando el efecto de la cantidad del alimento durante el condicionamiento
gonadal en la expresion de vitelogeninas Cg-VTG1 y Cg-VTG2. Es bien conocido que la
condicion trofica promueve la maduracion gonadal (Chavez-Villalba et al., 2002; Cannuel
et al., 2005), y se ha detectado la influencia de esta variable en la expresion de ciertos genes
relacionados a la reproduccion, como el Cg-TGF-B (Fleury et al., no publicado), En este
trabajo se decidio analizar la expresion relativa de vitelogeninas Ginicamente en aquellas
muestras que se encuentran en el mismo estadio de maduracién (estadio de madurez), con
el objetivo de determinar si es posible identificar diferencias significativas a nivel expresion
de precursores vitélicos independientemente del estadio de desarrollo por histologia. Se
encontrd que existe un incremento significativo en la expresion de ambas vitelogeninas en
los grupos experimentales, alimentados durante 60 dias con cantidades altas de alimento, en

comparacion al grupo alimentado con cantidades bajas (12% contra 2% del peso seco de
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organismo en peso seco de algas por dia). Esta expresion diferencial de vitelogeninas entre
regimenes alimenticios podria tener implicaciones en la calidad de los gametos y viabilidad
larvaria debido a que en los organismos alimentados con poco alimento se estarian
acumulando menos reservas protéicas, aunque ésto deben evaluarse directamente bajo
técnicas bioquimicas. Sin embargo es importante resaltar que con estos resultados, se
justifica la investigacion del esfuerzo reproductivo mediante la expresion de vitelogeninas,
en estudios experimentales relativos a la biologia reproductiva de la especie, siendo
potencialmente aplicable a ensayos de maduracion donde el efecto promotor de ovogénesis
sea tan pequeflo como para ser observado mediante la observacion histologica y asignacion
de estadios reproductivos. Debido a la jerarquia de organizacion bioldgica donde se sitian
los procesos de transcripcion y de sintesis y acumulacion proteica, es importante sefialar
que el andlisis de la expresion de vitelogenina puede indicar efectos a corto plazo (horas) en
comparacion a la sintesis proteica (horas-dias) y su efecto final en el desarrollo gonadal
(dias-semanas). Esta ventaja es particularmente interesante en estudios basicos del sistema
endocrino y del efecto potencial de compuestos endocrino-alterantes, los cuales se podrian
realizar en condiciones farmacologicas in vitro, y que requieren estrictamente del analisis
de respuestas moleculares y celulares cuantitativas, y durante periodos de tiempo

relativamente cortos.
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9. Conclusiones

Con los resultados presentados a lo largo de este trabajo, es posible determinar que la
secuencia parcial del mensajero Cg-VTG2 codifica para una vitelogenina pardloga a Cg-
VTG1, mismas que presentan divergencia funcional derivado en la presencia del dominio
vWD, caracteristico de la familia proteica VTG. Cg-VTG2 se expresa durante el ciclo
ovogénico de Crassostrea gigas, con niveles de expresion muy similares a Cg-VTG1. Este
trabajo es el primer reporte de una segunda vitelogenina en una especie de molusco
bivalvo.

Debido a la especificidad y localizacion de la expresion de Cg-VTG2, se denota un
importante papel de las células foliculares en la ovogénesis, no s6lo como células de
transferencia de nutrientes y sintesis de posibles factores de desarrollo y crecimiento
celular, sino también como sitio de sintesis de precursores de vitelo en ovocitos en
desarrollo.

La expresion de ambas vitelogeninas se ve influenciado por factores externos como la
cantidad de alimento, atin cuando los organismos se encuentren en completa madurez
gonadal por observacion histoldgica, lo que indica que el andlisis expresion de estos genes
pueden ser empleados como marcadores a nivel molecular de esfuerzo reproductivo ¢
avance vitelogénico en estudios fisioldgico-reproductivos. Es necesario realizar
investigacion dirigida a los mecanismos de regulacion de este gen, asi como su potencial
aplicacién como biomarcador molecular de desarrollo ovogénico y del efecto de inductores

y alteradores endocrinos.
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11. Anexos.

ANEXO I. Alineamiento multiple con dominios vWD de vitelogeninas representativas para
diversos phyla, realizado mediante el programa CLUSTALW (matriz BLOSUM para
proteinas). Las secuencias parciales incluidas son (acceso GenBank entre paréntesis):
vitelogenina A de Mugil cephalus (BAF64835.1); vitelogenina de Sillago japonica
(BAC20186.1); vitelogenina 1 de Oryzias latipes (NP_001098147.1); vitelogenina 2 de
Crassostrea gigas (presente estudio); vitelogenina de Haliotis discus hannai
(BAF98238.1); vitelogeninas 1, 3, 4 y 5 de Caenorhabditis elegans (NP_509305.1,
NP 508613, NP 508612.1, NP _508589.1); vitelogenina de Nasonia vitripennis
(XP_001607388.1); vitelogenina de Encarsia formosa (AAT48601.1); vitelogenina A2 de
Xenopus larvei (CAA68433.1); factor von Willebrand de Gallus gallus (XP 417223.2).
Los colores de residuos representan las caracteristicas fisicoquimicas (hidrofobicidad) de
los mismos.
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ANEXO 1II: Arbol de distancia (Neighbor-joining) para las secuencias codificantes del
dominio von Willebrand en secuencias de vitelogeninas de diversos phyla empleadas para
alineamiento multiple (Anexo I). La longitud relativa de las ramas indica la similitud de

secuencias o clusters.
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ANEXO III. Resumen de trabajo presentado en el congreso Physiomar 08, organizado por
los institutos LEMAR-IUEM (UBO) e IFREMER, en la ciudad de Brest, Francia, del 1 al 4
de Septiembre de 2008.

Physiomar 08 - Brest, France — | -4 September, 2008

Molecular characterization and expression analysis of a novel vitellogenin
from the Pacific oyster, Crassostrea gigas

' Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, $.C. Apdo. Postal 128; La Paz, BCS 23090,
Mexico
*UMR Physiologie et Ecophysiologie des Mollusques Marins, Ifremer, BP 70, 97280. Plouzané,
France

Email: rllerai@cibnor.mx
Keywords: Crassostrea gigas, vitellogenin, oogenesis, reproduction, gene expression,

Vitellogenesis involves a selective transport of proteins and lipids into growing cocytes. This function
has been attributed to vitellogenins, which are proteins grouped into the Large Lipid Transfer Protein
(LLTP) superfamily. Among bivalves, there is one full-length sequence of vitellogenin reported in the
GenBank database (http://www.nebinlm.nih.gov/), isolated previously from Crassostrea gigas
(CgVTG, access BAC22716), and some partial es of similar gers isolated in Pectinidae
and Mytilidae species. However, some evidence obtained in vertebrates and insects suggest that more
than one vitellogenin gene could actively participate in vitellogenesis of many groups of metazoan,
due to an ancient diversification of LLTP superfamily. This has been supported also by a genomic
survey on public and private Expressed Sequence Tags (ESTs) databases, in where a particular contig
(partial sequence resulted from overlapping of various different and consensus ESTs) presents
significant similarity to insect and fish vitellogenins in conceptual translation by protein BLAST
search algorithm. Surprisingly, no significant similarity was found with CgVTG; therefore, this could
be the first report of homologous vitellogenin genes on a lophocotrozoan species. Full-sequencing of
c¢DNA ends and phylogenetic analysis, currently under development, will provide information about
the homology nature of two vitellogenins (1.e. orthology, paralogy), protein family relationships, and a
better understanding of evolution and diversification of the LLTP superfamily in bivalve mollusks.

We are also interested to determine the expression profile over a complete gametogenic cycle,
Preliminary analysis by end-point RT-PCR on gonad tissues shows a narrowly correlated expression
between both messengers, related also with the oogenic developmental stage. and non-detectable
expression on male gonads, suggesting a non-divergent evolutionary trait between both gene products.
Quantitative technique of Real Time-PCR is under development, and will allow a more accurate
description of temporal expression of each vitell in s during oogenesi
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