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RESUMEN

La enzima multimérica F,F;ATP-sintasa cuya funcion es la sintesis/ hidrolisis de ATP,
provee aproximadamente el 95% del ATP que se sintetiza en la célula para cumplir sus
funciones. Su funcidon es muy importante en cualquier sistema vivo. En crustaceos
existe poca informacién sobre su estructura y funcion, por lo que es considerada un
objeto de estudio importante.

A lo largo de su ciclo de vida los camarones se exponen con frecuencia a ambientes
hipoxicos, por lo que las respuestas fisiologicas van desde la busqueda de lugares con
mayor concentracion de oxigeno, hasta la reorganizacion del metabolismo y cambio a
anaerobiosis como via alterna para la sintesis de ATP.

El objetivo de este trabajo fue abordar el estudio del complejo mitocondrial F,F;ATP-
sintasa del camaron Penaeus vannamei, partiendo de la caracterizacion de las
secuencias de ADN complementario de las dos subunidades que se encuentran
directamente involucradas en el proceso catalitico de la enzima, ATPa y ATP, asi
como conocer el patron de cambio en la concentracion de ARNm de ambas
subunidades, en branquias y en pleépodos, bajo condiciones de hipoxia. La secuencia
del ADNc de cada subunidad fue obtenida y analizada usando técnicas de biologia
molecular y bioinformaticas, mientras que la evaluacion de la concentracion de ARNm
de los transcritos ATPa y ATPp en las branquias y los pleépodos de camarones en
hipoxia por PCR cuantitativa.

En el caso del ADNc de ATPa, la secuencia obtenida consta de 1653 pb y es 83%
similar a la secuencia de nucleétidos de ATPa de Salmo salar, mientras que la del
ADNCc de ATPp obtenida fue de 1823 pb y 82% similar a la secuencia nucleotidica de
ATPp del langostino Pacifastacus leniusculus, en ambas secuencias se identificaron el
codon de inicio y de término, asi como las regiones conservadas. En las branquias se
observo que la cantidad del transcrito de ATPa fue hasta 119 y 128 veces mayor en los
organismos sometidos a hipoxia (4 y 2 mg/L de oxigeno disuelto) que en aquellos en
normoxia (6 mg/L) y la concentracion del ARNm de ATPp fue 3 veces mayor en 4
mg/L que en normoxia. En los pleépodos, al comparar con lo encontrado en normoxia,
el ARNm de ATPo aumento 15 veces y el de ATPS 43 veces en camarones expuestos a
1.5 mg/L. Los resultados sugieren regulacion durante la transcripcion de ambas

subunidades, en funcidn del estado metabolico de los tejidos.



Palabras clave: F,F;ATP-sintasa, subunidad a, subunidad B, hipoxia, P. vannamei.

ABSTRACT

F,F;ATP-synthase is a multi-meric enzyme that catalyzes the synthesis or hydrolysis of
ATP. It synthesizes 95% of cellular ATP in mitochondria. The function of the enzyme
is important in all organisms. In their lifecycle, shrimp are often exposed to hypoxia.
The response to hypoxia in crustaceans includes avoidance behavior and metabolic
reorganization. This study attempts to characterize F,F;ATP-synthase in shrimp, a topic
on which there is scarce information, using the whiteleg shrimp Penaeus vannamei as
the test species. The nucleotide sequence of F,F;ATP-synthase subunits o and B were
obtained by molecular biology techniques and the amount of mRNA of both subunits in
gills and pleopods of shrimp exposed to hypoxia was evaluated by quantitative PCR.
The cDNA sequence obtained from A7Pa transcript was1653 pb long and was 83%
similar to the sequence of the corresponding subunit in the Atlantic salmon Salmo salar.
The cDNA sequence of A7Pf was 1823 pb long and 82% similar to the sequence of the
signal crayfish Pacifastacus leniusculus. In gills, a higher concentration of mRNA of
ATPa was found in shrimp exposed to 4 and 2 mg/1 dissolved oxygen than in shrimp
exposed to normal levels (6 mg/l). The concentration of mRNA of 4A7Pf was three
times higher in shrimp exposed to 4 mg/l, than in shrimp exposed to 6 mg/I1. In
pleopods, the amount of mRNA of 47Pa and ATPp was higher in shrimp exposed to 1.5
mg/l than in shrimp exposed to 6 mg/l. Results suggest a regulation of transcription of

the two subunits according to the metabolic state of the tissues.
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1. INTRODUCCION

Casi todas las funciones celulares estan acopladas a la hidrolisis de adenosin-trifosfato o
ATP para que las células, tejidos, 6rganos y organismos puedan permanecer en un estado
metabolico estable pues deben mantener un balance entre todas aquellas reacciones que
demandan ATP y las que lo sintetizan (Hochachka y Somero, 2002). Una de las enzimas
que proveen ATP a las células como producto del catabolismo aerobio es la FoF1ATP-
sintasa (EC 3.6.3.14), un complejo enzimatico que forma parte de la cadena respiratoria
presente en las mitocondrias. Esta enzima sintetiza alrededor del 95% de ATP en la célula y
por su funcion esté ligada a la presencia del oxigeno, por lo que la FOF1ATP-sintasa juega
un papel fundamental en la reorganizacion del metabolismo celular (Alberts et al., 2008).
La porcion F1 de la FOF1 ATP-sintasa de Escherichia coli esta formada por 5 subunidades
a, B, v, 0y € (Boyer, 1997). Las subunidades a y B forman parte del subcomplejo donde se
encuentra el sitio catalitico. Las subunidades por las cuales estd formada esta enzima, estan
codificadas algunas en el ADN mitocondrial (subunidades 6 y 8) y el resto en el ADN
nuclear lo cual le da un grado de complejidad, ya que la formacion de los complejos de la
FoF1ATP-sintasa implica el ensamblaje de subunidades codificadas en dos genomas
fisicamente separados (Breen, 1988; Wallace et al., 1987). Por lo tanto la actividad de la
FoF1ATP-sintasa puede estar regulada desde la transcripcion de cada una de sus
subunidades hasta la posible inhibicion de la enzima, y se ha sugerido que la regulacion de
la transcripcion es distinta para las subunidades que componen al complejo, por lo que la
formacion de un complejo de FoF1 ATP-sintasa es un proceso altamente complejo (Alberts

et al., 2008).



En relacién al estudio de las subunidades cataliticas, las cuales se localizan en la porcién
Fi, en organismos como los crustidceos existe poca informacion. No existe una secuencia
reportada de la subunidad o y solo una secuencia del ARNm de la subunidad  de la
F,F1ATP-sintasa del langostino Pacifastacus leniusculus (no. de acceso en Genbank
DQ874396). El estudio de la F,F;ATP-sintasa en crustdceos como el camardén Penaeus
vannamei resulta interesante debido a que este no es un organismo modelo de estudio y
también a las caracteristicas de su biologia, por lo que la F,F;ATP-sintasa de crustaceos
pudiera presentar caracteristicas especie especificas. El camarén blanco P. vannamei a lo
largo de su ciclo de vida se ve expuesto a diferentes condiciones, entre las cuales estan las
distintas concentraciones de oxigeno en el agua. Este organismo durante su desarrollo
larvario y etapa juvenil habita zonas estuarinas someras, cuyas aguas presentan
concentraciones de oxigeno cambiantes debido a las altas concentraciones de materia
organica y a la poca circulacion de agua. Ademas los camarones en algunas etapas de su
ciclo de vida permanecen enterrados en el sedimento marino en donde las concentraciones

de oxigeno son reducidas (Dall et al., 1990).

La disminucién de la concentracion de oxigeno afecta a los organismos aerobios a nivel
fisioloégico y metabolico, por lo que algunas especies presentan adaptaciones a la hipoxia
(Fliick et al., 2007; Webster, 2003), estas respuestas dependen de factores como el habitat y
el tipo de actividad fisica del organismo (Fliick ez al., 2007). Para estudiar el fenomeno de
la hipoxia se han utilizado como modelos de estudio algunas especies de anfibios (Rana
temporaria) y reptiles como las tortugas acuaticas (Chrysemys picta y Trachemys scripta

elegans) ya que sobreviven a periodos prolongados de concentraciones bajas de oxigeno.



Los crustaceos acuaticos son otro ejemplo de adaptabilidad fisiologica a cambios ciclicos
en el ambiente, por lo que cuentan con estrategias metabolicas que les permiten
desarrollarse en dichas condiciones (Pannunzio y Storey, 1998). Una de las razones a las
que se atribuye esta adaptabilidad es la plasticidad de su sistema respiratorio (Bridges,

2001).

El proceso para generar respuestas ante la hipoxia, comienza con la deteccion de una
disminucién de la concentracion de oxigeno, ignorandose a la fecha el mecanismo celular
de deteccion, aunque se cree esta relacionado con la ruta de las prolil-hidroxilasas (PHD
por sus siglas en inglés “prolyl hydroxylase”). Se han identificado factores de transcripcion
como el factor inducible por hipoxia (HIF por sus siglas en inglés “hypoxia inducible
factor”) el cual controla de forma positiva en los eucariotes la transcripcion de genes
relacionados con la glucolisis. Asi, el objetivo del presente trabajo fue estudiar las
secuencias de los ADNc de las subunidades a y B de la F,F; ATP sintasa y conocer la
concentracion de estos en el camaron blanco P. vannamei bajo condiciones de hipoxia, lo
anterior en busca de sentar las bases que permitieran un avance en el estudio de las

subunidades a y B de la F,F;ATP-sintasa de el camardn P. vannamei.



2. ANTECEDENTES

2.1 La Mitocondria

Existen dos vias metabdlicas por las que se sintetiza la molécula energética ATP, una por
fosforilacion a nivel sustrato y la otra es a través de la fosforilacion oxidativa. Esta tltima
en los eucariotes ocurre en organelos como las mitocondrias y los cloroplastos. En la
fosforilaciéon a nivel sustrato durante la glucoélisis se sintetizan 2 moléculas de ATP,
mientras que la fosforilacion oxidativa son sintetizadas 30 moléculas (Alberts et al., 2008).
La mitocondria es un organelo que se diferencia del resto en varios aspectos, debido
principalmente a que contiene su propia informacion genética. En este organelo ocurre la
sintesis del 95% del ATP celular a través de la fosforilacion oxidativa en condiciones de
normoxia, razon por la cual este organelo consume el 90% del oxigeno. La fosforilacion
oxidativa se lleva a cabo gracias al gradiente electroquimico que se forma entre la
membrana interna y la matriz mitocondrial, siendo el mantenimiento del gradiente
electroquimico y el bombeo de protones los procesos de mayor importancia en la
mitocondria con respecto al mantenimiento de la célula (Bernardi, 1999). La mitocondria
participa en procesos celulares como la apoptosis, el transporte de Ca™ para mantener la
homeostasis, la sefalizacion celular, la [B-oxidacion, la biosintesis de pirimidinas,
aminoacidos, fosfolipidos, nucleotidos, acido folico, urea y grupos hemo, asi como en la

produccion de radicales libres, entre otros (Devin y Rigoulet, 2007).

2.1.1 Proteinas nucleares en la mitocondria

La mitocondria importa la mayoria de sus componentes macromoleculares desde el

citoplasma, entre ellos proteinas codificadas en el ADN nuclear, algunas de los cuales



deben ser importadas y ensambladas en la mitocondria, por lo que son sintetizadas como
precursores, y para que tales precursores sean importados a la mitocondria es necesaria la
hidrolisis de ATP y un gradiente de protones en la membrana interna (Lodish ef al., 1995).
Los precursores son dirigidos a distintos lugares de la mitocondria, las subunidades
nucleares de la F,F;ATP-sintasa por ejemplo son transportadas como precursores hasta la
matriz mitocondrial, posteriormente el péptido sefal es removido y por ultimo se insertan
en la membrana interna (para el caso de F,) una vez que se asocian con el resto de las
subunidades que forman esta porcion del complejo, los detalles de este proceso son

desconocidos (Lodish ef al., 1995).

2.1.3 La cadena respiratoria

La respiracion celular en eucariotes se realiza en la mitocondria por la cadena respiratoria
(Figura 1). La mitocondria exporta ATP y dioxido de carbono hacia el citoplasma, e
importa ADP, fosfato inorgéanico, oxigeno y piruvato. Estas moléculas son necesarias para
la fosforilacion oxidativa. En este proceso las moléculas acarreadoras de electrones,
producto del catabolismo, donan sus electrones a los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria (Lodish et al.,, 1995). De forma general la respiracion celular consiste en una
serie de reacciones de oxido-reduccién a través de la cadena respiratoria, la cual esta
compuesta de 5 complejos embebidos en la membrana interna de la mitocondria, la NAD
deshidrogenasa (complejo I), la succinato coenzima Q reductasa también denominada
succinato deshidrogenasa (complejo II), el citocromo bc; (complejo III), la citocromo c
oxidasa (complejo IV) y la F,F;ATP-sintasa (complejo V) (Ballard et al., 2004; Alberts et

al., 2008).


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Complejo_Citocromo_bc1&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Complejo_Citocromo_bc1&action=edit&redlink=1

Se han encontrado cambios en la transcripcion de los genes codificados ya sea en el ADN
mitocondrial o en el ADN nuclear de proteinas que forman parte de los complejos
enzimaticos que participan en la fosforilacion oxidativa (Hevner et al., 1993; Wallace,
2005). Mehrabian et al., (2005) sugirieron que la mitocondria detecta disminuciones en la
concentracion de ATP e incrementos de ADP y AMP lo cual estimula la transcripcion y
traduccion de las subunidades codificadas en el ADN mitocondrial. Estos cambios
provocan el importe e integracion de las subunidades codificadas en el nucleo. Se han
encontrado cambios en la cantidad de los transcritos de las subunidades de algunos de los
complejos de la cadena respiratoria, en Cyprinus Carpio por ejemplo se encontrd una
cantidad mayor del ARNm de las subunidades a, B, y, ¢ y 6 de la F,F;ATP-sintasa, asi
como de la citocromo b y de la subunidad II de la citocromo c oxidasa, en organismos
expuestos al0 °C con respecto a los expuestos a 30 °C. La mayor con cantidad de los
transcritos de la F,F;ATP-sintasa coincidié con una mayor actividad enzimatica en los
organismos expuestos a 10 °C (Itoi ef al., 2002). Con respecto a camarones, existen pocos
trabajos los cuales se han realizado recientemente, por ejemplo en el camaron
Palaemonetes pugio se ha encontrado que en condiciones de 1.5 mg/L de oxigeno disuelto
(OD) por 3 dias ocurre un aumento significativo de la cantidad de transcritos de la
citocromo ¢ oxidasa I (CcoxI), citocromo oxidasa III (Ccox3), y de la citocromo b (cytb)
(Brouwer et al., 2008). Mientras que 7 dias en hipoxia tienen como efecto una disminucion
en la cantidad de los transcritos de la subunidad d de la F,F{ATP-sintasa en el mismo
organismo P. pugio (Brown-Peterson et al, 2008). Con respecto a P. vannamei se han
estudiado tan solo 2 subunidades, en el mismo trabajo se obtuvieron las secuencias de las

subunidades 9 y 6 de la F,F;ATP-sintasa y fue reportado que la concentracion de los
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transcritos de ambas subunidades 9 y 6 de la F,F|ATP-sintasa variaron a lo largo del

periodo de muda que experimenta este organismo (Muhlia-Almazan et al., 2008).

2.1.3.1 FoF;ATP-sintasa

La ATP-sintasa del tipo F es la enzima responsable de la sintesis de ATP, sin embargo en
concentraciones bajas de oxigeno 6 anoxia, la enzima funciona como hidrolasa (Di Lisa et
al., 1998). La F,F;ATP-sintasa pertenece a la clase de las F-ATPasas (EC 3.6.3.14), esta
formada por un mosaico de subunidades globulares, siendo estas unidades funcionales.
(Dominguez-Ramirez y Gémez-Puyou, 2005). La F,F;ATP.sintasa esta formada por una
porciéon hidrofébica F, y otra hidrofilica F;, ambas conectadas por una proteina que sirve
como eje central, la sintesis de ATP por parte de esta enzima se lleva a cabo gracias a un
proceso que transforma la energia del gradiente de protones en energia quimica de enlace,
entre ADP y Pi. Lo anterior sucede a través de la accion sucesiva de las dos porciones que
forman a la F,F;ATP-sintasa. La porcion F, se encuentra embebida en la membrana interna
de la mitocondria y esta formada en E. coli por las subunidades a, b y ¢, mientras que la
porcion F; se localiza en la matriz mitocondrial y como ya se mencion6 estd formada por
las subunidades a, B, v, 0 y €. (Futai ef al., 1988). El mecanismo de catalisis de la F,F;ATP-

sintasa se describe a continuacion:

Los protones del espacio intermembranal son translocados a través de F, hacia la matriz
mitocondrial, el proceso de la translocacion provoca el giro del rotor formado por las
subunidades ¢ de la porciéon F,. El paso de los protones a través de la enzima provoca la

rotacion de la subunidad y presente en la porcion F; el giro de la subunidad y genera
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cambios conformacionales sucesivos en el subcomplejo formado por las subunidades oy
donde estan presentes los sitios cataliticos, es entonces cuando ocurre la sintesis de ATP
(Hsin-Chen y Yau-Huei, 2000). La F,F;ATP-sintasa de E. coli se ha tomado como modelo
para el estudio estructural y funcional de la enzima por la sencillez de la estructura y por las
bondades que implica trabajar con este organismo, pues las 8 subunidades que la
conforman se encuentran codificadas en un solo operén. Mientras que en eucariontes, los
genes que codifican las mas de 15 diferentes subunidades, se encuentran algunos en el
nucleo y otros en la mitocondria. La porcion F; del complejo estd formada por un tallo
central y por un anillo hexamérico formado por las subunidades a y B, el cual representa
mas del 80% de la masa molecular de esta porcion (Dominguez-Ramirez y Gémez-Puyou,
2003). En células animales esta porcion tiene una masa molecular de 371 kDa (Catterall et

al,, 1971).

La subunidad o (Figura 1) de E. coli, presenta una similitud del 50% en su secuencia de
aminoacidos con la de B. taurus (Futai et al., 1988). A la subunidad o se le atribuye una
funcioén estructural ya que los sitios cataliticos presentes en la subunidad B se encuentran en
la region donde interactiia con la subunidad a. Por lo que los sitios de union de nucleétidos
de ATPa no son cataliticos (Falson et al., 2004). La subunidad B, al igual que la subunidad
a, estd codificada en el ADN nuclear en bovinos, levaduras y bacterias (Dominguez-
Ramirez y Gémez-Puyou, 2005). La proteina tiene una masa molecular de 55 kDa, y esta
compuesta de alrededor de 500 aminoacidos (Falson ef al, 2004). En células animales la
subunidad o es sintetizada como un precursor, el cual contiene en la parte del amino

terminal un péptido que es procesado o removido cuando esta es transportada a la
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mitocondria. La parte de la secuencia que es removida contiene solo aminoacidos basicos y
es menos conservada que la proteina madura (Takeda ef al., 1986). Esta formada de tres
dominios, designados como, el amino terminal, el sitio de unién a nucleodtidos y el
carboxilo terminal (Takeda et al., 1986). En relacion a la informacion disponible sobre la
subunidad o se conoce solo un EST de P. vannamei (no. de acceso en GenBank

BF024234).

Figura 1. Estructura tridimensional de la subunidad o de la F,F;ATP-sintasa de B.
taurus (Modificada de Futai, 2006).

La subunidad B se encuentra localizada formando un subcomplejo en forma de anillo,
integrado por tres subunidades B y tres subunidades o, estando cada subunidad f seguida
por una subunidad a. En la subunidad B se encuentran los sitios cataliticos de sintesis e
hidrolisis de ATP. En esta subunidad se encuentran los sitios de union a nucleotidos que
participan en la catélisis. El mecanismo de catalisis ocurre por cambios conformacionales
sucesivos que ocurren en la subunidad B, como resultado de la translocacion de protones.

Estos cambios dan resultado tres diferentes estados que corresponden a una baja, media y
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alta afinidad por nucleotidos (Stock et al., 1999). La subunidad B es la que presenta mayor
de conservacion entre los diferentes organismos, en comparacion con el resto de las
subunidades de la F,F;ATP-sintasa (Boyer, 1997). La similitud de secuencias de
aminoacidos entre la subunidad B de E. coli y la de los cloroplastos de la espinaca es de
65% (Runswick y Walker, 1983). Una vez traducido el ARNm en el citoplasma la
preproteina resultante es importada a la matriz mitocondrial (Egea et al, 1997). La
subunidad B tiene una masa molecular de 50 kDa y estd compuesta por alrededor de 500
aminoacidos. Esta formada de tres dominios, designados como, el amino terminal, el sitio
de unidn a nucledtidos y el carboxilo terminal (Yagi et al., 1999) (Figura 2). Con respecto a

la subunidad B de P. vannamei aun no se tiene informacion.

Figura 2. Estructura tridimensional de la subunidad p de la F,F;ATP-sintasa de la
bacteria termofilica Bacillus PS3. De arriba hacia abajo, se muestran en escala de gris
el dominio amino terminal, el dominio de union a nucledtidos y el dominio carboxilo
terminal. Se sefiala con un corchete la parte de la region responsable de los cambios
conformacionales (Yagi ez al., 1999).

2.2 La Hipoxia
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La disminucién de oxigeno en el medio ambiente provoca estrés en los organismos, lo cual
activa los sistemas metabolicos de respuesta. Los limites de tolerancia a diferentes tipos de
estrés son impuestos por la genética del organismo, mientras que la capacidad de respuesta
esta en funcion de la plasticidad fenotipica del organismo y del tiempo que esté expuesto a
las condiciones de estrés. Si los organismos se encuentran en condiciones de estrés que
superan los limites de tolerancia, se compromete la supervivencia del organismo. Asi el que
un organismo pueda enfrentar circunstancias adversas es el resultado de la suma de la
interaccion de diversos factores, que pueden ir desde la modulacién de los sistemas
bioquimicos que operan en la célula a ajustes en el funcionamiento de distintos sistemas de

organos (McMahon, 2001; Hochachka y Monge, 2000).

No existe a la fecha una terminologia universal que sea aceptada para describir condiciones
deficientes de oxigeno (Tyson y Pearson, 1991). Hipoxia es un término utilizado por los
fisiologos para describir condiciones que provocan estrés por concentraciones deficientes
de oxigeno. De forma general se maneja el término hipoxia como sinénimo de baja
concentracion de oxigeno, siendo el significado de “baja concentracion” distinto y
especifico para la especie de la que se trate, utilizdndose también para referirse a la
concentracion de oxigeno por debajo de la normal para determinado organismo. La
ausencia de oxigeno es conocida como anoxia, mientras que normoxia es la concentracion
de oxigeno ambiental adecuada para el desarrollo del organismo (Rabalais et al., 2002). Los
organismos marinos pueden encontrarse en ambientes hipoxicos debido a diversas razones
como la estratificacion de la columna de agua, procesos de eutrofizacion (Rabalis et al.,

2002), efecto del viento o de las mareas en aguas someras, entre otras (Bell ez al., 2003).
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Ademas pueden presentarse diferencias diarias en la concentracion de oxigeno debido al
consumo y liberacién de oxigeno por la fotosintesis, lo cual obedece al patron de las horas

luz del dia (Ringwood y Keppler, 2002; Tyler y Targett, 2007).

Los crustaceos, al menos aquellos que pertenecen a la clase de los malacostraca pueden
tolerar la hipoxia, especies como el isopodo marino Saduria entomon (Hagerman y
Szaniawska, 1994) y la Artemia franciscana (Clegg, 1997) sobreviven a anoxia. Mientras
que los camarones de las especies P. vannamei 'y P. monodon (Seidman y Lawrence, 1985)
toleran condiciones de hipoxia. Con respecto a la tolerancia de P. vannamei a la a hipoxia,
en condiciones experimentales se ha reportado que sobrevive 1 dia a 1 mg/L OD (Zenteno-
Savin, et al., 2006), sobrevive por 2 semanas a 2 mg/L. de OD (Racotta et al., 2002) y 46
dias a 2.5 mg/L de OD (Brouwer et al., 2007). También se han reportado como letales las
concentraciones entre 0.2, 0.4 y 1 mg/L de OD para distintas especies de peneidos, Penaeus
japonicus, Penaeus schmitti, Penaeus monodon y P. vannamei (Egusa, 1961; Liao y
Huang, 1975; Hopkins et al., 1991). Las diferencias entre los reportes sobre la tolerancia de
P. vannamei a diferentes concentraciones de OD radica en el estado en el que se encuentran
los organismos asi como las diferentes condiciones ambientales bajo las cuales se llevan a
cabo los experimentos. En el estudio realizado en el 2006 por Zhang et al., se evaluaron
diferentes concentraciones de OD para determinar la dosis letal media de P. vannamei en
condiciones de hipoxia y distintas variables como temperatura, salinidad, pH, estadio de
muda, actividad fisica y hora del dia. Como resultado de la investigacion realizada se

encontrd que todas las variables antes mencionadas determinan el efecto de la hipoxia, y
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que las condiciones Optimas controladas son 22 °C, 16.6% de salinidad, pH 7.56, y

periodos de luz de duracion mas larga que los periodos de oscuridad.

Debido a que la falta de oxigeno afecta directamente la principal via de sintesis de ATP en
todos los eucariotes, no resulta extrano que estos hayan desarrollado la capacidad de
responder a condiciones de hipoxia a través de la regulacion génica, dicho efecto sobre el
transcriptoma celular ha sido revelado por diversos estudios. A la fecha se sabe que los
genes regulados por la hipoxia son aquellos cuyos productos participan en procesos como
la angiogénesis, y sintesis de ATP por via anaerobia. Se han identificado diferentes factores
de transcripcion que controlan la expresion de genes en condiciones de hipoxia, entre ellos,
HIF se ha identificado como el factor principal que determina la respuesta celular ante la
hipoxia. HIF participa en la regulacion positiva o negativa de la transcripcion de genes
involucrados en la glucdlisis, la angiogénesis, la vasodilatacion asi como los procesos que
permiten el aumento en la entrega de oxigeno a las células (Fandrey et al., 2006). Aunque
la mayor parte de los estudios sobre HIF se han realizado en mamiferos, estos indican que
HIF se encuentra distribuido en el reino animal y que su funcionamiento es similar en las
diferentes especies de nematodos (Caenorhabditis elegans), artropodos (Daphnia magna y
Drosophila melanogaster) asi como de cordados (Homo sapiens) (Fandrey et al., 2006). En
crustaceos se conoce la secuencia parcial de aminoacidos de la subunidad HIF-a de P.
vannamei (no. de acceso GenBank ACG71108) y la secuencia completa de aminoacidos de
Cancer magister (no. de acceso GenBank ABF83561) y P. pugio (no. de acceso GenBank

AAT72404).
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Se ha sugerido la presencia de un mecanismo celular de deteccion de oxigeno no
relacionado a la cadena transportadora de electrones o a la disminucidon en concentracion de
ATP. Este mecanismo de deteccion de oxigeno esta formado por una familia de enzimas
que funcionan como hidroxilasas (PHD) (Epstein et al., 2001). Sridharan et al., (2008)
propusieron que la ruta metabdlica en la que participan las PHD provoca cambios en el
metabolismo celular y respuestas compensatorias que dan como resultado un estado

protegido de la célula.

2.2.1 Respuestas generadas por condiciones de hipoxia

Como ya se mencion6 anteriormente el oxigeno que se toma del ambiente es metabolizado
en las mitocondrias, por lo que los cambios en las concentraciones del oxigeno afectan a
este organelo y sus funciones. Se sabe que la mitocondria detecta los cambios en la
demanda de energia, siendo esta una de las consecuencias de la disminucion en las
concentraciones de oxigeno (Hochachka, 1996). Se ha encontrado que al igual que lo
reportado en los mamiferos, en los crustaceos marinos la capacidad de tolerar condiciones
deficientes de oxigeno depende de factores como temperatura, hora del dia, asi como del
estado fisioldgico del organismo (Herreid, 1980) y de su genética (Ibarra et al., 2007). Las
compensaciones que se generan como repuesta a hipoxia en los crusticeos han sido
analizadas fisioldgicamente y genéticamente y se ha identificado como principales
respuestas, aumento de la captacion de oxigeno, disminuciéon de la tasa metabdlica, e
incremento del metabolismo glucolitico anaerobio (Morris ef al., 2004).

En hipoxia los crustaceos responden aumentando la ventilacion a través del aumento de la

frecuencia de bombeo por parte de los escafognatitos. A nivel molecular se ha encontrado
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que en P. vannamei en condiciones de hipoxia ocurren cambios en la concentracion de
hemocianina asi como en la afinidad de la hemocianina por el oxigeno. (Hagerman, 1986).
Con respecto a la disminucién de la tasa metabolica, cuando la hipoxia se prolonga, se
observan movimientos en busca de la superficie y la actividad fisica disminuye. Ante la
hipoxia una de las primeras respuestas es una rapida disminucion en la sintesis de proteinas,
esta disminucidn se dice es tan rapida que es dificil poder detectarla con precision. Siendo
este proceso uno de los que mdas energia consumen en la célula (Blis, 1985). Los seres
vivos se desarrollan en ambientes cambiantes, por lo que frecuentemente los organismos
muestran capacidad para atenuar los efectos de los cambios en el ambiente a través de
ajustes fisiologicos. Esas respuestas adaptativas son evidentes particularmente en especies
que se ven expuestas a variaciones en el ambiente como los camarones peneidos (Dall et

al., 1990).

2.3 Generalidades de los peneidos

El camaron blanco P. vannamei se puede localizar desde las costas de Sonora México hasta
Tumbes Peru, tiene preferencias por fondos de sedimento suave y habita desde la linea
costera hasta 72 m de profundidad (Martinez-Cérdova et al., 2001). Los organismos
peneidos se caracterizan por tener rostro bien desarrollado. El cuerpo se divide en tres
partes cefalotorax, abdomen y telson. El cefalotérax esta cubierto completamente por el
caparazon, y estd formado por un par de ojos, antenas, anténulas, mandibulas, maxilas,
maxilipedos y pereidpodos, es en esta parte del cuerpo donde se encuentran los sistemas

respiratorio, nervioso y digestivo. El abdomen esta formado por seis segmentos en donde se



19

encuentran cinco pledpodos (Figura 3), los urépodos se encuentran en el telson (Dall ef al.,

1990).

2.4 El Sistema Respiratorio de los peneidos

El proceso descrito como respiracion puede dividirse en varios procesos, primero aquel en
el que el oxigeno ambiental es transportado del medio ambiente al area de intercambio de
gases, seguido del transporte de oxigeno del area de intercambio hacia el interior del
organismo a través de las branquias (Figura 3) en el caso de los peneidos, posteriormente se
lleva a cabo la perfusion 6 remocidon del oxigeno del area del intercambio respiratorio,
después se realiza el transporte del oxigeno a los tejidos por la hemolinfa, y por ultimo se
lleva a cabo la utilizacion del oxigeno en las mitocondrias de las células. La toma de
oxigeno asi como la eliminacion de dioxido de carbono se lleva a cabo a través de las
superficies respiratorias, esto puede ocurrir solo a través de la difusion. Una vez que el
oxigeno se encuentra dentro del organismo su transporte se lleva a cabo por la accion de los
pigmentos respiratorios en la hemolinfa. Las compensaciones por hipoxia se dan en cada
uno de estos niveles de la respiracion hasta el nivel molecular (Scholander, 1960). La
ventilacién en peneidos se lleva a cabo por los escafognatitos, estructuras presentes en la
camara branquial que a través de movimientos oscilatorios realizan el bombeo de agua. El
intercambio de gases se da en las branquias, las cuales se encuentran dentro de una cdmara
branquial entre la pared del cuerpo tordcico y la superficie interna del exoesqueleto (Young
y Coyer, 1979). Las branquias estan formadas por un eje central con una serie de lamelas a

lo largo del mismo, cada lamela a su vez estd compuesta por filamentos que bifurcan. Las
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branquias estan cubiertas por una delgada capa de quitina, esta capa es a través de la cual

ocurre la difusion de gases.

2.5 El Sistema Circulatorio de los Peneidos

La forma en que es transportado el oxigeno en los peneidos es a través del sistema
circulatorio, el cual es llevado desde las branquias hasta los tejidos por medio de la
hemolinfa. Este sistema circulatorio (Figura 3) estd compuesto por un corazon y arterias
que se subdividen en vasos semejantes a capilares. Una vez que se lleva a cabo el
intercambio de gases, el oxigeno es transportado por la hemocianina contenida en la
hemolinfa, estd ultima pasa por la punta del filamento dentro del sistema eferente en las
branquias y posteriormente llega al corazon, el cual finalmente se encarga de realizar el
bombeo que permitira el transporte de la hemolinfa al resto de los 6rganos. Se dice que el
sistema circulatorio de los peneidos es abierto ya que la hemolinfa al llegar a los tejidos se
difunde via el hemocele o cavidad sanguinea, y asi llena los espacios entre tejidos y
organos, para posteriormente ser transportada de nuevo a las branquias (Burger y Smythe,

1953).
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Figura 3. A) Sistema circulatorio, B) branquias y C) pleépodos de organismos del
género Penaeus, se encuentran resaltadas las partes mencionadas (FAQO, 1999).
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3. HIPOTESIS

Si la hipoxia afecta distintos procesos metabolicos de los camarones peneidos, la
transcripcion de las subunidades ATPa y ATPf cambiard en funcion de los cambios en la

sintesis e hidrolisis de ATP que ocurren a condiciones de hipoxia del camaron P.vannamei.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar la secuencia de los transcritos de la subunidades a y B de la F,F;ATP-sintasa
de P. vannamei y evaluar la concentracion de los ARNm de ambas subunidades en tejido

de branquias y pledpodos bajo condiciones de hipoxia.

4.2 Objetivos especificos

. Obtener la secuencia de los ARNm de las subunidades o y B del complejo

enzimatico de la F,F;ATP-sintasa de las branquias de P. vannamei.

o Cuantificar la concentracion de los ARNm de las subunidades a y B de la F,F;ATP-
sintasa en las branquias y los pledpodos de organismos tratados con cinco diferentes

concentraciones de oxigeno
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Extraccion y cuantificacion del ARN total

Para llevar a cabo tanto la secuenciacion de los transcritos de las subunidades o y B de la
F,FiATP-sintasa, como para la evaluaciéon de la concentracion del ARNm de las dos
subunidades en los organismos sometidos a hipoxia, se aisl6 ARN total, tanto de las

branquias, como de los pledpodos de los organismos experimentales (ver seccion 5.3).

La extraccion del ARN total se basé en el método reportado por Chomezynski y Sacchi
(1987), y se uso el reactivo TRIzol ® (GIBCO, Life Technologies, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Por cada 100 mg de tejido extraido de los organismos
(branquias o pledpodos) se agreg6 1 mL de TRIzol. Cada muestra de ARN total extraida
fue cuantificada por triplicado en un espectrofotometro Nanodrop ® ND-1000 (v 3.2,
USA), usando una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. La pureza de la muestra se
determin6 a través de la relacion de las absorbancias 260/280 nm, aceptando un valor
minimo de 1.7. Ademas, se verifico la integridad de cada muestra extraida de ARN total
por electroforesis en gel de agarosa al 1% con formaldehido y formamida en condiciones
desnaturalizantes y libres de ARNasas, cargando 3 ug de ARN total por muestra

(Sambrook y Russell, 2001).

5.2 Obtencion de la secuencia del ADNc de las subunidades oy p

Se referira a continuacion en el texto a las subunidades proteicas del complejo F,F;ATP-

sintasa como ATPa y ATPB y a los ARNm que codifican para esas subunidades como
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ATPa y ATPP para distinguir cuando se trate de las secuencias a nivel de aminoacidos o

nucleodtidos.

A partir de ARN total aislado de las branquias de P. vannamei se sintetizo por transcripcion
reversa ADNc (ADN complementario) usando el Kit comercial de amplificacion
GeneRacer (Invitrogen). Se sigui6 la metodologia sugerida en el kit (RML-RACE) para
amplificar los extremos 5’ y 3’ del transcrito de ambas subunidades de la F,F;ATP-sintasa
utilizando los oligonucle6tidos de los extremos incluidos en el kit y oligonucleotidos
internos especificos para cada subunidad. Para amplificar los extremos de ATPo se
utilizaron los oligonucledtidos ATPARv] y GeneRacer'™5’Primer para la obtencion del
extremo 5’ y ATPFw3 y GeneRacer'“'3’Primer para la obtencién del extremo 3’. Mientras
que para el caso de ATPS se utilizd6 el juego de oligonucleotidos, ATPBRv6 y
GeneRacer' 5 Primer para el caso del extremo 5°, y para el extremo 3° ATPBFwl y
GeneRacer ™3 Primer (Tabla I). Los oligonucleétidos especificos fueron disefiados con
base en un alineamiento multiple realizado con el programa ClustalW, utilizando las
secuencias de ESTs (expressed sequence tags) de P. vannamei depositadas en el GenBank,

para cada una de las subunidades en estudio.

Para cada reaccion de amplificacion se utilizo 1luL de ADNc como templado, un
oligonucleotido del extremo 5’ 0 3’ provisto por el kit y un primer interno especifico para
cada subunidad. También se utilizé la enzima Taq Advantage® 2 Polymerase (Clontech) y
los reactivos del kit. La amplificacion se realizo bajo las siguientes condiciones, 94°C por 3
min y 30 ciclos de 94°C por 30 s y 68°C por 1 min. Del producto amplificado en la

reaccion anterior se tom6 1 pL y se utilizé como templado para una reamplificacion en las
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mismas condiciones. El producto de PCR logrado se cargd en un gel de agarosa al 1.5 % en

buffer TAE 1X, tefiiddo con SYBR Safe (Invitrogen).

Tabla I. Caracteristicas de los oligonucledtidos especificos utilizados como
iniciadores en las reacciones de PCR

Oligonucleo6tido Secuencia (5°-3”) Temperatura de Direccién
alineacién (°C)
ATPAFwl CTCTTCTTTGGCTCGTCACC 62 Sentido
ATPAFw2 ACAACATGGCTCTCGTCTCC 64 Sentido
ATPAFw3 TCAACTTGGAGCCCGATAAC 63 Sentido
ATPARv1 CCATAGACACGGGCAATACC 62 Antisentido
ATPARV5 GGAGCAGCATCAGAGGCAGTGGCAGAC 78 Antisentido
ATPARV9 TTAGCAATCTACCCTAGCCCAC 63 Antisentido
ATPBFwl GGTGCTGGTGTAGGAAAGAC 62 Sentido
ATPBFw2 GGTGGACGTCCAGTTCGATG 63 Sentido
ATPBFwS5 ATCATGTTGGGAGCTGCACAG 67 Sentido
ATPBRvl GGCTCATTCATCTGACCGTA 62 Antisentido
ATPBRvVS CACCACCGAACAGACCAATC 65 Antisentido
ATPBRv6 ATGCGGCCAAGAGTACCAGGACCAACAG 77 Antisentido
L8Fw3 ACTTCCGTGACCCTTATC 62 Sentido
L8Rv3 GTCACCAGTCTTCTCCTC 62 Antisentido

Los productos de PCR obtenidos se insertaron en el vector de clonacion del kit comercial

TOPO® 4.0 PCR Cloning (Invitrogen), y se obtuvieron clonas con el inserto de interés.

Posteriormente se realizo la extraccion del ADN plasmidico y los productos se purificaron

por columna GFX (General Electric, USA) y fueron enviados a secuenciar (Macrogen Inc.,

Seoul, Corea). La identidad y similitud de secuencias obtenidas se analizd6 con los

programas en linea BLASTN, BLASTX y BLASTP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y se

predijo la region del péptido sefial (Claros y Vicens 1995).
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A)
1
5 31
™ i
GeneRacer™ RNA oligo GeneRacer™Oligo dT3'
5'UTR Secuencia codificante 3 UTR Cola Poli A
—> > > < > < < +—

ATPAFW2 ATPAFw1 ATPARV1IATPAFW3 ATPARVS ATPARV9

GeneRacer™ 5’ Primer GeneRacer™ 3’ Primer

B)
5' 3!
GeneRacer™RNAoligo GeneRacer™ Oligo dT3
5'UTR Secuenciacodificante 3'UTR ColaPoli A
> 4 I A ——
GeneRacer™ 5 Primer ATPBRv6 ATPBFw2 ATPBFwl ATPBRvl GeneRac er™ 3' Primer

Figura 4. Ubicacion de los oligonucledtidos utilizados para la obtencion de la
secuencia del ADNc de A) ATPa'y B) ATPp de P. vannamei.

5.3 Obtencion de tejidos de organismos en condiciones de hipoxia

Se realizé un bioensayo con camarones juveniles de la especie P. vannamei con un peso
promedio de 30.58 + 4.31 g en las instalaciones del Centro de Investigaciones Biologicas
del Noroeste, S.C., situado en La Paz, B.C.S. Los organismos se mantuvieron en
condiciones controladas por 8 dias (salinidad 35 %o, temperatura 28 °C y OD en el agua de
6 mg/L), diariamente se les suministré alimento comercial (PIASA, México, con 35% de
proteina), se retird aquel que no fue consumido, asi como las heces, y se hizo un recambio
diario del 85% del volumen total de agua marina. Los organismos se distribuyeron al azar
en 9 tanques con 300 L de agua marina cada uno, todos con una salinidad de 35 ppm,
temperatura de 28 °C y una concentracion inicial de 6 mg/L (0.19 mM) de OD. Los

organismos se sometieron a ayuno por un periodo de 24 h antes de comenzar el muestreo.
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Al momento de iniciar el bioensayo la concentracion de OD en los tanques fue de 6 mg/L ,
en este punto se tomaron las primeras muestras, a continuacion se retiraron los aireadores
de los tanques y se muestre6 el segundo lote cuando la concentracion de OD en el agua
disminuy6é hasta 4 mg/L (0.13 mM), se tomd el tercer lote de muestras cuando la
concentracion de OD llegd a 2 mg/L (0.06 mM), el cuarto lote cuando la concentracion en
los tanques fue de 1.5 mg/L (0.05 mM), posteriormente se colocaron de nuevo los
aireadores en los tanques y cuando la concentracion de OD en el agua llegd a 7 mg/L (0.21
mM) se tomd un lote de estas muestras. Las branquias y los pledpodos fueron disectados de
los camarones de forma individual a lo largo del bioensayo en cada una de las diferentes
concentraciones de OD antes mencionadas y solo de organismos que se encontraban en
intermuda. Se registro el peso de cada organismo muestreado. Las muestras se almacenaron
en 250 puL de TRIzol ® (GIBCO, Life Technologies, USA) a -80°C hasta antes de ser

procesadas.

5.4 Eliminacion de ADN gen6mico

El ARN total de los tejidos muestreados durante el bioensayo se aisld y se confirmé su
integridad por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y cada muestra fue tratada
con DNAsa I (Roche, Munich, Alemania) en una razén de 1 U DNAsa/ 1ug de ARN total
para eliminar el ADN gendmico presente en las muestras, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Una vez tratado el ARN total se confirmé la ausencia de ADN gendmico con
una reaccion de PCR incluyendo, como un control positivo para la amplificacion de ADN
gendmico, oligonucleotidos especificos de la subunidad 2 de la citocromo ¢ oxidasa de P.

vannamei previamente evaluados (no. de acceso GenBank YP 001315034.1).
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5.5 Sintesis del ADNc¢

Se utilizaron 4 pg de ARN total (libre de ADN gendmico) tanto de las muestras de
branquias como de los pledpodos. La sintesis de ADNc se llevd a cabo con el kit
SuperScript III First Strand ADN (Invitrogen Life Technologies, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y utilizando como iniciador el oligo dT. Cada muestra

sintetizada se probo6 por PCR convencional antes de ser evaluada por PCR cuantitativa.

5.6 Amplificacion de los fragmentos de ATPa 'y ATPf

Para amplificar ATPa se diseharon oligonucledtidos especificos para P.vannamei con base
en la secuencia del EST (no. de acceso GenBank BF024234). Los oligonucledtidos de
ATPp se diseiiaron con base en una secuencia consenso generada a partir del alineamiento
de las secuencias del ADNc de Hemicentrotus pulcherrimus, P. monodon y Haliotis
rufenscens. En el caso del gen de la proteina ribosomal L8, fue utilizado como control
interno, y se utilizaron oligonucleotidos disefiados de acuerdo a la secuencia de ADNc de

P. vannamei reportada (no. de acceso GenBank DQ316258).

Se amplificaron fragmentos de los tres genes de interés de L8 (oligonucledtidos L8Fw3 y
L8Rv3), ATPo (oligonucledtidos ATPAFwl y ATPARvl) y ATPS (oligonucleotidos
ATPBFw1 y ATPBRvl) por PCR convencional, utilizando como templado 250 ng de
ADNCc de los dos tejidos estudiados. Para cada reaccidon se us6 una mezcla Super Mix
Platinum®  (Invitrogen) con MgCl,, solucién amortiguadora para la enzima, Taq

polimerasa, y los oligonucledtidos sentido y antisentido (20 uM) necesarios para cada
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reaccion. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes, 95 °C por 5 min y 40
ciclos de 95 °C por 1 min, 62 °C por 1min, 72 °C por Imin, y una extension final a 72 °C
por 10 min. El tamafio de las bandas resultantes de la amplificacion por PCR fue verificado
a través de electroforesis en gel de agarosa al 1.5% usando SYBR Safe® (Molecular
Probes, USA). El anélisis de los geles se llevo a cabo en un fotodocumentador de luz UV
Gel Logic 200 Imaging System, a través del programa Molecular Imaging System V 4.0.2

(Kodak, USA).

5.7 Cuantificacion del ARNm de ATPa y ATPp por PCR cuantitativo

Para la evaluacion de las concentraciones de ARNm de cada gen ATPa, ATPfy LS en las
muestras de las branquias y los pleépodos obtenidos durante el bioensayo, se utilizdo un
equipo 1Q5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (BioRad, USA) el cual se basa en
la deteccion y cuantificacion de fluorescencia. En el ensayo se utiliz6 el fluoréforo SYBR-
Green que intercalado en las dobles cadenas de los productos de PCR emite a 590 nm. A
cada reaccion se le agregaron 250 ng de ADNc, 12.5 uLL de mezcla 2X iQ SYBR® Green
Supermix (BioRad) (KCl 100 mM, Tris-HCI 40 mM a pH 8.4, mezcla de dNTPs 1.6 mM,
iTaq ADN polimerasa 50 U/mL, MgCl, 6 mM, SYBR- Green I, fluoresceina 20nM), 1 pL
de cada uno de los oligonucledtidos 20 uM, y 9.5 puL. de agua estéril para reacciones con un
volumen final de 25 pL. Cada muestra fue amplificada por duplicado. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes 95 °C por 5 min, 40 ciclos de 95 °C por 30 s, 62 °C por
35 s, 68 °C por 55 s y un programa final para la evaluacion de una curva de disociacion que
incluye la deteccion de la fluorescencia desde una temperatura de 95 hasta 60 °C

disminuyendo 0.3 °C cada 20 s.
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Se construy6 una curva estandar para la cuantificacion del ARNm de cada uno de los genes
de interés utilizando los productos de PCR especificos purificados a través de una columna
GFX (General Electric, USA) y cuantificados. A partir de cada uno se prepararon
diluciones seriadas 1:10, desde una concentracion de 0.25 ng/uL hasta 2.5ng/uL x 10, con
agua estéril. En el caso de las reacciones utilizadas para construir las curvas estandar, se
agregd 1 pL de templado. Para cada uno de los genes evaluados se incluyeron controles
negativos sin templado y sin oligonucledtidos. Para realizar el analisis de la concentracion

de los transcritos se utilizé el método ER=2-"*“"'(Livak y Schmittgen, 2001).

5.8 Analisis estadistico

Se determind la normalidad de los datos por medio de la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
También se utilizo la prueba de Bartlett para determinar la homocedasticidad de los datos.
Posteriormente se determinaron diferencias entre los tratamientos aplicando la prueba de
Kruskal Wallis seguida por la de Mann Whitney utilizando el paquete estadistico Statistica

6.



6. RESULTADOS

6.1 Secuencia del ADNc de ATPa de P. vannamei
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Se obtuvo una secuencia de 1,653 pb del camaroén blanco P. vannamei la cual se identifico

como el transcrito de ATPa con base a los distintos analisis bioinformaticos realizados. La

secuencia obtenida resultd ser similar al ADNc de ATPa de la F,F{ATP-sintasa de otras

especies, 83% al salmon del Atlantico Salmo salar (no. de acceso en GenBank

NM 001139660) y 82% al ADNc de la mosca de la fruta D.melanogaster (no. de acceso en

GenBank Y07894). La secuencia contiene el codon de inicio ATG y el codon de término

(Figura 5).
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M A LVSARLASSLARUHLUPRAT
ATGIGCTCTCGTCTCCGCACGTCTTGCCTCTTCTTTGGCTCGTCACCTTCCCAGGGCGACT
P QO VA KVLPAAAI VSRKEFTTS
CCCCAGGTCGCAAAGGTCCTCCCAGCTGCGGCCATTGTGTCCCGCAAGTTCACCACCAGC
NVVSSAEV STI1I L EERTIHIT L GAA
AATGTGGTGTCCTCGGCCGAAGTGTCCACCATCCTTGAGGAGCGCATCCTGGGTGCTGCC
P K SNWLEETSGRV L S 1T GDG 1 AR
CCCAAGTCCAACCTGGAAGAGACAGGACGTGTGCTGAGCATTGGTGACGGTATTGCCCGT
v Y G L KNT QAEEMVYVEF S S G L K
GTCTATGGCTTGAAGAACATCCAGGCTGAGGAGATGGTGGAGTTCTCCTCTGGACTTAAG
G MALNWLEPDNVGVVV FGNDK
GGTATGGCCCTCAACTTGGAGCCCGATAACGTTGGTGTTGTCGTGTTCGGTAATGACAAG
L1 R EGDI1I1 VKRTGATILI VDVPVG
CTTATCCGTGAGGGTGATATCGTGAAGCGTACTGGAGCCATTGTGGACGTGCCTGTTGGT
E A1l L GRVVDALGNWPI DGIKGP
GAGGCCATCCTGGGCCGTGTTGTGGATGCTCTGGGTAACCCCATTGACGGCAAGGGTCCT
Il T 6 G LRARVGV KAPGTIT 1 PRI
ATCACTGGTGGCCTGAGGGCTCGTGTGGGTGTGAAGGCCCCTGGTATCATCCCTCGTATC
S VR EPMOQTS GI1I KAV DS LV P 1 G
TCTGTGAGGGAGCCCATGCAGACTGGCATCAAGGCCGTAGACTCTCTTGTGCCTATTGGT
R G Q R EL I 1 GDROQTGIKTATILIAII
CGTGGCCAGCGAGAGTTGATCATTGGTGATCGTCAGACTGGCAAGACTGCCATTGCCATC
DT 1 I N Q KR FNDAAETEIKK K LY
GACACCATCATCAACCAGAAGCGATTCAACGATGCTGCTGAGGAAAAGAAGAAACTGTAC
c1yyVvAI GQ KR STWVAOQI VKR RL
TGTATCTACGTTGCTATTGGCCAGAAGAGGTCCACTGTGGCCCAGATTGTGAAGAGGCTC
T bADAMIKY T 1V VS ATASDAA
ACTGATGCTGATGCCATGAAGTACACCATTGTGGTGTCTGCCACTGCCTCTGATGCTGCT
P LQYLAPYSGCAMGTETFTFRDN
CCTCTGCAGTATTTGGCCCCCTACTCTGGCTGTGCCATGGGAGAATTCTTCCGTGACAAT
G K HAL 1 I'' Y DDL S KQAVAY RQ
GGCAAGCACGCCCTGATCATCTATGACGATCTGTCCAAGCAGGCTGTGGCCTACCGTCAG
M s L LLRRWPWPGREAYUPGDVFY
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961 ATGTCCCTGCTGCTGCGTCGTCCTCCCGGTCGTGAGGCCTACCCTGGTGATGTGTTCTAC
341 LHSRLILIERAAKMMNDTNG GG G S
1021 CTTCACTCCCGTCTCCTTGAGCGTGCTGCCAAGATGAACGACACCAATGGAGGTGGCTCT
361 L TALUPV I ETQAGDVSAY I PT
1081 CTCACTGCCCTGCCCGTCATCGAGACCCAGGCTGGTGATGTGTCTGCCTACATTCCTACT
3831 NV 1 S 1 TDGOQ 1 FL ETETLTFY KG
1141 AACGTGATTTCCATCACTGACGGACAGATCTTCTTGGAGACTGAGCTCTTCTACAAGGGT
401 Il R PAI NVGLSV SRV GSAARQT
1201 ATTCGTCCTGCCATCAACGTCGGTCTGTCTGTATCCCGTGTAGGATCCGCTGCCCAGACT
4217 K A M K Q V A G SMKULETLAQQYREA
1261 AAGGCCATGAAGCAGGTTGCAGGTTCCATGAAGCTGGAATTGGCCCAGTACCGTGAGGCC
441 A A F AQF G S DULDAST QQULTULNHR R
1321 GCTGCTTTTGCCCAGTTCGGTTCTGACTTGGATGCTTCCACCCAACAGCTGCTTAACCGT

461 G VRLTELLIKZQGOQYVPMATI1 EE
1381 GGTGTTCGTCTTACTGAGCTCTTGAAGCAGGGACAGTATGTGCCCATGGCCATTGAGGAA
481 Q VAV 1Y CGVCGHLUDI KMDP S K
1441 CAGGTTGCCGTCATCTACTGCGGTGTGTGTGGCCACTTGGACAAGATGGACCCCTCCAAG
501 I T K FEQEFMAMLIKTSHQG L L
1501 ATCACCAAGTTCGAGCAGGAGTTCATGGCCATGCTGAAGACCAGCCACCAGGGACTCCTT
521 DNI1T AKEGHT1T T®PESDAIKTLIKQ'I

1561 GACAACATTGCCAAGGAGGGACACATCACCCCAGAGAGCGATGCCAAGCTGAAGCAGATC
541 v T D F L AT F Q A *
1621 GTCACAGACTTCCTGGCCACCTTCCAGGCCTAA

Figura 5. Secuencia parcial del ADNc de A7Pa y la secuencia deducida de
aminoacidos del camaron blanco P. vannamei. En un cuadro, los codones de inicio y
término. La secuencia subrayada indica al péptido seial.

La secuencia deducida de aminodcidos a partir del ADNc de ATPo consta de 550
aminodcidos, al compararla con la secuencia de aminoacidos de ATPa de otros organismos
se encontr6 que es 87% idéntica a dicha proteina del gusano de la seda Bombix mori (no. de
acceso en GenBank NP 001040233), 84% a la del mosquito Aedes aegypti, ademas
presentd identidad con ATPa de algunas especies de vertebrados (Figura 6). Se identifico
teoricamente a través del programa Mitoprot (Claros y Vicens, 1995) el péptido senal, el
cual estd formado por los primeros 45 aminodcidos, entre estos se encuentran 6
aminoacidos con carga positiva y ninguno con carga negativa, esta preproteina tiene una
masa molecular de 59.23 kDa. Tomando en cuenta lo anterior la proteina madura estd
compuesta de 505 aminodcidos, con masa molecular de 54.66 kDa y un punto isoeléctrico

teorico de 7.59. Al realizar una busqueda de las secuencias conservadas en la base de datos
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del National Center for Biotechnology Information (NCBI por sus siglas) se encontré que
la secuencia de ATPa de P. vannamei contiene las secuencias conocidas como Walker A y
Walker B, las cuales se encuentran conservadas en enzimas en las que ATP 6 ADP
participan en la catalisis, enzimas como la miosina, la fosfofructocinasa y la adenanilato
quinasa, entre otras (Walker ef al, 1982). Ademas se identificaron los dominios ATP-
synt ab N comprendido desde el aminoacido 64 al 132, ATP-synt ab desde el aminoacido

188 al 412 y ATP-synt_ab_C del aminoacido 424 al 528.

Al analizar la comparacion multiple de secuencias de aminoacidos de ATPa de distintos
organismos (Figura 6), se identificaron aminoacidos diferentes en el camaréon P. vannamei
en comparacion al resto de las secuencias, K—R123 (a excepcion de E. coli que tiene A en
esa posicion) es una sustitucion conservativa que se encuentra en el dominio ATP-
synt ab N. Ademas se identificaron aminoacidos conservados entre P. vannamei y D.
melanogaster pero que difieren con el aminodcido conservado en el resto de los organismos
con los que se realiz6 la comparacion de las secuencias, estas sustituciones se encontraron
en el dominio ATP-synt ab C, A—C487 es una sutitucién semiconservativa ya que son
distintos con respecto a la hidrofobicidad pero similares en tamafio, y R—A524 sustitucion
no conservativa en relacion al tamafio (a excepcion de E.coli que presenta N en esa
posicion). Se encontrd un aminodcido conservado en el resto de los organismos pero en los
cuales las secuencias de P. vannamei y D. melanogaster difieren, el primer organismo
presenta S—T50 es una sustitucion conservativa y D. melanogaster presenta la sustitucion

también conservativa N—T.
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MALVSARLASSLARHLPRATPQVAK--VLPAAAIVSRKFTTSN----VVSSAEVSILEE
MS IFSARLASSVARNLPKAANQVACKAAYPAASLAARKLHVAS----TQRSAEISILEE
--MLSVRVAAALARALPRQSGLVSKK-ALGAAFVATRNIHASGAWLQKSGTAEVSSILEE
--MLSVRVAAVFARSLPRQAGLVSRN-ALGAAFVATRNIHASKMRFQKTGTAEVSSILEE
--MLSVRVAAAVVRALPRRAGLVSRN-ALGSSFIAARNFHASNTHLQKTGTAEMSSILEE
--MLSVRVAAAVARALPRRAGLVSKN-ALGSSFIAARNLHASNSRLQKTGTAEVSSILEE
--MLSGRVAAALARTLPRRAGFVSKN-VAAAACVGAKNLHTARPWLQKTGTAEVSSILEE
--MLSARLAASLVRQLPRAAPKVCQH-ALGAGL I SAKKFSTSTHHHTAGASAEVSSILEE
MAQVSVRLAAAAARSLSRQAPQVAKR-CIGAAYVSHRNVTTSAP---RPSTAEVSSILEE
---MLAR--TAAIRSLSRTL INSTKAARPAAAALASTRRLAST----KAQPTEVSSILEE
—————————————————————————————————————————————— MQLNSTEISELIKQ

skek -

ATP-synt ab N
RILGAAPKSNLEETGRVLSIGDGIARVYGLKNIQAEEMVEFSSGLKGMALNLEPDNVGVV
RILGVAPKADLEETGRVLSIGDGIARVYGLNN IQADEMVEFSSGLKGMALNLEPDNVGVV
RILGADISTDLEETGRVLSIGDGIARVYGLRNVQAEEMVEFSSGLKGMSLNLEPDNVGVV
RILGADTSAELEETGRVLSIGDGIARVYGLRNVQAEEMVEFFFGLKGMSLNLEPDNVGVV
RILGADTSVDLEETGRVLSIGDGIARVHGLRNVQAEEMVEFSSGLKGMSLNLEPDNVGVV
RILGADTSVDLEETGRVLSIGDGIARVHGLRNVQAEEMVEFSSGLKGMSLNLEPDNVGVV
KILGADTSAALEETGRVLSIGDGIARVYGLRNVQAEEMVEFSSGLKGMSLKLEPENVGVV
RILGQTTQAGLEETGRVLSIGDGIARVYGLKN IQAEEMVEFSSGLKGMALNLERDNVGVV
RILGHTPKENLEETGRVLSIGDGIARVYGLKN IQAEEMVEFSSGLKGMALNLEPDNVGVV
RIKGVSDEANLNETGRVLAVGDGIARVFGLNN IQAEELVEFSSGVKGMALNLEPGQVGIV
RIAQFNVVSEAHNEGTIVSVSDGVIRIHGLADCMQGEMISLPGNRYAIALNLERDSVGAV

= K === **- * ** - - * *x ** *

VEGNDKL IREGD 1VKRTGA I VDVPVGEA I LGRVVDALGNP IDGKGP I TGGLRARVGVKAP
VFGNDKL IKQGD 1VKRTGA1VDVPVGDELLGRVVDALGNAIDGKGAINTKDRFRVG IKAP
VFGNDKL IKEGD1VKRTGA1VDVPVGDELLGRVVDALGNAIDGKGPLTSKIRRRVGLKAP
VFGNDRL IKEGDVVKRTGAIVDVPVGEELLGRVVVALGNP IDGKGP I TSKTRRRVGLKAP
VFGNDKL IKEGD1VKRTGA1VDVPVGEELLGRVVDALGNAIDGKGP IGSKTRRRVGLKAP
VFGNDKL IKEGDIVKRTGA1VDVPVGEELLGRVVDALGNAIDGKGP I GSKARRRVGLKAP
VFGNDKL IKEGD1VKRTGA1VDVPVGEELLGRVVDALGNAIDGKGPLGSKQRRRVGLKAP
VFGNDKL IKEGDIVKRTGA1VDVPVGKELLGRVVDALGNP IDGKGP I TSPDRQRVGVKAP
VFGNDKL IKEGDVVKRSGA1VDVPVGESILGRVVDALGTP IDGKGPLGTEHRARVGTKAP
LFGSDRLVKEGELVKRTGN1VDVPVGPGLLGRVVDALGNP I DGKGP IDAAGRSRAQVKAP
VMGPYADLAEGMKVKCTGRILEVPVGRGLLGRVVNTLGAPIDGKGPLDHDGFSAVEAIAP
--* - -* ** -* *--x * -** B o . **
ATP-synt ab Walker A
GIIPRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGOREL I IGDROTGKTAIAIDT I INOKRFNDAAE
GIIPRVSVREPMQTGIKAVDSLVP IGRGQREL I IGDRQTGKTALAIDT I INQKRFNEAQD
GI1PRISVREPMQTGIKAVDSLVSIGRGQREL I IGDRQTGKTSIAIDT I INQKRFNEGTD
GIIPRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQREL 1 IGDRQTGKTSIAIDT I INQKRFNDGTD
GI1PRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQREL I IGDRQTGKTSIAIDT I INQKRFNDGSD
GIIPRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQREL I IGDRQTGKTSIAIDT I INQKRFNDGTD
GI1PRISVREPMQTGIKAVDSLVPIGRGQREL I IGDRQTGKTAITAIDT I INQKRFNDGTE
GIIPRISVKEPMQTGIKTVDSLVPIGRGQREL I IGDRQTGKTATAIDT I INQKRFNDGTN
G-1PRISVREPMQTGIKAVDSLVLICRGQREL I IGDRQTGKTAVAIDT I INQKRFNDEAE
GILPRRSVHEPVQTGLKAVDALVP IGRGQREL I IGDRQTGKTAVALDT I LNQKRWNNGSD
GVIERQSVDQPVQTGYKAVDSMIPIGRGQREL I IGDRQTGKTALAIDATINQR-—————-

* = K* F*k =Kk=-kkkh K-*kk--- K * =mkmkak-kk-

EKKKLYCI1YVAIGOKRSTVAQIVKRLTDADAMKYT1VVSATASDAAPLOYLAPYSGCAMG
ESKKLYCI1YVAIGQKRSTVAQIVKRLTDSGAMGYSVIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMG
EKKKLYCI1YVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYT IVVSATASDAAPLQYLAPYSGCSMG
EKKKLYC1YVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYT I'VVSATASDAAPLQYLAPYSGCSMG
EKKKLYCI1YVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYT IVVSATASDAAPLQYLAPYSGCSMG
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EKKKLYCI1YVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYT IVVSATASDAAPLQYLAPYSGCSMG
EKKKLYCI1YVAIGQKRSTVAQLVKRLTDADAMKYT I'VVSATASDAAPLQYLAPYSGCSMG
EKAKLYCI1YVAIGQKRSTVAQIVKRLTDADAMKYTVIVSATASDAAPLQYLAPYSGCAMG
EKNKLYCI1YVAIGQKRSTVAQIVKRLHDSDALKYT 1 1VSATASDAAPLQYLAPYSGCAMG
ESKKLYCVYVAVGQKRSTVAQLVQTLEQHDAMKYS 1 1VAATASEAAPLQYLAPFTAASIG
—DSGIKCIYVAIGQKASTISNVVRKLEEHGALANTIVVVATASESAALQYLARMPVALMG

- * *** 3 **----*- * - *- - - * ****- * EE

Walker B
EFFRDNGKHAL 11 YDDLSKQAVAYROMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EYFRDKGKHAL 1 ' YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMSP
EYFRDNGKHAL 1  YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EYFRDNGKHAL 1 ' YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EYFRDNGKHAL 1  YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EYFRDNGKHAL 1 ' YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
GYFRDNGKHAL 1 1'YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EFFRDNGMHAL 1 1'YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMND
EFFRDNGKHAL 1  YDDLSKQAVAYRQMSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHSRLLERAAKMNP
EWFRDNGKHAL 1VYDDLSKQAVAYRQLSLLLRRPPGREAYPGDVFYLHPRLLERAAKLSE
EYFRDRGEDALIIYDDLSKQAVAYRQISLLLRRPPGREAFPGDVFYLHSRLLERAARVNA

- *** * *** -

TN-—m e GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGOIFLETELFYKGIRP
Y — GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
HF——————————— GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
[ = —— GGGSLTALPAIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
AF—— e GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
) = —— GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
NF————— e — GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGIRP
DNe—mm e e e GGGSLTALPVIETQAGDVSAYIPTNVISITDGQIFLETELFYKGVRP
DF————— e GGGSLTALPVIETQAGDVSAY IPTNVISITDGQIFLETELFYKGIPP
KE-mmmm e GSGSLTALPVIETQGGDVSAY IPTNVISITDGQIFLEAELFYKGIRP

EYVEAFTKGEVKGKTGSLTALPIIETQAGDVSAFVPTNVISITDGQIFLETNLFNAGIRP

--** *- *

ATP-synt ab C
AINVGLSVSRVGSAAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREAAAFAQFGSDLDASTOOLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTRAMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTRAMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTRAMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLSRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTRAMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLSRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTRGMKQVAGTMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDAATQQLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQTKAMKQVAGSMKLELAQYREVAAFAQFGSDLDQATQNLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQVKAMKQVAGSMKLDLGEYREVAAFAQFGSDLDASTQNLLNRGVR
AINVGLSVSRVGSAAQVKALKQVAGSLKLFLAQYREVAAFAQFGSDLDASTKQTLVRGER
AVNPGISVSRVGGAAQTKIMKKLSGGIRTALAQYRELAAFSQFASDLDDATRNQLDHGQK

*

* * * E *** - -*---* - - * *** *** ** E = 3 -*--

LTELLKOGQYVPMAIEEQVAV 1 YEGVCGHLDKMDPSK I TKFEQEFMAMLKTSHOGLLDN I
LTELLKQGQYVPMAIEDQVAV I YEGVRGHLDKMDPAK I TKFEKEFLQH IKTSEQALLDT I
LTELLKQGQYVPMAIEEQVTVIYAGVRGHLDKMEPSKI TKFESAFLAHVKSQHQELLATI
LTELLKQGQYVPMAIEEQVAVI'YAGVKSHLDKLEPSKITKFESAFLAHVLSQHQALLSTI
LTELLKQGQYSPMAIEEQVAVIYAGVRGYLDKLEPSKITKFENAFLSHVVSQHQALLGTI
LTELLKQGQYSPMAIEEQVAVIYAGVRGYLDKLEPSKITKFENAFLSHV ISQHQALLSKI
LTELLKQGQYSPMAIEEQVAV INAGVRGHLDKMDPSKI1 TKFEKAFLQHVISQQTDLFAAI
LTELLKQAQYVPMAIEEQVAVIYAGVKGRLDKVDPSRITEFEAAFVSHIRGSQQELLGQI
LTELLKQGQYTPMAVEDQVAVLFAGVRGHLDKIDPAKVTKFEEQFLAHIRSSHQALLDTI
LTQLLKQNQYSPLATEEQVPL IYAGVNGHLDGIELSRIGEFESSFLSYLKSNHNELLTEI
VTELLKQKQYAPMSVAQQSLVLFAAERGYLADVELSKIGSFEAALLAYVDRDHAPLMQEI

sk kkkk kk K- el -- T - *
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297
297
295
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354
356
357
357
357
357
357
357
355
351
306

403
405
406
406
406
406
406
406
404
400
366

463
465
466
466
466
466
466
466
464
460
426

523
525
526
526
526
526
526
526
524
520
486
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Pv AKEGHI TPESDAKLKQIVTDFLATFQA 550
Dm aKDGA 1 SEASDAKLKDIVAKFMSTFQG 552
X1 RTDGKISEQADAKLKEIVLNFLSTFEA 553
Gg RTEGKISDQTEAKLKEIFTNFLSTFEA 553
Hs RADGK ISEQSDAKLKEIVTNFLAGFEA 553
Bt RTDGKISEESDAKLKEIVTNFLAGFEA 553
Cc RTDGKISEASDAKLKEVVLNFLASFE- 552
P RKDGQITEASDAKLKEVVTQFLSTFEA 553
Sp RTEGQLSPQTEATLKDVVLKFLDTFEG 551
Sc REKGELSKELLASLKSATESFVATF-- 545
Ec NQTGGYNDEIEGKLKGILDSFKATQSW 513
* ** *

Figura 6. Comparacion de la secuencia de aminoicidos deducida a partir de la
secuencia del ADNc de ATPa de P. vannamei con la secuencia de aminoacidos de
ATPo de de otros organismos. Los signos debajo de las secuencias indican
aminoacidos iguales (*), sustituciones conservativas () y sustituciones
semiconservativas (.).Se resalta en gris en la secuencia de P. vannmei las secuencias
conservadas identificadas, los dominios estan subrayados. Las columnas de
aminoacidos resaltadas indican las sustituciones. Pv (P. vannamei), Dm (D.
melanogaster), X1 (X. laevis), Gg (Gallus gallus), Hs (H. sapiens), Bt (B. taurus), Cc (C.
carpio), Pc (P. fucata), Sp (Strongylocentrotus purpuratus), Sc (S. cerevisae), Ec (E.
coli).

6.2 Secuencia del ADNc de ATPf de P. vannamei

Se obtuvo una secuencia de ADNc que corresponde a ATPfS de la F,F;ATP-sintasa de P.
vannamei. Es 82% similar al ADNc de ATPfS de la F,F;ATP-sintasa del langostino P.
leniusculus (no. de acceso en GenBank DQ874396), 81% similar a la secuencia de C.
carpio (no. de acceso en GenBank AB023582) y S. salar (no. de acceso en GenBank
BT043960). La secuencia estd compuesta de 1,823 nucleotidos y contiene el codéon de
inicio ATG, el coddn de término, la sefial de poliadenilacion, y la cola poli A en el extremo
3’ del ADNCc, ademas 3 nucle6tidos que forman parte de la region no traducible (UTR por
sus siglas en inglés “untraslated region”) del extremo 5’ y 245 nucleo6tidos que forman la

region UTR del extremo 3 (Figura 7).
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20
61
40
121
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181

241
100
301
120
361
140
421
160
481
180
541
200
601
220
661
240
721
260
781
280
841
300
901
320
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340
1021
360
1081
380
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1201
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M L GAAU QT RACSTTILZKAATZKPA
ATCATGTTGGGAGCTGCACAGCGCGCTTGCTCCACCATCCTAAAGGCAGCGAAGCCTGCT
VVSKGLIOQNVGSZKTLPALYTSC
GTCGTCTCCAAGGGCCTGCAAAATGTAGGCTCCAAGACTCTTCCAGCGCTCTACACCTGC
Q RNYAAKAEAAT QTG GV ANG S
CAGCGCAACTATGCTGCCAAGGCTGAGGCTGCCACCCAGACTGGTGTGGCCAATGGCAGT
VVAVIGAVYVDVYVOQFDGTETLTFPTP.I
GTAGTAGCTGTCATTGGTGCTGTGGTGGACGTCCAGTTCGATGGAGAGCTCCCCCCTATT
L NALEVANRSPR RTLVLTEVADQQH
CTCAATGCTCTTGAGGTTGCCAACCGCTCCCCAAGGCTGGTGCTTGAGGTTGCTCAGCAT
L GENTVRTTIAMDTGTTETGTLTITR RG
CTTGGTGAGAACACTGTCCGCACCATTGCTATGGATGGTACTGAGGGTCTCATCCGTGGT
NAV VDTG GSPTISIPVGPGTTLG
AATGCTGTCGTTGATACTGGAAGCCCCATCTCCATCCCTGTTGGTCCTGGTACTCTTGGC
R 1 I NV 1GETPTIDTETRGTPTIPTEH
CGCATTATCAATGTGATTGGTGAGCCCATTGATGAACGTGGCCCCATTCCCACTGAACAC
F SAI1HATEAPTDTFEFVEMSVET QEI
TTCTCTGCTATTCATGCTGAGGCTCCCGACTTCGTTGAGATGTCTGTCGAGCAGGAGATT
LV TGTIKVVDLTLAPYSTEKTGTGK I
CTCGTAACTGGCATCAAGGTGGTCGACCTCTTGGCCCCATACTCCAAGGGAGGAAAGATT
G LFGGAGVG GIKTVLTIEIMETLTINN
GGTCTGTTCGGTGGTGCTGGTGTAGGAAAGACTGTACTTATCATGGAACTGATTAACAAC
VAKAHGGYSVFAGVGTETRTR RE
GTTGCCAAGGCTCACGGTGGTTACTCAGTATTTGCTGGTGTGGGAGAGCGCACCCGTGAG
G NDLJVYHEMTITESG GVTI1SLTIKTDTDT
GGTAACGATCTGTACCACGAGATGATTGAGTCTGGTGTCATCTCTCTGAAGGATGATACC
S KV SLVYGOQMNTETPTPGAT RAT RV
TCCAAGGTATCTCTCGTGTACGGTCAGATGAACGAGCCCCCAGGTGCCCGTGCCCGTGTC
ALTGLTVAETYTFRUDTEGOQETGTU QTDVL
GCCCTGACTGGTCTGACTGTGGCCGAGTACTTCCGTGATCAGGAAGGTCAAGATGTGCTG
L FIDNIFRTFTOQAGSTEVSATLIL
CTCTTCATTGACAACATTTTCCGCTTCACACAAGCTGGTTCCGAGGTGTCTGCCCTGCTG
G RI1IPSAVGYQPTLATUDWMGS M
GGTCGTATCCCATCTGCTGTAGGTTACCAGCCTACTCTGGCCACTGACATGGGTAGCATG
Q ER I TTTIKZKGSTITSVQATILIYV
CAGGAAAGAATTACTACCACCAAGAAGGGATCAATTACCTCTGTGCAGGCCATCTATGTA
PADDTLTODGPAPATTTF FAHTLTGDAT
CCTGCTGATGACTTGACTGATCCTGCCCCAGCCACCACCTTCGCTCACTTGGACGCTACT
TVLSRGTIATETLTGTIYZPAVDTPTLTD
ACTGTGTTGTCTCGTGGTATTGCCGAGTTGGGTATTTACCCTGCTGTGGATCCTCTCGAT
S 1 SR 1 MDA ANTITIGHTEHTYNVATR
TCCATCTCCCGTATCATGGACGCCAACATCATCGGACACGAACATTACAATGTTGCCCGT
SVQKTI 1T LOQDHIKSTLOQDTITIATITLSGSG
AGTGTGCAGAAGATTCTTCAGGATCATAAGTCGCTCCAGGATATTATTGCTATCTTGGGT
M DELSTETETDTIKTLTVARA AR RTZKTIDQ QK
ATGGATGAATTGTCTGAGGAGGACAAGCTCACAGTCGCCCGTGCACGTAAGATCCAGAAG
FLSQPTFOQVATEVTFEFTGYSGIKTFV
TTCCTGTCACAGCCTTTCCAAGTGGCTGAGGTGTTTACTGGCTACTCTGGAAAGTTCGTT
S LPDPTIRSTFIKTETILITLAGEKYTDTDL
TCCCTGCCTGATCCCATCAGGAGCTTCAAGGAAATTCTGGCTGGCAAGTACGATGACCTC
PEAPTFYMOQGSTITETDVTIETZKATEDQ
CCTGAAGCTCCCTTCTACATGCAAGGAAGTATTGAGGATGTCATTGAAAAGGCAGAACAG

L AAQP S =*

TTGGCTGCCCAGCCCAGCTAAGGAGGAAATATAATTGTGGGGTATTTTAACATGTGTACA
GGGCTCTGGAAAGAAATATCCATGTTCTCTTTGTTGCAAAGTAAGGGCCAAGTGGTCGTG
TTCTTAGACTATGGCAAAACAATATTTTAGGGGTACTCCGAGAATCTGGAGTAACTTCTG
TTGTACAGAATTCCAGTGATAATGTAAATTTATATAAATAATCCAGAAACCCAAAAAAAA
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1801 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
Figura 7. Secuencia del ADNc de ATPf y la secuencia deducida de aminoacidos del
camaron blanco P. vannamei. En un cuadro, los codones de inicio y término. La
secuencia subrayada indica el péptido sefial. La seiial de poliadenilacion se resalta con
doble raya y la cola poli se resalta al final de la secuencia.

A partir del ADNc se dedujo la secuencia de aminodcidos, misma que a través de un
alineamiento multiple (Figura 8) se compar6 con ATP de otros organismos y se encontrd
que tiene una identidad del 91% con la del langostino P. leniusculus (no. de acceso en
GenBank ABI34071). ATPp contiene 525 aminoacidos y una masa molecular que se estima
en 55.96 kDa. Se identifico en la secuencia del péptido sefial de 44 aminoacidos, entre ellos
7 con carga positiva y 1 con carga negativa. La proteina madura esta formada por 481
aminoacidos, cuya masa molecular y punto isoeléctrico son de 51.45 kDa y 4.78
respectivamente. Al realizar un andlisis de secuencias conservadas en la base de datos del
NCBI se encontr6 que la secuencia deducida de aminoacidos de ATPP del camaron
contiene las secuencias denominadas Walker A y Walker B, DELSEED, GERXXE, asi
como los dominios ATP-synt ab N comprendido del aminodcido 60 al 126, ATP-synt ab

desde el aminoécido 182 al 401 y ATP-synt ab C del aminoéacido 414 al 521.

Al analizar la comparacion multiple que se realizdo con la secuencia de ATPB de P.
vannamei y la de otros organismos (Figura 8), se encontr6 que la secuencia deducida de P.
vannamei presenta diferencias en posiciones que se encuentran conservadas en el resto de
los organismos que se incluyen en la comparacion. La sustitucion KOR—S59 se encuentra
en el extremo amino en P. vannamei, esta sustitucion es semiconservativa ya que se trata de

un aminoacido sin carga y de un tamafio menor al aminoacido que presentan los demads



40

organismos, V—I117 es conservativa y se encuentra en el dominio ATP-synt ab N, la

sustitucion T—P484 es semiconservativa y se encuentra en el dominio ATP-synt_ab C.

También se identificaron sustituciones que fueron especificas para los decapodos P.
vannamei y P. leniusculus, A—S194 (a excepcion de S. cerevisae que tiene K) es una
sustitucion conservativa ya que ambos aminoacidos son similares en tamafo, esta
sustitucion se encuentra 10 aminoécidos hacia el extremo amino con respecto la secuencia
Walker A en el dominio ATP-synt ab, T—I401 (a excepcion de S. cerevisae) el
aminoacido de P. vannamei es hidrofébico a diferencia de T . Y—H428 (a excepcion de P.
fucata que presenta F) es una sustitucion conservativa en relacion al tamafio, A—P503
sustitucion semiconservativa y se encuentra en el dominio ATP-synt C. Ademas se
identificaron aminoacidos conservados en el resto de los organismos y diferentes entre P.
vannamei 'y P. leniusculus, V—Q507 en P. vannamei y V—R507 en P. leniusculus,
sustituciones semiconservativa, ademas V—I514 en P. vannamei y V—L514 en P.

leniusculus las cuales son sustituciones semiconservativas.

Pv MLGAAQRACST----1LKAAKPAVVSKGLQNVGSKTLPALYTCQRNYAAKAEAATQTGVA 56
Pl MLGAAARACSS----VLKAAKPAVASLSLOQNGGARTVPAVYTAHRNYAAKAEAATQTGVA 56
Cc MLGAVGRCCTG----ALQALRPGVTPLKA----LNGAPAALFSRRDYVAPAAAAAA---A 49
X1 MLGAVGRCSAG----ALRALKPTSSPVQLGQONLLRYSPAALHSRRDYAAQTSAAAKPGTA 56
Bt MLGLVGRVVAASASGALRGLSP-SAPLPQAQLLLRAAPAALQPARDYAAQASPSPKAGAT 59
Hs MLGFVGRVAAAPASGALRRLTP-SASLPPAQLLLRAVRRRFHPVRDYAAQTSPSPKAGAA 59
Dm MF————————————— ALRAASKADKNLLP----———-- FLGQLSRSHAAKAAKAAA--AA 36
Pf MMHAVRRACAG----VFKTSNSFIGTTSNTCSHAKV IPSYLSTRRHYAAEPKAAAAT--T 54
Sc 0 e MVLPRLYTATSRAAFKAAKQSAPLLSTSWKRCMASAAQSTP---1 42
Ec == @0-—-— MA 2
ATP-synt_ab_N

Pv NGEVVAVIGAVVDVOFDGE—LPPILNALEVANRSPRLVLEVAOHLGENTVRTIAMDGTEG 115
o | TGKVVAVIGAVVDVQFEGE-LPPILNSLEVENRTPRLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 115
Cc SGRIVAVIGAVVDVQFDED-LPPILNALEVAGRDTRLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 108
X1 SGRIVAVIGAVVDVQFDED-LPP ILNALEVQGRDTRLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 115
Bt TGRIVAVIGAVVDVQFDEG-LPPILNALEVQGRETRLVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEG 118
Hs TGRIVAVIGAVVDVQFDEG-LPPILNALEVQGRETRLVLEVAQHLGESTVRTIAMDGTEG 118
Dm NGK1VAVIGAVVDVQFDDN-LPP ILNALEVDNRSPRLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 95
PF PGKVVSVIGAVVDVQFEDS-LPP ILNALEVKNRKPRLILEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 113

Sc TGKVTAVIGAIVDVHFEQSELPAILNALEIKTPQGKLVLEVAQHLGENTVRTIAMDGTEG 102
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TGK1VQVIGAVVDVEFPQDAVPRVYDALEVQNGNERLVLEVQQQLGGGIVRT IAMGSSDG

* - *khkk-kkk X -k - - =-k%k - =k =kkk K-k%k Rk = - -k

LIIRGNAVVDTGSPISIPVGPGTLGRI INVIGEP IDERGP IPTEHFSAIHAEAPDFVEMSY
LVRGNAVRDTGSPISIPVGPGTLGRI INVIGEP IDERGPVPTEFYSAIHAEAPDFVNMSV
LVRGQKVLDTGAPIRIPVGPETLGRIMNVIGEP IDERGPITTKQTAP IHAEAPEFTDMSV
LVRGQKVLDAGTPIRIPVGPETLGRIMNVIGEP IDERGP ITTKQFAAIHAEAPEFVEMSV
LVRGQKVLDSGAP IRIPVGPETLGRIMNV IGEP IDERGP IKTKQFAATHAEAPEFVEMSV
LVRGQKVLDSGDQLKIPVGPETLGRIMNV IGEP IDERGP IKTKQFAP IHAEAPEFMEMSV
LVRGQKVLDTGYPIRIPVGAETLGRIINVIGEP IDERGP IDTDKTAAIHAEAPEFVQMSV
VVRGMECIDSGFPIRIPVGPATLGR I INVIGEP IDERGPVQTDKLLP IHAEAPEFVEMSV
LVRGEKVLDTGGP ISVPVGRETLGRI INVIGEP IDERGP IKSKLRKP IHADPPSFAEQST
LRRGLDVKDLEHP IEVPVGKATLGR IMNVLGEPVDMKGE IGEEERWATHRAAPSYEELSN
* - %

- %% - -k*xx *hkkhkk -k k-kkk-%k -% - *x * -

ATP-synt ab Walker A
EQEILVTGIKVVDLLAPYBKGGK I GLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYEKGGK I GLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILVTGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
EQEILETGIKVVDLLAPYAKGGKIGLFGGAGVGKTVL IMEL INNVAKAHGGYSVFAGVGE
SAEILETGIKVVDLLAPYARGGKIGLFGGAGVGKTVFIQEL INNIAKAHGGFSVFTGVGE
SQELLETGIKVIDLMCPFAKGGKVGLFGGAGVGKTVYNMMEL IRNIAIEHSGYSVFAGVGE

K=k FhkhkIxk-Kkk- k- - mFkhhk-FhAkhkIrhkhikhhkkikik - Fhkk K-k * K =kkk-kkkk

RTREGNDLYHEMIESGVISLKDDTSKVSLVYGOMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDOEG
RTREGNDLYHEMIESGVISLKDDTSKVSLVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYHEMIESGV INLKDTTSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYHEMIESGV INLKDTTSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYHEMIESGV INLKDATSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYHEMIESGV INLKDATSKVALVYGQMNQPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYNEMIEGGV I SLKDKTSKVALVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYHEMITSKVISLTDDTSKVSLVYGQMNEPPGARARVALTGLTVAEYFRDQEG
RTREGNDLYREMKETGV INLEGE-SKVALVFGQMNEPPGARARVALTGLT IAEYFRDEEG

RTREGNDFYHEMTDSNVI-—---- DKVSLVYGQMNEPPGNRLRVALTGLTMAEKFRD-EG
EE e e : * - *x *x . E : *x : E R = : *Kh*x K* Khhkkkkkhkk : Kk Kkhkhk Kk
Walker B

ODVLLFEIDNIFRFTOAGSEVSALLGRIPSAVGYQOPTLATDMGSMOERITTTKKGSITSVO
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGSMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGTMQERITTTKKGSITSVQ
QDVLLFIDNIFRFTQAGSEVSALLGRIPSAVGYQPTLATDMGLLQERITTTKKGSVTSVQ
RDVLLFVDNIYRYTLAGTEVSALLGRMPSAVGYQPTLAEEMGVLQERITSTKTGSITSVQ

mAEKEAEAA=KAAK =K =k AA=KAAXALAA AKX =AXAALAAAAAXAXA A =kk =kkhkXxAkhk -k kk *k=-kkkk

Al1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGIAELGIYPAVDPLDS[ISRIMDPNI IGAEHY
A1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGSEHY
A1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGLEHY
A1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGSEHY
Al1YVPADDLTDPAPATTFADLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNIVGSEHY
A1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRAIAELGIYPAVDPLDSTSRIMDPNI IGQEHY
A1YVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGISELGIYPAVGPLDSTSRILDPNVVGQEHY

AIYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGIAELGIYPAVDPLDSH§RIMDANIIGHEHX
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AVYVPADDLTDPAPATTFAHLDATTVLSRGISELGIYPAVDPLDSKSRLLDAAVVGQEHY
AVYVPADDLTDPSPATTFAHLDATVVLSRQIASLGIYPAVDPLDSTSRQLDPLVVGQEHY

*- *% -* - * * kX

ATP-synt_ab C

NVARSVOK I LODEKSLOD I 1A1 LGMDELSEEDKLTVARARK I QKFLSQPFQVAEVFTGYS
NVARAVQK ILQDKSLQD I IA1LGMDELSEEDKLTVARARK I QKFLSQPFQVAEVFTGYS
DVARGVQKILQDYKSLQD I IAILGMDELSEEDKLTVARARK IQRFLSQPFQVAEVFTGHL
DVARGVQKILQDYKSLQDI IA1LGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSQPFQVAEVFTGHL
DVARGVQKILQDYKSLQD I IAILGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSQPFQVAEVFTGHL
DVARGVQKILQDYKSLHDI 1A1LGMDELSEEDKLTVSRARKIQRFLSQPFQVAEVFTGHM
NVARGVQKILQDYKSLQD I IAILGMDELSEEDKLTVARARK IQRFLSQPFQVAEVFTGHA
RVARGVQKILQDFRSLQDI IAILGMDELSEEDKLTVTRARKIQRFLSQPFQVAEVFTGSA
DVASKVQETLQTYKSLQD I IAILGMDELSEQDKLTVERARK IQRFLSQPFAVAEVFTGIP
DTARGVQSILQRYQELKDI 1AILGMDELSEEDKLVVARARKIQRFLSQPFFVAEVFTGSP
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GKFVSLPDEIRSFKE I LAGKYDDLPEARFYM®GS | EDVIIEKAEQLAAQPS- 525
GKFVSLEKT IASFKE I LAGKYDHLPKL[FSTCRGD 1 QDVEKAEQLATQGS- 525
GKLVPLKDT IKGFKAILGGEYDALPEQAFYMVGP IEEVVQKAEKLAEEHS- 518
GKLVPLKDT IKGFQQILHGAYDNLPEQAFYMVGP IEEAVTKAEKLAEEHS- 525
GKLVPLKET IKGFQQ I LAGEYDHLPEQAFYMVGP I EEAVAKADKLAEEHS- 528
GKLVPLKET IKGFQQILAGEYDHLPEQAFYMVGP IEEAVAKADKLAEEHSS 529
GKLVPLEQT IKGFSAILAGDYDHLPEVAFYMVGP IEEVVEKADRLAKEAA- 505
GKYVPLKET ILGFQQILQGDYDHLPEVAFYMVGN IEEVVQKAERLAEEQS- 523
GKLVRLKDTVASFKAVLEGKYDNIPEHAFYMVGG IEDVVAKAEKLAAEAN- 511
GKYVSLKDTIRGFKGIMEGEYDHLPEQAFYMVGSIEEAVEKAKKL —————— 460
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Figura 8. Comparacion de la secuencia de aminoacidos deducida a partir de la
secuencia obtenida del ADNc de ATPf de P. vannamei con ATPP de otros organismos.

Los signos debajo de las secuencias indican aminoacidos iguales (*), sustituciones

conservativas (:) y sustituciones semiconservativas (.). Se resalta en gris en la
secuencia de P. vannmei las secuencias conservadas identificadas, los dominios estan
subrayados, y las columnas de aminoacidos resaltadas indican las sustituciones. Pv (P.
vannamei), Pl (P. leniusculus), Bt (B. taurus), Hs (H. sapiens), Cc (C. carpio), X1 (X.
laevis), Dm (D. melanogaster), Pc (P. fucata) Sc (S. cerevisae), Ec (E. coli).
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Al comparar region del precursor de ATPa de P. vannamei con los correspondientes de

otras especies (Figura 6), se observo que la region en donde se localiza la secuencia del

péptido senal presenta un valor menor de similitud que el resto de la secuencia que forma la

proteina madura, lo anterior también se observo en la comparacion de las secuencias de

ATPB de P. vannamei y de otros organismos (Figura 8), se ha reportado esa menor

similitud del péptido sefial en comparacion con la proteina madura en distintos trabajos, sin

embargo esta region del precursor presenta ciertas caracteristicas como ausencia de

aminodcidos con carga negativa y por el contrario preponderancia de aminodcidos basicos
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(Breen, 1988; von Heijne, G. 1986) lo cual se encontrd también en la secuencia de P.

vannamei.

Los tres dominios caracteristicos de las subunidades ATPa y ATPP fueron identificados, el
dominio de la region amino terminal, el dominio donde se encuentra el sitio de unién a
nucleodtidos y el dominio de la region carboxilo terminal. La diferencia entre los dominios
de las dos subunidades radica en la composicion de aminoacidos, sin embargo, estos tienen
estructura y funcion similar. El dominio ATP-synt ab N también llamado HerA-ATP
Synthase barrel (Iyer et al, 2004) es el que se encuentra en la region amino terminal,
integrado en su mayoria por estructuras del tipo laminas-f, por lo general este dominio esta
formado por 90 aminoacidos que al plegarse toman la forma de algo que se le ha
encontrado parecido a una corona, al parecer no es un elemento critico en la formacion del
sitio activo. Se ha propuesto que los aminoacidos especie-especificos de este dominio
tienen un papel importante al interactuar con el mismo dominio de la otra subunidad, segiin
se trate de ATPa 6 ATPP, o con otras subunidades del mismo complejo enzimatico, las
cuales se sabe tienen un menor grado de conservacion. El dominio ATP-synt_ab N tiene la
forma de toroide y la funcion de union de las subunidades ATPa y ATP con el resto de las
subunidades con las que tiene contacto (aquellas que forman el estator) (Bakhtiari et al.,
1999,). El dominio ATP_synt ab es el que se encuentra en el centro de la proteina, contiene
el sitio de unioén a nucledtidos (Abrahams et al., 1994) dentro del cual se encuentran las
secuencias conservadas Walker A y Walker B, que funcionan como sitios de uniéon a

nucledtidos. Este dominio es, de los tres que componen a las subunidades ATPa y ATPS, el
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que presenta el mayor grado de similitud cuando se compara con el de las proteinas de las
bases de datos (GenBank), lo cual se asocia con su funcion en la catélisis enzimatica, por lo
que las diferencias especie-especificas encontradas en este dominio podrian resultar en
caracteristicas de catalisis especificas para la enzima de P. vannamei. El dominio ATP-
synt ab_C se encuentra en la region carboxilo terminal, estd compuesto de 6 y 7 a-hélices
en ATPa y ATPP respectivamente en la F,F;ATP-sintasa de bovino (Abrahams et al.,
1994), esta formado unicamente por estructuras del tipo a-hélices y es el que tiene mayor
contacto con el resto del complejo enzimatico. Se encuentra dentro de este dominio la
secuencia conservada DELSEED la cual interacciona con la ATPy, al igual que ATP-
synt ab N estd menos conservado que ATP_synt ab, presentado caracteristicas especie-
especificas, las cuales en un futuro pueden brindar informacion cuando existan otras
secuencias de F,F;ATP-sintasa de otras especies de camarones. En la secuencia de
aminoacidos de la subunidad § también se encontro la region conservada GERXXE, la cual
esta involucrada en la hidrélisis de ATP (Goswami y Adhya, 2006), esta secuencia no se
encuentra en ATPa lo cual se atribuye a que GERXXE participa en la catélisis (Abrahams
et al., 1994). Se ha sugerido que el aminoacido M209 esta fisicamente cercano a la region
GERXXE vy al sustituir ese aminoacido en E. coli se observo un efecto negativo en la
catalisis (Weber ef al., 1995). Ademas fue posible identificar la secuencia DELSEED, se ha
encontrado que esta region de la secuencia de la subunidad B forma un lazo y tiene carga
negativa, se encuentra en la region carboxilo terminal de la proteina, ¢ interactua con la
subunidad y (Futai M., 2006). En la F,F;ATP-sintasa de mitocondrias, se ha encontrado que

la regioén amino terminal de la proteina IF; que inhibe la hidrélisis de ATP, interactia con el
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hexamero asB; en una region proxima al carboxilo-terminal de la subunidad f donde se

encuentra la secuencia conservada DELSEED (Jackson y Harris 1988).

6.3 Evaluacion de los transcritos de ATPa 'y ATPS por PCR cuantitativa

El analisis de la concentracion del ARNm de ATPoa y ATPS en las branquias y los
pledpodos de P. vannamei se realizd con muestras provenientes del bioensayo en el que los
organismos se expusieron a condiciones de normoxia e hipoxia. Se registré el tiempo que
transcurrié para que la concentraciéon de OD llegara a la esperada en cada punto del
muestreo (Tabla II), ya que la disminuciéon de OD en el sistema estuvo relacionada al
consumo de oxigeno por parte de los organismos, afectando la demanda energética de los

mismos.

Tabla II. Tiempo transcurrido a lo largo del bioensayo del que se obtuvieron las
muestras para la evaluacion de la concentracion de ATPa y ATPp en las branquias y
los pleépodos de P. vannamei.

Oxigeno disuelto (mg/L) No. de h
6 0
4 4
2 9
1.5 15
7 19
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6.3.1 Integridad del ARN total

Se realizd la extraccion del ARN total de 45 muestras de branquias y 45 muestras de
pledpodos, asi como la cuantificacion y andlisis de integridad de las mismas (Figura 9). El
patrén de bandeo fue similar entre las muestras del mismo tejido. La visualizacion de
bandas indica la presencia del ARN ribosomal y ARN de transferencia de las muestras

analizadas.
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Figura 9. Integridad del ARN total. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En el
primer y ultimo carril se muestra el marcador en pb, en los carriles A, By C se
muestra ARN total de branquias. En los carriles D, E y F se muestra ARN total de
pledpodos.
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6.3.2 Degradacion de ADN genomico presente en las muestras de ARN total

El ARN total cuantificado e integro se traté con DNasa I para degradar el ADN gendmico
presente en las muestras. No se obtuvo amplificacion al usar como hebra molde el ARN
total tratado en reaccion de PCR con los oligonucledtidos CO2FwCAM1 y CO2RvCAMI.
A diferencia de los controles positivos en donde la pareja de oligonucledtidos antes

mencionada amplificé un producto de 540 pb muestras con ADN gendmico (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de las muestras de ARN total con ADN gendmico.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%.Carril M, marcador en pb, carril A y B
controles positivos, tamafio del producto es de 547 pb. Carril C, control negativo.
Carriles D y E corresponden a muestras de ARN total de pleépodos

6.3.3 Sintesis de ADNc y amplificacion por PCR de ATPa y ATPf

Se sintetizaron 33 muestras de ADNc a partir del 33 del ARN total tanto de las branquias

como de los pledpodos. Se realizd una prueba utilizando como hebra molde cada ADNc
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sintetizado para tener la certeza de que la reaccion de sintesis funciono, la prueba consistio

en la amplificacion de un fragmento de ATPa 6 ATPS (Figura 11).
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Figura 11. Fragmentos amplificados de ATPf# de 205 pb a partir del ADNc de 5
diferentes muestras de pleépodos del camarén blanco P. vannamei. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, se muestran los productos de la subunidad B. Carril M
marcador en pb, carriles A y B controles positivo y negativo respectivamente, carriles
C-G productos de la amplificacion por PCR de un fragmento de A7Pf en ADNc de
pleépodos

6.3.4 Cuantificacion del ARNm de A7Pa y ATPS por PCR cuantitativa

Se cuantificaron los transcritos de la proteina ribosomal L8, asi como de las subunidades
ATP oy p en las branquias y los pledpodos del camarén. Se construyd para cada gen a
evaluar, una curva estandar con pardmetros similares (Tabla III). Ademas se confirm¢ la
amplificacion de un solo producto especifico por medio de una curva de disociacion para

cada transcrito.
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Tabla III. Caracteristicas de las curvas estandar construidas para la cuantificacion de
los transcritos por PCR cuantitativa.

Gen Tejido % Eficiencia R? Pendiente Intercepcion en
Y

L8 Branquias 104.30 0.99 -3.22 8.36
ATPa Branquias 102.60 0.99 -3.26 9.70
ATPp Branquias 104.70 0.98 -3.22 6.59

L8 Pledpodos 104.70 0.99 -3.22 3.51
ATPa Pledpodos 95.40 0.99 -3.44 8.11
ATPp Ple6podos 103.30 0.98 -3.24 9.49

6.3.4.1 Cuantificacion de los transcritos ATPa, ATPf en las branquias

La expresion de ATPo en las branquias del camardn, relativa al gen constitutivo LS8 (Figura

12 A) mostr6é un incremento de 119 y 128 veces en las concentraciones de OD de 4 y 2

mg/L, respectivamente comparado con el grupo control en normoxia (6 mg/L) siendo este

aumento estadisticamente significativo (p < 0.05, figura 15). La concentracién de ATPo en

1.5 mg/L aumentd 2.8 veces con respecto al control (p < 0.05).



50

e
ZEENE
ik

ATPa
i

-
!

o

OFRNWAG
i P

6 4 2 1.5 7 6 4 2 15 7
Concentracién de oxigeno disuelto (mg/L) Concentraciéon de oxigeno disuelto (mg/L)

Figura 12. Cuantificacion relativa de A) ATPa y B) ATPf en las branquias de P.
vannamei. Valores con diferente literal son significativamente diferentes (p < 0.05).

Al evaluar la concentracion del ARNm de la subunidad 47Pf en las branquias del camaron
usando a L8 como gen constitutivo (Figura 12B) se encontré un aumento de 3 veces en 4
mg/L con respecto a aquellos en 6 mg/L (p < 0.05). Los tratamientos de 2, 1.5y 7 mg/L de
OD fueron menor a la concentracion de ARNm de ATPp detectada en el tratamiento de 6

mg/L.

6.3.4.2 Cuantificacion de los transcritos ATPa ATPf en los pleépodos

La expresion relativa de ATPa en los pledpodos del camardén normalizada con el gen
constitutivo L8 (Figura 13A) aument6 en la hipoxia y en la reoxigenacion con respecto al
control (p < 0.05). En hipoxia la mayor concentracion del transcrito se detectd en 1.5 mg/L

y fue 13 veces mayor que el control.
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Figura 13. Cuantificacion relativa de A) ATPa y B) ATPf en los pleépodos de P.
vannamei. Valores con diferente literal son significativamente diferentes (p < 0.05).

La expresion relativa de ATPS (Figura 13B) mostré diferencias entre los tratamientos (p <
0.05). Se observd un aumento de 1.3 veces en la concentracion de ARNm en el tratamiento
a4 mg/L y de 43 veces en 1.5 mg/L con respecto a los camarones en normoxia. Durante la
re-oxigenacion (7 mg/L) se observo una disminucion en la concentracion de ARNm (p <

0.05).
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7. DISCUSION

7.1 Secuencias del ARNm de ATPay ATPf

Gracias al estudio realizado en diferentes tipos de organismos en relacion a los complejos
enzimaticos que sintetizan ATP a través de un proceso similar, se encontrd que el proceso
en el que esta implicada la traslocacion de protones para la sintesis de ATP ocurre en
organismos de diferente reino, en complejos enzimaticos evolutivamente relacionados, este
es el caso de los complejos F,F{ATP-sintasa en eucariotas y algunos procariotas como

bacterias y A,AATP-sintasa en archea (Miiller ef al., 2005).

La enzima F,F;ATP-sintasa funciona de una manera similar en todos los organismos
eucariotes y cuenta con caracteristicas estructurales altamente conservadas (Lei et al., 2007,
Walker et al., 1985), sin embargo se ha encontrado que el complejo enzimatico cuenta con
caracteristicas especie-especificas, como el numero, y tipo de subunidades, estas
caracteristicas son diferentes entre organismos de diferente reino por ejemplo en
organismos unicelulares como la bacteria E. coli y la levadura S. cerevisae, por lo cual es
importante la descripcion de complejos de la F,F;ATP-sintasa en organismos que no son
modelo de estudio como los crustaceos de los que no existe mucha informacion en relacion

a la F,F;ATP-sintasa.

En el presente trabajo se obtuvo la secuencia de nucleotidos del ARNm de dos subunidades
implicadas en la catalisis de la F,F;ATP-sintasa, las subunidades ATPa y ATPfS del
camardn P. vannamei. Lo obtenido en este estudio sobre ambas subunidades confirma lo

encontrado en otras especies de organismos eucariotes, como el organelo en el que estan
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codificadas, el nimero aminoacidos por el que estan compuestas, la similitud entre ambas

subunidades, la ausencia del aminoacido W, asi como los dominios que presentan.

Para el caso de la secuencia deducida de aminoacidos de ATPa de P. vannamei, el mayor
grado de identidad lo presentd con la secuencia de la misma proteina del gusano de la seda
B. mori, un organismo artropodo al igual que el organismo objeto de estudio del presente
trabajo. Mientras que la secuencia deducida de aminodcidos de ATPp presentd el mayor
grado de identidad con la misma proteina de P. leniusculus, un langostino del norte de
América, lo que sugiere una relacion filogenética cercana entre estos organismos, a reserva
de mayores estudios. Esta nueva informacion ahora disponible sobre P. vannamei
permitird profundizar en el estudio del ARNm de ATPa y ATPS o el gen, en busca de
isoformas o isoenzimas, o en el estudio de las proteinas. En especial investigar si las
sustituciones que se identificaron en el ARNm de ATPa y ATPS como especificos de P.
vannamei o de organismos artropodos. De las sustituciones identificadas, solo unas pocas
se considerd que pudieran tener efecto en la funcién de la F,F|ATP-sintasa, en ATPa se
identificaron 2 sustituciones no conservativas, A—C487 y R—A524 las cuales estan en el
dominio ATP-synt_ab_C el cual interactia con el resto del complejo. Para el caso de ATPJ
las sustituciones no conservativas que pudieran tener efecto en la funcion son, K6R—S59
en la que el aminoacido en P. vannamei es menor en comparacion con el que presentan el
resto de los organismos, T—P484 podria ser relevante ya que la presencia del aminoacido P
afecta la estabilidad de la estructura secundaria, A—S194 podria tener importancia ya que
podria afectar la hidrofobicidad de la regién en la que se encuentra la sustitucion, y por

estar a 9 aminoacidos de Walker A podria ser relevante, ya que el lazo que forma esta
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region de la subunidad cambia de conformacion durante la union de nucleétidos y durante
la hidrolisis de ATP. En relacion a las sustituciones A—P503 y V—Q507 la primera podria
significar un cambio en la estabilidad de la estructura secundaria y la segunda sustitucion
consiste en una aminoacido hidrofilico por uno hidrofébico en los demds organismos, estas
sustituciones se encuentran en el dominio ATP-synt C el cual interactia con otras
subunidades del complejo. Si bien se ha encontrado que la sustitucion de un solo
aminodcido puede afectar la actividad enzimatica de una proteina, como por ejemplo la
triosafosfato isomerasa de Vibrio marinus (Alvarez et al., 1998). Solo con experimentos
posteriores se puede determinar, si las diferencias encontradas son especificas para

peneidos, y si estas diferencias tienen algun efecto en la funcion.

7.2 Concentracion del ARNm de ATPa y ATPP en hipoxia

El efecto de la exposicion a hipoxia se ha descrito ampliamente en diferentes organismos,
en crustaceos se sabe que este fenomeno puede causar cambios en la transcripcion de
algunos genes (Bell et al., 2003; Brown-Peterson et al., 2008; David et al., 2005), por lo
que como un primer acercamiento al estudio de una posible regulacion a nivel
transcripcional de ATPa y ATPp en P. vannamei, se expusieron organismos de esta especie
a hipoxia de una forma gradual, con la intencion de afectar una parte del metabolismo
celular ligado a la F,F;ATP-sintasa, alterando la concentracién del oxigeno, un elemento

clave en la fosforilacion oxidativa.
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7.2.1 Branquias

Los resultados de la cuantificacion de ATPa en las branquias sugieren que ante condiciones
de hipoxia existe control durante la transcripcion de esta subunidad. Las mayores
concentraciones del transcrito se detectaron a 4 y 2 mg/L de OD. El aumento detectado en
la concentracion de 4 mg/L de OD que fue el primer punto en hipoxia, se atribuye a la
demanda metabolica generada por un aumento en la ventilacion, ya que se ha reportado que
al inicio de la exposicion a hipoxia en los crustaceos ocurre un aumento de la ventilacion
(Burggren y McMahon, 1983), y concuerda con lo reportado para P. vannamei sobre las
primeras respuestas antes condiciones de hipoxia, un aumento en la actividad fisica y
movimientos natatorios al azar (Zhang et al., 2006) El aumento de la ventilacion podria
implicar la formacion de nuevos complejos de la F,F;ATP-sintasa debido a un aumento en

la demanda de ATP, a causa de una mayor actividad en las branquias.

Con respecto a ATPf en las branquias, la concentracion de este transcrito aument6 en 4
mg/L de OD lo cual podria estar relacionado al aumento de la ventilacion al igual que se
discutié para ATPa. Se puede observar en las graficas que los aumentos no fueron
proporcionales, es decir que ATPa aumentd un numero de veces mayor que ATPpS, ya que
en 4 mg/L ATPa fue aproximadamente 100 veces mayor al control, mientras que ATPp fue
tan solo 3 veces mayor al control. La concentracion de ATPS en 2, 1.5y 7 mg/L de OD fue
menor al control (6 mg/L de OD) lo que puede estar relacionado a un cambio en la
estabilidad del ARNm o a una menor tasa de transcripcioén ante la disminucion de la tasa

metabolica en 2 y 1.5 mg/L de OD, el que se haya mantenido estable la concentracion de
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ATPpS a partir de 2 mg/L y hasta la reoxigenacion puede deberse a que en esas
concentraciones de oxigeno la subunidad B estuvo regulada a nivel traduccional o

postraduccional, lo cual solo se podra determinar a través experimentos adicionales.

Es importante resaltar lo que se encontrd en las branquias con respecto a los transcritos en
la reoxigenacion del sistema, ATPa a 7 mg/L con respecto al control no fue diferente,
mientras que la concentracion de ATPfS en 7 mg/L fue menor al control. Esto resulta
interesante ya que la reoxigenacion de tejidos hipoxicos contribuye de manera importante a
la formacion de especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden causar dafio a
macromoléculas celulares, como acidos nucleicos, lipidos de membrana y proteinas
(Halliwell y Gutteridge, 2001). Zenteno-Savin et al., 2006 al someter a P. vannamei
durante 24 h a una concentracion de 1mg/L y posteriormente 6 h a 6 mg/L de OD, no
detectaron sefiales de estrés oxidativo en las branquias. Lo cual habla de la plasticidad de
este tejido en lo relacionado al estrés oxidativo, que por su funcién no resulta extrafio que
cuente con mecanismos que le permitan no ser afectado en ese sentido. Lo anterior coincide
con los resultados del presente estudio, desde el punto de vista que la reoxigenacién no
produjo un efecto importante en la transcripcion de ATPa y sin embargo ATPfS fue menor
que el control en la reoxigenacion, lo que puede estar relacionado el efecto de la regulacion

de la transcripcion por la concentracion de OD.



57

7.2.2 Pledpodos

Al haber detectado diferencias estadisticas en la concentracion del ARNm de ATPa, se
sugiere que la hipoxia provoca un efecto en la transcripcion de esta subunidad. Se observo
un aumento en la concentracion del ARNm de A7Pa en las condiciones hipoxia y en la
reoxigenacion, la concentracion del transcrito en 1.5 mg/L fue aproximadamente 12 veces
mayor con respecto a normoxia puede estar relacionado lo cual puede relacionarse a
pledpodos y la capacidad de responder ante condiciones de anaerobio por ser un tejido

involucrado en la actividad fisica.

Con respecto a la concentracion de ARNm de ATPp en los pledpodos de P. vannamei los
resultados sugieren una regulacion a nivel de transcripcion debido a las diferencias
encontradas entre los tratamientos. La tendencia de A7Pa y el aumento detectado de ATPpS
en 4 mg/L de OD puede obedecer a un aumento de la actividad fisica en busca de lugares
con una mayor concentracion de oxigeno (Morris y Airriess, 1988), mientras que el
incremento encontrado en 1.5 mg/L de OD puede estar relacionado a la reorganizacion del
metabolismo. El que la diferencia encontrada en 1.5 mg/L de OD haya sido tan marcada
con respecto al control puede estar relacionado a que los pledpodos son tejidos
involucrados en la actividad fisica o traslado del camarén, y a que de acuerdo a lo
encontrado en otros organismos en este tipo de tejidos el metabolismo anaerdbico
contribuye de manera importante a la sintesis de moléculas energéticas durante el desarrollo
de actividad fisica por cierto periodo de tiempo, por lo que debe de contar con los

mecanismos metabodlicos necesarios para sintetizar ATP de forma anaerobia, a partir de las
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reservas energéticas (Hamilton y Houlihan, 1992). El aumento de los transcritos en las
concentraciones mas bajas de oxigeno, para el caso de los pledpodos concuerda con lo
reportado por Rissanen et al., (2006) quienes al someter a diferentes concentraciones de
oxigeno hepatocitos de Oncorhynchus mykiss, encontraron que en la concentracion mas
baja de oxigeno evaluada tanto la concentracion de ATP como la del transcrito ATP6 se
restablecieron a las concentraciones encontradas en normoxia, lo anterior se puede deber a
la reorganizacion del metabolismo. Sin embargo con los andlisis realizados en dicho
estudio no queda claro si la induccion de las rutas glucoliticas y por tanto de las enzimas
glucoliticas es responsable del restablecimiento de la concentracion de ATP asi como del
transcrito de ATP6. Ademas Brouwer et al., (2007) encontraron resultados similares a lo
encontrado en el presente trabajo en el camardén P. pugio, ellos detectaron una mayor
concentracion de ATPf al someter a los organismos por 3 d a 1.5 mg/LL de OD. Un dato
interesante sobre este trabajo es que se evalud también la cantidad del transcrito de ATPd 'y
ATPb y solo se encontraron diferencias en ATPf, esto brinda informacién importante sobre
el control especifico bajo el que estan sujetas las diferentes subunidades de la F,F;ATP-
sintasa, lo cual es de esperarse debido entre otras cosas a la participacion del complejo de
manera importante en el mantenimiento de la homeostasis celular y lo que esto significa.
Estos son antecedentes importantes en cuanto a la reorganizacion del metabolismo en las
concentraciones bajas de oxigeno y un aumento en la concentracion de transcritos, como se

observé en ATPa en branquias y ATPf en pledpodos.

En relacion a la reorganizacion del metabolismo cuando este entra en fase anaerobia, en un

estudio en el que se compararon las concentraciones de lactato en hemolinfa, bajo
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condiciones de normoxia en las branquias, glandula digestiva y musculo de P. vannamei,
en musculo se encontrd una concentracion significativamente mayor (Zenteno-Savin et al.,
2006), ademas el musculo y la glandula digestiva son considerados los principales 6rganos
de almacenamiento de metabolitos de reserva energética (Schirf et al., 1987), por lo que
debido a la funcién de los pledpodos podria tener sentido que la sintesis anaerobia de ATP
afecte de forma diferente la transcripcion de ATPa y ATPpS en los pledpodos en

comparacion a las branquias.

La concentracion de determinado ARNm en un tejido puede estar regulado por el estado de
poliadenilacién, por la interaccion del transcrito con proteinas que participan en la
regulacion de la transcripcion, ademas cambios en la tasa de degradacion del ARNm y en la
tasa de sintesis (McCarthy y Kollmus, 1995). Por lo que las diferencias en los cambios en
la concentracion de ARNm de ATPa y ATPp, es decir el que estos cambios no hayan
ocurrido en forma proporcional, puede deberse a diferentes mecanismos de regulacion,
como un aumento en la estabilidad del ARNm de uno o a un aumento en la tasa de
degradacion de otro. También puede deberse a lo encontrado en un estudio con ratas
Fischer 344 en el que encontraron que la expresion de los transcritos de 8 diferentes
subunidades de la F,F;ATP-sintasa entre ellos ATPp, tuvo la siguiente proporcion de los
transcritos: Pg by ¢3 d; e3 F63 OSCP; lo cual difiere con la proporcion que presentan las
subunidades de la enzima o3 B3 g; d; IF1; a; by ¢j9 d; €2 A6L; F6, OSCP; (no se evalud a la
subunidad o) (Himeda et al., 2000). Lo anterior puede estar en funcidon a una regulacion

especifica para cada subunidad.
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El estudio de la concentracion de los transcritos de las subunidades o y B de la F,F;ATP-
sintasa en los tejidos de las branquias y los pledpodos, sugiere la existencia de regulacion a
nivel de la transcripcion de una forma tejido-especifica y de forma diferente para cada uno
de estos genes en P. vannamei, lo cual se ha sugerido para otros organismos (Fernandez-
Silva, 2003). Lo anterior concuerda con lo reportado por David et al., (2005) quienes
expusieron a hipoxia al ostion Crassostrea gigas y encontraron que a las 24 y 168 h los
transcritos de algunas de las subunidades de la NADH deshidrogenasa y de la citocromo
oxidasa fueron regulados positivamente, mientras que otras subunidades de los mismos
complejos en el mismo experimento, fueron regulados de manera negativa, la subunidad o
de la F,F;ATP-sintasa fue regulada de forma negativa a los 7 dias (el estudio se llevo a
cabo en las branquias, el manto y la glandula digestiva). Lo encontrado por David ef al.,
(2005) sugiere una alta complejidad en la regulacién de la transcripcion en hipoxia al
encontrar un aumento y posteriormente una disminucion de los transcritos de las
subunidades de un mismo complejo enzimatico, lo cual coincide con el presente trabajo y
que puede estar relacionado o no a un cambio en la actividad enzimatica de la F,F;ATP-
sintasa o un cambio en la regulacion de los transcritos. Las diferencias en las
concentraciones de los transcritos para el caso de un mismo gen, se atribuye a la funcion
particular de cada tejido, la cual determina una demanda de energia particular para cada

tejido (Attardi et al., 1990).
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Se observo en el presente trabajo, una gran dispersion de los datos de la concentracion de
ARNmMm en algunas de las concentraciones de oxigeno evaluadas, lo cual se puede relacionar
a lo encontrado por Chim et al., (2003) quienes al exponer a Litopenaeus stylirostris a
diferentes salinidades detectaron que la variacion entre organismos se ve incrementada por
el estrés. Koehn y Bayne (1989) encontraron que bajo estrés por concentracion de oxigeno
la variacion entre los individuos es mayor que en condiciones normales, los autores
atribuyen esta alta variacion a que la diferente respuesta de los organismos ante condiciones

de hipoxia debido al distinto balance de energia que existe en cada individuo.

Integrando la informacion que se obtuvo en el presente estudio con lo obtenido por Muhlia-
Almazan et al, 2008 y Martinez-Cruz 2007 en los que se estudid la concentracion del
ARNm de las subunidades A7P6 (gen mitocondrial) y ATP9 (gen nuclear) de la F,F;ATP-
sintasa de P. vannamei, se puede intentar establecer una vision mas general. En el trabajo
de Muhlia-Almazan et al, 2008 se cuantificoé la concentracion del ARNm de las
subunidades antes mencionadas en los diferentes estadios de muda y se sugirid la
regulacion de la transcripcion de ATP6 y ATPY en la glandula digestivas, asociaron la
posible regulacion en funcion de la demanda de energia del camardn en los diferentes
estadios (Muhlia-Almazan et al., 2008). Mientras que en el estudio de Martinez-Cruz 2007
se evalud la concentracion de ARNm de las mismas subunidades de la F,F;ATP-sintasa en
condiciones de hipoxia, y en este ultimo también se encontraron evidencias de una posible
regulacion en la transcripcion de ambas subunidades, en este caso de forma tejido

especifica, ya que se detectaron cambios en la concentracion de ambos transcritos en la
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glandula digestiva, mientras que en musculo solo se encontraron diferencias en 47P9 de
igual manera se asocid la concentracion de los transcritos a la demanda de ATP especifica
para cada tejido (Martinez-Cruz, 2007). Entonces la informacion sugiere que la
transcripcion de ATPa, ATPp, al igual que lo sugerido por Muhlia-Almazéan et al., 2008
para ATP6 y ATP9Y de P. vannamei esta reguladas de forma tejido especifica, en relacion a
la demanda de energia de cada tejido, a reserva de los demas procesos de regulacion a los
que esta sujeta la enzima. Asi que ante condiciones de estrés el camaron P. vannamei
genera una serie de respuestas como parte de la reorganizacion del metabolismo que le
permite aclimatarse, el presente estudio aporta nuevas evidencias que apoyan la sugerencia

que dentro de tales respuestas se encuentra la modulacion de la F F;ATP-sintasa.

Los cambios en la concentracion de los ARNm de las subunidades ATPa y ATPp
encontrados en el presente trabajo podrian servir como punto de referencia al evaluar la
actividad enzimatica de la F,F;ATP-sintasa de P. vannamei expuesto a diferentes
concentraciones de oxigeno y determinar en que casos los cambios en la concentracion del

ARNm de alguna de las subunidades corresponden a un cambio en la actividad ezimatica.
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8. CONCLUSIONES

El estudio sobre la F,F;ATP-sintasa en peneidos se encuentra en la etapa descriptiva, por lo
que este es un estudio pionero acerca de la regulacion de dos de las unidades cataliticas que
forman al complejo enzimatico. Atn es mucho lo que falta por conocer sobre el resto de las

subunidades para llegar a entender como se relacionan estas para llevar a cabo la funcion.

Los resultados de este estudio indican que el ARNm de la subunidad a y el de la subunidad
B de la F,F;ATP-sintasa de P. vannamei son conservadas con relacion a las subunidades

descritas en diversos taxas, sobre todo artropodos.

Los resultados sugieren ademas que las subunidades o y B de la F,F;ATP-sintasa de P.
vannamei estan bajo control transcripcional, de forma independiente para cada una de estas
subunidades y en funcion del papel de las branquias y los pleépodos en el metabolismo,
ademas tal regulacion forma parte de las respuestas que le permiten al organismo tolerar las

condiciones de hipoxia.
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