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Resumen

El camarén blanco del Pacifico Penaeus vannamei es la especie de camardén mas
cultivada en todo el mundo. Debido a que las hembras crecen mas que los
machos, el cultivo de "solo hembras" es de gran interés, por lo que el
conocimiento sobre la determinacion y diferenciacién del sexo es necesario para
producir solo hembras. En un esfuerzo por obtener informacion asociada a la
reproduccion en P. vannamei, se generaron datos transcriptomicos de goénadas
femeninas y se identificaron secuencias parciales de transcritos con elevada
similitud al gen Sex-letal (Sxl) de Drosophila melanogaster, especie en la que se
ha descrito a SxI como el controlador maestro de la feminizacion, mostrando
patrones de expresion diferenciales resultantes de corte y empalme alternativo
sexo-especifico. La expresion de este y otros genes (involucrados en la cadena
génica de determinacion sexual descrita en insectos) esta relacionada con eventos
criticos de diferenciacion sexual larvaria y postlarvaria de algunos crustaceos, lo
que sugiere su participacion en este proceso. En el presente trabajo se planteé el
objetivo de elucidar la posible funcién de Sxl a través de la caracterizacion de los
transcritos, asi como el andlisis de expresion y de proteinas, durante el desarrollo
embrionario, larvario, postlavario y gonadico de ambos sexos en edad subadulta y
adulta. La caracterizacion de Sxl en P. vannamei indico que hay seis isoformas del
transcrito SxI en P. vannamei (PvanSxI1-6), a diferencia de otros peneidos en los
que se han aislado s6lo dos isoformas de este gen. Estas seis isoformas resultan
de un empalme alternativo en tres sitios de empalme (SS1, SS2, SS3). SS1y SS3
son exclusivos de P. vannamei, ya que no se han reportado en otras especies de
artrépodos; SS2 es comun entre los crustaceos, SS3 siempre es escindido junto
con SS2. Sxl se expresa en la mayoria de los tejidos del camaron blanco, con
mayor expresion en la gonada, el tallo ocular y el intestino de las hembras. Todas
las isoformas (PvanSxl 1-6) se expresan durante la embriogénesis, el desarrollo
larvario, en las postlarvas, y en la gametogénesis de ambos sexos, demostrando
gque PvanSxl no es especifico para el sexo. Sin embargo, se observaron
diferencias en la expresion y la traduccion entre las diferentes isoformas durante el
desarrollo y entre los sexos de P. vannamei. Estos resultados, junto con los
resultados de expresion obtenidos en otros crustaceos en embriones, larvas,
postlarvas y en diferentes tejidos, sugieren que Sx|I desempefia un papel
importante en la diferenciacion sexual y la gametogénesis de peneidos.

Palabras clave: isoformas, corte-empalme alternativo, diferenciacion sexual,
embriogénesis y gametogénesis.

Vo.Bo. Dra. Ana M/Véarra }jx{nphries Vo.Bo. Dra. S. Alejandra Garcia Gasca



Summary

The Pacific white shrimp Penaeus vannamei is the most cultured shrimp species
around the world. Because females grow larger than males, the culture of “only
females” is of great interest, but knowledge on sex determination and
differentiation is required for producing only females. In an effort to obtain
information associated with reproduction in P. vannamei, transcriptomic data from
female gonads was generated, and partial sequences of a transcript were identified
as Sex-lethal (Sxl) with high similarity to Drosophila melanogaster Sxl, for which it
has been described as the master switch of feminization, showing differential
expression patterns resulting from alternative sex-specific splicing. The expression
of this and other genes (involved in the gene chain of sexual determination
described in insects) is related to critical events of larval and post-larval sexual
differentiation, suggesting their participation in this process. Sxl characterization in
P. vannamei indicated six isoforms of the Sxl| transcript (PvanSxI1-6), differently
from other penaeids in which has been isolated two isoforms for this gene. These
six isoforms result from alternative splicing at three splice sites (SS1, SS2, SS3).
The first splice site is unique to P. vannamei, as it has not been reported for other
Arthropod species; the second splice-site (SS2) is common among crustaceans,
and the third splice-site (SS3) is also unique to P. vannamei and when spliced-out,
it is always together with SS2. Sxl is expressed in most tissues of white shrimp,
with greater expression in gonad, eye-stalk, and intestine of females. All isoforms
(PvanSxl 1-6) are expressed during embryogenesis, larval development, post-
larvae, and during gametogenesis in both genders, suggesting that PvanSxl is not
sex-specific. However, differences in transcript and protein expression were
observed between the isoforms at different stages of development and between
genders. These results are in agreement with the expression results obtained in
other crustaceans during embryonic, larval, post-larval development, as well as in
different tissues, suggesting that in shrimp, Sx| plays an important role in sexual
differentiation and gametogenesis.

Key words: isoforms, alternative-splicing, sexual-differentiation, embryogenesis,
gametogenesis.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura de Penaeus vannamei ha incrementado a nivel mundial en los
altimos diez afios (FAO, 2014). Gran parte del avance camaronicola ha sido por
las investigaciones que han permitido el desarrollo de tecnologias que contribuyen
al mejoramiento de la rentabilidad de los cultivos. En este sentido, las
investigaciones que involucran mecanismos de determinacion y diferenciacion
sexual son de alto interés por su potencial aplicacion en el mejoramiento del
cultivo. Lo anterior es debido a que P. vannamei presenta marcado dimorfismo
sexual, en donde las hembras presentan mayor tasa de crecimiento en
comparacién con los machos. Asi, el aislamiento y caracterizacion de genes
expresados, especifica y diferencialmente en machos y hembras de peneidos,
particularmente camardn blanco, es un paso importante para la comprension de
los procesos de determinacion y diferenciacion sexual en especies de importancia
econOmica. Lo anterior permitird la aplicacion de tecnologias enfocadas al
incremento productivo a través de cultivos “monosexo”, al mejoramiento del
desemperio reproductivo de la especie o0 a la formacién de individuos estériles que

dirijan la energia adquirida al crecimiento.

En este sentido, estudios dirigidos a la compresion y analisis del sistema
cromosomico de determinacion sexual en crustdceos y particularmente en
peneidos (Baranski et al., 2014; Li et al., 2003; Robbinson et al., 2014; Staelens et
al., 2008; You et al., 2010; Zhang et al., 2006) sugieren que este corresponde al
ZW/ZZ, donde las hembras son heterogaméticas (ZW) y los machos son
homogaméticos (ZZ). El estudio mas reciente (Yu et al., 2017) mostro evidencias
concluyentes al encontrar marcadores sexuales en hembra, indicando que en P.

vannamei las hembras son heterogaméticas y los machos son homogameéticos.

El sistema de determinacion y diferenciacion sexual ha sido ampliamente
estudiado y descrito en la especie modelo de estudio Drosophila melanogaster, en
el que se describe al gen Sex-lethal (SxI) como el gen controlador de la

feminizacion, mediante la transcripcibn de variantes sexo-especificas. Sin



embargo, aunque en insectos no drosofilidos se conocen los sistemas
cromosomicos de determinacion sexual, ain no se conoce la ruta génica completa

de diferenciacion sexual, ni la funcion de variantes no sexo-especificas de Sxl.

Por otro lado, en diferentes crustaceos, se ha observado la presencia de genes
que se encuentran involucrados en las cascadas génicas de diferenciacion sexual
ya descritas en insectos, por ejemplo: SxI en Daphnia pulex (Colbourne et al.,
2011), Penaeus monodon (Tassanakajon et al., 2006), Marsupenaeus japonicus
(Leelatanawit et al., 2009), Macrobrachium nipponense (Zhang et al., 2013a),
Eriocheir sinensis (Shen et al., 2014); Tra en Daphnia magna (Kato et al., 2010);
Tra-2 en Penaeus monodon (Leelatanawit et al., 2009), Fenneropenaeus chinensis
(Li et al., 2012), Macrobrachium nipponense (Zhang et al., 2013b); Dsx en Daphnia
magna (Kato et al.,, 2011) y Dmrt (misma familia de Dsx) en Eriocheir sinensis
(Zhang y Qiu, 2010). Recientemente se obtuvieron secuencias de transcritos SxI
(L6pez-Cuadros, 2014) y fem-1 (Galindo-Torres, 2014) en gbénada femenina,
masculina y embriones de P. vannamei. Es importante resaltar que la participacion
de fem-1 ha sido descrita en la ruta génica de diferenciacion sexual del nematodo
hermafrodita funcional Caenorhabditis elegans, la cual es diferente a la descrita en

D. melanogaster y otros insectos no drosofilidos como se vera mas adelante.

Debido a que aun no se conoce la ruta génica de diferenciacion sexual ni la
funcién precisa de los genes aislados en el proceso de determinacién y
diferenciacion sexual de crustaceos se planteé el objetivo principal de este estudio,
el cual fue profundizar en el entendimiento de la expresion de las diferentes
variantes del gen Sxl, como una aproximacién a dilucidar la posible funcién de las
mismas en el proceso de determinacion y/o diferenciacién sexual del camarén

blanco P. vannamei.



2. ANTECEDENTES
2.1 Mecanismos de determinacién y diferenciacion sexual

Los mecanismos de determinacion sexual pueden variar ampliamente incluso
entre especies filogenética y estrechamente relacionadas. Por ejemplo, los
insectos corresponden al grupo taxondémico mas estudiado en cuanto a sistemas
de determinacion y diferenciacion sexual, en los que se ha observado una

diversidad sorprendente de mecanismos (Gempe y Beye, 2011).

Asi, se sabe gue en insectos los sistemas de determinacion sexual descritos
incluyen: 1) dosis de cromosomas X, donde dos cromosomas X determinan
feminizacion y un cromosoma X masculinizacion (Erickson y Quintero, 2007); 2)
presencia de cromosoma Y que determina machos: XX son hembras y XY son
machos (Dubendorfer et al., 2002); 3) presencia de cromosoma W que determina
feminizacion: ZW son hembras y ZZ machos; 4) en sistemas XY el nimero de
cromosomas Y puede variar sustancialmente (Marin y Baker, 1998); 5) en otras
especies las hembras son XX/XX y los machos son XX/Y (Sanchez, 2008); y 6)
otras especies emplean determinadores de sexo sin diferencias visibles en los

cromosomas (Kraemer y Shmidt, 1993).

Esta gran variedad a nivel cromosémico también ha dado lugar a una gran
diversidad de genes de determinacion sexual; asi, en sistemas en donde la
presencia del cromosoma Y determina masculinizacion, inactiva la expresion del
gen transformer (tra) dando lugar al macho, y a su vez la activacién o inactivacion
de tra da lugar a formas sexo especificas del gen doublesex (dsx). Por otro lado,
se sabe que en especies en las que el nivel de ploidia determina el sexo, los
genes involucrados son complementary sex determiner (csd), feminizer (fem) y
dsx. Por otro lado, la dosis de cromosomas X en algunos insectos activa o no al

gen Sex-letal (Sxl) y este a su vez a tra y dsx.

En todos los casos anteriores, se ha observado que la activacion de los genes

cascada arriba da lugar a la variante del gen doublesex (dsx) sexo-especifico de



hembras, mientras que la inactivacion de los mismos da lugar a la variante del gen

dsx sexo especifica de machos (Fig. 1).
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Figura 1. Determinacion sexual en especies de insectos modelo, con sus
relaciones filogenéticas representadas ~300 millones de afios de evolucion. Las
especies presentadas comparten una ruta en coman (en gris) compuesto por el
gen transformer (tra) y su gen objetivo cascada abajo doublesex (dsx). Tomado y
modificado de Gempe y Beye (2011).
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Sin embargo, existen otros mecanismos cromosémicos Yy génicos de
determinacién y diferenciaciéon sexual, dentro de los cuales se ha descrito el
correspondiente al modelo de estudio hermafrodita funcional Caenorhabditis
elegans, en el que este proceso inicia con una sefial primaria constituida por
genes sensibles a dosis cromosdmica donde organismos con dos cromosomas X
(XX) presentan caracteristicas somaticas de hembra y hermafroditismo en la linea
germinal, mientras que en organismos con un cromosoma X (X0) se presentan
caracteristicas de macho tanto en el soma como el linea germinal (Hansen y
Pilgrim, 1999; Hodgkin, 2002).



En C. elegans la expresion de genes ligados al cromosoma X, como fox-1 y sex-1,
reprimen transcripcional y post-transcripcionalmente al gen xol-1, por el contrario
los genes ligados a autosomas, como sea-1 (autosomal signal elements),
promueven la actividad del gen xol-1 (Carmi y Meyer, 1999; Nicolle et al., 1997), el
cual a su vez suprime al sistema de compensacién de dosis y determinacion
sexual (SDC por sus siglas en inglés: sex determination and dosage
compensation), el cual controla la determinacion del sexo mediante la unién

especifica al promotor del gen her-1 (hermaphroditization).

En machos, her-1 inactiva a la proteina transmembranal TRA-2 (Kuwabara et al.,
1992; Kuwabara y Kimble, 1995; Okkema y Kimble, 1991), mientras que en
hembras her-1 es reprimido por genes sdc (Schauer y Wood, 1990; Trend et al.,
1991). La proteina TRA-2 inactiva a la proteina FEM-3 (feminization of XX and XO
animals) (Hodgkin, 1986), la cual forma un complejo proteico con FEM-1 y FEM-2,
por lo que cuando HER-1 se une al dominio extracelular de TRA-2, afecta la
capacidad de unidn intracelular de TRA-2, lo que impide que este inactive a las

proteinas FEM.

Asimismo, las proteinas FEM (1, 2 y 3) inactivan a la proteina TRA-1 el cual es un
factor de transcripcion similar al de D. melanogaster y otros insectos (Koebernick y
Pieler, 2002). Asi, los genes activados y suprimidos por cromosomas X conducen
a la feminizacion, y los genes activados y suprimidos por los cromosomas

autosémicos conducen a la masculinizacion en C. elegans (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema de regulacidon génica sexual somatica en el nematodo
hermafrodita C. elegans. Las proteinas se muestran en mayusculas, los
genes en minusculas italicas; las interacciones positivas con flecha “
interacciones negativas con -| " los genes en azul promueven
masculinizacion y en rojo la feminizacion. Tomado de Zarkower (2007).
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2.2 ¢Qué tipo de gen/proteina es Sex-letal y cémo funciona?

Durante aflos se ha estudiado profundamente el modelo de determinacion y
diferenciacion sexual en Drosophila melanogaster, en donde se ha observado que
las células diploides con un cromosoma X (XY) son machos y aquellas con dos
cromosomas XX son hembras. En esta especie, el nimero de cromosomas X y
proteinas regulatorias actian en conjunto para activar el gen Sex-letal (SxI), el
la feminizacion durante el desarrollo

cual funciona como controlador de

embrionario (Cline, 1984).

La actividad de Sxl es controlada por mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales que adaptan su funcion a escenarios especificos de desarrollo,
mediante expresion sexo-especifica de variantes resultantes de corte-y-empalme
(splicing) alternativos (Cline et al., 2010). Es decir, en animales XX, Sx| esta
encendido y su expresion dirige todos los aspectos del desarrollo femenino. Por
otro lado, la expresion de Sxl también previene la activaciéon del sistema de
compensacion de dosis especifica en hembras, mientras que en animales XY, Sxl
permanece apagado dando lugar a la masculinizacion y activa la compensacion de
dosis incrementando la transcripcion del unico cromosoma X (Salz y Erickson,
2010).



En Drosophila el gen Sxl codifica diferentes productos de transcripcion
(http://flybase.org/reports/FBgn0264270.html), que pueden ser divididos en tres
grupos: tardio especifico de hembras, tardio especifico de machos, y temprano
especifico de hembras (Fig. 3). Los ARN mensajeros tardios de macho y hembra
se expresan por el promotor de “mantenimiento” (SxIPm), a partir de células
blastodérmicas y hasta etapa adulta. Aunque ambos tienen la misma terminacion
hacia 5 (exdn L1), difieren como resultado de corte-y-empalme alternativo que
producen diferencias potenciales de codificacion. Asi en machos todos los
transcritos incluyen el tercer exon, el cual contiene un codén de paro de la
traduccion y por ende codifica proteinas truncadas e inactivas. En hembras, el
corte-y-empalme alternativo omite el exon 3 y genera ARNmM que codifica

proteinas funcionales (Salz y Erickson, 2010).
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Figura 3. Esquema del corte-y-empalme sexo especifico temprano y tardio
de SxlI en Drosophila. La proteina SxI temprana se une junto al exon 3,
entonces bloquea el sitio de corte-y-empalme, esto causa la omision del exon
3 en hembras. La proteina funcional tardia Sxl se retroalimenta y se produce
otra proteina Sxl tardia a través del desarrollo femenino. Modificado de Lodish
et al. (2002).



Por otro lado, el ARNm temprano especifico de hembras se expresa
transitoriamente en el blastodermo sincicial (estado del desarrollo embrionario en
el que no existen membranas celulares entre los nucleos multiplicados) a partir de
un segundo promotor: promotor de “establecimiento” (SxIPe), el cual es especifico
de hembras. Estos ARNs también difieren entre si en la terminacion 3’ y tienen en
comun el exén E1 en la regién 5’ que se une directamente al exén 4 omitiendo los
exones 2 y 3 (Fig. 4). Entonces el ARNm temprano codifica las mismas proteinas
que los productos del ARNm especifico de hembra tardio, con tan solo una
diferencia de 25 aminoacidos en su extremo amino o N terminal (Salz y Erickson,
2010).
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Figura 4. Expresion de Sex-letal en diferentes etapas del desarrollo en
hembras de Drosophila, Tomado de Salz (2011).



La actividad de Sxl y sus proteinas de union al ARN especificas de hembras,
dirigen el desarrollo de estructura y comportamiento sexo especifico mediante la
modulacién de la expresion en cascada de un conjunto de genes (Fig. 5). Asi las
proteinas SXL activan a tra, que regula la mayoria de los caracteres y
comportamientos de dimorfismo sexual; SXL reprime la actividad de male-specific-
lethal-2 (msl-2), un componente clave en el complejo de compensacion de dosis

macho-especifico (Salz y Erickson, 2010).

La expresion de proteinas TRA de unién a ARN especificas de hembras controla
el corte-y-empalme de los genes doublesex (dsx) y fruitless (fru) para producir
factores de transcripcion sexo especificos que controlan la mayoria de los
aspectos de diferenciacion sexual y comportamiento. A pesar de la ubicuidad de la
expresion de proteinas SXL, la ejecucién del programa dsx/fru esta restringida a

cierto tipo de células (ej. células somaticas) (Salz, 2011).

Lo descrito anteriormente describe la diferenciacion sexual de células somaéticas,
sin embargo, la diferenciacién sexual de células primordiales de la linea germinal,
ademas de estar determinada por su constitucibn cromosémica, parece estar
influenciada por la interaccion de células germinales y somaticas (Van Doren,
2011). Por otro lado, Hashiyama et al. (2011), mostraron evidencia de que: 1) Sxl
inicia el destino sexual de la linea germinal durante el desarrollo sexual temprano;
2) las células germinales tienen identidad sexual antes de ser influenciadas por
sefales sexo especificas de la gbnada somatica durante el desarrollo embrionario,
algo recientemente descubierto al determinar que SxlI se expresa transitoriamente
en las células germinales durante su migracion a las génadas; y finalmente 3) la
sub-actividad de este gen (mediante ARN de interferencia) condujo a la formacion
de hembras adultas agameéticas y con tumores ya que Sxl tiene también alguna
funciébn en gbénada y en la gametogénesis. De hecho, Sxl también ha sido
implicado en la proliferacion de células germinales, diferenciacion y recombinacion
meidtica durante la ovogénesis temprana en Drosophila (Vied et al., 2003; Vied y
Horabin 2001).
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Figura 5. Cascada de genes que se desencadena por la actividad de Sxl en
la diferenciacién sexual en D. melanogaster. Tomado de Camara et al. (2008).

2.3 Sxl en insectos no Drosofilidos

En otras especies de insectos no Drosofilidos se han descrito transcritos SxI que
presentan patrones de corte-y-empalme que dan lugar a diferentes variantes
proteicas con RRM conservados como en Drosophila. Sin embargo, éstos no
tienen funcion clave discriminante en la determinacion sexual y compensacion de

dosis que desempefia en Drosophila (Traut et al., 2006), no son sexo-especificas,



es decir, el mismo transcrito Sxl codifica la proteina funcional SXL en ambos
sexos. Por ejemplo, en diferentes especies del orden de los dipteros suborden
Brachycera: Crysomya ruffifacies (Muller-Holtkamp, 1995), Megaselia scalaris
(Sievert et al., 2000) y Musca domestica (Meise et al., 1998); tefritidos como
Ceratitis capitata (Saccone et al., 1998) y Bactrocera oleae (Lagos et al., 2005); en
el suborden Nematocera: Sciara ocellaris (Ruiz et al., 2003), Sciara coprophila,
Rynchosciara americana, Trichosia pubescens (Serna et al., 2004); y en el orden
Lepidoptera: Bombyx mori (Niimi et al., 2006), otros genes como Tra en C. capitata

y el gen F en M. domestica desempefian este papel (Sanchez, 2008).

2.4 Genes de determinacion y diferenciaciéon sexual en invertebrados

marinos

A la fecha se conoce poco sobre la determinacion sexual en crustaceos, sin

embargo, dado que estos tienen estrecha relacion evolutiva con insectos (Budd y

Telford, 2009; Glenner et al., 2006) es posible observar mecanismos de regulacién

sexual similares. En este sentido, en diversos crustaceos se han aislado y

caracterizado secuencias nucleotidicas con similitud a genes involucrados en la

cascada génica de determinacion sexual descritos en D. melanogaster, por
ejemplo:

e En Daphnia magna se observaron secuencias de Tra (Kato et al., 2010), y de
Dsx (Kato et al., 2011)

e En Daphnia pulex se ha descrito que a nivel gendbmico Sxl esta conformado por
cinco exones que dan lugar a dos variantes que codifican secuencias de 297 y
263 aa (Colbourne et al., 2011).

e En Penaeus monodon se encontraron secuencias parciales de Sxl en librerias
EST de hemocitos (Tassanakajon et al., 2006), y se aisl6 una secuencia de
2673 pb de Tra-2 que codifica una secuencia de 267 aa (Leelatanawit et al.,
20009).
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e En Marsupenaeus japonicus observaron secuencias parciales de Sxl en
librerias EST (Aoki, datos no publicados).

e En F. chinensis, se aisl6 y caracterizo Tra-2, el cual consiste de siete exones y
seis intrones, y se identificaron tres variantes resultantes de corte-y-empalme
alternativo (Li et al., 2012).

e En Macrobrachium nipponense se aislaron y caracterizaron dos variantes SxI
(1214 y 1138 pb) que codifican secuencias de 241 y 308 aa (Zhang et al.,
2013a), y un transcrito de Tra-2 de 1724 pb que codifica una secuencia de 192
aa (Zhang et al., 2013b).

e En Eriocheir sinensis se aisl6 y caracterizé el gen Dmrt (que pertenece a la
misma familia de Dsx) (Zhang y Qiu, 2010); y se observaron dos variantes del

gen Sxl resultantes de corte-y-empalme alternativo (Shen et al., 2014).

Los analisis de expresidon de estos genes mostraron patrones diferentes en
distintas especies: Tra-2 con mayor cantidad de transcrito en testiculos y ovarios
gue en otros tejidos de P. monodon (Leelatanawit et al., 2009); Tra-2 con mayor
nivel de expresidén en ovario que en otros tejidos, asi como incremento repentino
de expresion en mysis de F. chinensis (Li et al., 2012a); en M. nipponense los
genes Tra-2 y SxI mostraron expresion mas baja en ovario que en otros tejidos e
incrementos significativos en gastrula, nauplio y post-larva 5 y 20 dias (Zhang et
al., 2013a y b); y finalmente en E. sinensis se observd mayor expresion de Sxl en

testiculos y en larva zoea (Shen et al., 2014).

La mayoria de estos genes en crustaceos muestran alta similitud y regiones de
union al ARN caracteristicos de sus correspondientes en insectos, sin embargo,
aun no se ha descrito la cascada génica de determinacién sexual, ni se ha definido

el papel que estos desempefian en la de determinacion sexual de crustaceos.
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2.4.1 Genes de determinacién y diferenciacién sexual en P. vannamei.

En estudios recientes, se aislaron y caracterizaron cinco transcritos del gen fem-1
(Galindo-Torres, 2014) y cinco transcritos SxlI aparentemente sexo-especificos
(L6pez-Cuadros, 2014) en camardn blanco P. vannamei con similitud a secuencias

de otros invertebrados.

Las secuencias Sxl de P. vannamei aisladas a partir de tejido gonadico (masculino
y femenino) y del desarrollo embrionario son el resultado de la inclusion o
exclusion de tres regiones potenciales de corte-y-empalme alternativo: el primero
corresponde a un fragmento de 50 pb, el segundo a un fragmento de 76 pb y el
tercero, que incluye el segundo de 154 pb (Fig. 6).

La traduccion conceptual de los transcritos tardios da lugar a secuencias de
aminoéacidos de diferentes tamafios que tienen en comun una RRM en la region N-
terminal, mientras que hacia la region C-terminal las variantes de hembra se

diferencian de las de macho por la presencia de otra RRM.

Se observé que la variante proteica presente en embrién y hembra tiene el marco
de lectura mas corto (188 aa) causado por la delecién de una adenina en el sitio
612. Esta variante contiene Unicamente a la RRM comun en todas las variantes
(Fig. 6), y sorprendentemente esta constituida por los dos primeros exones
observados en SxI de D. pulex, por lo que es necesario realizar analisis

posteriores con el fin de validar esta variante.

A pesar de que lo antes descrito puede sugerir la presencia de variantes sexo-
especificas de Sxl en P. vannamei, no existe evidencia de que estas no estén
presentes en el sexo opuesto y/o en los diferentes estadios de vida de P.
vannamei, por lo que es necesario realizar analisis que permitan validar o refutar

la sexo-especificidad del gen en esta especie.

Por otro lado, el analisis de localizacién de transcritos Sxl y fem-1 mediante ISH
mostré que Sxl esta presente desde el inicio de la embriogénesis (ovocito sin

fecundar hasta previo a la eclosién del nauplio, observando regiones de mayor
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sefial de hibridacion en las regiones que potencialmente daran lugar a linea
germinal y génada en embriones de P. vannamei (Galindo-Torres, 2014; Lépez-
Cuadros, 2014).

5 UTR S0pb ey 3 UTR

1321 pb (118 aa)' Emb

—A “1253 pb (319 aa)

—A i e—— 1334 pb (236 aa)

154pb

_A -/\—7868 pb (215 aa)
——-/%1695 pb (335aa) Emb

Figura 6. Esquema de variantes nucleotidicas y proteicas de Sxl aisladas en P.
vannamei, con regiones no codificantes (UTR"s) en direccion 5y 3", el triangulo
negro representa la sefial de inicio de la traduccion, * indica codon de paro de
traduccion, las lineas hacia arriba indican sitios posibles de corte-y-empalme: 50
pb, 76 pb y 154 pb; las barras de color representan las diferentes RRM: azul-
RRM1, verde-RRM2, rosa- RRM3 y amarillo-RRM4. Tomado de Lopez-Cuadros
(2014).

Transcritos de Sxl también mostraron expresion en gonada femenina y masculina
(L6pez-Cuadros, 2014). Particularmente en el caso de Sxl se observaron cambios
en la distribucion de los transcritos dentro del ovocito durante la gametogénesis,
siendo de mayor concentracion en el ndcleo al inicio, y de mayor concentracion en
citoplasma al final de la gametogénesis (Lopez-Cuadros, 2014). Dado que Sxl
desempeiia un patron de expresion complejo y dinamico subcelular durante la
ovogénesis (Bopp et al., 1993), es probable que el patron de distribucion y
transporte de Sxl del nucleo al citoplasma en la linea germinal sea importante para

la regulacion de la ovogénesis (Hinson y Nagoshi, 2002).

La presencia de transcritos SxlI en ovocitos sin madurar, pre-maduros y en las

primeras etapas del desarrollo embrionario, sugiere que la determinacion sexual
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de P. vannamei tiene un componente transferido por la madre como se ha
observado para otros genes de origen materno como el gen Vasa en D. magha
(Sagawa et al., 2005), Macrobrachium rosenbergii (Nakkrasae y Damrongphol,
2007), Pahryale hawaianensis (Extavour, 2005 y Ozhan-Kizil et al., 2009), P.
vannamei (Aflalo et al.,, 2007), P. japonicus (Sellars et al., 2007) y F. chinensis
(Feng et al., 2011); el gen tra en Ceratitis capitata (Pane et al., 2002), Bactrocera
(Lagos et al.,, 2007) y Anastrepha (Ruiz et al., 2007); y el gen F en Musca
domestica (Dubendorfer y Hediger, 1998).

Interesantemente, Robinson y colaboradores en el 2014, observaron la presencia
de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) asociados fuertemente al sexo en
un grupo de ligamiento (LG30) del camardn blanco P. vannamei, tres de ellos
mapeados dentro de una distancia de 0.8 cM, y un SNP en patrticular se ubicé en
un transcrito que comparte homologia con el gen feminization-1 (fem-1), regulador
de la sefal de transduccion en el nematodo C. elegans antes mencionado.
Transcritos de origen materno de fem-1 han mostrado prevenir el silenciamiento
epigenético de fem-1, éste potencialmente ayuda a proteger la identidad e

integridad de la linea germinal (Johnson y Spence, 2011).

2.5 Diferenciacion sexual en camardn blanco

En algunos crustdceos marinos la determinacion sexual esta controlada por
factores ambientales como temperatura (copépodos), densidad y ayuno
(cladéceros), o fotoperiodo (anfipodos) (Legrand et al., 1987, Korpelainen, 1990).
Sin embargo, en P. vannamei no es influenciada por factores ambientales
(Campos-Ramos et al., 2006) y aparentemente consiste en un sistema genético

estable de determinacién sexual.

El proceso de diferenciacion sexual de P. vannamei comienza aproximadamente a
partir de postlarva de 12 dias (PL12), en donde ya se observa el I6bulo bilateral de

la gébnada y conductos sexuales en ambos sexos (oviductos o vasos deferentes);
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en PL32 se pueden observar los primeros indicios de diferenciacion sexual
externa, posteriormente en PL44 se logra observar el petasma y apéndices
masculinos, y para PL48, el télico estd completamente formado en la hembra.
Finalmente, entre PL55 y 72, los individuos machos y hembras estan
completamente diferenciados (Garza-Torres et al., 2009; Zhao et al., 2009) (Fig.

7).

Gonada total Células apiladas
Q y oviductos en gonada Télico
. (- Y Ovario
Fase sexual indiferenciada leererlfiadén fexyal o Epitelio .
. exter I:.I temprana germinal
L Pl Pl Pl PL, PL‘HL,HPL“ PL,,
PL‘ (}l'm:(h . G PL80
ant :ric;r Desarrollo de Eclul;!s de
¢ los vasos : laGA 5
d R " deferrentes Gonoporos y
ksl células primordias
vasos deferente: l‘ct:]lsma Yo dela GA
(k=En ambos sexos) apéndice
masculino
Peso (mg) 80-130 180-230 500-600 1800-2200
Longitud (mm) 15-18 2535 45-50 70-74

Figura 7. Linea de tiempo de la diferenciacion sexual de camarén blanco.
Modificado de Garza-Torres et al. (2009).



3. JUSTIFICACION

La producciéon de P. vannamei por acuicultura ha tenido un gran empuje a nivel
mundial en los dltimos veinte afios (FAO, 2014), superando al menos en un 40% a
la produccién por pesca en mar abierto y esteros (SAGARPA, 2012). Este
incremento ha sido gracias a las investigaciones que han favorecido el desarrollo
de tecnologias que contribuyen al mejoramiento de la rentabilidad de los cultivos.
En este sentido, las investigaciones que involucran mecanismos de determinacion
y diferenciacion sexual, son de alto interés por su potencial aplicacion en el
mejoramiento del cultivo. Lo anterior es debido a que P. vannamei presenta
marcado dimorfismo sexual, en donde las hembras tienen mayor tasa de

crecimiento en comparacion con los machos.

Actualmente existen diversos trabajos dirigidos a crustaceos en los que se ha
reportado la presencia y/o expresion de algunos genes previamente descritos
como participantes en la cadena génica de diferenciacion sexual de artropodos,
sin embargo, aun no se tiene conocimiento de los procesos génicos de
determinacién y diferenciacion sexual en camarén blanco. El aislamiento y
caracterizacion de Sxl y otros genes involucrados en la diferenciacion sexual de
peneidos, particularmente camaron blanco, representa el primer paso para la
comprension de estos procesos en esta y otras especies de importancia
econdémica. Lo anterior permitird la aplicacion de tecnologias enfocadas al

incremento productivo a través de cultivos “monosexo”.

Estudios previos dirigidos al silenciamiento de genes involucrados en la cascada
génica sexual de insectos han mostrado resultados interesantes al lograr la
inversion sexual por ejemplo de Musca domestica (Burghardt et al.,, 2005),
Ceratitis capitata (Salvemini et al., 2009) y Anastrepha (Sarno et al., 2010); o la
alteracion en el desarrollo de 6rganos reproductivos de Tribolium castaneum
(Shukla y Palli, 2013) y en Bombyx mori (Suzuki et al., 2012); la formacién de
individuos agameéticos y con tumoraciones gonadicas en D. melanogaster

(Hasiyama et al.,, 2011); individuos con menor desempefio reproductivo en
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especies predadoras como Metaselius occidentalis (Pomerantz y Hoy, 2014); y
finalmente la produccion de neohembras en camarén de agua dulce con la
posterior descendencia 100% masculina (Lezer et al., 2014; Ventura et al., 2009,
Ventura y Sagi, 2012), siendo el macho de esta especie el que presenta mayor
talla y peso que las hembras. Estos estudios sugieren que los genes en cuestion
no solo participan en la diferenciacion sexual, también estan involucrados en el

desarrollo adecuado de la gbnada y en la gametogénesis.

El conocimiento antes generado abre la posibilidad de desarrollar tecnologias para
inducir a la reversion sexual fenotipica y con ello poder realizar cultivos monosexo
mediante cruzas de organismos revertidos con organismos normales.
Adicionalmente, abre oportunidades para utilizar el gen SxI como candado
reproductivo mediante la produccién de hembras infértiles para la proteccién de
organismos genéticamente mejorados o0 conservacion de especies nativas.

Lo anterior nos llevo a plantear el objetivo principal de este estudio, el cual fue
conocer si existen diferentes transcritos del gen Sxl, si algunos son sexo-
especificos en diferentes etapas ontogenéticas durante el desarrollo embrionario,
larvario, postlarvario, asi como en tejido gonadico de hembras y machos de P.
vannamei, asi como el patron de expresion de los mismos y conocer si todos los
transcritos son traducidos a proteina en camarén blanco.

La realizacion de este trabajo contribuira a sentar las bases sobre la expresion de
Sxl durante los estadios del camaron blanco en donde se sabe que ocurren

eventos de diferenciacion y desarrollo sexual de la especie.
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4. HIPOTESIS
Si el gen Sxl esta involucrado en los procesos de diferenciacion sexual de P.
vannamei, se observaran diferencias de expresion entre variantes, etapas de

desarrollo y sexos.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General
Elucidar la posible funcion del gen Sex-letal (SxlI) en el proceso de

determinacion y diferenciacion sexual de camaron blanco P. vannamei.

5.2 Objetivos particulares

1. Verificar las variantes de transcritos Sxl sexo-especificas de camardon blanco P.
vannamei.

2. Evaluar la ubicuidad de Sxl en tejidos y/o 6rganos de ambos sexos de camarén
blanco P. vannamei.

3. ldentificar y cuantificar las diferencias de expresion de Sxl en el desarrollo
ontogénico y gametogénico de ambos sexos de camarén blanco P. vannamei.

4. ldentificar y cuantificar las diferentes isoformas de las proteinas SxI en el
desarrollo ontogénico y gametogénico de ambos sexos de camarén blanco P.

vannamei.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Verificar variantes de transcritos Sxl sexo-especificas de camarédn blanco

P. vannamei
6.1.1 Material bioloégico

Se obtuvieron muestras de camaron blanco del laboratorio de produccion
comercial FITMAR, Sinaloa, de: 1) gonada de tres machos inmaduros y tres
maduros, 2) génada de hembra en pre-vitelogénesis, vitelogénesis primaria y
vitelogénesis secundaria, segun la clasificacion de Tan Fermin y Pudadera (1989)
y Yano (1988), y 3) del laboratorio comercial Acuacultura Mahr se obtuvieron
muestras en diferentes etapas del desarrollo embrionario (desde primera division

celular hasta antes de eclosién a nauplio).

Las muestras de tejido gonadico fueron preservadas en RNAlater (Ambion),
manteniéndolas a 4° C por 24 horas, y almacenandolas a -20° C, mientras que las
muestras de desarrollo embrionario fueron tomadas en Tripure Isolation Reagent
(Roche Applied Science) (40% fenol, 24% guanidina de tiocinato) y almacenadas a

-80 ° C hasta su utilizacién para extraccion de ARN.

6.1.2 Aislamiento y verificacion de variantes SxI

El ARN de todas las muestras obtenidas se extrajo mediante el protocolo Tripure
Isolation Reagent (Roche Applied Science) siguiendo el procedimiento
recomendado por el proveedor, y se re-suspendieron en 20-30 pL de agua libre de
nucleasas. La integridad, pureza y concentracion del ARN se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE y mediante la relacion 260/280 y
260/230 obtenidas a través de un espectrofotometro (Thermo Scientific, NanoDrop
1000).

Para eliminar residuos de ADN gendmico, el ARN se trat6 con DNAsa | (RQ1
DNAse, Promega) siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. Una vez

obtenido el ARN de calidad y cantidad requerida, se utilizaron de 2 ug de cada
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organismo y se llevod a cabo la sintesis de ADN complementario (ADNCc) utilizando
el sistema de transcripcion reversa Improm Il Reverse Transcription System con

oligo (dT) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Promega).

El ADNc obtenido fue empleado para evaluar la presencia de transcritos similares
en ambos sexos y en embriones. Para ello se utilizaron oligonucledtidos disefiados
en el programa en linea Primer3 (Rozen y Sakaletsky 2000) a partir de secuencias
previamente obtenidas con similitud al gen SxI de otros invertebrados incluyendo
crustdceos marinos y dulceacuicolas. Los dos pares de oligonucleotidos
disefiados (Tabla I) delimitan: la regién donde se encuentra potencialmente una
insercién/delecién de adenina que en el trabajo realizado previamente (L6pez-
Cuadros, 2014) dio lugar a variantes especificas de hembra y embridn, y el primer

sitio de corte-y-empalme alternativo de 50 pb.

Tabla I. Secuencia de oligonucledtidos disefiados para verificacion de
insercidn/delecion en secuencias obtenidas a partir de hembra y embrion.
Oligonucleétido Secuencia Tamano
esperado
SxI612A-F 5-ATTGAACAACCTCCCAGTGC-3’ 212
SxI612A-R 5 -GGACAATCTGGCCATATGAAG-3
SxI612B-F 5-GGAAACGCGAACAAACCTTA-3

Sx1612B-R 5-TTAACCACTAGGGGCTCAGTC-3’ o52

Previa estandarizacion se seleccionaron los oligonucleétidos SxI612B F y R para
la verificacion de variantes pequefias de hembra y embrion. Las amplificaciones se
llevaron a cabo mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en punto
final bajo las siguientes condiciones, reacciones de 12.5 uL con Buffer 1x, 2.5 mM
de MgClz, 0.2 mM de dNTPs, 0.24 de cada oligonucleétido y 0.1 U/uL de GoTaq
DNA Polimerasa (Promega). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 95 °C por 4 min para desnaturalizacion inicial, 25 ciclos de 30 s a 94 °C,

30sab54°Cy30sa72°C cadauno,y 10 min a 72 °C para extension final.
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Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X (100 volts; 30 min), tefildos con
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) y comparando el tamafio con el marcador
de peso molecular Directload Wide Range DNA Marker (50 pb-10,000 pb) de
SIGMA. Los productos fueron visualizados y fotodocumentados en un
transiluminador con luz UV (BioDoc-It Imaging System, UVP Biolmaging Systems).
Posteriormente se procedid a obtener los dos fragmentos amplificados por PCR
para cada muestra (con y sin sitio de corte-y-empalme- diferencia de 50 pb); para
ello, los productos de amplificacion se corrieron en gel de agarosa 1.5% tefiidos
con SYBR Gold para cortar las bandas correspondientes a cada producto de

amplificacion por muestra.

Las bandas independientes obtenidas se verificaron por electroforesis y se re-
amplificaron con las mismas condiciones Yy concentraciones empleadas
previamente, pero con soOlo 20 ciclos con la finalidad de incrementar la
concentracion de los productos y maximizar la eficiencia de la posterior reaccion

de ligacion.

Una vez verificada la presencia de bandas Unicas de los productos de re-
amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, los productos se
ligaron empleando 2.5 pyL de Buffer de ligacion 2x, 0.5 uL de pGem-T Easy Vector
(Promega), 1 pyL de producto de PCR, 0.5 pL de Ligasa y 1 pyL de agua para

obtener un volumen final de 5.5 uL; esta reaccion se dejé a 4°C toda la noche.

Los productos obtenidos de ligacion fueron empleados para transformar bacterias
quimiocompetentes E. coli IM109 (Promega) de la siguiente forma: se colocaron
30 pyL de bacterias en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se les agregaron 3 pL de
reaccion de ligacién y se dejaron incubar 20 min en hielo, posteriormente se les
dio un choque térmico a 43 °C por 42 s y se pasaron inmediatamente a hielo
incubando por 2 min, se agregaron 250 uL de medio SOC y se incubaron en
agitacion horizontal a 37 °C durante 1.5 hrs. Se prepararon placas con medio

LB/ampicilina/XGal/lPTG y se incubaron a 37 °C, posteriormente para cada
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fragmento transformado, se sembraron 50 uL de cultivo bacteriano en una placa y
el resto del cultivo en otra y se utilizé una placa como control negativo a la cual se
le aplicé 50 pL de medio SOC sin bacterias; se dejaron crecer durante 18 horas a
37 °C.

Se levantaron las clonas positivas (de color blanco) y se dejaron crecer por 18
horas en 3 mL de medio LB-Agar liquido con ampicilina; se extrajo el ADN
plasmidico (ADNp) por método de lisis alcalina y se verificO la presencia del
inserto de tamafo esperado mediante amplificacion con oligonucleétidos M13 y
electroforesis en gel de agarosa al 1% de 2 uL de producto obtenido a partir de la
reaccion de PCR M13 del ADNp de cada clona. Las clonas que mostraron tener el
inserto de tamafo esperado fueron enviadas a secuenciar a Macrogen Inc. (Corea

del Sur); en total se enviaron a secuenciar 11 muestras diferentes.

Las secuencias obtenidas fueron limpiadas y editadas eliminando los fragmentos
correspondientes al  plasmido mediante el programa  VecScreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen), para su posterior analisis de
similitud por alineamientos locales por homologia con secuencias Sx| depositadas
en la base de datos del GenBank, empleando los programas BLASTn (nucleétido)
y BLASTX (nucledtidos traducidos) (Altshul et al., 1990), en el sitio del NCBI para
este fin (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi).

Una vez verificada la similitud de las secuencias obtenidas con Sxl, se determiné
el sentido de las mismas mediante alineamientos hechos con el programa en linea
MAFFT version 7.0 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). Posteriormente se
realizd6 el alineamiento de las secuencias obtenidas con las previamente
caracterizadas (por RACE) en el programa MEGA version 7 (Kumar et al., 2016) y
MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) (Corpet, 1988), para verificar los
transcritos especificos de cada sexo y los embrionarios. Una vez obtenidos los
trascritos definidos se realizo la traduccion conceptual a aminoacidos en el sitio del
Swiss Institute of Bioinformatics para este fin (http://web.expasy.org/translate/),

identificando el marco de lectura abierto y el codén de paro de traduccion.
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Para evaluar las variantes de Sxl resultantes de corte-y-empalme se llevd a cabo
amplificacion por PCR con un par de oligonucleétidos que delimitan ambos sitios
de corte-y-empalme: SxI612B-F (Tabla ) y Lvan7723-R1 5'-
TGTAGCGGTTGGCGGTTCGG-3" empleando como ADNc molde el obtenido a
partir de los diferentes estadios de desarrollo gonadico de hembras y machos, asi

como de desarrollo embrionario.

Se emplearon las siguientes condiciones de PCR: 0.5 de GoTaq buffer, 3.0 mM de
MgClz2, 0.25 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada oligonucledétido, 0.1 U Taq polimerasa
GoTaq (Promega) en un volumen final de reaccién de 11 uL. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 94° C por 5 min, 40 ciclos de 94° C por 30 s,

64.2° C durante 30 sy 72° C por 1.5 min, y 10 min de extension final.

Los productos de amplificacion fueron verificados mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X como se mencioné antes. Una
vez verificados, los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida al 5% y 7.5 M de urea en una camara de
secuenciacion (Thermo Scientific). Los productos de amplificacion se prepararon
con buffer de carga (formamida 98%, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0.025% y
xilencianol 0.025%) y se utiliz6 como marcador de peso molecular Directload Wide
Range DNA Marker (50-10,000 pb); la electroforesis se llevé a cabo durante 3.5 h
a 2000V, 70 W y 70 mA. Para visualizar los productos de amplificacién se coloco
una capa de agarosa al 1% sobre el gel de poliacrilamida para realizar la tincion
con 0.1 x de SybrGold (Invitrogen). El gel se coloc6é en un escaner FMBIOIII

(Hitachi) donde se foto-documento.

6.1.3 Andlisis filogenéticos

Las secuencias de aminoacidos traducidas a partir de las seis isoformas de los
transcritos Sxl aisladas a partir de camaron blanco P. vannamei y las previamente
reportadas de otros artropodos en la base de datos de GenBank del NCBI, fueron

alineadas y comparadas mediante alineamientos multiples mediante ClustalW en
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el programa MEGA (Kumar et al.,, 2016). Se identific6 el mejor modelo de
proteinas para construir un arbol de Méaxima verosimilitud en el programa MEGA
7.0 (Kumar et al., 2016) empleando el analisis de bootstrap con submuestreo de
1000 replicas. Se construyd automaticamente un arbol inicial para realizar la
busqueda heuristica aplicando los algoritmos de Neighbor-Joining y BioNJ en una
matriz de distancias pareadas estimadas empleando el modelo JTT, y después
seleccionando la topologia con el mayor valor de verosimilitud (likelihood). Se
empled distribucion Gamma como modelo evolutivo de tasa de diferencias entre
sitios (categoria 1[+G, parametro=0]). El andlisis incluyé 28 secuencias de
aminoacidos y un total de 551 posiciones en el conjunto de datos.

Las secuencias SXL proteicas empleadas en el analisis con su respectivo nimero
de acceso GenBank son los siguientes: D. melanogaster sister-of-Sex-letal (ssx)
isoforma D (numero de acceso GenBank NP_569908.1), y dos isoformas Sxl
(isoforma A: AA041638.2, e isoforma 1. AAA28922.1), mosca de la fruta D.
subobscura (Drsu) SxI (AA67016.1), la mosca Megaselia scalaris (Mesc) Sxl
(AJ245662.1), mosca de las ovejas australianas Lucilia cuprina (Lucu) SxI1
(AAK20025.1) y SxI2 (AAK20026.1), la mosca doméstica Musca domestica (Mudo)
Sxl (AAB81985.1), la mosca de la fruta del olivo Bactrocera oleae (Baol) Sxl
(CAG29242.1), la partera marron Nilaparvata lugens (Nilu) SxI (AGC79110.1),
mosca del hongo Rhynchosciara americana (Rham) Sxl (AAS45604.1), mosca
Trichomegalosphys pubescens (Trpu) SxI (AAS45605.1), moscas del hongo
Bradysia coprophila (Brco) SxI (AAS45603.1), Sciara (Bradysia) ocellaris (Scoc)
Sxl (AAO19468.1), camaroén blanco del Pacifico Penaeus vannamei (Pvan) SxI 1-6
(KY498656-KY498661) el cangrejo chino E. sinensis (Ersi) Sxl1 (AHA33391.1) y
Sxl2 (AHA33390.1), camaron de aguadulce M. nipponense (Mani) SxI1
(AGI44577.1) y SxI2 (AGl44578.1), y M. rosenbergii (Maro) Sxl1 (APO14321.1),
SxI2 (AP0O14322.1) y SxI3 (AP0O14323.1), pulga de aguadulce D. pulex (Dapu)
Sxl-1 (EFX75394.1) y Sxl-2 (EFX75395.1), y D. magna (Dama) Sex-letal-1
(JAI85205.1) y Sex-letal-2 (JAL31183.1), gusano de la seda Bombyx mori (Bomo)
SxI-S (NP_001166854.1) y SxI-L (NP_001036780.1), mariposa monarca Danaus
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plexippus (Dapl) SxI (EHJ79210.1), abeja de miel asiatica Apis cerana (Apce)
Proteina Sex-letal 1 (AEY57088.1) y Sex-letal 2 (AEY57089.1), hormiga saltadora
de la India Harpegnathos saltator (Hasa) Proteina Sex-letal (EFN79874.1), y
hormiga carpintera de Florida Camponotus floridanus (Cafl) SxI-like (EFN65860.1).

6.2 Evaluar la ubicuidad de Sxl en tejidos y/o 6rganos de ambos sexos de

camaron blanco P. vannamei
6.2.1 Material biologico

Para el analisis de expresion de Sxl entre sexos y los diferentes tejidos de
camaron blanco se muestrearon reproductores: 20 machos adultos y 20 hembras
adultas con pesos promedio de 26.6 = 5.2 g y 41.8 + 7.8 respectivamente, de los
cuales se tomO muestra de tallo ocular, cerebro, branquia, corazon,
hepatopancreas, génada (testiculo u ovario), intestino y muasculo. En el caso de
machos se tomd por separado el vaso deferente y ampula terminal. En paralelo,
se identifico el estadio de muda mediante la observacion del telson, y se preservo
tejido gonadal en solucién de Davidson (Bell y Lightner, 1988) por 24 h, los cuales
se utilizaron para incluir en una mezcla de parafina/paraplast para identificar el
estadio de madurez gonadico mediante analisis histoldgicos segun la clasificacion
de Tan Fermin y Pudadera (1989) y Yano (1988). De ambos sexos se
seleccionaron las muestras que se encontraron en estadio de intermuda y en
hembras el mismo estadio de madurez gonadica (vitelogénesis secundaria con

granulos de vitelo).

6.2.2 Andlisis de expresion entre sexos y tejidos

Para el analisis de expresién ente sexos y tejidos, la extraccibn de ARN y la
sintesis de ADNCc se realizaron como se menciona en el apartado 6.1.2, haciendo
dos pools por tejido/6rgano de cinco machos y cinco hembras respectivamente, lo

cuales fueron seleccionadas previamente segun su estadio de muda y madurez
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gonadica. Se amplific6 por PCR con los oligonuclettidos Ubicuidad-sxI-F 5' -
CGTGGCGTTGGATTTGTGAG - 3, y Ubicuidad-sxI-R 5' -
TGCTGAGGCCAGCATGGTAA - 3' que amplifican una regién de 172 pb comun
entre las seis variantes Sxl. Como gen de referencia se emple6 el gen ribosomal
18S utilizando los oligonucleotidos 18s-F 5- AGCAGGCTGGTTTTTGCTTA-3" vy
18s-R 5- ATGCTTTCGCAGTAGGTCTGT-3’

Para ambos oligonucledtidos se emplearon las siguientes condiciones de PCR: 1x
de GoTaq buffer, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 uyM de cada
oligonucledtido, 0.1 U Taq polimerasa GoTaqg (Promega) en un volumen final de
reaccion de 11 uL. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 94° C
por 5 min, 33 ciclos de 94° C por 30 s, 63° C durante 30 sy 72° C por 5 min. Los
productos de amplificacion se verificaron y fotodocumentaron mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.5% en TBE 1X como se

menciona anteriormente (seccion 6.1.2).

6.3 Identificar y cuantificar las diferencias de expresiéon de Sxl| en el

desarrollo ontogénico y gametogénico de ambos sexos de camardn blanco P.

vannamei.

6.3.1 Material biolégico

El material biologico se obtuvo en el laboratorio comercial Acuacultura Mahr y se
preservd en RNAlater (Ambion), manteniéndolas a 4° C por 24 horas, Yy
almacenandolas a -20° C hasta su utilizacion para extraccion de ARN. Las

muestras se obtuvieron como se describe a continuacion:

Para el analisis de expresion de variantes de transcritos Sxl durante la ontogenia
de camaron blanco, se obtuvieron 10 desoves individuales con base en los
tiempos post-fertilizacion descritos para obtener embriones en las diferentes
etapas del desarrollo embrionario (Biffis et al. 2009; Hertzler et al., 2005; Lopez-

Cuadros, 2014; Pawlak et al.,, 2010): huevo sin dividir, 2-células (12 division
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celular), 4-células (22 division celular), mérula, formacién del blastoporo, gastrula
temprana (G2) y gastrula tardia (G3). Desarrollo larvario y post-larvario: se
tomaron 10 muestras en cada uno de los siguientes estadios larvarios de camaron
blanco: nauplio, mysis y de postlarvas a tiempos progresivos de hacerse
bentdnicas: de 1d, 5d,10d (1.8 mg), 15d (2.4 mg), 20d (16.6 mg), 25d (21.1 mg),
30d (33.7 mg), 35d (55.2 mg), 40d (63.4 mg), 45d (58.9 mg), 50d (89.2 mg) y 55
dias (127.75 mg) de cultivo.

Ademas, para analizar la expresion de variantes Sxl durante el desarrollo
gametogénico, se empled el material bioldgico previamente descrito en el apartado
6.1, que consiste en tejido de gonada femenina en previtelogénesis, vitelogénesis
primaria, vitelogénesis secundaria y en madurez, asi como génada de macho

subadulto y macho adulto en madurez.

6.3.2 Analisis de expresion SxI

La extraccion de ARN y la sintesis de ADNc se realizaron como se menciona en el
apartado 6.1.2. EI ADNc obtenido se empled para el andlisis de expresion por
PCR semi-cuantitativo de Sxl durante la ontogenia y desarrollo gametogénico,
empleando los oligonucledtidos SxI612B-F (Tabla 1) y Lvan7723-R1 5'-
TGTAGCGGTTGGCGGTTCGG-3") que amplifican las dos diferentes regiones que
dan lugar a las seis variantes de Sxl (630, 681, 704, 755, 784 y 835 pb). Las
reacciones de PCR se desarrollaron por triplicado para cada estadio de desarrollo
ontogénico y gametogénico de ambos sexos; bajo las siguientes condiciones de
PCR: 1 x de GoTagq buffer, 3.0 mM de MgClz, 0.25 mM de dNTPs, 0.2 uM de cada
oligonucledtido, 0.1 U Taq polimerasa GoTaqg (Promega) en un volumen final de
reaccion de 11 pL. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 94° C
por 5 min, 40 ciclos de 94° C por 30 s, 64.2° C durante 30 sy 72° C por 1.5 min.

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis vertical

en geles de poliacrilamida como se menciona en la seccion 5.1.2, empleando
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cuatro marcadores de pesos moleculares: DNA Simplyload 20 pb extra range DNA
ladder (Lonza), DNA quantladder (Lonza), Low DNA mass ladder (Invitrogen) y
Directload Wide Range DNA Marker (50 pb - 10,000 pb. SIGMA).

Los geles fueron foto-documentados con el documentador Gel Doc™ XR (Bio-Rad)
y las imagenes obtenidas fueron analizadas con el programa Image Lab Version
5.2.1 (Bio-Rad).

6.4 Identificar y cuantificar las diferentes proteinas Sxl en el desarrollo
ontogénico y gametogénico de ambos sexos de camar6n blanco P.
vannamei

6.4.1 Disefio y sintesis de anticuerpos

Para el disefio y sintesis de anticuerpos SXL especificos a partir de la secuencia
consenso de aminoacidos, esta se envid a la empresa GenScript, donde se
realizaron andlisis para prediccién de regiones con mayor antigenicidad, evitando

las regiones variables que se muestran subrayadas y en negritas:

>SXL_consenso

MSFESSSSPSSALPDGETRTNLIINYLPQTLTDQEFYKIFVVVGPIKNCRIMKDLKQ
TGYSFGFGFVEYQKPEDAAKAILQLNNLPVQHKRIKVSYARPPGEDIKETNLYIQNI
PRKETDSKETNLYIANVPRSYTLDQLEELFSSYGQIVQKNLLKDKVTGLPRGVGF
VRFDKKSQAEAAIVGMNGVVPEGGIEPLVVKVAEEHGKMKAAYYAGYHAGLSTT
KGGGGVGRGRGNY

Con base en los valores de antigenicidad, factibilidad de sintesis y disimilitud con
el organismo hospedero, se seleccionaron las regiones antigénicas cuatro y cinco

de la tabla Il.
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Tabla Il. Andlisis de regiones con potencial antigénico y caracteristicas para el
disefio y sintesis de anticuerpos SXL.

2 2 3 B g

S o - 2 o S = o
o g2 gl 2 & 2|38 5| 3 % 21
z| 2 Eo E| & g % e | £ = > &35
- 8 g El 2 5 5 | 22| & E 2% g8
0 < s a =2 © w 22 ©oc
° < = > g2 23
= 1 O
1 6 SSSPSSALPDGETRC | 14 | 2.85/0.86/0.44 | 0.1350 | Hard 57% | 57% | 56%
2 | 221 | CSTTKGGGGVGRGRG | 14 | 2.56/0.93/0.35 | 0.1722 | Hard 64% | 71% |57%
3 [112| CONIPRKETDSKETN | 14 | 2.50/0.93/0.90 | 0.1547 | Easy 56% |49% | 49%
4 | 90 | CKRIKVSYARPPGED | 14 | 1.62/0.86/0.59 | 0.1365 | Easy 70% | 70% | 70%
5 |164 | CPRGVGFVRFDKKSQ | 14 | 1.39/0.57/0.41 | NONE | Easy 64% | 64% | 64%
6 |191| CEGGTEPLVVKVAEE | 14 | 1.16/0.64/0.29 | NONE | Easy 64% | 70% | 64%
7 | 45 PIKNCRIMKDLKQTC 14 | 1.12/0.57/0.42 | NONE | Hard 56% | 56% | 56%

Nota: Se agrega una C para facilitar la conjugacion del antigeno, residuos con carga positiva se muestran en
azul y con carga negativa en rojo.

Las dos regiones seleccionadas SXL1-CKRIKVSYARPPGED; y SXL2-
CPRGVGFVREDKKSQ fueron empleadas para la inmunizacion de conejos y

sintesis de anticuerpos SXL para su uso en la deteccion de proteinas SXL. Su
posicion en la secuencia de aminoacidos SXL se muestra subrayada en la

secuencia a continuacion.

>SXL-consenso

MSFESSSSPSSALPDGETRTNLINYLPQTLTDQEFYKIFVVVGPIKNCRIMKDLKQ
TGYSFGFGFVEYQKPEDAAKAILQLNNLPVQHKRIKVSYARPPGEDIKETNLYIQNI
PRKETDSKETNLYIANVPRSYTLDQLEELFSSYGQIVQKNLLKDKVTGLPRGVGEV
REDKKSOQAEAAIVGMNGVVPEGGTEPLVVKVAEEHGKMKAAYYAGYHAGLSTTK
GGGGVGRGRGNY.

6.4.2 Extraccion de proteinas totales
Material biolégico

El material biolégico fue obtenido por donacion, el desarrollo embrionario y larvario

se obtuvo en Laboratorio comercial GAM Larvas GranMar (San Juan de la Costa,
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B.C.S.); y los subadultos y adultos en la empresa Camardén Surefio, San Juan de
la Costa, B.C.S. Las muestras se obtuvieron como se describe a continuacion.

Para el analisis de expresion de proteinas SxI durante la ontogenia de camarén
blanco se obtuvieron 5 desoves individuales con base en los tiempos post-
fertilizacion descritos para obtener embriones en las diferentes etapas del
desarrollo embrionario (Biffis et al., 2009; Hertzler et al., 2005; Lopez-Cuadros,
2014; Pawlak et al., 2010): huevo sin dividir, 2-células (12 division celular), mérula,
formacion del blastoporo, gastrula temprana (G2) y gastrula tardia (G3). En el caso
del desarrollo larvario y post-larvario se tomaron de 3 a 6 muestras en cada uno
de los siguientes estadios larvarios de camardon blanco: nauplio, mysis, y
postlarvas de 1d, 5d,10d (0.9 mg), 15d (2.4 mg), 20d (16.6 mg), 25d (25 mg), 30d
(55.7 mg), 35d (74.6 mg), 40d (123.4 mg), 45d (150.5 mg) y 50d (202.2 mg) de
edad en cultivo. Las postlarvas fueron trasladadas al laboratorio himedo de
Genética y Mejoramiento Animal Acuicola a partir de PL 10 para ser muestreadas
en los dias mencionados. Fueron mantenidas a 30°C y 35 ups en tanques de 1000
L, con aireacién constante y recambio de agua al 90% diario, proveyendo ad

libitum alimento tres veces diarias (Camaronina Purina® con 35% de proteinas).

Para el andlisis de expresion de las isoformas de las proteinas Sx| durante el
desarrollo gametogénico, se obtuvo génada de 10 individuos de cada sexo en
edad subadulta (20 a 25 g) y 10 individuos de cada sexo en edad adulta (30 a 35
g). Todas las muestras se preservaron en nitrégeno liquido y fueron almacenadas

a -80°C hasta su utilizacion para extraccion de proteinas.

Para la extraccion de proteinas se lavaron las muestras con 300 uL de PBS 1x, se
centrifugaron a 16060 rcf durante 10 min y se elimind el sobrenadante;
posteriormente las muestras se maceraron con 300 uL de buffer de lisis (NaCl 400
mM, EDTA 1 mM, Glicerol 10%, Tris-HCI 50 mM, PVP 1% y Mercaptoetanol) y
regulador RIPA; se sometieron a sonicacion en pulsos durante 10 s con un tono de
20 (amplitud) utilizando un microprocesador ultrasénico Vibra-Cell (Sonics &

Materials Inc., Connecticut EUA) hasta homogeneizar cada muestra. En muestras
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de desarrollo embrionario y en nauplios se emplearon 2 ciclos (20 s total); en los
estadios larvarios, postlarvas y tejidos, se aplicaron 5 ciclos (50 s total),
colocandolas en hielo inmediatamente entre cada ciclo. Posteriormente, se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min a 4° C, y se recupero el sobrenadante
en tubos previamente enfriados. Finalmente se cuantificd la concentracion de
proteina total empleando BCA Protein Assay kit (Cell Signaling Technologies,

Massachussetts, USA) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

6.4.3 Deteccion y cuantificacion de proteinas SXL

A partir de las variantes del gen aislado y caracterizado, se calculé el peso
molecular esperado (kDa) y el punto isoeléctrico (pl) de las variantes Sx| a traves
de la herramienta en linea PROTPARAM (http://web.expasy.org/protparam) para

evaluar la viabilidad de separacion de las diferentes proteinas.

Se prepard el volumen de proteinas correspondiente a 30 ug con regulador de
corrimiento 2x (Laemmli 4x = Tris-HCI, pH=6.8, 0.5 M; glicerol 10%; SDS 10%,
azul de bromofenol al 0.05%; B-mercaptoetanol al 4%) en relacion 1:1, se
incubaron a ebullicion en bafio maria por 5 min y se separaron en geles SDS-
PAGE al 15% (Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8, SDS 10%; Acrilamida 30%; APS 10%;
TEMED) de 1.5 mm de grosor, durante 2.5 h a 150 V. Como referencia de tamafio
se empled un marcador de peso molecular Amersham ECL Rainbow Marker-Full

Range (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

Una vez separadas las proteinas por tamafio molecular en gel de poliacrilamida,
éstas se transfirieron a membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (BIORAD,
Alemania), por medio de electro-transferencia a 100 mA (0.1 A) durante 1.5 h,
manteniendo en frio. Para verificar la transferencia de proteinas, la membrana se
tind con Rojo de Ponceau y se destifid con agua destilada, se bloqued la
membrana con solucion de bloqueo A (BSA en TBS-T) durante una hora, se

incubé con anticuerpo primario (Anti-SXL) en dilucion 1:100 en solucién de
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bloqueo A durante toda la noche; la membrana se lavo 2 veces rapidas y 5 veces
durante 5 min cada una en solucién de bloqueo B (leche en TBS-T) y se incubd
con el anticuerpo secundario (mouse anti-rabbit IgG conjugado con peroxidasa) en
dilucion 1:2000 en solucién de bloqueo B durante una hora; se lavé la membrana
2 veces rapidas y 5 veces durante 5 min cada una con TBS-T. Se colocé en el
sistema de captura de imagenes ChemiDoc Touch Imaging System (BIORAD)
empleando el filtro para quimioluminiscencia y luz UV, agregando 1.5 mL de
reactivo Luminol -SignalFire ECL Reagent (Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, EUA) y la deteccion de luz emitida por la reaccion entre la
peroxidasa y el luminol se fotodocumento; las imadgenes obtenidas se analizaron
con el programa ImagelLab (BIORAD). La cuantificacion de cada una de las

proteinas detectadas se realiz6 como se indica en el apartado 6.3.2.

6.5 Cuantificacién y analisis estadisticos

La abundancia relativa por cada muestra (estadio de desarrollo o edad) y los
correspondientes productos de los transcritos amplificados (apartado 6.3) o
proteinas esperadas (apartado 6.4) para cada una de las seis isoformas se
detectaron autométicamente por el programa y en algunos casos manualmente; el
ruido de fondo o background se eliminé automaticamente. Se cuantific6 cada
fragmento (producto de PCR o proteina) para determinar su abundancia relativa
en cada estadio y edad. El volumen cuantificado de cada isoforma, fue expresado
en porcentaje relativo en relacion a todas las isoformas analizadas en cada
estadio 0 edad. Los andlisis estadisticos se realizaron transformando a arcoseno
la raiz cuadrada de los porcentajes relativos (expresados como fraccion o ‘p’). Se
realizaron andlisis de varianza para identificar diferencias significativas entre los
porcentajes de las isoformas en los diferentes estadios de desarrollo embrionario,
larvario, postlarvario, y en la gonada de machos y hembras en diferentes estadios
gametogénicos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa

Statistica version 7.
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7. RESULTADOS

7.1 Verificacion de secuencias de transcritos Sxl sexo-especificas de

camaron blanco P. vannamei

Con el par de oligonucleotidos empleados para la verificacion de variantes sexo-
especificas de Sxl se obtuvieron dos fragmentos con diferencia de 50 pb en todas
las muestras analizadas (hembras, machos y embriones); esta diferencia
corresponde al primer sitio posible de corte-y-empalme alternativo (SS1). Estas
secuencias mostraron que la posible insercién/delecion en el sitio 612 pb (AA) no
existe ya que todas las secuencias contienen el triplete AAA y por lo tanto no
ocurre la modificacion en el marco de lectura al incluir codon de paro condiciendo
a la posible variante pequefia de Sxl (118 aa) en hembras y embriones observada

por Lopez-Cuadros (2014).

Para verificar la presencia de variantes Unicas o sexo-especificas, se realizd una
amplificacion por PCR a partir de ADNc de gbnada femenina, masculina y
embriones con un par de oligonucleétidos que amplifican una regiéon que flanquea
ambas regiones de corte-y-empalme (Lvan612-F (Tabla I) y Lvan7723-R1 5'-
TGTAGCGGTTGGCGGTTCGG-3"). Se observo la presencia de seis productos de
amplificacion de diferentes tamafos, los cuales corresponden al tamafio esperado
de las diferentes combinaciones de los tres cortes-y-empalmes diferentes (Tabla
11, Fig.8).
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Tabla Ill. Tamafo esperado de transcritos SxI de acuerdo al patrén de cortes-y-
empalmes.

, Cortes y Tamafio
Variante Forma esperada
empalmes esperado (pb)
i1 0 835
A"
i2 1 784 /A -
A
i3 2 755 A
i4 1-2 704 7\ 7\
. AN .r-\
i5 3 681 J v
i6 1-3 630 74 PAVAY
i = isoforma
'. Hembras Machbs Embriones". 1000
el = e |
1455+9: 1014 3.5 +E E E
83 Seigiihan (i et w B o e .\
800 bu *
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?30 ‘.3' . - - 3‘ - ' 3 ” -

-

Figura 8. Electroforesis en gel de acrilamida de seis variantes Sxl de P. vannamei
en gonadas de ambos sexos y embriones Los fragmentos corresponden al tamafio
esperado segun la combinacion de los diferentes sitios de corte-y-empalme. En
hembras, la linea 1 = vitelogénesis secundaria, 4 = vitelogénesis primaria, 5y 9 =

Previtelogénesis. En machos, las lineas 10 y 14 = inmaduros, y 1, 3 y 5 = maduros.

En embriones, tres pools del desarrollo embrionario (sin divisién hasta previo a la
eclosion a nauplio).

Una vez observado el patron de bandeo de los productos de PCR con los
oligonucleotidos antes mencionados (Fig. 8), se llevd a cabo el alineamiento y
ensamblaje de seis diferentes transcritos Sxl, y la traduccién conceptual de cada

uno de ellos (Fig.9).
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1 AACGGAGCTCGCGGLGAARATCCAGGAGCGAATTAT CTGAGAGGTTGGCACGCGTGAGTE &0

61

AATGTTIGTGTGCCCCACGCGCGTCCACCCGECATCGCTCTCGCCTCCARRAGCTACATG 12

121 TTTTTGTTAATTTAGGTTAGGCTTGGGAAGAGGARGTACACRatgagttttigagtcatet 180

1

181 agcagccccagetcagogetteoccgatggggaaacgogaacaaaccttateateaactac 2
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421 gtgeagcacaaacgtatcaaggtetectatgeceggeccectggtgaggacateaaggaa 480
7 IO A SR - IR A - E D I K E 10¢

481 accaacctctacattcagaatattcccagaaaggaaacagactcocaaggaaacaaacctt 540
T R
541 tacattgegaatgttccaagatcatacacattagaccagttagaggaactgttctettca 600
w1 1a v N

EETTDS S EKEETHNTL Il

481| accaacctetacatteagaatatteoccaga———-—-—---—-—-----mmm oo 240
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--------------------- tcatacacattagaccagttagaggaactgttctettca 600
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VRFDEIEKSOQHAER® AA
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181 aaaatgaaggctgcctactacgn:tggttaccatqctqgcctcaqcaccacgtggc 840
207K M K A A Y Y A G Y HAGTILSTTIEDSG 226

B41 ggcggtgteoggtegagggegtggtaactacaacaacegagggggaggtggtggtggetac 900

227

GGV@RGRGN‘:’NHRGGGGGG‘:'2‘16

901 cagggacgagggaactacaataatatgtatcatcacaggtggtactaaGCCGAGGAGTGG 960
260 G R G N YN N MUY HHEHERWTY *
Proteinas codificadas: SxIPvan-1 retiene $51+852+883:261aa. SxIPvan-2 TS81 retiene §§2+583:244 aa

g6l
1021
1081
1141
1201
1261
1321

AAGGTGATECCAGCGCCACCCECCCCCARCCTCCTCECAAGCAGGGTGETAAGATAGCCC 1020
CGGACCGAACCGCCAACCGLTACRACCCGATCGECAGCGGLGGCGGCTATGECGATEEET 10A0
ACGGAGGTGGGTATGGCAGTGGCGEGAGTTCCTTGEGCTACTCCAATGATGCGGLTGGCC 1140
RATCCTCGTTCTACAGCTTCTCCACGCCTTCCTTCAGTGGEEGARATTACACATCGTTCT 1200
CCGGCATGAGTAATARCTCTGETGGCGECEGCTATAGTAGGTACTGACGCCCAGCCCOGT 1260
GTTAAACAACAGCAACAACAACAMAACGTGTTCTATGAGTGACAAGGARAAAAAGAATGG 1320
CTTTCACGCGGGGAGCTCTTTCAATGARTAACAALARAARRARARD 1352

mRNAs: SxlPvan-1 refiene S51+552+553:1362nt. SxlPvan-2 TSS1 retiene 5524853:1301 nt.

551

Tss1|-51 nt
-17 aa
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841| gycoggtgteggtegagggegtggtaactacaacaacegagggggaggtggtggtggetae 00 8§83

2276 6 V @ R G R GNTYUNUNZRGS GO GO GGG X 24%

901 cagggacgagggaactacaataatatg-------------------------------—- 627 TSL".’.‘ -78 nt
2460 G R G N YN NM . . . .« .+ .+ 4 . 233 -2t aa
828 - ggtggtaagatagecoce 944

2% . . . . . . . . . + .+ .+ . . GG ETIZRPZ2I

943 cggaccgaaccqgccaaccgctacaacccgatcggocagoggeggeggetatggeggtgggt 1004
262 DRTZVNZBRYUN¥UPIG S GGG Y G G G T 281
1005 acggaggtgggtatggeagtggegggagttecttgggotactecaatgatgeggetggee 1064
282 G GG Y &5 66 5 5L G Y 3 N DAAG Q301
1063 aatcctegttcoctacagottctocacgecttectticagtgggggaaattacacategttet 1124
302 5 35S FY¥YSF S5TU©PS3F 3 GGUHN YT S F 5321
1125 cecggeatgagtaataactetggtggeggeggoctatagtaggtactgaCGCCCAGCCCOGT 1184
322 G M 35 N ¥ 35 6666 6&6G Y S5 R Y * 333
Proteinas codificadas: SxIPvan-3 retiene $81+883 y 1882:334aa or SxIPvan-4 T§81+7882 retiene $83:317aa
1185 TARATCAACAGCGACAACAACARARCGTGTTCGATGACGTGACARGGRAARRARAGRATGGED 1244
1245 TTTCACGCGGGGAGCTCTTTCATGRATAGCARAARRAARARARRARRARRAALARD 1248

mRNAs: SxiPvan-3 retiene $S1+4553 y 7552: 1298 nt or SxiPvan4 TSS147S52 refiene $53:1247nt

781 aaaa:gaagg::gc::e.::a:gc:ggt:ac:atgctggcc:cagca:ca:g:gg: 8410
207E M K A L Y Y L G Y HLGL 35 TTRILEGG 22

e L T 350 Tss3[~77nt
c v @

227 G e h e e e e e 23 + [-25aa
Sl mm 222 Tssz| -78nt
3¢ -2F aa
831 --——— e gggtggtaaGATAGCCC 944

243 . . Gomo g2

Proteinas codificadas: SxIPvan-5 retiene $81 y 7852+7883:23 aa or SxlPvan6 T881+7582+7883:214aa
945 CGGACCGAACCGCCAACCGCTACAACCCGATCGGCAGCGGCGECEGCTATGECGETGEET 1004
1005 ACEEAGGTEEETATGECAGTGECGEEAGTTCCTTEGGC TACTCCAATFATECGELTGRCC 1063
1064 AATCCTCGTTCTACAGCTTCTLC CCTTCCTTCAGTGGGEGRARATTACACATCGTTCT 1123
1124 COGGCATGAGTART A ACTCTGRTGECEGLGECTATAGTAGGTACTGACGCCCAGCCCCET 11683
1184 GTTAARCARCAGCARCARCAR AR CGTGTTCTATGAGTGACAAGGARARARAAGRAATSG 1243
1244 CTTTCACGCGGGEGAGCTCTTTCAATGAATAACAARARARARAARRD 12849

mRNAs: SxiPvan-5 retiene SS1y TS52+7553: 1224 nt or SxiPvan-6 TSS1+7852+7853:1173nt

Figura 9. Secuencias nucleotidicas y de aminoacidos para los diferentes
transcritos del gen Sex-letal de P. vannamei (PvanSxl). UTRs 5y 3" se muestran
en mayusculas y el ORF se muestra en minasculas. El codon de inicio de
transcripcion (atg) esta subrayado, los codones de paro estan marcados con (*)
debajo de la secuencia, y las sefales de poliadenilacion subrayados con doble
linea. Sitios de corte y empalme 1, 2 y 3, se indican SS1 en azul, SS2 subrayado
en verde y SS3 en morado. Sitios de reconocimiento del ARN (RRM) sombreados
en gris obscuro; los dos diferentes puntos de inicio (10 aa) existentes en la
segunda RRM estan sombreados en gris claro.
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Las seis isoformas son resultado de la combinacion de sitios de corte y empalme
alternativo en las regiones previamente descritas, y todas tienen la misma region
UTR 5 de 162 pb, presentado el coddn de inicio de la transcripcion (ORF) en la
posicion nucleotidica 163, pero diferentes tamafios de UTR 3" resultantes de dos

diferentes sitios de sefial de poliadenilacion (poli-A) (Fig.10).

Los sitios de corte y empalme (SS) se describen en el orden en el cual fueron
descubiertos. El primer sitio (SS1) inicia en la posicidon nucleotidica 510 con una
longitud de 51 nt, el segundo sitio SS2 esta localizado en la posicion 927 y
consiste de 78 nt, y el tercer sitio SS3, el cual inicia cascada arriba del sitio SS2 en
la posicion 850 consiste de 151 nt ya que incluye 73 nt ademéas de los 78 nt
correspondientes al SS2. La variante de cDNA PvanSxl-1 tiene un tamafio de
1352 pb sin sitios de corte-y-empalme, incluyendo una regiéon 3’'UTR de 404 pb, y
un ORF de 786 pb que codifica una proteina deducida de 261 aminoacidos (aa).
La variante PvanSxI-2 tiene una longitud de 1324 pb que incluye una 3’'UTR de
430 pb, extrae el primer sitio de corte-y-empalme (SS1), y su ORF es de 732 pb,
que codifica una proteina de 243 aa. La variante PvanSxI-3 es de longitud 1298 pb
con una region 3'UTR de 131 pb, extrae un sitio de corte-y-empalme que
corresponde al fragmento SS2, y su ORF es de 1005 pb que codifica una proteina
deducida de 334 aa debido a que al remover la region SS2 se elimina el codén de
paro que conduce a proteinas de menor tamafio como en las variantes PvanSxI-1
y PvanSxl-2. La variante PvanSxI-4 tiene una longitud de 1247 pb incluyendo 131
pb del 3'UTR, elimina dos sitios de corte-y-empalme, SS1 y SS2, y tiene un ORF
de 954 pb que codifica a una proteina deducida de 317 aa; al igual que la variante
PvanSxI-3 la extraccion de SS2 elimina el codon de paro de la transcripcion,
resultando en una proteina de mayor tamafo. Estas dos variantes, PvanSxI-3 y
PvanSxl-4, presentan una region adicional rica en glicina en la region carboxilo
terminal de las respectivas proteinas codificadas (Fig. 10). Las ultimas dos
variantes, PvanSxI-5 y PvanSxI-6, eliminan el tercer sitio de corte-y-empalme SS3
(que incluye SS2) que modifica el ORF, dando lugar a un codén de paro

prematuro. PvanSxI-5 tiene longitud de 1224 pb incluyendo una 3'UTR de 231 pb
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y un ORF de 696 pb que al traducirse conduciran a una proteina de 231 aa.
Finalmente, la variante PvanSxI-6 tiene longitud de tan solo 1173 pb incluyendo
una 3'UTR de 366 pb ya que elimina los tres sitios de corte-y-empalme SS1y SS3
(que incluye SS2), y tiene un ORF de 645 pb que al traducirse conduce a una
proteina de 214 aa (Tabla IV; Figs. 9y 10).

La informacién descrita se encuentra resumida en la Tabla 1V, y las secuencias
depositadas en la base de datos GenBank del NCBI con su respectivo nimero de

acceso se muestran en el ANEXO A.

Tabla IV. Caracteristicas de transcritos PvanSxl con la respectiva proteina
conceptual.

Isoforma GenBank Tamafio Sitio§ de Tamafio 3'UTR TEP PME

No. Acc. (nt) splice ORF (nt) (nt) (aa) (kDa)
PvanSxl-1 KY498656 1352 None 786 404 261 28.92
PvanSxl-2 KY498657 1324 SS1 732 430 243 26.84
PvanSxl-3 KY498658 1298 SS2 1005 131 334 35.71
PvanSxl-4 KY498659 1247 SS1 & SS2 954 131 317 33.74
PvanSxl-5 KY498660 1224 SS3 696 366 231 25.50
PvanSxl-6 KY498661 1173 SS1 & SS3 645 366 214 23.57

TEP=tamafio esperado de proteina, PME=peso molecular esperado, pl=punto Isoeléctrico.

En las secuencias de proteinas traducidas, se observaron dos regiones de
reconocimiento del ARN (RRM, por sus siglas en inglés), la primera es conservada
en la regién N-terminal y la segunda en la region central. La segunda RRM es
ligeramente diferente al inicio (QNI en lugar de ANV, Fig. 10) como resultado de la
extraccion del SS1 (50pb) en las isoformas dos, cuatro y seis. Adicionalmente a
las diferentes RRMs al inicio, la extraccion del SS1 también ocasiona diferente

tamafo entre ambas RRMs (7 aa versus 14 aa) en las isoformas uno, tres y cinco.
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la diferencia entre estos dos ultimos

se muestra en letras color blanco. El fondo negro muestra las regiones ricas en

Glicina.

Figura 10. Traduccion conceptual y alineamiento de seis diferentes variantes SXL

de P. vannamei presentes en génada masculina, femenina y durante el desarrollo
embrionario, denotando los Motif de reconocimiento de ARN (RRM), RRM 1 en

gris claro, RRM 2 y RRM 3 en gris obscuro



7.2 Andlisis filogenéticos

El andlisis con BlastX de las secuencias de proteinas Sxl aisladas a partir de P.
vannamei mostré alta similitud con secuencias SxI de especies de crustaceos
estrechamente relacionados, como M. rosenbergii (89 y 85%), M. nipponense (88
y 84%), y la pulga de agua D. pulex (63%), y también con insectos como B. mori

(80%) e incluso D. melanogaster (62%).

Las seis isoformas P. vannamei presentan dos regiones de unién al ARN (RRM)
gue son caracteristicas de proteinas Sxl. Estas regiones estan conservadas en los
artropodos mientras que las secuencias fuera de la RRM no se conservan. El arbol
filogenético, que incluyo las seis isoformas PvanSXL, mostré dos grupos, uno de
secuencias de insectos y otro de crustaceos, y este ultimo se dividié en dos, uno
que incluye las seis PvanSxl agrupadas con las isoformas del cangrejo chino E.
sinensis, y el segundo grupo que contiene las secuencias de las especies de

langostino o camaron de agua dulce M. nipponense y M. rosenbergii (Fig.11).
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3 Sxl Musca domestica

Figura 11. Arbol filogenético de secuencias proteicas de Sex-letal. La historia
evolutiva se infiri6 mediante el método de maxima verosimilitud basado en el
modelo de Le y Gascuel 2008. Se muestra el arbol con el mayor valor logaritmico
de verosimilitud (-10,284.09). El porcentaje de arboles en los que el taxa asociado
se agrup6 se muestra a un lado de las ramas.

—
0.20
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7.3 Analisis de expresion de Sxl entre sexos y tejidos de camarén blanco P.

vannamei

Se realizaron reacciones de PCR de 12 pL con oligonucleotidos para Sxl y 18S por
separado, empleando el cDNA sintetizado a partir de ARN de gonada (ovario y
testiculo), ampula terminal y vaso deferente de macho, hepatopéncreas,
pedunculo, masculo, intestino, corazoén, cerebro y branquia de cinco hembras y

cinco machos adultos de 30 g de peso.

En hembras se observd que la amplificacion del gen Sxl evaluada por PCR en
punto final es mayor en pedunculo, gonada, hepatopancreas, e intestino, mientras
que en machos la expresion entre estos mismos tejidos fue menor en
hepatopancreas. La expresion en cerebro, corazén y musculo de ambos sexos fue
practicamente imperceptible (Fig.12).

De manera opuesta a lo anterior, en branquia se observa una ligera amplificacion

mayor en machos que en hembras.

PED TE VD AT OV HP IN CE COR BRA MU (-

. Sxl
L .- £ pey - >
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g Q g Q Q 0 QC Q C Q3 Q 09
Figura 12. Electroforesis de productos obtenidos con oligonucleétidos

Ubicuidad_Sxl y 18S en los diferentes tejidos de hembras y machos adultos
de camaroén blanco.

7.4 Andlisis semicuantitativo de expresion de Sxl en el desarrollo ontogénico
y gametogénico de hembras y machos de camarén blanco P. vannamei

La separacion por electroforesis de los productos amplificados por PCR
empleando el par de oligonucleétidos (LvanSxIB-F y Lvan7723-R) que flanquean

las regiones de corte-y-empalme de las seis variantes PvanSxl, mostraron que
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todas las variantes estan presentes durante todo el desarrollo embrionario, larvario
temprano (Fig.13), postlarvario (Fig. 14) y durante el desarrollo gametogénico de

ambos sexos (Fig.15) de camaroén blanco.

Huevo 2-cél  4-cél

Pvan Sx/ 1_835+— ‘
Pvan SxI 2_784+—"

Pvan SxI 3_755 s -
Pvan Sxi4_704+—{Alla o .1

Pvan Sx/ 1_835

Pvan SxI2_784
Pvan SxI 3_755

Pvan SxI4_704
Pvan SxI 5_681

Pvan SxI 5_681+—

Pvan SxI 6_630«—|
Pvan Sx/ 6_630

Figura 13. Electroforesis en gel de acrilamida de las seis variantes Sxl| durante la
ontogenia de P. vannamei. Huevo, 2-cél (primera division celular), 4-cél (segunda
division celular), Mor (moérula), Bla (formacién del blastoporo), G2 (gastrula
temprana), G3 (gastrula tardia), Nau (nauplio), y Mysis. M1 y M2 son marcadores
de peso molecular.

Postlarvas

.8501 3 1015 20 25 30 L% __,Pvan SxI1_835

3 Pvan Sxl 2_784
Pvan Sxl 1_835 +— M =k .| m
Pvan SxI 2_T84 «— -Hiaiwisn e — **M"f — Pvan SxI 3_755
Pvan SxI 3_755 «— =" e —— ‘ —>Ilgvan gx; 151_(738?1
Pvan SxI 4 704 «— Jiinis e n-n-::::' —Hran ol
Pvan SxI 5_681 «— : " st
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Figura 14. Electroforesis en gel de acrilamida de las seis variantes Sxl| durante el
desarrollo postlarvario de P. vannamei. Postlarva de 1 a 55 dias de desarrollo.
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Figura 15. Electroforesis en gel de acrilamida de las seis variantes de Sxl| en
P. vannamei resultantes de tres cortes-y-empalmes diferentes en hembras y
machos. En hembras: VII = vitelogénesis secundaria, VI = vitelogénesis
primaria, P = Previtelogénesis. En machos: Sa = testis de subadultos
inmaduros, A = testis de adultos maduros.

Las imagenes obtenidas a partir de la separacion electroforética de productos de
amplificacion de variantes Sxl, fueron empleadas para analizar diferencias de
expresion entre isoformas en cada estadio de desarrollo; se empled el porcentaje
de los productos de amplificacion de tamafo esperado segun las variantes

descritas previamente (Tabla 1V).

Tabla IV. Caracteristicas de la proteina conceptual de los diferentes transcritos
PvanSxl.

Isoforma GenBank Sitio_s de Tamafio TEP PME

No. Acc. splice ORF (nt) (aa) (kDa)
PvanSxI-1 KY498656 Ninguno 786 261 28.92
PvanSxl-2 KY498657 SSs1 732 243 26.84
PvanSxI-3 KY498658 SS2 1005 334 35.71
PvanSxl-4 KY498659 SS1 & SS2 954 317 33.74
PvanSxlI-5 KY498660 SS3 696 231 25.50
PvanSxl-6 KY498661 SS1 & SS3 645 214 23.57

TEP=tamafio esperado de proteina, PME=peso molecular esperado, pl=punto Isoeléctrico

Se hizo el andlisis estadistico para cada etapa de desarrollo (embrionario, larvario

temprano a PL1, de PL5 a PL55, gonadas de machos y hembras). Se hicieron



Andlisis de varianza (ANOVA) de tipo anidado (isoformas dentro de cada estadio)
con el porcentaje relativo transformado a arcoseno de la raiz cuadrada de ‘p’. Las
medias se analizaron con una prueba de Fisher (LSD) y un valor de significancia
de P £0.05 o de P = 0.10 en el caso de solamente observar una tendencia en el
ANOVA.

Para facilidad de visualizacién en las graficas se muestra el porcentaje relativo de
cada isoforma por cada estadio de desarrollo (Figs. 16, 17 y 18). En el ANOVA del
desarrollo embrionario Unicamente se observé una tendencia (P = 0.07) a
encontrar diferentes isoformas dentro de estadios por lo que se realizd una
comparacion de medias preestableciendo un valor de significancia de P = 0.10. En
la figura 16 se observa que en cigoto (huevo fertilizado), primera division y
segunda division todas las isoformas estuvieron en proporciones similares a
excepcion de la isoforma uno (i1, sin cortes-y-empalmes) que estuvo en menor
proporcién. En morula la isoforma de mayor proporcion fue la isoforma cuatro (i4,
con el primer y segundo corte-empalme extruidos), aunque solo alcanzé
diferencias significativas de la isoforma uno (i1, sin cortes-y-empalmes) y la seis
(i6, primer y tercer sitio de corte-empalme extruidos) que fueron las menos
expresadas. En blastocele y gastrula intermedia (G2) no se observaron diferencias
significativas en la abundancia relativa de las isoformas. En gastrula avanzada (G3)
la isoforma cinco (i5, tercer corte-empalme extruidos) fue la mas expresada pero
no difirié de las isoformas tres (i3, segundo corte-empalme extruido) y seis.

En el desarrollo larvario temprano de nauplio hasta postlarva de un dia (PL1) el
ANOVA indic6 que existian diferencias significativas (P = 0.00) entre isoformas
dentro de los diferentes estadios, observandose (Fig. 16) que en nauplio la
isoforma méas expresada fue la cuatro (i4, primer y segundo corte-empalme
extruidos), la cual difirid significativamente de las otras isoformas. La misma
isoforma cuatro (i4) fue la mas expresada en mysis, no alcanzando diferencias
significativas Unicamente de la isoforma seis (i6). En PL1 la isoforma cuatro (i4)
fue la mas expresada, aunque en este caso no alcanzé diferencias en la

abundancia de las isoformas dos (i2, primer corte y empalme extruido) y cinco (i5).
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Cabe sefialar que las isoformas i5 e i6 presentaron mayor proporcién durante el
desarrollo embrionario y larvario temprano en comparacion con lo observado en
postlarvario (Fig.17). Llama la atencién que la traduccion conceptual de estas dos
isoformas da lugar a las secuencias de aminoacidos de menor tamafio, 231y 214
aa, respectivamente, las cuales ocurren por la presencia de un codon de paro en

el segundo corte-empalme cuando este es extruido
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Figura 16. Medias del porcentaje relativo de expresion para cada isoforma
PvanSxl dentro de los distintos estadios de desarrollo embrionario y larvario
temprano.

En el desarrollo postlarvario se observa un patrén mas claro siendo solo dos
isoformas de mayor proporcién, pero cada una presentandose mas expresada en
diferentes edades de postlarva. La primera es la isoforma i4 en PL5, 15 y 20, la
cual es significativamente mas expresada que las demas isoformas; esta isoforma
es seguida por la i2 también con una alta expresion, pero sin diferir
significativamente de la i4 en PL5. En PL10 estas dos isoformas altamente
expresadas tienen una proporcion similar, aunque la i2 fue significantemente mas
expresada que la i4. En PL15 y PL20 la i4 fue la mas expresada y diferente de
todas las otras. En PL25 la i4 fue méas expresada que la il, i2, e i5, pero no mostro
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diferencia significativa de la i3 0 i6. La segunda isoforma mas expresada a lo largo
del desarrollo postlarvario, la i2, presentdé mayor proporcion en PL30 aunque no
alcanzé diferencias significativas de la i3 e i4. Este mismo patron se observo en
PL35, 40 y 55. En PL45 la abundancia de las isoformas i1, i2, i3 e i4 no difirio
entre ellas, y fue significantemente mayor que las i5 e i6. De hecho, estas ultimas
dos isoformas que comparten el tercer sitio de corte y empalme fueron las de
menor expresion durante el desarrollo postlarvario (PL15, 30, 35, 45y 50) (Fig.17).
Es interesante notar que las dos isoformas mas expresadas durante el desarrollo

postlarvario, la i2 e i4, comparten el primer sitio de corte y empalme.
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R

Figura 17. Medias del porcentaje relativo de expresién para cada isoforma
PvanSxl en los distintos estadios de desarrollo postlarvario (PL) progresivo.

La proporcién observada de la expresion de PvanSxl en génadas de hembras y
machos durante el desarrollo gametogénico mostré resultados contrastantes entre
géneros (Fig. 18). Por ejemplo, en machos subadultos las isoformas i5 e i6 fueron
las menos expresadas junto con la il, y las mas expresadas fueron la i2 e i4, pero
en machos adultos la i5 e i6, junto con la i4, fueron las mas expresadas. En

hembras, la isoforma presente en mayor proporcion fue la i2 en previtelogénesis
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(Previt), vitelogénesis | (Vit 1), y madura, aunque no difiri6 de la i1 e i3 en
previtelogénesis, de la i3 e i4 en vitelogénesis primaria (vit 1), y de la i3 en
hembras maduras. A diferencia de los machos, las isoformas i5 e i6 fueron
significantemente menos expresadas que las otras isoformas, aunque en

vitelogénesis primaria no difirieron de la i1 y en vitelogénesis secundaria de la i4.

En el caso de machos adultos, las isoformas de mayor proporcién fueron la i4 e i6,
siendo estas dos significativamente diferentes de las demas isoformas (i5, i2, e i3).
Finalmente, la isoforma de menor proporcion en expresion fue la il.

De estos resultados resalta lo siguiente: que las isoformas i2 e i4 también
presentaron altas proporciones como se observa en estadios postlarvarios (Fig.
14), ademas las isoformas cinco y seis fueron altas Unicamente en macho adulto,

como se observo en los estadios de desarrollo embrionario (Fig.18).
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Figura 18. Medias del porcentaje relativo de cada isoforma de PvanSxl| expresada
en gonadas de hembras (Previt, Vit-l, Vit-ll, Madura) y machos (Subadultos y
adultos) en distintos estadios de desarrollo gametogénico o edades.



7.5 Identificar si las variantes de PvanSxl traducen diferentes proteinas en
camaron blanco.

La deteccion de proteinas PvanSXL especificas durante el desarrollo de camaron
blanco fue posible a través de Western blot, en donde se observaron resultados
interesantes y cambios en el patron de proteinas PvanSXL en las diferentes
etapas del desarrollo.

El peso molecular esperado de las variantes PvanSXL presenta diferencias muy
pequefias entre si, siendo PvanSxl-6 la de menor peso molecular con 23.5 kDa,
resultado de los sitios de corte-y-empalme SS1 (50 pb) y SS3 (150 pb); seguida de
la variante PvanSxI-5 con peso de 25.5 kDa resultado del corte-y-empalme SS3;
posteriormente por la variante PvanSxl-2 con 26.8 kDa resultado del corte-y-
empalme SS1; después por la variante PvanSxI-1 con 28.9 kDa que no presenta
cortes-y-empalmes, seguida de las variantes PvanSxlI-4 con 33.7 resultado de los
cortes-y-empalmes SS1 y SS2; y finalmente la variante PvanSxI-3 de 35.7 kDa

resultado del corte-y-empalme SS2 (Tabla IV).

Tabla IV. Caracteristicas de la proteina conceptual de los diferentes transcritos
PvanSxl.

Isoforma GenBank Sitio_s de Tamafio TEP PME

No. Acc. splice ORF (nt) (aa) (kDa)
PvanSxI-1 KY498656 Ninguno 786 261 28.92
PvanSxl-2 KY498657 SSs1 732 243 26.84
PvanSxl-3 KY498658 SS2 1005 334 35.71
PvanSxl-4 KY498659 SS1 & SS2 954 317 33.74
PvanSxl-5 KY498660 SS3 696 231 25.50
PvanSxl-6 KY498661 SS1 & SS3 645 214 23.57

TEP=tamafio esperado de proteina, PME=peso molecular esperado, pl=punto Isoeléctrico

A continuacion se describe el tamafio observado de las diferentes isoformas
PvanSXL en la deteccion por Western blot durante el desarrollo embrionario (Fig.
19), larvario temprano (Fig. 20), postlarvario (Fig. 21), gbnada de subadultos (Fig.

22) y adultos (Fig. 23) de ambos géneros de camardn blanco; y el tamafo
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esperado segun la traduccién conceptual de las diferentes isoformas (transcritos)
previamente aisladas y caracterizadas: proteinas de 21 kDa (23 kDa tamafio
esperado) correspondiente a la isoforma PvanSXL-6; proteinas de 24 kDa (25.5
kDa tamarfio esperado) correspondiente a la isoforma PvanSXL-5; proteinas de 26
kDa (26.8 kDa tamafo esperado) correspondiente a la isoforma PvanSXL-2;
proteinas de 28 kDa (28.9 kDa tamafio esperado) correspondiente a la isoforma
PvanSXL-1; proteinas de 30 kDa (33.7 kDa de tamarfio esperado) correspondiente
a isoforma PvanSXL-4; y proteinas de 31 kDa (36 kDa tamafio esperado)

correspondiente isoforma PvanSXL-3.

Ademas, se observaron proteinas de diferente tamafio al esperado: 20 kDa a la
gue denominamos ul y que se encontrd presente en todos los estadios y gbnadas
de ambos géneros; otra de 25 kDa (u2) presente solo en desarrollo postlarvario, y

finalmente una de 22 kDa (u3) presente en gonada masculina y femenina.
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Figura 19. Deteccion de proteinas PvanSXL por Western blot durante el desarrollo
embrionario y larvario de P. vannamei. sd = huevo sin dividir, 1d = primera division
celular, mor = moérula, bla = formacién del blastoporo, G2 = gastrula intermedia, G3
= gastrula avanzada, Nau = nauplio, Zoe = zoea, Mys = mysis; kDa = peso
molecular de proteinas en kiloDaltons.
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Figura 20. Deteccion de proteinas PvanSXL por Western blot durante el desarrollo
postlarvario de P. vannamei. PL1-PL40 = postlarvas de uno y hasta 40 dias de
desarrollo; kDa = peso molecular de proteinas en kiloDaltons.
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Figura 21. Deteccion de proteinas PvanSXL por Western blot en gonada de
hembra y macho subadultos de P. vannamei. kDa = peso molecular de proteinas

en kiloDaltons.

kDa OVARIO TESTIS kDa
«31—5xl4
B 30—Sx| 1
25 ’ L £ 26:%,%
. B o - i
' . 21— u-2
' « )20 —u-l

Figura 22. Deteccién de proteinas SXL por Western blot en gbnada de hembra y
macho adultos de P. vannamei. kDa = peso molecular de proteinas en kiloDaltons.



Durante el desarrollo embrionario se encontraron diferencias (P < 0.05) de

abundancia entre las isoformas.

Las isoformas de mayor proporcion fueron la il desde el huevo sin dividir,
disminuyendo progresivamente hasta blastoporo, estadio en el cual la i2 e i4
fueron las mas abundantes, y en los dos estadios de gastrula la isoforma mas
abundante fue la i5. En el desarrollo larvario temprano la i4 e i6 son las mas
abundantes en nauplio, mientras que en zoea la mas abundante fue la i5 y en

mysis la i3 e i4 estan en proporcion similar (Fig. 23).

Desarrollo embrionario Larvario
Proteinas Proteinas

mu-l ni

mig ——v i
nn
mi5s —/ " —

40% 40%

30% 30%
20% 20%
10% - - 10%

0% 0%

Huevo 2-cél. Mo G3 Nau. Zoe.Mys.

mi4 _”_”.‘\_
mi3— "\

2
il 1

100% 100%
90% 90%
80% 80%
70% 70%
60% 60%
50% 50%

Figura 23. Porcentaje relativo de abundancia de cada proteina PvanSXL
detectada por western blot en el desarrollo embrionario y larvario. Egg = huevo sin
dividir, 2-cél = 12 divisién celular, Mor = mérula, Bla = blastoporo, G2 = Géstrula
intermedia, G3 = Gastrula tardia.

Las isoformas mas abundantes en esta etapa de desarrollo fueron: la i2 en
estadios postlarvarios avanzados (de PL20 hasta PL40), mientras que la i4 fue
mas abundante en PL10 y PL15. En PL5 la il e i2 se presentan en proporcion
similar (Fig. 24).
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Figura 24. Porcentaje relativo de abundancia de cada proteina PvanSXL
detectada por Western blot en desarrollo postlarvario. PL 1 al 40 = Postlarvas de
un dia a 40 dias de desarrollo.

En génada de subadultos, donde si se cont6 con réplicas y se hizo un analisis de
varianza factorial y de medias (LSD de Fisher) se encontraron diferencias en la
abundancia de las diferentes isoformas, pero no entre hembras y machos, aunque
la interaccion entre género e isoforma mostré una tendencia, de forma que al
analizar las medias por género e isoforma, la i4 estuvo en mayor abundancia en

machos que en hembras. En hembras fueron las isoformas i2 y la i5 las de mayor

abundancia, pero no se encontraron diferencias significativas entre i1, i2, i3, i4 e i5.

Por otro lado, la i6 fue significantemente la menos expresada junto con la u-1y u-3
(Fig. 25).

En el caso de gbénada de machos subadultos, i4 fue significativamente mayor que
las demas, no existen diferencias significativas entre la i1, i2, i5 y u-3, mientras
que la i3, i6 y u-1 son significativamente menos abundantes que las demas

isoformas.
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En el caso de la gbénada de adultos solo se encontraron diferencias entre
isoformas y no hay diferencias entre géneros. La isoforma i3 fue significativamente
menor que la i4 y u-3, y éstas dos fueron las mas expresadas, mostrando
diferencias significativas con todas las otras isoformas. No se observaron

diferencias entre i1, i2, i3, i5, 16 y u-1 (Fig. 25).
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Figura 25. Comparacion de medias del porcentaje relativo de cada isoforma de la
proteina de PvanSXL (transformadas a arcoseno para su analisis) detectada por
Western blot en gonadas de hembras y machos (subadultos y adultos).
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7.6 Comparacion de analisis de abundancia entre transcritos y proteinas.

Al comparar los resultados de la expresion de la transcripcion y la deteccion de
proteinas, se observd que se detectaron tres proteinas mas de lo esperado y una
diferencia en la abundancia entre las isoformas.

En el desarrollo embrionario, desde el cigoto hasta la morula, no hubo diferencia
entre los transcritos. Sin embargo, en proteinas, la i5 fue imperceptible de cigoto a
morula, pero es la mas abundante en G2, G3 asi como en zoea; mientras que la
isoforma proteica i6 fue mas abundante en nauplio y practicamente no se observé
en la gastrula (G2 y G3), y mysis. La i2 consistentemente se observa en muy baja
abundancia durante estadios larvarios (Nauplio, Zoea y Mysis). La isoforma 3 del
transcrito (PvanSxI-3) disminuye gradualmente al avanzar el desarrollo larvario, sin
embargo, su proteina aumenta y alcanza una proporcion similar a la PvanSXL-4,

siendo estas dos las mas abundantes en mysis (Fig. 26).
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Figura 26. Comparacién de abundancias de isoformas Sex-letal de P. vannamei
durante el desarrollo embrionario y larvario temprano. Transcritos (arriba) y
proteinas (abajo).
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En el desarrollo postlarvario, la proteina i3 tiene una abundancia muy baja, y no se
observo la il desde PL 10 hasta PL 30. En el andlisis de la abundancia de los
transcritos, en PL15 y PL20 la i4 fue significativamente mayor, pero a partir de
PL30 la abundancia de la i2 fue mayor, seguida de la i4. En cuanto a la
abundancia de las proteinas, la i4 fue mayor en PL10 y PL15, y a partir de PL20 la
i2 fue la mas abundante al igual que en los transcritos, sin embargo en este caso
es seguida por la i5 en PL20 hasta PL30, y solo en PL35 y PL40 es seguida por la
i4, pero en menor proporcidon al comparar con las isoformas de los transcritos (Fig.
27).
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Figura 27. Comparacién de abundancias de isoformas Sex-letal en P. vannamei
durante el desarrollo postlarvario. Transcritos (arriba) y proteinas (abajo).
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En el caso de la gonada de subadultos, la abundancia de la proteina i2 fue alta en
ambos sexos similar a lo observado en los transcritos, sin embargo, en hembra
subadulta no fue significativamente diferente de i5, que fue la segunda mas
abundante. En el caso de machos subadultos la isoforma i4 del transcrito fue la
segunda méas abundante, pero en proteinas la i4 fue significativamente mayor a la
i2.

En gbénada de adultos el transcrito i4 fue mas abundante en machos y en hembras
fue el i2; sin embargo, en proteinas el i4 y u-3 fueron significativamente mayores
en ambos sexos. Cabe resaltar que en ambos sexos la proteina u-3 fue la mas
expresada, aunque sin presentar diferencias significativas respecto a i4. Esta
proteina presenta un tamafio no esperado de 22 kDa con base en los transcritos
aislados.

Por otro lado, la i3 presentdé menor abundancia en proteinas que en transcritos,
mientras que la i5 fue mayor en proteinas que en transcritos, pero solamente en
subadultos ya que en adultos esta es imperceptible. Finalmente, la abundancia de

i1 es muy similar entre transcritos y proteinas (Fig. 28).
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8. DISCUSION

Hasta el momento los estudios enfocados al aislamiento y caracterizacion de
genes involucrados en la cascada génica de diferenciacién sexual en crustaceos
han sido pocos: de Tra (Kato et al.,, 2010) y de Dsx (Kato et al., 2011) en D.
magna; dos variantes de Sxl en D. pulex (Colbourne et al., 2011); Tra-2 y
secuencias parciales de SxlI en P. monodon (Tassanakajon et al., 2006);
secuencias parciales de Sxl en M. japonicus (Aoki, datos no publicados); tres
variantes de Tra-2 en F. chinensis (Li et al., 2012); dos variantes Sxl| (Zhang et al.,
2013a), y un transcrito de Tra-2 (Zhang et al.,, 2013b) en Macrobrachium
nipponense; y finalmente el gen Dmrt (Zhang y Qiu, 2010) y dos variantes del gen
Sxl (Shen et al., 2014) en E. sinensis.

En este sentido, el presente trabajo es el primero en reportar mas de dos
isoformas SxI en una especie de crustaceo, encontrando seis isoformas
expresadas diferencialmente a nivel transcripcional y traduccional durante las

diferentes etapas del desarrollo ontogénico y gametogénico.

En contraste, en otras especies de crustaceos e insectos en los que no se
presentan isoformas sexo-especificas, solo dos isoformas Sx| han sido reportadas,
corta y larga (o referidas como 1 y 2). Por otro lado, en D. melanogaster, Sxl se
transcribe en ambos sexos (Bell et al., 1988; Maine et al., 1985; Salz et al., 1989)
con aproximadamente 21 transcritos que difieren entre si en tamafio como
resultado de corte-y-empalme alternativo, y sitios alternativos de poliadenilacién.
Los diferentes transcritos en D. melanogaster se clasifican en tres grupos:
hembra-especifico temprano, hembra-especifico tardio y macho-especifico tardio
(Salz y Erickson, 2010; Samuels et al., 1991).

En P. vannamei las seis isoformas Sxl tienen en comudn la region 5 -UTR, pero
difieren entre si en el tamafio del marco de lectura (ORF), principalmente debido a
corte-y-empalme alternativo y por la presencia de dos sitios de poliadenilacion.
Debido a que previamente no se ha caracterizado el gen completo de Sxl, se
empled el descrito en D. pulex (Colbourne et al., 2011) buscando entender la
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estructura exon-intrén, lo que permitid localizar los limites entre exones de

PvanSxl, identificando cinco exones presentes en ambas especies (Fig. 29).

Interesantemente, el primer sitio de corte y empalme (SS1) de 51 nt observado en
las isoformas PvanSxI-2, -4 y -6, no corresponden a un exon en D. pulex, sino al
intron dos (66 nt). Respecto a lo anterior, en algunas especies de Drosophila, asi
como en M. scalaris, se ha reportado un exén llamado exén Z, localizado previo a
la region 5°del exon tres, que en estas especies es el exdon macho especifico
(Cline et al., 2010), el cual también presenta corte-y-empalme alternativo. No se
sabe si existe una funcion especifica asociada con la retencién o la extrusion del

posible intrén dos, correspondiente al primer sitio de corte y empalme (SS1).

Al igual que el exdn Z en D. melanogaster, SS1 en P. vannamei contiene un codon
ATG que podria indicar un nuevo sitio de inicio de la transcripcion para Sxl, pero si
no se producen mas modificaciones a la transcripcion y se emplea el mismo marco
de lectura, una vez traducida, se produciria una proteina de 7 aa (MFQDHTH)

debido a la presencia de un coddn de paro al inicio del exon tres.

Recientemente hemos logrado obtener el intrén dos del gen Sxl utilizando el
genoma de Penaeus vannamei recién liberado. Este intrén es, a diferencia del de
Daphnia magna, de aproximadamente 3,964 nucledtidos, y al parecer la parte
retenida en las isoformas 2, 3 y 4 resulta de un corte y empalme alternativo,

reteniendo una parte pequefa del intrén.

Por otro lado, el primer sitio de corte y empalme (SS1) en donde parte del intrén
dos es retenido, es Unico de P. vannamei, es decir, no ha sido reportado para las
otras especies de crustaceos en los que se ha aislado y caracterizado Sxl, no asi
el segundo sitio de corte y empalme (SS2) el cual se encuentra entre los exones
cuatro y cinco en el alineamiento con D. pulex (Fig. 29) y ha sido reportado como
intron alternativo que da lugar a las dos isoformas de Sxl presentes en E. sinensis,

M. nipponense y Procambarus clarkii (Shen et al., 2014).
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Figura 29. Comparacién de estructura exén-intrén entre Sxl de D. pulex y P.
vannamei. Patron de corte-y-empalme de D. pulex, y patrén de corte-y-empalme
observado en P. vannamei.

Al analizar el gen Sxl y las dos isoformas predichas a transcribir en D. pulex, se
puede observar que esta region de 77 nt en P. vannamei corresponde a una parte
del intron cuatro, localizado en el extremo 5° del intr6n y con un tamafio de 36 nt
en D. pulex. En las isoformas de Daphnia en las que esta secuencia se escinde
con el resto del intron 4, es decir en DpulSXL2, conduce a una proteina deducida
de mayor tamafio (297 aa). En las otras especies de crustaceos (Shen et al.,
2014), las isoformas que escinden esta region corresponden a las Sxl largas, y en
P. vannamei a PvanSxI-3 (334 aa) y PvanSxI-4 (317 aa).

En el caso alternativo, cuando el fragmento de 77 nt de este intron es retenido, un
coddén de paro localizado 21 nt hacia la regién 3"(a partir del inicio del intron)
conduce a una proteina pequefia como se observa en la variante Sx| corta de
otras especies de crustaceos (Shen et al., 2014), proteina de 263 aa de D. pulex, y
en PvanSxl-1 (261 aa) y PvanSxI-2 (243 aa) de P. vannamei.

Finalmente, el tercer sitio de corte y empalme (SS3) observado en PvanSxl-5 y
PvanSxl-6, no ha sido reportado en otra especie de crustaceo, podria ser
resultado de un sitio aceptor de corte y empalme alternativo dentro del exon cuatro,
un fendmeno que se conoce que se presenta en transcritos de Sxl de D.

melanogaster (Bell et al., 1988).
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Cuando SS3 es extruido junto con SS2, el marco de lectura (ORF) cambia,
escindiendo una parte significativa del exon cuatro en la terminacion 3°, resultando
en un codon de paro prematuro, un transcrito corto y una traduccion ORF corta.
Las dos isoformas que extruyen SS2 y SS3 (PvanSxI-5 y PvanSxI-6, 231 y 214 aa
respectivamente) difieren entre si en tamafio como resultado de la retencion o no
del intrén dos (SS1). Se observé que SS3 siempre es extruido junto a SS2 (intrén
cuatro).

Otras diferencias en el tamafio de los transcritos de PvanSx| son resultado del uso
de cualquiera de los dos sitios de poli-adenilacion (secuencias que contienen
AATAAA), similar a SxI en Drosophila en donde se sabe que se presentan
diferentes sefales de poli-A (Salz y Erickson, 2010; Samuels et al., 1991).

Como se ha observado en el mRNA de Sxl en otras especies, la traduccion
conceptual de isoformas PvanSxl resulta en proteinas deducidas de diferente
tamafio, las cuales presentan en comun dos regiones de reconocimiento del ARN
(RRM) altamente conservadas, a excepcion de los pocos aminoacidos que las
separan entre si, la conocida region enlazadora (linker regién), la cual es
caracteristica de Sxl en Drosophila (revisado en Penava y Sanchez, 2003).

En D. melanogaster, la RRM dirige la diferenciacién sexual y compensacion de
dosis del cromosoma X, donde la proteina SXL se une a su propio pre-ARNm y
promueve el corte y empalme hembra especifico del pre-ARNm de tra mediante la
union a la region polipirimidinica rica en uracilo en el sitio de corte y empalme 3’
no sexo especifico, durante la determinacion sexual (Handa et al., 1999).

Por otro lado, las proteinas traducidas mas largas en P. vannamei, PvanSxI-3 y
PvanSxl-4 (334 aa y 317 aa), contienen un dominio rico en glicina en la region
carboxilo terminal. En Drosophila, SXL también contiene este dominio, sin
embargo, se localiza en la region amino terminal, la cual es una caracteristica
conservada evolutivamente y se ha propuesto que este dominio es responsable de
las interacciones proteina-proteina. EI dominio rico en glicina es necesario para el
control adecuado del corte y empalme alternativo de Sxl (Lallena et al., 2002;
Wang y Bell, 1994; Wang et al., 1997) debido a que la eliminacién de este dominio,
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aunque no afecta la union al ARN, interfiere con la regulacion adecuada del corte y
empalme (Blanchette y Chabot, 1999). Este dominio también se observa en otras
proteinas que regulan corte y empalme de ARN. Tanto las RRMs como el dominio
rico en glicina sugieren que las isoformas PvanSxl-3 y PvanSxI-4 (aunque no son
sexo-especificas) tienen una funcion de unién al ARN y de corte y empalme del
mismo.

En los analisis filogenéticos, las secuencias se agruparon claramente en grupos
taxonomicos: crustaceos (orden: Decapoda y Cladocera) e insectos. En el caso de
los insectos, aquellos pertenecientes al orden Nematocera se separaron del resto,
y la secuencia correspondiente a Sister-of-sex-letal (Ssx) mostr6 mayor distancia
respecto a Sxl. En este sentido, se sabe que las isoformas Sx| observadas en
insectos no drosofilidos muestran alta similitud con SxI de drosofilidos, asi como
con Ssx, una proteina paraloga de Sxl presente solo en especies de Drosophila
(Traut et al., 2006), y que recientemente se ha descrito que tiene funcion en la
represion de la traduccién de male-specific letal-2 (msl-2) al unirse a su region 5
(Moschall et al., 2017). En crustaceos se han reportado no paralogos similares a
Ssx, indicado que, eventos de duplicacion dieron lugar a Sxl y Ssx recientemente
en tiempo evolutivo.

Aungue se observé que ninguna de las isoformas es sexo-especifica, la PCR de
punto final en diferentes tejidos, mostré diferencias aparentes de expresiéon entre
tejidos por sexo. La mayor expresion de PvanSxl se observo en pedunculo ocular
y ovario, a diferencia de lo reportado en E. sinensis y M. nipponense donde la
mayor expresion es reportada en testiculo-hepatopancreas y hepatopancreas-
intestino respectivamente, mientras que el pedunculo ocular y el ovario mostraron
la expresion mas baja en estas especies (Shen et al., 2014; Zhang et al., 2013a).
Sin embargo, en E. sinensis la expresion de Sxl fue dependiente del estadio de
madurez posterior a la ablacion del tallo ocular en ambos sexos (la cual induce
maduracién), la mayor expresion se observd en ovario y musculo, mientras que en

testiculo la expresion disminuyo (Shen et al., 2014).
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Todas las isoformas PvanSxl se observaron a lo largo del desarrollo embrionario,
larvario y gametogénico, aunque con diferencias en abundancia y patrones de
expresion como se muestra en la seccion de resultados. Debido a que todas se
expresan simultaneamente, y no hay regiones especificas o Unicas entre si que
permitan la cuantificacion Unica de cada isoforma, no fue posible estimar su
abundancia relativa por gPCR vy las inferencias en abundancia de las diferentes
isoformas se realizaron mediante la observacion y analisis de intensidad de
isoformas amplificadas empleando un par de oligonucle6tidos especificos.

Se observdé que a nivel de ARNm, durante los estadios de embriogénesis
analizados las isoformas que tienden a ser mas expresados fueron PvanSxl-2 y
PvanSxl-4, ambos eliminan la regién SS1 (intron dos de D.pulex y potencialmente
exon Z en D. melanogaster).

A nivel proteina, se observd que la mas abundante con diferencia significativa
desde huevo fecundado hasta moérula, fue PvanSxI-1 correspondiente al transcrito
completo (261 aa, sin region rica en Glicina), sin embargo, en la formacion del
blastoporo, las proteinas mas abundantes son PvanSxl-2 y PvanSxI-4 como se
observa a nivel de transcritos.

Esto es interesante debido a que todas las proteinas predichas contienen las dos
regiones RRM pero solamente la isoforma PvanSxI-4 contiene el dominio rico en
glicina debido a la eliminacion de la regiébn SS2 que conduce al cambio en el
marco de lectura eliminando un codoén de paro presente al inicio de la regidén SS2,
una observacion muy similar a lo reportado en la isoforma hembra-especifica de
Drosophila, donde la eliminacién del exén 3 conduce a la eliminacion del codon de
paro que conduce a la proteina trunca macho-especifica. Con estos resultados no
se puede afirmar si PvanSxI-4 participa en la regulacion de corte y empalme de
este u otro gen, sin embargo, como se menciona previamente, la region rica en
glicina se requiere para la regulacion correcta del corte y empalme en Drosophila
(Blanchette y Chabot, 1999).

Por otro lado, al final de la embriogénesis, en gastrula avanzada (G3), el transcrito

con mayor abundancia significativa fue PvanSxI-5, este mismo también fue de
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mayor abundancia a nivel proteina en ambos estadios de gastrula (G2 y G3). Esta
isoforma, es resultado de la extrusion de SS2 y SS3, la traduccion de esta
isoforma muestra que contiene las RRM, sin embargo, debido al paro prematuro
de la transcripcion conducen a una proteina de 231 aa, que no incluye la regién
rica en Glicina.

Se sabe que es en esta etapa (gastrulacion) donde se da la diferenciacién de
células de mesendodermo que daran lugar a la linea germinal en peneidos
(Hertzler, 2005; Pawlak et al., 2010; Wang et al., 2008). El analisis de proteinas
SXL de P. vannamei se observd un cambio evidente en la distribucion de
isoformas en donde la PvanSxl-1 disminuye hacia moérula, en blastocele se
observa una transicion en donde PvanSxl-2 y PvanSxI-4 son las mas abundantes
y finalmente en gastrulacion la PvanSxI-5 es la mas abundante.

En D. melanogaster se ha observado que la proteina SXL funcional esta presente
a partir de la formacion del blastocele (Bopp et al., 1991), y se sabe que sucede a
la par de la disminucion de transcritos SxI hembra-especificos (Salz et al., 1989).
Aun no puede ser afirmado si las proteinas PvanSxl corresponden a la funcion
descrita en D. melanogaster, sin embargo, si se puede decir que existe un patrén
similar.

En estadios larvarios se observé que, a nivel transcrito, PvanSxI-4 sigue siendo la
mas abundante, y a nivel de proteina, aunque no hay diferencias significativas,
esta tiende a ser mas abundante junto con PvanSxl-6 en nauplio, PvanSxI-5 en
zoea Yy finalmente con PvanSxI-3 y PvanSxl-1 en mysis, estas dos Ultimas
incrementan gradualmente conforme avanza el desarrollo larvario, cabe resaltar
gue PvanSxl-3 es la isoforma de mayor tamafio 334 aa (debido a la escision de
SS2) y que también contiene la regién rica en Glicina, necesaria para la regulaciéon
de corte y empalme en D. melanogaster.

Durante el desarrollo postlarvario, las diferencias entre transcritos PvanSxI fueron
muy sutiles, sin embargo, las mas abundantes fueron PvanSxl-4 (PL1 a PL 25),
PvanSxl-2 (PL30 en adelante) y PvanSxl-2 (a partir de PL20). Interesantemente

estas dos isoformas presentan un patrén que coincide con los eventos de
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diferenciacion sexual interna y externa de la especie durante el desarrollo
postlarvario, ya que en PL 12 se observa el I6bulo lateral y conductos sexuales de
ambos sexos (Garza-Torres et al., 2009), momento en que la proteina PvanSx|-4
tiene la mayor abundancia (PL10 y PL15). Ademas, PvanSxI-2 se convierte en la
proteina mas abundante a partir de PL20 en adelante. Se sabe que a partir de
PL32, ya se pueden observar indicios de las estructuras sexuales externas, las
cuales estan ya visibles entre PL40 y PL50 (Garza-Torres et al., 2009). El hecho
de que para estas isoformas Sxl tenga mayor abundancia durante estos eventos,
puede sugerir alguna funcién de Sxl durante el proceso de diferenciacién sexual.
Es interesante observar que al inicio del desarrollo postlarvario (PL1 y PL5) la
proteina PvanSxl-1 que corresponde al transcrito completo presenta abundancia
similar a PvanSxI-2. PvanSxI-1 también presentdé mayor abundancia precisamente
al inicio de la embriogénesis, lo que pudiera sugerir que esta isoforma esta
presente y tiene alguna funcion previa a procesos significativos en el desarrollo y/o
diferenciacion sexual de la especie.

Por otro lado, las observaciones de expresién de Sxl en génada femenina desde
estadio de previletogénesis hasta madurez, concuerda con lo observado en D.
melanogaster en donde la presencia de Sxl se requiere para el desarrollo normal
de la oogénesis (Bopp et al., 1993; Schiipbach,1985), en donde se sabe que
regula el inicio de la oogénesis en células germinales mediante la regulacién pos-
transcripcional de Nanos (Chau et al., 2012). PvanSxl podria funcionar de manera
similar a SxI de D. melanogaster.

Tanto en génada femenina como masculina en ambas edades (subadultos vy
adultos) las isoformas PvanSxI-2 y PvanSxl-4 fueron las que mostraron mayor
expresion como lo observado en el desarrollo embrionario, pero a diferencia de la
embriogénesis PvanSxl-1 y PvanSxIl-3 también se expresaron durante la
vitelogénesis secundaria de los ovocitos. No se sabe si estas isoformas son
transferidas a los huevos, pero el hecho de que se observe menor amplificacion
para estas isoformas en el ovario maduro puede ser indicativo de que solo se

transfieren PvanSxl-2 y PvanSxl-4. En D. melanogaster los transcritos Sxl se
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transfieren al huevo exclusivamente para ser editadas (corte y empalme) para
producir el transcrito hembra-especifico (Bopp et al., 1991).

A nivel de proteinas estas dos isoformas fueron las mas abundantes en
subadultos, donde se observd algo interesante, PvanSxl-2 y -5 fueron mas
abundantes en hembras y PvanSxl-4 fue mayor en machos, aunque ambas
proteinas estan presentes en el sexo contrario en menor abundancia. Es
interesante reclacar que la abundancia de PvanSxl-4 mostré diferencias
significativas sexo-especificas en subadultos pero no en adultos, lo que sugiere
alguna funcion diferencial en el inicio de la maduracién gonédica, la cual se pierde
una vez alcanzada la madurez en ambos sexos. Esta posible funcion es aun
especulativa y se requiere de mas investigacion para confirmarla y en su caso
esclarecerla. En adultos, no se observaron diferencias entre sexos, la mas
abundante en ambos casos fue PvanSxI-4 ademas de u-3.

Las isoformas proteicas PvanSxl-2 y PvanSxl-4 junto con PvanSx|-6 comparten
con Sxl de D. melanogaster la region enlazadora (linker region) entre las dos
RRMs, la cual consiste de siete aminoacidos, comenzando con glicina y
terminando con treonina (Zhang et al., 2014). Por otro lado, PvanSxI-3 y PvanSxI-5
contienen regién enlazadora de mayor tamafio entre las RRMs debido a la
retencion de la regién SS1 (o intrén 2 en D. pulex), que incrementa la longitud la
region enlazadora a 14 aa. Ademas, el transcrito PvanSxI-5 (abundante en hembra
subadulta) no contiene las regiones SS2 y SS3 como resultado de un aceptor de
corte y empalme alternativo. La retencion de la regiébn SS1 es caracteristica Unica
de P. vannamei, porque incluso en aquellas especies en las que Sxl no tiene
funcion en la determinacion sexual, existe una conservacion no soélo en los RRM
sino también en la region enlazadora (Penalva y Sanchez, 2003) condicién que no
se observa en las isoformas proteicas PvanSxI-1, PvanSxl-3 y PvanSxI-5.

Por otro lado, se observO qué, aunque todas las isoformas PvanSxl estan
presentes a nivel de ARNm, no fue asi a nivel de proteinas en donde PvanSxI-1 no
se detectd en nauplio y postlarvas PL10-30; PvanSxl-2 no se observd en

desarrollo larvario; PvanSxl-3 no se observd en formacion de blastoporo,
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gastrulacion y PL20-35; y finalmente PvanSxl-6 no se observd en desarrollo
embrionario, mysis, desarrollo postlarvario y gonada femenina. PvanSxI-3 y
PvanSxlI-5 se observaron en muy baja abundancia en génada de ambos sexos en
edad adulta.

Lo anterior puede sugerir una posible funcion de PvanSxl como ARNs largos no
codificantes (IncRNAs) lo cual debe investigarse en el futuro, porque si son
IncRNAs pueden realizar otras funciones como, por ejemplo, la regulacion de la
expresion a traveés de mecanismos epigenéticos, transcripcionales o
postranscripcionales (Marchese et al., 2017). En Drosophila, por ejemplo, se sabe
que, aunque grandes cantidades de ARNm se transfieren al huevo no fertilizado,
éstos no se traducen a la proteina Sx| (Bopp et al., 1993).

Hoy se sabe que durante la embriogénesis temprana en Drosophila, INcCRNAs
influyen en el inicio de la transcripcion del promotor temprano (SxIPe) (Mulvey et
al., 2014). Por lo que el destino de los transcritos de PvanSxl como reguladores
del promotor Sxl debe ser investigado en P. vannamei.

Por otro lado, el hallazgo de que el transcrito SxI se expresa en machos no fue
sorprendente porque se sabe que en Drosophila estan presentes pequefias
isoformas de la proteina Sxl en tejidos masculinos (Bopp et al., 1991). Sin
embargo, el hallazgo de que en testis de subadulto dos de las isoformas PvanSxI-
2 y PvanSxl-4 se expresaron altamente, y en el testiculo adulto PvanSxI-6 también
fue altamente expresado fue ciertamente sorprendente. Estas isoformas escinden
a SS1 (intrén 2 en D. pulex) y, por lo tanto, tienen una regién enlazadora entre los
RRM con la longitud conservada de 7 aa. Esto sugiere una funcion de Sxl durante
la espermatogénesis de P. vannamei, probablemente durante la recombinacion.
Esto es, ademas de la diferenciacion sexual y la ovogénesis en D. melanogaster,
Sxl desempefia un papel durante la recombinacion de cromosomas homélogos,
participando en su emparejamiento y formacién de quiasmas. Mientras que en D.
melanogaster solo ocurre la recombinacion en hembras (Bopp et al., 1999), en
estudios recientes de mapeo genético en P. vannamei con multiples marcadores

de tipo SNP han encontrado que no hay diferencia en las frecuencias de
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recombinacion entre los grupos de ligamiento de machos y hembras (Yu et al.,
2015), apoyando un papel potencial de Sxl en la recombinacion y explicando su
presencia tanto en testiculos como en el ndcleo de ovocitos en estadios
tempranos de meiosis (previtelogénicos) (LOpez-Cuadros, 2014). Ademas, la
expresion de PvanSx| también se detect6 en el nlcleo espermatico y el citoplasma
(Lopez-Cuadros, 2014), lo que indica que ademéas del posible papel en la
recombinacion, este gen puede tener una funcion adicional mas adelante que en
las etapas meioticas masculinas que deben investigarse en el futuro.

Finalmente, la deteccidn de proteinas de diferente tamafio al esperado, ul (20 kDa)
presente en todos los estadios y gonadas de ambos géneros; u2 (25 kDa)
presente en desarrollo postlarvario, y u3 (22 kDa) presente en gébnada masculina y
femenina; puede corresponder a transcritos diferentes no aislados anteriormente o
a modificaciones post-traduccionales que le confieran peso molecular diferente al
esperado; de ser el caso, dichas modificaciones post-traduccionales podrian
aportar informacion valiosa para esclarecer la funcion o funciones de Sxl en P.

vannamei, por lo que el tema requiere mayor investigacion.
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9. CONCLUSIONES

1. En P. vannamei, se generan al menos seis transcritos diferentes de PvanSxI
mediante corte y empalme alternativo, siendo este el primer reporte de mas de dos
isoformas SxI en un crustaceo y en un no Drosofilida.

2. Sxl esta presente en todos los tejidos/6rganos de ambos sexos de camarédn
blanco, siendo la génada femenina la que presentd mayor “abundancia” en
contraste con la gonada masculina, seguida de pedunculo, intestino y
hepatopancreas, mientras que en cerebro, corazbn y musculo es casi
imperceptible.

3. Las seis isoformas se expresan y traducen durante el desarrollo embrionario,
larvario y postlarvario, asi como durante la gametogénesis tanto en gonadas
masculinas como femeninas; si bien su presencia no parece ser especifica de
sexo o de algun estadio en particular, su abundancia tanto a nivel transcrito como
a nivel proteina si mostré algunos patrones especificos.

4. Las isoformas mas abundantes a nivel de transcrito y proteinas fueron PvanSxl-
4 que escinde a SS1y SS2, seguida de PvanSxI-2 que solo escinde a SS1.

5. No todas las isoformas fueron detectadas a nivel proteico en todos los estadios
analizados. Es posible que, en estos estadios, éstas tengan una funcién como
INRNAs, como se reporta en Drosophila donde SxI presenta funciones
transcripcionales y post-transcripcionales.

6. Los resultados de este trabajo, junto con los resultados de expresion de Sxl
durante el desarrollo embrionario, larvario, post-larvario, asi como en diferentes
tejidos de otros crustaceos (Shen et al., 2014; Zhang et al., 2013a, 2013b),
sugieren que en Peneidos, SxI podria desempefar funciones importantes en el
desarrollo embrionario y la gametogénesis, incluso en la diferenciacion sexual
pero no en la determinacion del sexo, ya que éste se define mediante mecanismos
Cromosomicos.

Para poder obtener respuestas sobre potenciales funciones de SxlI en la
diferenciacion y desarrollo sexual en camarones peneidos se requieren estudios

adicionales.
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