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Resumen

Las peptidasas digestivas son enzimas que hidrolizan las proteinas del alimento, su abundancia e
importancia varia entre organismos. En los camarones peneidos el 60% de la hidrdlisis es
efectuada por las serino peptidasas tripsina y quimotripsina. En la glandula digestiva (GD) del
camardén blanco del Pacifico, Penaeus vannamei, se hallan al menos una docena de
endopeptidasas; se tienen identificadas al menos tres tripsinas, dos quimotripsinas, y una
metalopeptidasa (Mpcl). Una pregunta que surge es por qué hay tal cantidad de peptidasas, y
cual es su importancia relativa en la digestidon de la proteina del alimento. Se ha sugerido que,
ante la inhibicién de la actividad de la tripsina, otras peptidasas del repertorio (especialmente
Mpcl) compensan la funcién. El objetivo general de este trabajo es conocer la importancia
relativa de la tripsina digestiva en P. vannamei. Para ello, se utilizd6 RNAI para silenciar tripsina y
se evalud el efecto tanto en la expresién como en la actividad de tripsinas y otras peptidasas
digestivas para determinar si hay compensacién a nivel transcripcional, también se midié el efecto
en el perfil de aminoacidos (aa) del musculo. La interferencia se produjo mediante inyeccidn de
dsRNA de tripsina-2 (dsRNA-Try2) en GD. Los controles negativos incluyeron especimenes no
inyectados, inyectados en GD con NaCl 0.9% o con dsRNA-GFP. Se realizaron dos bioensayos (B1-
B2), en ambos se cuantificé la expresion génica en GD de las peptidasas tripsina-1, -2, -3,
quimotripsina-B1, y Mpcl, mediante RT-gPCR; también se cuantificaron las actividades
proteoliticas total y especifica (tripsina y quimotripsina), asi como la evaluacién del perfil de
proteinas y bandas de actividad (zimografia). Los resultados de expresion génica del B1, muestran
que la tripsina-2 disminuyd, aunque no significativamente, a partir de las 48 horas post-inyeccion
(hpi) del dsRNA-Try2, y hasta las 120 hpi. Este mismo patrén se observo en la expresion génica de
la tripsina-1, la quimotripsina-B1, y la Mpcl, e incluso en las actividades proteoliticas. La
zimografia de GD de los especimenes experimentales evidencié una disminucién en la intensidad
de las bandas de actividad correspondientes a las tripsinas, pero principalmente a las
correspondientes a la Mpcl. Los resultados fueron similares para el B2, que duré 17 dias y
consistid en tres inyecciones del tratamiento espaciadas seis dias, y tres muestreos (120 h
después de cada inyeccién). Con tres inyecciones, el dsRNA-Try2 disminuyd significativamente la
actividad especifica de la tripsina respecto a los inyectados con dsRNA-GFP (p<0.01) o NaCl
(p<0.05); también disminuyeron significativamente la actividad proteolitica total (p<0.05) y la
especifica de quimotripsina (p<0.05), respecto al dsRNA-GFP. Al igual que en el B1, las bandas de
actividad de las tripsinas y de la Mpc1 fueron menos intensas. El silenciamiento también afecté
la abundancia de los aa en musculo, la histomorfologia de la GD y la ganancia de peso. Los datos
obtenidos sugieren que la expresion de la tripsina podria regular la expresion génica de otras
peptidasas digestivas (como la Mpcl), no obstante, aun falta explorar el mecanismo. Por otro
lado, no hubo evidencia de una compensacién a la disminucién de los transcritos de tripsina.
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Summary

Digestive peptidases are enzymes that hydrolyze dietary proteins, and their abundance and
importance vary among organisms. In penaeid shrimps, 60% of protein hydrolysis is carried out
by the serine peptidases trypsin and chymotrypsin. In the digestive gland (DG) of the Pacific
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei, at least a dozen endopeptidases have been identified,
including three trypsins, two chymotrypsins, and one metallopeptidase (Mpcl). A fundamental
question is why there is such a variety of peptidases and what their relative importance is in the
digestion of dietary proteins. It has been suggested that when trypsin activity is inhibited, other
peptidases in the repertoire (especially Mpcl) compensate for this function. The general objective
of this work is to understand the relative importance of digestive trypsin in P. vannamei. To
address it, trypsin was silenced through RNAI, the effect on the expression and activity of trypsins
and other digestive peptidases was evaluated to determine if there is transcriptional
compensation. The effect on the amino acids (AA) profile of the muscle was also determined.
Interference was induced by injecting trypsin-2 dsRNA (dsRNA-Try2) into the DG. Negative
controls included non-injected specimens, specimens injected with 0.9% NaCl in the DG, or with
dsRNA-GFP. Two bioassays (B1-B2) were conducted; in both, gene expression of the peptidases
trypsin-1, -2, -3, chymotrypsin-B1, and Mpcl in the DG was quantified by RT-qPCR. Total and
specific proteolytic activities (trypsin and chymotrypsin) were also quantified, as well as the
protein profile and activity bands (zymography). Gene expression results from B1 show that
trypsin-2 decreased, although not significantly, at 48 hours post-injection (hpi) of dsSRNA-Try2 and
maintained up to 120 hpi. The same pattern was observed in the gene expression of trypsin-1,
chymotrypsin-B1, and Mpcl, as well as in proteolytic activities. Zymography of the DG from
experimental specimens showed a decrease in the intensity of the activity bands corresponding
to trypsins, but mainly those corresponding to Mpcl. The results were similar for B2, which lasted
17 days and consisted of three injections spaced six days apart, and three samplings (120 hours
after each injection). With three injections, dsRNA-Try2 significantly decreased specific trypsin
activity compared to those injected with dsRNA-GFP (p<0.01) or NaCl (p<0.05); total proteolytic
activity (p<0.05) and specific chymotrypsin activity (p<0.05) also decreased significantly
compared to dsRNA-GFP. As in B1, the activity bands of trypsins and Mpcl were less intense.
Silencing also affected AA abundance in muscle, DG histomorphology, and weight gain. The data
obtained suggest that trypsin expression may regulate the gene expression of other digestive
peptidases (such as Mpcl); however, the mechanism still needs to be explored. On the other
hand, there was no evidence of compensation for the reduction in trypsin transcripts.
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1. INTRODUCCION

El camardn blanco del Pacifico, Penaeus vannamei, es una especie de gran importancia econédmica
en la acuicultura global. Su capacidad para crecer rapidamente y su alta resistencia a condiciones
ambientales adversas lo convierten en un recurso valioso. Una caracteristica notable de P.
vannamei es su complejo sistema digestivo, que incluye una amplia variedad de peptidasas,
principalmente de la clase serino. Estas peptidasas juegan un papel crucial en la digestién de las

proteinas del alimento, un proceso vital para el crecimiento y la salud del camarén.

El repertorio de peptidasas en P. vannamei es excepcionalmente diverso, caracterizado por la
presencia de multiples isoformas de peptidasas tripsinas y quimotripsinas. Esta diversidad plantea
varias preguntas fundamentales: ¢Por qué el camardn blanco del Pacifico necesita tantas
peptidasas? ¢Cudl es la importancia relativa de cada una de ellas? ¢ Existe redundancia funcional
entre estas enzimas? Una posible explicacién es que esta diversidad permite al camardn
adaptarse a variaciones en su dieta y a la presencia de moléculas antinutricionales, optimizando

asi su capacidad digestiva bajo diferentes condiciones ambientales.

Entre las peptidasas presentes en el camardn blanco del Pacifico, la tripsina ocupa un lugar
destacado debido a su papel putativo en la iniciacidn de la cascada de activacién de las peptidasas
digestivas. La importancia de la tripsina se evidencia en su capacidad para desencadenar la
activacion de otras peptidasas, como la quimotripsina, facilitando asi la degradacién de proteinas

complejas en componentes mas simples que pueden ser facilmente absorbidos por el organismo.

La pregunta central de esta tesis es: ¢ Cudl es la importancia relativa de la tripsina en la digestion
de la proteina en P. vannamei? Estudios previos han sugerido que la inhibicién de la tripsina en la
glandula digestiva puede ser compensada por la sintesis de otras peptidasas, particularmente
aquellas de la clase metalo. Esta capacidad compensatoria sugiere un nivel de redundancia

funcional y flexibilidad adaptativa en el sistema digestivo del camardn blanco.

Entender la importancia relativa de la tripsina y su interaccidn con otras peptidasas es crucial para

optimizar la nutricidon y el manejo de P. vannamei en la acuicultura. Por ejemplo, si se confirma



gue la inhibicién de la tripsina puede ser compensada por otras peptidasas, se podrian desarrollar
estrategias alimenticias y tratamientos que potencien esta capacidad adaptativa, mejorando asi

la eficiencia de la conversion alimenticia y la salud general de los camarones.

Ademas, esta investigacion puede proporcionar indicios valiosos sobre la evoluciéon de los
sistemas digestivos en crustdceos y otros organismos marinos. La presencia de multiples
isoformas de peptidasas y la capacidad de compensacion observada en P. vannamei, pueden
reflejar adaptaciones evolutivas a una dieta variada y a la presencia de inhibidores de proteasas

en el medio ambiente.

En esta tesis se abordaron estas preguntas a través de una serie de experimentos disefiados para
manipular la expresion de la tripsina y observar los efectos en el perfil de peptidasas y el estado
nutricional de P. vannamei. Los resultados obtenidos abonan a la comprensién mads profunda del
papel de la tripsina y la dindmica de las peptidasas digestivas en este importante crustaceo, con

implicaciones tanto para la ciencia bdsica como para la practica acuicola.



2. ANTECEDENTES
2.1 Biologia del camaron blanco del Pacifico
2.1.1 Posicion taxondmica

El camardn blanco del Pacifico Penaeus vannamei Boone, 1931 (sinonimia no aceptada
Litopenaeus vannamei), es un crustaceo de la superclase Multicrustacea: clase Malacostraca:
subclase Eumalacostraca: superorden Eucarida: orden Decapoda: suborden Dendrobranchiata:
superfamilia Penaeoidea: familia Penaeidae (Horton et al., 2020; Figueredo et al., 2023; National

Center for Biotechnology Information, 2023).

El plan corporal de la clase Malacostraca consiste en: 1) cabeza fusionada al térax (pereién) o
cefalotérax (cubierto por un caparazoén), 2) abdomen (pleén) y, 3) frecuentemente, cola. La
cabeza, térax y abdomen estan segmentados en seis, ocho y seis somitas, respectivamente.
(Rabet, 2021). Los apéndices del térax se denominan pereidépodos. Cinco pares de pereidpodos
son el epénimo (diez patas) del orden Decapoda: los tres primeros pares participan en la
alimentacion mientras que los otros dos pares auxilian en la locomocidn. Los apéndices del
abdomen se conocen como pledpodos e intervienen en el nado o locomocién (Boyd y Jescovitch,

2021) (Fig. 1a).

a) =~~~CEFALOTORAX- 7~~~ ABDOMEN ~~~~~;

. flagelo antenal :
'

flagelos anfenulares
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i
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s
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~ gi

-~ 8007
pereidpodos protozoeas nauplios huevos libres

Figura 1. Morfologia y ciclo de vida del camarén blanco del Pacifico. a) Morfologia externa. b) El
ciclo de vida de los camarones peneidos presenta alternancia entre una fase pelagica (en la que
ocurre la fecundacién) con otra bentdnica (de postlarva o decapodito hasta adulto). Fuente:
(Hendrickx, 1995).
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Los decapodos son de los crustdaceos mas diversos en cuanto a variaciones del plan corporal
(Schram, 2009), el taxdn incluye varias especies de importancia econémica (Anger, 2001). El orden
Decapoda engloba a Dendrobranchiata con el suborden Pleocyemata. Dendrobranchiata
contiene tanto camarones peneidos (Penaeoidea) como sergestoideos (Sergestoidea). Por otro
lado, Pleocyemata comprende langostas espinosas (infraorden Achelata), cangrejos ermitafios
(Anomura), langostas o cangrejos de rio (Astacidea), cangrejos verdaderos (Brachyura), y
camarones, langostinos o gambas (Caridea y Stenopodidea), entre otros (Horton et al., 2020;

National Center for Biotechnology Information, 2023).

La familia Penaeidae estd conformada por 33 géneros que agrupan 229 especies de camarones o
langostinos de agua marinas-salobres (Horton et al., 2020; Figueredo et al., 2023). Cabe
mencionar que la clasificacién taxondmica de los organismos de esta familia ha sido controversial,
debido a que los datos moleculares (marcadores nucleares o mitocondriales o genoma
mitocondrial completo) no soportan la clasificacién basada en datos morfoldgicos (Figueredo et

al., 2023).

Los peneidos son los crustaceos econdmicamente mds importantes. El aumento de su demanda
(como alimento) actualmente no se satisface mediante la captura en su habitat natural.
Consecuentemente, el cultivo de camardn se ha intensificado. Esto ha posicionando a P.
vannamei como el camarén mundialmente mas cultivado, seguido por el camardn tigre gigante

Penaeus monodon (Boyd y Jescovitch, 2021; Figueredo et al., 2023).

Dada la importancia econdmica de los Penaeidae, existe un gran interés por el estudio de varios
aspectos tanto de su fisiologia como de su genética. A la fecha, se conocen los genomas de cinco
especies: Penaeus indicus, Penaeus japonicus, P. monodon, P. vannamei, y Penaeus chinensis
(Sayers et al., 2023; Zhang, 2023). En general, los peneidos son diploides (2n) con 88-92
cromosomas (Zhang et al., 2023). En lo que respecta al nimero de pares de cromosomas del
camaron blanco del Pacifico, los reportes no son consistentes. Dos estudios determinaron que P.
vannamei tiene 44 pares de cromosomas, 2n= 88 cromosomas (Chow et al., 1990; Campos-

Ramos, 1997), mientras que en otro se reportd que tiene 46 pares (Mayorga, 1982). Los estudios



del cariotipo de los peneidos son limitados, posiblemente debido a que poseen un gran nimero
de cromosomas (varios de tamafio parecido). Por lo que la aplicacién de técnicas modernas podria

impulsar nuevos descubrimientos acerca de los cromosomas de los peneidos (Zhang et al., 2023).

2.1.2 Distribucidn geografica y habitat

Penaeus vannamei es nativo de la costa oriental del Océano Pacifico que va desde México hasta
el norte de Peru. En esta region (tropical-subtropical) las aguas tienen una temperatura promedio
anual superior a 20°C (FAO, 2009; Ramos-Cruz, 2011; Boyd y Jescovitch, 2021). Los adultos se
encuentran en aguas marinas, donde se capturan a 5-72 m de profundidad, aunque
frecuentemente se hallan en aguas costeras marinas a 1-4 m (Hendrickx, 1995). Dada su historia
de vida (ver apartado 2.1.3), la distribucion del camardn incluye sistemas lagunares y estuarinos
(salobres-dulces) para su crecimiento (Fig. 1b), por lo que suele estar expuesto a amplias

variaciones en temperatura y salinidad (Hendrickx, 1995; Ponce-Palafox et al., 1997).

P. vannamei tolera 1-40 unidades practicas de salinidad (UPS), por lo que se considera una especie
eurihalina (Ramos-Cruz, 2011). Esta amplia tolerancia a la salinidad es una de las caracteristicas
que lo convierten en la especie de camarén mas cultivada a nivel mundial (Boyd y Jescovitch,
2021). En condiciones de laboratorio, la temperatura y la salinidad relacionadas con una mejor
sobrevivencia y crecimiento son de 28-30°C y 33-40 UPS, respectivamente (Ponce-Palafox et al.,

1997).

2.1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de los camarones peneidos presenta dos fases: peldgica y benténica (Fig. 1b). En
la fase peldgica ocurre la fecundacion (simultanea al desove) y el subsiguiente desarrollo larvario,
gue se divide en los estadios de: nauplio (subestadios N1-N5 o N1-N6), (proto) zoea (Z1-Z3), mysis
(M1-M3), y postlarva (PL) o decapodito. Algunos autores reemplazan el término “postlarva” por
“decapodito”, restringiendo el primero (PL) a cuando no hay una distincidn clara entre larva tardia
y juvenil temprano (Anger, 2001; Rojo-Arreola et al., 2020). Las PLs migran hacia las costas, donde

adquieren habitos bentdnicos en estuarios, lagunas costeras o manglares, pasando de la etapa



juvenil a la adulta. Los adultos regresan a la zona oceanica, donde los machos adhieren un
espermatodforo al télico de las hembras, que nadan en la columna de agua para liberar ~100,000-

250,000 huevos al cabo de unas horas (FAO, 2009).

2.1.4 Habitos alimenticios

La dieta del camardn blanco cambia a lo largo de su ciclo de vida, lo que estd relacionado con el
habitat (peldgico de huevo a postlarva o bentdnico de juvenil a adulto, Fig. 1b), asi como con el
desarrollo del sistema digestivo (Fig. 2, apartado 2.1.6) (Lovett y Felder, 1989, 1990; Anger, 2001;
Hernandez-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). Los nauplios carecen de un sistema
digestivo formado pues se nutren de las reservas internas o vitelo (lecitotrofia), compuesto
principalmente por vitelina (lipo-glico-caroteno-proteina multimérica). Durante la etapa de
nauplio las cisteino peptidasas (catepsina-C y -L, calpaina-B) destacan tanto en expresién como
actividad, lo que sugiere que son la clase de peptidasas (Fig. 3, apartado 2.3.2) que hidrolizan las

proteinas del vitelo como fuente de aminoacidos (AA) (Rojo-Arreola et al., 2020).

Las larvas zoea se alimentan de microalgas. Durante esta etapa, la digestion es principalmente
enzimatica (en vez de mecanica) y las proteinas son digeridas por peptidasas de la clase serino,
gue se liberan de un ciego anterior, pues las zoea no tienen un sistema digestivo completamente
formado. Durante el estadio mysis, las larvas se alimentan de microzooplancton (el sistema
digestivo anterior se ha conectado con el medio), en este estadio se expresan y son activas tanto
serino peptidasas como la aspartico peptidasa catepsina-D (Lovett y Felder, 1989; Hernandez-
Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). En el estadio post-larva o decapodito migran al
bentos de zonas costeras, donde se alimentan de manera lenta pero frecuente de detritos u
organismos bentdnicos (Lim, 1998), durante esta etapa es considerado como carrofiero
(oportunista) omnivoro. La evaluacién del contenido estomacal de los peneidos evidencia restos
de bivalvos, gusanos poliquetos, nematodos, ofiuridos, otros camarones, y detritos de plantas
(Cuzon et al., 2019). Durante esta etapa, al repertorio de enzimas se le unen las metalopeptidasas
como la Mpcl y carboxipeptidasa B (Hernandez-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020). El

camaron blanco del Pacifico es caracteristico de fondos lodosos o arenosos (Hendrickx, 1995).



2.1.5 Crecimiento y muda

En su etapa juvenil, los camarones pesan 1-20 g (Cuzon et al., 2004) y miden 280 mm de longitud
total (Ramos-Cruz, 2011). El camardn alcanza una longitud total maxima de 23 cm (Hendrickx,
1995), y la maduracién a los 6-7 meses, edad a la que los machos pesan 220 gy las hembras pesan
>28 g (FAO, 2009). Al igual que otros artrépodos, el cuerpo de los crustaceos estd protegido por
un exosqueleto. Por lo cual el camardn presenta un crecimiento discontinuo, pues necesita
deshacerse del exoesqueleto (muda o ecdisis) periddicamente para poder desarrollarse (Anger,
2001; Zhang et al., 2019). Los camarones peneidos mudan mas frecuentemente que otros
artrépodos (Zhang et al., 2019) y durante sus estadios larvarios mudan hasta 12 veces mas que

en estadios mas avanzados (Gao et al., 2015).

En adultos el ciclo de la muda se puede dividir en: 1) premuda (D0-D4), 2) muda o ecdisis, 3)
postmuda (A-B o P1-P2) e 4) intermuda (C) (Gao et al., 2015). Es pertinente mencionar que es
comun encontrarse con variaciones de las subdivisiones (denotadas con una letra seguida de un
numero) de los cuatro estadios del ciclo de la muda (Corteel et al., 2012). El ciclo de la muda estd
regulado por hormonas neuropeptidicas (como la inhibidora de la muda o MIH), ecdisteroides y
el ambiente externo. Durante el ciclo se presentan cambios en la expresién de genes de
quitinasas, serino peptidasas (Fig. 3, apartados 2.3.2 y 2.7.1.1), hemocianinas (proteinas con dos
atomos de Cu transportadora de O; en la hemolinfa), y relacionados con el citoesqueleto y

respuesta inmune (Gao et al., 2015).

En la premuda (comprende hasta dos tercios del ciclo) la cuticula vieja se desprende de las células
epidérmicas (Gao et al., 2015). La cuticula es degradada tanto por quitinasas como peptidasas
secretadas en el espacio subcuticular. En la premuda el musculo se atrofia (por la degradacién de
la actina-miosina) lo que permite la retraccidn de las extremidades (de Oliveira Cesar et al., 2006;
Rojo-Arreola et al., 2020). Durante la ecdisis el camarodn se libera del exoesqueleto (en minutos).
En la postmuda el cuerpo del camarén aumenta de tamafio (aunado a la absorcién de agua) e
inicia la formacién de un nuevo exoesqueleto. En esta etapa los niveles de las proteinas actina-

miosina aumentan (asi como otras del citoesqueleto de actina de acuerdo con RNA-seq) hasta
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alcanzar un plateau en la intermuda. En la intermuda el musculo se regenera (de Oliveira Cesar

et al., 2006; Gao et al., 2015).

2.1.6 Sistema digestivo

El sistema digestivo (Fig. 2) de los camarones Penaeidae se puede dividir en tres partes
(desarrolladas a partir de primordios separados durante la etapa naupliar): anterior, medio y
posterior (Vogt, 2019). Tanto la region anterior como posterior surgen a partir del ectodermo
(una de las tres capas germinales embrionarias), por lo que estan recubiertas de una cuticula que
se libera durante la muda conocida como membrana peritroéfica; a diferencia de la parte media,

que es de origen endodérmico (Anger, 2001; Cérdova-Murueta et al., 2003; Vogt, 2021).

La parte anterior consta del esdéfago junto con dos camaras separadas por una valvula
cardiopildrica: las cdmaras cardiaca y pildrica (Fig. 2a-b). En la cdmara cardiaca (= estdmago
cardiaco) se macera el alimento y en ella ocurre una primera filtracién de éste. La cdmara cardiaca
tiene pliegues de cuticula longitudinales en su superficie interna, asi como proyecciones en forma
de dientes conocidas como huesecillos (calcificados en etapas avanzadas de desarrollo) que
conforman un molino géstrico en el extremo posterior de la cdmara. Estas estructuras junto con
los movimientos peristalticos permiten la maceracidon mecanica de los alimentos, que pasan a la
camara pildrica. La cdmara pilérica (= estémago pildrico) filtra el alimento y compacta los sélidos,
puede clasificarse en subcamaras dorsal y ventral (Fig. 2c). La subcdmara pilérica dorsal tiene
surcos laterales y conduce directamente al intestino medio, mientras que la subcdmara ventral
contiene el filtro de glandula (= filtros piléricos= ampolla). El filtro de la glandula estd armado con
setas que constituyen una fina pantalla que clasifica las particulas de alimento y transfiere las mas
finas (€1 um, 100 nm en el cangrejo de rio europeo Astacus astacus) en suspensién a la glandula
digestiva (GD); al mismo tiempo permiten el movimiento de las enzimas digestivas desde la GD al

estdmago (Anger, 2001; Davie, 2015; Vogt, 2019).
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decdpodos. MG: molino gastrico. FC: Filtros de la cdmara cardiaca. FP: filtros piléricos. b) Foto del
tracto digestivo de P. vannamei. c) Seccion transversal de la cdmara pildrica de Penaeus japonicus
cubierta por los tubulos de la GD o hepatopdancreas (hp). La imagen muestra la subcdmara pildrica
dorsal (dps) y el filtro de la glandula (gf), este ultimo es parte de la subcdmara pilérica ventral. El
recuadro indica canales del filtro (estdn recubiertos de setas filtradoras) que conducen a la GD.
Tejido conectivo (ct), cuticula (cu), pliegues epiteliales laterales (ef), epitelio (ep), reborde o cresta
medioventral (mr), musculo (mu), tejido conjuntivo esponjoso (sp). Microscopia electrénica de
transmisién. d) Tabulos de GD de P. vannamei. Microscopia electrénica de barrido. e) Corte
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histolégico longitudinal de un tubulo de GD de centollo Maja brachydactyla (Infraorden:
Brachyura) adulto, muestra los diferentes tipos de células (E, R, F, By M). Tincidon de Hematoxilina-
Eosina. f) Corte histoldgico transversal de un tubulo de la GD de P. monodon. Catepsina-L (mRNA)
localizada en las células F (violeta) mediante hibridacion in situ. Contratincién con Bismarck
Brown. GD: glandula digestiva. L: Luz del tibulo. Imagenes modificadas de: a (Vogt, 2021), b (Soto-
Rodriguez et al., 2015), c (Lin, 1996), d (Caceci et al., 1988), e (Castejon et al., 2019), f (Lehnert y
Johnson, 2002).

El sistema digestivo medio (epitelio simple con microvellosidades) lo conforman el tubo digestivo
asociado, los ciegos (también referidos como diverticulos) anterior y posterior, y la GD (Fig. 2a).
En las zoeas tempranas, lo componen el tubo digestivo, y los ciegos anterior y lateral. Se ha
sugerido que el ciego anterior podria ser el responsable de la secrecidon de enzimas y absorciéon
de nutrientes en las zoeas (apartado 2.1.4), dado que en esta etapa ni el molino gdstrico ni la GD
se han desarollado. La GD se origina a partir de la ramificacién del ciego lateral del primordio del
sistema digestivo medio. El ciego lateral aparece en el Ultimo subestadio naupliar. Por otro lado,
el ciego posterior aparece en la postlarva PL21, y el ciego anterior termina por degenerar (Lovett
y Felder, 1989; Vogt, 2019, 2021). El sistema digestivo porterior es la parte final del tubo digestivo.
Esta revestido internamente por un epitelio columnar simple sin microvellosidades cubierto con
cuticula. Tiene glandulas mucosas que facilitan la expulsién de las heces. Parece participar en la

regulacion osmatica e idnica (Vogt, 2021).

2.1.6.1 Glandula digestiva (GD) o hepatopancreas

La GD (= hepatopancreas= glandula del tubo digestivo medio) es un drgano que ocupa gran parte
del espacio dentro del cefalotérax. Esta formada por multiples tubulos huecos ciegos, delineados
internamente por un epitelio simple (Fig. 2d-f). El extremo apical del epitelio estd orientado hacia
el lumen del tdbulo, mientras que el extremo basal contacta el espacio de la hemolinfa. Los
tubulos desembocan en conductos colectores que a su vez comunican con el estémago pildrico
(Fig. 2a). La GD es ampliamente conocida como hepatopdancreas debido a que realiza funciones
tipicamente asociadas al pancreas (sintesis de enzimas digestivas) e higado (destoxificacién de
compuestos extrafios o xenobidticos). No obstante, también es el sitio de absorcion de nutrientes

y sintesis de la hemocianina. Se ha propuesto que regulacién de la GD es principalmente
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hormonal, pues los tubulos no estan inervados por nervios (Anger, 2001; Lehnert y Johnson, 2002;

Huy Leung, 2007; Vogt, 2021).

El epitelio de cada tubulo de la GD tiene cinco tipos celulares: E (embrionarias), M (enanas), R
(reabsorbentes), F (fibrilares) y B (en forma de ampolla). Cada tubulo de la GD se puede dividir
longitudinalmente en tres zonas: distal, media y proximal. La zona distal es el extremo ciego del
tubulo y es donde estan las células indiferenciadas conocidas como células E. Algunos autores
definen una zona de transicion donde se hallan células E en diferenciacion. Las células E se
diferencian conforme migran hacia el otro extremo (proximal) del tubulo reemplazando directa o
indirectamente las células mas viejas del epitelio. Es asi como se establece un gradiente de edad
de las células a lo largo del tdbulo. En la zona media (también conocida como zona B) el tipo
prominente son las células B maduras, también se hallan células R, F y M. En la zona proximal las
células B son escasas debido a que son “descargadas” al final de la zona B proximal del epitelio

(Loizzi, 1971; Vogt, 2021).

A continuacién, se describen brevemente las principales probables funciones de los tipos
celulares, de acuerdo con estudios en camarones peneidos o decdpodos en general. Las células
R son las mds abundantes de la GD, absorben los nutrientes del lumen, y almacenan glicégeno y
lipidos (Al-Mohanna y Nott, 1987; Hu y Leung, 2007). Las células F sintetizan las enzimas
digestivas (tripsina, quimotripsina, catepsina-L, astacina, amilasa, quitinasa) y la hemocianina
(Loizzi, 1971; Van Wormhoudt et al., 1995; Lehnert y Johnson, 2002). A las células B se les ha
atribuido una funcidn secretora y digestiva. Son las mas voluminosas del epitelio debido a que
contienen una gran vacuola (Loizzi, 1971) en la que se ha inmunolocalizado tanto tripsina como
tripsinégeno (su forma inactiva) en P. vannamei (Sainz et al.,, 2004a) y catepsina-L en
Metapenaeus ensis (Hu y Leung, 2007). Las pruebas que favorecen a las células F como las
responsables de la sintesis de las enzimas digestivas son: hibridaciéon de sondas antisentido para
amilasa (también mediante anticuerpos), quitinasa, catepsina-L (Fig. 2f), y tripsina en P. monodon
(Lehnert y Johnson, 2002), hibridacidon e inmunohistoquimica para quimotripsina en P. vannamei
(Van Wormhoudt et al., 1995), e inmunohistoquimica de la pro-astacina y astacina en A. astacus

(Mohrlen et al., 2001). Los autores de los estudios declararon que la hibridacion de las sondas
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solo fue positiva en las células F. Dado que las enzimas digestivas (mRNA y proteina) se han
localizado tanto en las células F como las B, cabe la posibilidad de que las células F y B no sean
linajes independientes, sin embargo, tomando en cuenta también los estudios ultraestructurales

es dificil determinarlo.

2.2 Peptidasas digestivas: de su sintesis a su activacion catalitica

Las enzimas digestivas son: peptidasas, carbohidrasas, lipasas (Wei et al., 2014), y hay quienes
también consideran a las nucleasas (Vogt, 2021). Debido a que la presente investigacion se centra

en las peptidasas, solamente se detallara acerca de estas enzimas.

Las peptidasas (= proteasas) son proteinas que catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos que
unen a los AA que conforman a la proteina sustrato. Son enzimas hidrolasas que rompen los
enlaces quimicos mediante la adicién (consumo) de una molécula de agua (Erez et al., 2009;
Rawlings, 2020). En general, “peptidasa”, “proteasa” y “proteinasa” se utilizan indistintamente.
Se ha propuesto que peptidasa (= proteasas) es el término mas adecuado, ya que denota la
hidrdlisis de (enlaces) peptidos; en tanto que la enzima que muestra especificidad para proteinas
intactas es la proteinasa (= endopeptidasa, apartado 2.3.1) (Barrett y McDonald, 1986). Otros
autores indican que las proteinasas (= endopeptidasas) hidrolizan los enlaces peptidicos internos
mientras que las peptidasas hidrolizan los de los extremos de las proteinas (= exopeptidasas)

(Garcia-Carreno y Navarrete Del Toro, 1997). Dado que no existe un consenso, en este escrito se

utilizard el término peptidasa indistintamente.

Las peptidasas estan codificadas en los genomas como pre-pro-proteinas (Vogt, 2021), es decir,
la cadena polipeptidica contiene un péptido sefial N-terminal ("pre") y un propéptido o péptido
de activacion ("pro") ademas de la secuencia de la peptidasa. Como cualquier otra proteina, tan
pronto como se sintetiza el péptido sefial (codificado en el extremo 5" del mRNA), éste dirige al
complejo ribosoma-mRNA-peptidasa a la membrana del reticulo endopldsmico, a través de la cual
la peptidasa ingresa al lumen del RE al mismo tiempo que es sintetizada. El péptido sefial es

hidrolizado de la pro-peptidasa en el lumen.
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Dada la escision del péptido sefial, el nuevo extremo N-terminal (generalmente) es el propéptido,
esta pro-peptidasa que no es capaz de hidrolizar enlaces peptidicos se conoce como zimégeno,
el cual se almacena en vesiculas (Sainz et al., 2004a). El propéptido del zimégeno bloquea
estéricamente el acceso del sustrato al sitio activo, por lo que para que el zimégeno se convierta
en una peptidasa activa se requiere que el propéptido sea hidrolizado. La hidrdlisis del propéptido
puede llevarse a cabo por otras peptidasas diferentes o por autocatdlisis desencadenada por un
simple cambio de pH. Esta hidrdlisis ocurre en algin compartimento celular o en el medio

extracelular como es el caso de las peptidasas digestivas (Khan y James, 1998).

La activacion de las peptidasas digestivas ocurre en cascadas o redes, que varian en las enzimas
gue participan y 6rgano en que se sintetizan y acttdan, de acuerdo con el grupo de animales. Un
par de ejemplos es el de los decdpodos y vertebrados. En decdpodos, las enzimas digestivas se
producen en la GD y son de los uUnicos organismos en los que se hallan las braquiurinas,
quimotripsinas que hidrolizan coladgeno (apartado 2.6) (Hernandez-Cortes, 2021; Vogt, 2021). En
vertebrados, las enzimas digestivas se sintetizan en diferentes drganos y se expresan peptidasas
Unicas como la pepsina (Fig. 3), que se sintetiza y secreta en el estomago (pH < 4), o la
enteropeptidasa (= enterocinasa), que se sintetiza en el intestino, donde permanece como
proteina transmembranal del epitelio (Chen et al., 2003; Wei et al., 2014; Feher, 2017; Vogt,
2021).

En humanos, la enteropeptidasa inicia la cascada de activacién de los zimdégenos (secretados por
el pancreas en el duodeno) al hidrolizar el zimégeno de la tripsina (tripsindgeno). La tripsina activa
otras moléculas de tripsindgeno y otros zimdégenos, como el de la quimotripsina
(quimotripsindgeno), elastasa (proelastasa) y carboxipeptidasa (procarboxipeptidasa) (Feher,
2017). En invertebrados (generalmente no tienen enteropeptidasa), se ha propuesto que la
tripsina se activa a si misma (autoactivacién) desencadenando la cascada de activacion de otros
zimégenos (Sainz et al., 2004a). Esto se relaciona con que el propéptido de los tripsindgenos de
los vertebrados, el cual es reconocido por la enteropeptidasa, tiende a tener mas residuos de Asp
(hasta cuatro D consecutivos) que el de los tripsindgenos de invertebrados (Chen et al., 2003;

Mubhlia-Almazan et al., 2008). Excepciones de invertebrados que expresan proteinas parecidas a
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la enteropeptidasa son el anélido marino Platynereis dumerilii (Williams et al., 2015) y el erizo
Strongylocentrotus purpuratus (Hildebrand et al., 2023), no obstante, faltan estudios de

enzimologia que revelen su funcién en la activacion de zimdgenos.

En general, las maneras de regulacion de funcién de las peptidasas son: el control de la sintesis
del zimégeno (el mMRNA o la proteina) o su activacién, o la inactivaciéon de la enzima madura
(Sdnchez-Paz et al.,, 2003). La inactivacion puede resultar de las diferentes condiciones
bioquimicas mantenidas por la compartimentalizacidn (inactivacion de la pepsina en el duodeno
debido a la alcalinidad) (Feher, 2017) o por la unién de inhibidores de la enzima (Muhlia-Almazan

et al., 2008).

2.3 Clasificacion de las peptidasas

Las peptidasas se pueden clasificar de acuerdo con: 1) la reaccion catalizada, 2) la naturaleza
guimica del sitio catalitico, o 3) las relaciones evolutivas reveladas por su estructura (Barrett,

1994).

2.3.1 Peptidasas de acuerdo con la reaccion catalizada

En relacion con la reaccion catalizada, el Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB) clasifica las enzimas tipo hidrolasa en la clase 3, y
todas las peptidasas (hidrolasas de péptidos) dentro de la subclase 3.4. Dependiendo de dénde
se localice el enlace peptidico hidrolizable dentro del sustrato, las peptidasas se dividen ademas

en subclases de exopeptidasas y endopeptidasas.

Las exopeptidasas (3.4.11-19) actuan cerca de los extremos, en el ultimo, pendltimo o
antepenultimo AA de la cadena peptidica, ya sea en el extremo NH2- o COOH-terminal. Las
exopeptidasas que actuan en el extremo NH2-terminal se nombran aminopeptidasas (3.4.11),
dipeptidil-peptidasas o tripeptidil-peptidasas (3.4.14) (Barrett, 1994). Las aminopeptidasas
también se clasifican de acuerdo a la eficiencia relativa con la que remueven los residuos AA.

Ejemplos son la Leu-aminopeptidasa (Leucina aminopeptidasa o LAP, E.C. 3.4.11.1) y la
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aminopeptidasa-N (APN, es transmembranal, E.C. 3.4.11.2), que hidrolizan mas eficientemente la
Leu y Ala, respectivamente, aunque también pueden remover otros AA (Taylor, 1993; Michiels et
al., 2015). Las exopeptidasas que actian en el extremo COOH-terminal se Ilaman
carboxipeptidasas (3.4.16-18) o peptidil-dipeptidasas (3.4.15). Tanto las peptidasas de dipéptidos
o dipeptidasas (3.4.13) como las omegapeptidasas (3.4.19) remueven residuos AA terminales
sustituidos o modificados) se consideran exopeptidasas. Mientras tanto, las endopeptidasas
(3.4.21-24 y 99) actuan en las regiones internas de las cadenas peptidicas (Barrett, 1994). Cabe
mencionar que, algunas peptidasas tienen actividad tanto de endopeptidasas como de
exopeptidasas (por ejemplo la catepsina-B), en este caso se clasifican como endopeptidasas

(Barrett y McDonald, 1986).

2.3.2 Peptidasas de acuerdo con la naturaleza quimica del sitio catalitico

De acuerdo con el mecanismo catalitico (nucledfilo) se reconocen seis clases o tipos cataliticos de
peptidasas (Fig. 3). El mecanismo implica un ataque nucleofilico efectuado por la peptidasa sobre
el enlace escindible (hidrolizable) del sustrato. En las cisteino, serino y treonino peptidasas, el
grupo funcional que realiza el ataque nucleofilico es el hidroxilo (-OH de las serino o treonino
peptidasas) o sulfhidrilo (-SH de las cisteino peptidasas) de la cadena lateral del AA epdnimo. En
las aspartico, glutdmico y metalopeptidasas, el nucledéfilo es una molécula de agua activada (Erez
et al., 2009; Rawlings, 2020). Cabe recordar que un nucleéfilo dona un par de electrones (si los
dona a un H* se llama base) a un electréfilo (aceptor del par de electrones) con lo que se forma
un enlace covalente. Por lo que el mecanismo catalitico requiere de residuos AA adicionales al
nucledfilo, que en conjunto conforman el sitio activo de la peptidasa (Rawlings, 2020). La presente
tesis estudia los efectos del silenciamiento de la tripsina, por lo que en las siguientes lineas se

describen las serino peptidasas, exponiendo someramente otras clases.
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Compuestos
Mecanismo = Nucleéfilo Clase Ejemplos de peptidasas Sustratos comunes que inhiben
su actividad
Serina Serino Tripsina’. BApNA'. SAAPFpNAZ. TLCKI,
Quimotripsina?. Elastasa3 SAAAPNA3 SBTI'?, PMSF*
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Figura 3. Clases de peptidasas de acuerdo con su mecanismo catalitico (Barrett, 1994; Rawlings,
2020). pNA: para-nitroanilina. AMC: 7-amino-4-metilcumarina. La pNA/AMC es la molécula
cromogénica/fluorogénica liberada por la actividad de la enzima sobre el sustrato. HslV: heat
shock locus V (Li et al., 2008). Todas las treonino peptidasas son hidrolasas con nucledfilo N-
terminal (Rawlings y Barrett, 2013). NLVS: 4-yodo-3-nitrofenilo acetil-Leu-Leu-Leu-vinilsulfona
(Sousa et al., 2002). SGP: scytalidoglutdmico peptidasa (Kondo et al., 2010). HPLA: hipuril-DL-
acido-fenil-lactico. BzGA: hipuril-L-arginina. AA puede ser cualquier aminoacido. Por ejemplo, si
se trata de una Leu-aminopeptidasa entonces el sustrato seria L-Leu-pNA (Fernandez et al., 1997).
El asterisco (*) indica el inhibidor (o quelante) comun para el conjunto de peptidasas de la clase
correspondiente. Los nimeros indican el sustrato o inhibidor de la peptidasa indicada con el
mismo numero. Por ejemplo, el PMSF inhibe las serinopeptidasas en general, mientras que
BApNA/TLCK son sustrato/inhibidor especificos de las tripsinas.

Las serino peptidasas utilizan una diada (His-Ser), triada (His-Ser-Asp) o tétrada (Glu-Asp-Asp-Ser
o Ser-His-Ser-Glu) catalitica localizada en el sitio activo. En la triada (Fig. 4a), la His (actua como
base, aumenta la nucleofilicidad de la Ser) junto con el Asp (orienta/polariza el anillo de imidazol
de la His) desprotonan el -OH de la Ser (nucledfilo) (Khan y James, 1998; Erez et al., 2009; Rawlings
y Barrett, 2013; Rawlings, 2020). Primero se forma un intermediario tetrahédrico, en el que el
carbono del carbonilo del sustrato acepta un electron del nucledfilo (-OH de la Ser). El
intermediario tetrahédrico colapsa liberando el primer producto de la reaccién (con frecuencia
con un electrén donado por la His). Posteriormente se forma un intermediario acil-enzima con la
parte del sustrato que quedd unida a la peptidasa. Este segundo intermediario es resuelto por

una molécula de agua que actlia como un segundo nucledfilo, liberdndose un segundo producto
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y la peptidasa (Rawlings, 2020). Otro componente esencial del sitio activo son un par de
donadores de enlaces de hidrégeno (agujero oxianién, apartado 2.4) que estabiliza la carga

negativa del oxigeno del carbonilo del intermediario tetrahédrico (Khan y James, 1998).
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Figura 4. Sitio activo e interaccion de las peptidasas con su sustrato. a) Triada catalitica de las
serino peptidasas en el sitio activo (Erez et al., 2009). b) Representacién de la nomenclatura de
las peptidasas segln Schechter y Berger. Las cadenas laterales de los residuos de AA del sustrato
se denominan P1 ... Pn a partir del enlace escindible o hidrolizable (tijeras) hacia el NH,-terminal,
y P1'... Pn' hacia el COOH-terminal. Los “bolsillos” (pockets) de la proteasa (amarillo) que unen
las cadenas laterales correspondientes se denominan S1 ... Sny S1 ... Sn’ (Chakrabarty et al.,
2019). c) Sitio de interaccidon de la tripsina con un sustrato (-P1-P3-) cuyo enlace escindible (P1-
P1’) queda préximo a Ser-His. Enlace escindible en rojo; la flecha roja indica el ataque nucleofilico
(Peronay Craik, 1995). d) Interaccién del bolsillo de unién S1 de la peptidasas de la familia de las
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guimotripsinas (se indican los residuos AA importantes para la especificidad) con su sustrato
(Akula et al., 2021).

Sélo se forman intermediarios acil-enzima durante las reacciones de las cisteino, serino y treonino
peptidasas (Rawlings y Barrett, 2013). El mecanismo catalitico de las peptidasas que tienen por
nucledfilo a una molécula (Fig. 3) de agua es diferente. En las metalopeptidasas, la molécula de
agua se une a un idn metdlico que a su vez se une a tres residuos AA de la peptidasa. En tanto
que, en las aspartico y glutamico peptidasas la molécula de agua se une a dos residuos AA de

acido aspartico o glutdmico, respectivamente (Rawlings, 2020).

Las serino peptidasas se encuentran en todos los reinos de la vida asi como en varios genomas
virales (Page y Di Cera, 2008). Las treonino peptidasas se hallan en eubacterias y eucariontes
parasitos como Trypanosoma brucei y Plasmodium falciparum, un ejemplo es la HslV (heat shock
locus V) que forma parte de su proteasoma (Li et al., 2008). Las serino, metalo y cisteino, son las
peptidasas con mayor numero de secuencias y especies conocidas (Rawlings, 2020). Las glutamico
peptidasas son peptidasas dacidas (inicialmente se clasificaron como aspdrtico peptidasas
insensibles al inhibidor pepstatina) aparentemente Unicas de los hongos filamentososos (Kondo
et al., 2010). Después de las aspdrtico y treonino, las glutdémico peptidasas son las mds raras en el
sentido de que no representan ni el 1% del total de secuencias ni de especies de peptidasas
conocidas. Las endopeptidasas son las mas abundantes y se encuentran ejemplos para cada clase,

en cambio, no se conoce de exopeptidasas de clase aspartico o glutdmico (Rawlings, 2020).

2.3.3 Peptidasas de acuerdo con sus relaciones evolutivas

La base de datos de peptidasas MEROPS https://www.ebi.ac.uk/merops/ proporciona los

siguientes niveles de clasificacidn jerdrquica: clan >> subclan >> familia >> subfamilia >> especie
de peptidasa (Rawlings, 2020). Cada clan agrupa familias de peptidasas con estructura terciaria
relacionada, a su vez, cada familia contiene peptidasas con secuencias homologas. El analisis de
secuencia se restringe a los sitios de union primarios (no necesariamente los sitios de unién

secundarios o exositios) junto con los residuos cataliticos. Cada nivel tiene denominado un
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ejemplo tipo (u holotipo) con el que todos los miembros del clan o familia estan relacionados

significativamente (estadisticamente) (Rawlings et al., 2016).

A cada clan, familia, peptidasa holotipo e inhibidor holotipo se le asigna un identificador. El
identificador de cada clan se forma con dos letras, la primera letra (“A” de aspartico, “C” de
cisteino, “G” de glutamico, “M” de metalo, “S” de serino o “T” de treonino peptidasas) indica el
tipo catalitico de las peptidasas que contiene; por ejemplo, el primer clan de cisteino peptidasas
es el clan CA. Las letras P, U, e | corresponden a peptidasas de multiples tipos cataliticos, de tipo

desconocido, e inhibidores, respectivamente (Rawlings et al., 2016).

2.4 Serinoendopeptidasas: Tripsinas y quimotripsinas

Tanto la tripsina como la quimotripsina son serino endopeptidasas (3.4.21, en apartado 2.3.1).
MEROPS (apartado 2.3.3) las clasifica en el clan PA >> subclan PA(S) >> familia S1 >> subfamilia
S1A (Rawlings, 2020).

El clan PA contiene serino (subclan PA(S)) y cisteino (subclan PA(C)) endopeptidasas, cuya
estructura es la de dos dominios (cada uno contiene un barril-B de seis cadenas) que forman un
espacio en el que convergen los residuos del sitio activo. El subclan PA(S) contiene serino
peptidasas con la triada catalitica en el orden His (H), Asp (D) y Ser (S). La S1 es la familia mas
grande de peptidasas, en cuanto al numero de proteinas secuenciadas como al nimero de
actividades diferentes. La quimotripsina A (o a) de Bos taurus de 245 AA (clasificacidon S01.001 e
identificador MEROO00002 MEROPS; UniProt P00766) es la peptidasa tipo del clan PA a la
subfamilia S1A (Rawlings y Barrett, 2013; MEROPS, 2024). Las peptidasas tipo quimotripsinas
(como las tripsinas o elastasas) tienen un bolsillo de unién S1 (nomenclatura de Schechter y
Berger en la Fig. 4b) conformado por los residuos 189-192, 214-216 y 224-228, y en parte, su
especificidad esta determinada por los residuos 189, 216y 226 (Hedstrom, 2002; MEROPS, 2024).

Aunque la tripsina y quimotripsina comparten un gran porcentaje de identidad de AA (que se
refleja en la superposicién de sus estructuras), difieren en su especificidad por el sustrato. La

quimotripsina (3.4.21.1) tiene un bolsillo S1 hidrofdbico con una Ser'®® (AA polar) al fondo junto
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216 226

y Gly?%® en las “paredes”, lo que explica su especificidad por residuos hidrofdbicos

con las Gly
grandes; hidroliza enlaces peptidicos formados por el extremo carboxilo de los residuos de Trp
(W), Phe (F), Tyr (Y) o Leu (L). La triada catalitica de la quimotripsina esta conformada por la His*’,

Asp02y Ser'®>, y el agujero oxianién por Gly'®3y Ser'®>. La tripsina (3.4.21.4) tiene un Asp*®° (carga

216 226

negativa) al fondo del bolsillo S1 (Fig. 4c-d) e igual que la quimotripsina tiene a las Gly*'° y Gly
en las “paredes”, lo que se relaciona con su especificidad por residuos bdsicos; hidroliza enlaces
peptidicos formados por el extremo carboxilo de los residuos (P1) Arg (R) o Lys (K) en la proteina
sustrato. La elastasa (EC 3.4.21.36 y EC 3.4.21.37) tiene una Ser'® al fondo del bolsillo S1 vy, a

diferencia de la tripsina y quimotripsina, las “paredes” estan conformadas por Val?¢ y Thr22¢

que
reducen espacio del bolsillo haciendo que sea pequefio y especifico para residuos alifaticos
pequefiios; hidroliza enlaces peptidicos formados por Ala en la proteina sustrato (Hedstrom et al.,

1992; Hedstrom, 2002).

La especificidad no sélo esta determinada por el bolsillo de unién al sustrato S1. La mutacién del
Asp®d a Ser'® (D189S) en la tripsina no cambia su especificidad por la de la quimotripsina. El
intercambio del bolsillo S1 entero (en el que la tripsina y quimotripsina sélo difieren tres AA)
tampoco transfiere la especificidad de una peptidasa a otra. Por ello, se han propuesto otros
determinantes de la especificidad que, aunque no tienen contacto directo con el sustrato, podrian
producir cambios en la estructura terciaria o proveer la flexibilidad requerida por la dindmica de

reaccion: loop 1 (residuos AA 185-188) y loop 2 (AA 221-225) (Hedstrom et al., 1992).

2.5 Metaloendopeptidasas: Astacinas

Las astacinas son metalo endopeptidasas (3.4.24.21 en apartado 2.3.1). MEROPS (apartado 2.3.3)
las clasifica en el clan MA >> subclan MA(M) >> familia M12 >> subfamilia A (MEROPS, 2024). Su
nombre deriva del cangrejo de rio de agua dulce A. astacus; no se hallan en plantas ni virus
(Guevara et al., 2022). La astacina de A. astacus de 251 AA (clasificacion M12.001 e identificador
MER0001104 MEROPS; UniProt PO7584) es la peptidasa tipo tanto de la familia M12 como la
subfamilia A. Las metalopeptidasas del clan MA tienen el motivo HEXXH en el que las dos His (H)

son ligandos de zinc (Zn) y el Glu (E) tiene funcién catalitica. (MEROPS, 2024).
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Las astacinas son peptidasas extracelulares dependientes de Zn que comparten la secuencia
consenso HEXXHXXGXXH seguida por el motivo EXXRXDRD, donde X puede ser cualquier AA
(Gomis-Ruth y Stocker, 2023). Las tres His (H) de esta secuencia interactlan con el Zn que se halla
en el espacio del sitio activo en la astacina tipo (de A. astacus); el Zn también une una molécula
de agua y una Tyr (Y) remota. Tienen un péptido sefial seguido de un propéptido mds un dominio
de unién a Zn, no obstante, la mayoria son multidominio (Bode et al., 1992; Gomis-Rith y Stocker,
2023). En A. astacus, la proastacina sélo se encuentra en las células F de la GD (apartado 2.1.6.1)
y la astacina madura (se activa autocataliticamente) se halla en el jugo gastrico colectado de la

camara cardiaca (Mohrlen et al., 2001).

2.6 Colagenasas: unas endopeptidasas especiales

Es oportuno mencionar a las enzimas que actuan sobre el colageno (Unico de los Metazoarios)
nativo: las colagenasas. La degradacion del colageno permite a los organismos sintetizadores de
colagenasas (entre otros ejemplos): invadir los tejidos del hospedero por parte de los
microorganismos patégenos (Duarte et al., 2016) o digerir el coldgeno de los animales que forman
parte de su dieta (Eizen y Jeffrey, 1969; Yuh-Ling Chen et al., 1991). Realmente pocas peptidasas
hidrolizan el colageno (Hernandez-Cortes, 2021), pues estd conformado por una triple hélice de
tres cadenas polipeptidicas entrelazadas (tropocoldgeno); las triples hélices pueden agruparse en
fibrillas (o formar redes de colageno no fibrilar), que a su vez se empaquetan en fibras de coldgeno
(Shoulders y Raines, 2009; Duarte et al., 2016). El nivel de compactacion de la triple hélice es tal

gue cada tercer residuo es una glicina, el AA mas pequeno (Shoulders y Raines, 2009).

Las colagenasas generalmente son metalopeptidasas de Zn (muchas funcionan en la matriz
extracelular), no obstante, también las hay de la clase serino. Un ejemplo de éstas ultimas son las
guimotripsinas de los crustaceos que, a diferencia de las de mamiferos, si presentan actividad
colagenasa (Yuh-Ling Chen et al., 1991; Navarrete del Toro y Garcia-Carreiio, 2019). Debido a que
los primeros estudios se realizaron en el cangrejo violinista de arena del Atlantico Leptuca
pugilator (infraorden Brachuyra), a las serino endopeptidasas con actividad colagenasa

(3.4.21.32) se les ha llamado braquiurinas (Hernandez-Cortes, 2021).
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2.7 Peptidasas de la glandula digestiva de decapodos (Decapoda)

Se dice que las serino peptidasas son probablemente las enzimas proteoliticas mas importantes
en los decapodos (Vogt, 2021). No obstante, es pertinente destacar que no es una regla general,
pues en algunas especies la hidrélisis de la proteina del alimento es mayoritariamente efectuada
por peptidasas diferentes de la clase serino. Ejemplos conocidos son los camarones carideos del
género Crangon (suborden Pleocyemata: infraorden Caridea) y la langosta americana Homarus
americanus (Pleocyemata: infraorden Astacidea), en los que las principales efectoras son cisteino
peptidasas como la catepsina-L (Teschke y Saborowski, 2005; Saborowski et al., 2012; Bibo-
Verdugo et al., 2016; Rodriguez-Siordia et al., 2016).

Crangon crangon y Crangon allmani son particulares (aparentemente son el Unico ejemplo
reportado) en que las actividades peptidasa son extremadamente variables entre organismos de
la misma especie. Mientras que la mayoria de los especimenes de una misma especie pareciera
no expresar tripsina alguna en GD (relacionado con una actividad especifica de tripsina baja o
nula), algunos individuos (13%) presentan bandas de actividad y actividad especifica de tripsina.
Tal variabilidad no parece estar relacionada con el tamafio, sexo, alimentacién (con mejillones o
microalgas o en inanicidn) o estadio de muda de los especimenes, por lo que podria reflejar la
adaptacion a un ambiente cambiante (Teschke y Saborowski, 2005; Saborowski et al., 2012). En
el caso de H. americanus, la hidrélisis de proteina es llevada a cabo por las catepsinas-L
denominadas L1 (la mas abundante), L2 y L3, y complementada por las aspartico peptidasas
denominadas catepsinas-D1y -D2, de acuerdo con estudios en jugo gastrico (Bibo-Verdugo et al.,

2016; Rodriguez-Siordia et al., 2016).

El repertorio de peptidasas de la GD de decdpodos es completado por otras endopeptidasas,
como las colagenasas (Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2019; Hernandez-Cortes, 2021) y las
astacinas (Mohrlen et al., 2001), y exopeptidasas, como la aminopeptidasa-N (apartado 2.3.1) en
el cangrejo Neohelice granulata (infraorden Brachyura) (Michiels et al., 2015), y la Leu-
aminopeptidasa (LAP) y carboxipeptidasas -Ay -B en la langosta marina Pleuroncodes (Grimothea,
de acuerdo con WoRMS) planipes (infraorden Anomura) y en un astacideo de agua dulce (Garcia-

Carrefio et al., 1994).
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2.7.1 Peptidasas de la glandula digestiva (GD) del camardn blanco del Pacifico (Penaeidae)

Aunque los camarones Penaeidae no son organismos modelo, debido a suimportancia econdmica
son de los decapodos mas estudiados. Dado que el alimento representa mas de la mitad de los
costos de produccién y la proteina es el ingrediente mas caro (Lemos et al., 2000), la digestion de
la proteina de la dieta por peptidasas (en camardn) ha sido de especial interés. En la Tabla 1 se

enlistan las peptidasas digestivas halladas en peneidos.

De acuerdo con técnicas clasicas de enzimologia (Rojo-Arreola et al., 2019b), las peptidasas mas
abundantes en la GD de los peneidos son las serino endopeptidasas tripsina (Klein et al., 1996,
1998) y quimotripsina (Sellos y Van Wormhoudt, 1992; Van Wormhoudt et al., 1992; Hernandez-
Cortés et al., 1997). Ambas presentan su actividad maxima a pH neutro o ligeramente alcalino
(pH 8), y en conjunto hidrolizan in vitro el 60% de la proteina del alimento (Galgani et al., 1985;
Tsai et al., 1986; Navarrete del Toro et al., 2011). Cabe recordar que las quimotripsinas de los
peneidos hidrolizan colageno nativo (Yuh-Ling Chen et al., 1991), por lo que también se les
reporta como colagenasas de serina (Van Wormhoudt et al., 1992; Burgos-Hernandez et al., 2005;
Navarrete del Toro y Garcia-Carrefio, 2019) o braquiurinas (Hernandez-Cortes, 2021). Finalmente
en cuanto a las serino endopeptidasas, se ha reportado la ausencia de actividad de la elastasa en
GD junto con estémago de P. japonicus y P. kerathurus (Galgani et al., 1984), y en la GD de tres
especies de peneidos (Tsai et al., 1991). De acuerdo con Tsai et al. (1991), esta ausencia concuerda
con el hecho de que la elastina (sustrato natural de la elastasa) no se halla en invertebrados,
alimento natural de los camarones. No obstante, Wei et al. (2014) revelaron a través de

transcriptomica la expresion de elastasa en la GD de P. vannamei.
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Tabla 1. Peptidasas digestivas en P. vannamei de acuerdo con evidencia experimental*

Evidencia
(1] )
Clase de B o[ b
K Peptidasa § ° g Referencias
peptidasas = o o
T <€ 'c
< N =}
L Klein et al ., 1996, 1998; Navarrete del Toro et al ., 2011; Sainz et
Tripsinas 16

al ., 2004b; Wei et al ., 2014; Gao et al ., 2015
Sellos y Van Wormhoudt, 1992; Van Wormhoudt et al ., 1992;

Serino  Quimotripsinas 5 | 3 .
Hernandez Cortés et al ., 1997; Wei et al ., 2014; Gao et al ., 2015
Colagenasa Van Wormhoudt et al ., 1992; Burgos-Hernandez et al ., 2005
Elastasa Weietal., 2014

Mpcl (Zn) . Hernandez Cortés et al ., 1997; Zhao et al ., 2007
Aminopeptidasa-N Wei et al ., 2014
Leu-aminopeptidasa4 Ezquerra et al ., 1999

Metalo - - -
Carboxipeptidasa-A 14 Leeetal., 1984; Wei etal ., 2014
. . Lee etal ., 1984; Zhao et al ., 2007; Wei et al ., 2014; Rojo-Arreola
Carboxipeptidasa-B 14
etal., 2020

Aspartico Catepsina-D Rojo-Arreola et al ., 2020
Catepsina-B Stephens et al ., 2012; Rojo-Arreola et al ., 2020
Catepsina-L Le Boulay et al ., 1996; Zhao et al ., 2007; Rojo-Arreola et al ., 2020

Cisteino ina-

Istel Ca'tep5|'naT ¢ . Rojo-Arreola et al ., 2020

(dipeptidil-peptidasa 1)
Calpaina-B Rojo-Arreola et al ., 2020

* La evidencia generalmente proviene de estudios (no se incluye protedmica) en glandula digestiva; no obstante, Wei et al. (2014)
vy Rojo-Arreola et al. (2020) utilizaron camarones enteros dado su tamafio (de um a mm) durante los estadios larvarios.

1 RNA engloba evidencia de expresidén por cDNA e hibridacién.

23 Unigenes se refiere a la evidencia por transcriptomica en larvas (Wei et al., 2014)2 o adultos (Gao et al., 2015)3 de cuerpo entero
de P. vannamei, y se citan tal cual el analisis de los autores (en esta tesis no se analizaron estos transcriptomas).

4 Ezquerra et al. (1999) no sélo hallaron actividad con el sustrato Leu-p-NA, sino que también con Met-, Arg-, Lys-, Glu-, Ala-, Val-
, Pro- y Gly-p-NA (no hubo actividad con Phe-p-NA).

Aunque en menor proporcion (y menos estudiadas), también se hallan las aspdrtico y cisteino
peptidasas, de acuerdo con la inhibicién de actividad dada por la pepstatina-A y E-64,
respectivamente (Fig. 3), asi como la actividad presentada a pH acido (2.0-5.0) en extractos de GD
(Navarrete del Toro et al., 2011). Rojo-Arreola et al. (2020) hallaron tanto expresion (qPCR) como
actividad (sustratos fluorogénicos) de serino, metalo, aspartico y cisteino peptidasas en larvas de
P. vannamei; si bien el estudio utilizé camarones de cuerpo entero, los resultados podrian reflejar
lo que sucede en la GD. En cuanto a las aspartico peptidasas, los autores (Rojo-Arreola et al.,
2020) detectaron la expresién de la catepsina-D, y la actividad de las catepsinas -D y -E,
principalmente en la etapa de mysis. En la GD se expresan las cisteino peptidasas lisosomales
catepsina-L en P. vannamei (Le Boulay et al., 1996) y catepsina-C (dipeptidil-peptidasa 1) en P.

monodon (Qiu et al., 2008), de acuerdo con la secuenciacion del cDNA. La expresion de las cisteino
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peptidasas catepsina-Ly -C, y calpaina-B, es predominante en las larvas nauplio I-ll de P. vannamei

(lecitotroficos) (Rojo-Arreola et al., 2020).

En lo que se refiere a metalopeptidasas, en P. vannamei la expresion (RT-gPCR y zimografias de
especimenes completos) de la astacina (apartado 2.5) Mpcl aumenta a partir del estadio de
postlarva. En camarones adultos, la Mpc1 se expresa (RT-PCR) principalmente en GD > intestino
y branquias, en pledpodos no se observé (Hernandez-Cortes et al., 2017). Varias de las metalo
son exopeptidasas. En la GD de P. vannamei, se ha detectado actividad con sustratos para
aminopeptidasas de Met, Arg, Leu, Lys, Ala, Glu, Val, Pro y Gly, no asi de la aminopeptidasa de
Phe (Ezquerra et al., 1999). La Leu-aminopeptidasa también se hallé6 en GD y estémago de P.
japonicus, P. kerathurus (Galgani et al., 1984) y Penaeus notialis (Fernandez et al., 1997), y en GD
de Farfantepenaeus paulensis (Penaeus paulensis, de acuerdo con WoRMS) (Buarque et al.,
2009). Por otro lado, también se ha hallado actividad de las carboxipeptidasas -Ay -B en la GD de
P. vannamei (Lee et al., 1984), Penaeus setiferus (Gates y Travis, 1973), P. monodon, P. japonicus
y Penaeus penicillatus (Tsai et al., 1991), y en GD y estémago de P. japonicus, P. kerathurus

(Galgani et al., 1984) y P. notialis (Fernandez et al., 1997).

Gracias a la aplicacién de los avances de las micas en invertebrados marinos, actualmente se
cuenta con un genoma de referencia de P. vannamei (Zhang et al., 2019), asi como diversos
transcriptomas (Ghaffari et al., 2014; Wei et al., 2014; Gao et al., 2015; Zhang et al., 2016; Wang
et al., 2019) y proteomas (Xu et al., 2017; Ning et al., 2019; Estrella-Soliz, 2022) de diferentes
tejidos o del camarén bajo distintos tratamientos. En un estudio de RNAseq del camardn blanco
del Pacifico (Wei et al., 2014) se hallaron siete de las peptidasas previamente identificadas por
técnicas clasicas: tripsina, quimotripsina y elastasa (serino endopeptidasas), y las exopeptidasas
carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B, aminopeptidasa-N y una dipeptidasa (de ésta ultima no
se detalla clase caracteristicas). Los autores declararon que no se identificaron aspartico
peptidasas digestivas como pepsina o quimosina. Estos datos son complementados por Rojo-
Arreola et al. (2020), que si detectaron expresion y actividad tanto de aspartico como de cisteino

peptidasas.
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Dado el repertorio de peptidasas digestivas, una de las grandes preguntas que han surgido es:
cual es la secuencia de su participacion en la digestion. Estrella-Soliz (2022) y colaboradores
sugirieron, a partir de resultados de protedmica de la GD de P. vannamei complementados con
zimografia, que la actividad de la Mpc1 es inducida por la ingesta de alimento 1h postprandia, y
que las quimotripsinas junto con la catepsina-L actian a las 3h postprandia. Cabe mencionar que
en la preprandia (30 min antes de la ingesta) la catepsina-D1 fue la mas activa, y las tripsinas

presentaron actividad en las tres las fases estudiadas (Estrella-Soliz, 2022).

2.7.1.1 Regulacion de las peptidasas digestivas en el camarén blanco del Pacifico e insectos

La sintesis y actividad de las peptidasas digestivas de los organismos dependen de sus diferentes
estilos de vida, resultado de las respuestas adaptativas de las especies a su ambiente, y se regulan
a diferentes niveles por factores externos e internos (Muhlia-Almazan et al., 2008). En P.
vannamei, las peptidasas digestivas se regulan de acuerdo con: la etapa de desarrollo (Wei et al.,
2014; Hernandez-Cortes et al., 2017; Rojo-Arreola et al., 2020) (apartado 2.1.4), el alimento
(Sanchez-Paz et al., 2003) o su composicion como, por ejemplo, el contenido de proteina
(Cérdova-Murueta y Garcia-Carrefio, 2002; Cérdova-Murueta et al., 2003; Muhlia-Almazan et al.,
2003) o la presencia de compuestos antinutricionales (Maytorena-Verdugo et al., 2017b; a).
Ademas, su expresidn esta correlacionada con la de ciertos elementos del sistema inmune del

camaron (Li et al., 2018) y el ciclo de la muda (Sanchez-Paz et al., 2003; Gao et al., 2015).

De acuerdo con resultados de Sanchez-Paz et al. (2003), de hibridacion DNA-RNA o dot blot, en
camarones P. vannamei con 24h de inanicidén la abundancia mRNA de tripsina en GD aumentd
(excepto en premuda tardia), siendo intermuda el estadio en que la tripsina alcanzé la expresion
maxima, decreciendo a niveles mds bajos a las 72 y 120 h, tiempo que durd el seguimiento. En
cuanto al contenido proteinico, Muhlia-Almazan et al. (2003) reportaron que la expresion
(evaluada a través de RT-PCR) y actividad de la tripsina de la GD, alcanzan picos mas altos en

camarones provistos con un 30% de proteina en el alimento que con 15 o0 50%.

La digestion vy el ciclo de la muda (apartado 2.1.5) estan estrechamente ligados, por el hecho de

gue durante la ecdisis los crustaceos no se pueden alimentar. Esto se refleja en el patréon de
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expresion similar entre los genes de tripsina y quimotripsina, y los de quitina (y hemocianina).
Acorde con un estudio de RNA-seq en camarones completos de 6 meses de edad (14-16 cm de
longitud), ambas serino peptidasas tienen un maximo de expresién durante la premuda temprana
(DO para tripsina y D1 para quimotripsina), mientras que el minimo acontece en la postmuda
temprana (A/P1), estadio en que los niveles de expresion de tripsina, quimotripsina, quitinasa y
hemocianina coinciden (Gao et al., 2015). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Klein et al. (1996) para tripsinas y Van Wormhoudt et al. (1995) para quimotripsinas, en GD
mediante dot blot, en cuyos trabajos se observa como la expresion génica corresponde con la
actividad especifica. Aunque tripsina y quimotripsina comparten el mismo patroén, las diferencias
en sus niveles de expresion van de practicamente nulas (postmuda P1) al triple (D0), siendo la

tripsina la de mayor expresiéon (Gao et al., 2015).

Li et. al. (2018) confirmaron las observaciones previas que correlacionaban positivamente la
expresion de tripsina y hemocianina, y sugirieron que la tripsina de GD participa en la generacion
de péptidos antimicrobianos a partir de la proteina transportadora de oxigeno. Puesto que la
tripsina colabora en la respuesta inmunolégica de los invertebrados se expresa, entre otros
tejidos (apartado 2.7.1.2), en hemocitos. En los hemocitos de Marsupenaeus japonicus (Penaeus
japonicus, de acuerdo con WoRMS), la tripsina se regula post-transcripcionalmente a través de
microRNAs. El mRNA de tripsina es blanco de miR-100, un microRNA anti-apoptético (Yang et al.,
2014b). Los microRNAs son RNAs enddgenos no codificantes de 21-25 nucleétidos, que hibridan
con mRNA complementario, desencadenando la hidrélisis del transcrito e impidiendo su

traduccion.

Se ha sugerido que en crustdceos las enzimas digestivas son reguladas por ecdiesteroides y
neuropéptidos (Klein et al., 1996). La ecdisona es una hormona esteroidea (en crustaceos se
sintetiza en el drgano-Y), que al unirse a su receptor en el citoplasma de las células diana forma
un complejo, el cual migra al nucleo e incorpora ciertos elementos nucleares. El complejo se une
a las secuencias “elementos de respuesta a hormona” en los genes blanco, activandolos, con lo
gue regula varios genes, y con ello procesos como el ciclo de la muda en los artrépodos (Hyde et

al., 2019). El promotor de la catepsina D de Bombyx mori contiene “elementos de respuesta a
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ecdisona” (Yu et al., 2012). No obstante, hasta donde tenemos conocimiento, no se ha estudiado

la relacion especifica entre ecdisteroides y la peptidasas de P. vannamei.

La investigacion de la regulacién de las peptidasas digestivas estd mas adelantada en insectos,
pues son importantes vectores de parasitos y constituyen plagas. En Helicoverpa armigera, por
ejemplo, se han identificado elementos reguladores putativos (YY1, C/EBP, Ind, HLF, GATA-1y
CAP) en promotores de una tripsinas (Liu et al., 2014). Un ejemplo bien estudiado de regulacion
hormonal de las tripsinas es el del mosquito A. aegypti. Las tripsinas de la GD de hembras adultas,
se dividen en tempranas y tardias, de acuerdo al orden de aparicién tras la alimentacién con
sangre. La larva, pupa y hembra del mosquito adulto recién emergido, no expresan tripsina
temprana (Noriega et al., 1997; Noriega y Wells, 1999), mas se sabe que la larva expresa una

tripsina en GD que los adultos (alimentados o no) no presentan (Soares et al., 2011).

En la hembra adulta de A. aegypti, es bajo la influencia de la hormona juvenil (que aumenta
durante los dos dias post-emergencia) que los niveles de mRNA-tripsina temprana en GD suben,
siendo detectables a las 24h y alcanzando su maximo a los 2-3 dias post-emergencia. Este modelo
indica que la ingesta de alimento alto en proteina aumenta el pool de AA, lo que desencadena la
traduccién. La proteina tripsina temprana se detecta en GD a 1h post-ingesta de sangre (hpis),
actla como sensora pues los productos de la protedlisis promueven la transcripcion de la tripsina
tardia, desaparece a las 6-8 hpis. El mRNA-tripsina tardia se detecta a las 8 hpis mas alcanza su
maximo a las 24 hpis, la proteina de la tripsina tardia se produce a las 8-10 pids. De modo que, si
no hay proteina en el alimento, el gen de la tripsina tardia no se transcribe. Por tanto, las tripsinas
tempranas son reguladas en su traduccién, mientras que las tardias transcripcionalmente

(Noriega et al., 1997; Noriega y Wells, 1999).

Con los avances gendmicos, posteriormente se identificaron seis nuevos genes (se mencionan
siete mas en futuros trabajos no distinguen entre Aa5G1 y AaSPVI), adicionales a cinco
previamente conocidos, de serino peptidasas de GD en A. aegypti (Brackney et al., 2010). Asi, A.
aegypti expresa 11 genes de serino peptidasas en GD, que de acuerdo a un andlisis filogenético

podrian ser: seis quimotripsinas (AaSP 1I-V o grupo |, AaJA15 y AaCHYMO), tres tripsinas
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(temprana/AaET, Aa5G1/AaSPVIy AaSPVIl) y dos colagenasas de serina (AaSP | y AaLT). Como las
quimotripsinas se expresan constitutivamente tanto antes como después de la alimentacion, se
piensa que participan moderadamente en la digestidn. Interesantemente antes se pensaba que
AalT era la tripsina tardia, sin embargo, su silenciamiento no redujo la actividad especifica de

tripsina en la fase tardia de la digestién, no contiene el Asp!®

y se agrupa en el clado de las
colagenasas de serina (Brackney et al., 2010). Después, se confirmé mediante ensayos de
actividad in vitro que AaET, Aa5G1/AaSPVI y AaSPVII son tripsinas, y aunque AalLT no hidrolizo el
BApNA, si es cataliticamente activa con albimina y hemogoblina como sustratos. Por lo que AalLT
efectivamente podria tratarse de una colagenasa de serina, de acuerdo con el analisis filogenético
y modelado estructural (Rascén et al., 2011). Gracias a este progreso y estudios ulteriores, surgen
nuevas interrogantes acerca de la digestién bifasica en el mosquito, pues se ha propuesto que la

tripsina temprana (AaET) no se requiere para la expresidon de las serino peptidasas de la fase tardia

(AaLT, 5G1/AaSPVI, y AaSPVII) (Isoe et al., 2009).

2.7.1.2 Tripsinas y quimotripsinas del camarén blanco del Pacifico

Las tripsinas no sélo participan en la digestidon, por tanto, no sélo se expresan en el sistema
digestivo. Sin embargo, poco se sabe de su funcidn en tejidos no digestivos, incluso en mamiferos
(Koshikawa et al., 1998). Hernandez-Cortes et. al. (2017) reportaron que en P. vannamei la
tripsina (variante 21 JQ304272.1 que codifica para la isoforma C) se expresa en GD, branquias e
intestino, sin llegar a detectarse en pledpodos, de acuerdo con la intensidad de banda de los
productos de PCR. Por otro lado, segun Li et. al. (2018) en P. vannamei la tripsina (X86369.1) se
expresa, de mayor a menor, en: hemocitos, estomago, GD, branquias e intestino, y en menor

medida en musculo y corazén, de acuerdo con el método de la 2°44¢T,

El nimero de genes de tripsina es variable incluso entre especies filogenéticamente cercanas y,
en al menos los siguientes organismos, estan organizados en uno o mas clusters en los genomas:
El piojo del salmén Lepeophtheirus salmonis (Copepoda) tiene al menos 22 (cuatro son
pseudogenes), y los insectos Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster y D. erecta tienen 7,
11 y ocho, respectivamente (Kvamme et al., 2005). En insectos, también se ha documentado la

agrupacion de varias serino peptidasas en clusters (Yang et al., 2017, 2023).
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De acuerdo con Klein et al. (1998) P. vannamei tiene al menos 14 genes de tripsina, que los
autores agruparon en tres familias: 5 en TryPv | (Y15039.1), 4 en TryPv 11 (Y15040.1), y 5 en TryPv
[l (Y15041.1). Las familias | y 1l, es decir, nueves genes se expresan en GD. Los autores no
encontraron expresion de la familia lll en dicho érgano, mas indican que pudo deberse a que es
de baja expresidon, o se expresa en otros tejidos o estadios del ciclo de vida del camardn, o es
regulada por factores externos como el alimento (Klein et al., 1998). Previamente Klein et al.
(1996) habian encontrado cinco cDNAs (30, 39, 40, 21y 42) en GD (Tabla 2), y la enzima purificada
(de GD) mostraba tres principales isoformas de tripsina y 3 componentes menores (uno estaba

presente en poca cantidad, pero era altamente activo con el sustrato BANA).

Tabla 2. Correlacién isoformas-cDNA de tripsina en P. vannamei*

Variante de Isoforma PM (kDa) Km Keat Keat/Km Secuencia NH2-terminal

CDNA % detripsina R. N.R. mv) (sh (s'mml 2 3 456 7 8 9101112131415
21 28 C 23 302 45 0.000272 0583 21423 | VGG T EVTPGELPY
39/40 11/32 B 22 329 30 0.000342 0370 10818 | VGG TDAKPGELPY
30 21 A 21 329 35 0.000304 0433 14240 | VGGTDATPGELPY
42 7 - - - - - - - E VT

TryPv Il - - - - - - - - | VGGISDATPGELZPY

*Tabla basada en resultados Sainz et al. (2004b) y Klein et al. (1996). En la primera columna se indica el porcetaje en que cada

variante se hallé en la libreria de cDNA por Klein et al. (1996).

El perfil de peptidasas de la GD de P. vannamei es constante en que cuenta con, al menos, tres
tripsinas (C, B y A) con posibilidad de una cuarta, dos quimotripsinas (BIl, Bl), y la
metalopeptidasas Mpcl (Navarrete del Toro et al., 2011; Hernandez-Cortes et al., 2017). La
purificacion de las tres principales isoformas de tripsina madura le permitié a Sainz et al. (2004b)
cuantificar sus propiedades bioquimicas, y su secuenciacién N-terminal, relacionarlas con su
respectivo cDNA codificante (Tabla 2). Las tres tripsinas del camardn blanco son anidnicas,
conservan = 80% de su actividad a 40-70°C o pH 6-11, y hay indicios de que son glicosiladas (Sainz

et al., 2004b).

La isoforma C es la de menor Km (Tabla 2) y la mas eficiente cataliticamente (Kcat/Km) (Sainz et al.,
2004b). La isotripsina C siempre aparece en los zimogramas (sean de GD o heces), lo que se debe
a que el gen (en locus B) que lo codifica sdlo tiene un alelo (C), por lo que es homocigoto (CC). En

cambio, las isotripsinas B y A se presentan juntas o sélo una de ellas, sugiriendo que son
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codificadas por un gen que tiene dos alelos (B y A), por lo que puede ser homo- (BB, AA) o
heterocigoto (AB). De esta manera, cada camardn puede presentar uno de tres fenotipos de

tripsinas: CBA, CB o CA (Sainz et al., 2005).

Los genes de tripsina de P. vannamei contienen tres exones separados por dos intrones. Los
intrones comparten tan sélo el 54-59% de identidad, mientras que las secuencias nucleotidicas
sin intrones comparten mas del 91% de identidad. El exdn 1 codifica parte del péptido seial
(apartado 2.2); el exdn 2 codifica el resto del péptido sefial, el propéptido y parte de la peptidasa
madura, incluyendo la His de la triada catalitica; el exdén 3 codifica el resto de la peptidasa

incluyendo el Asp y la Ser de la triada (Klein et al., 1998).

Los propéptidos de los tripsindgenos de vertebrados e invertebrados no son similares en
secuencia. Esto indica posibles diferencias en el mecanismo de activacion (Klein et al., 1996). El
propéptido de los tripsindgenos de mamiferos tiene la secuencia consenso Val-(Asp)a-Lys, que es
reconocida por la enteropeptidasa (Chen et al., 2003). El propéptido de las tripsinas del camardn
blanco (A-P-S-R-K-P-T-F-R-R-G-L-N-K) no contiene dicha secuencia (Klein et al., 1996). Esto aunado
a la practicamente nula evidencia de la funcionalidad de la enteropeptidasa en los invertebrados,

sugiere la autoactivacion de los tripsindgenos de P. vannamei (Sainz et al., 2004a).

Al igual que las tripsinas, las quimotripsinas son altamente polimdrficas. Sellos y Van Wormhoudt
(1999) reportaron entre 46 copias de genes que codificaban para serino peptidasas con actividad
colagenolitica, y propusieron dos familias: ChyA Pv (Y10664.1) con siete genes y ChyB Pv
(Y10665.1) con 5 genes, Tabla 3 (Sellos y Van Wormhoudt, 1999).
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Tabla 3. Quimotripsinas en P. vannamei*

Gen* NICDBI Ta(r;tz)a)no Proteina Un:grot Tamafio (AA) (EDI\Q) Estatus Sustituciones
018487 |271 (fragmento)| 28.743| Predicciéon
Q00871 | 271 (completa) | 28.685| Revisada
018488 | 265 (fragmento)| 27.895| Predicciéon
P36178 | 271 (completa) | 28.723| Revisada
Quimotripsina C | Y10666.1| 397 |Quimotripsina 018489 | 58 (fragmento) 6.047| Prediccion -

*Sellos y Van Wormhoudt, 1999. Las sustituciones se refieren a las diferencias entre AA de la quimotripsina predicha

con la revisada.

Quimotripsina A | Y10664.1| 1522 | Quimotripsina Bl 2 (LaoV, E264Q)

Quimotripsina B | Y10665.1| 1526 |Quimotripsina BII 36 AA

2.8 La compensacion enzimatica como respuesta a inhibidores de peptidasas

Estudios en insectos han develado que el repertorio de peptidasas digestivas que poseen, son
parte de los mecanismos adaptativos que les permiten mantener una homeostasis proteolitica.
Un claro ejemplo se observa cuando Tribolium castaneum, el escarabajo rojo de la harina ingiere
inhibidores de peptidasas en el alimento, que el organismo contrarresta mediante la modificacion
en la expresidon génica y un aumento en la actividad de peptidasas no inhibidas. Estos cambios
permiten que el escarabajo mantenga una digestion proteica eficiente a pesar de la presencia de
compuestos antinutritivos. Esta capacidad de compensacién sugiere una via evolutiva que podria
haber sido favorecida en ambientes donde las plantas producen inhibidores de proteasas como

defensa natural (Oppert et al., 2005).

P. vannamei ha mostrado respuestas compensatorias comparables a las conocidas en insectos.

Maytorena-Verdugo et al. (2017a) reportaron que ante la inhibicién in vivo de las tripsinas, a
través de la ingesta del inhibidor de tripsina de la harina de soya (SBTI, de soybean trypsin
inhibitor) embebido en el alimento, hay un ajuste del perfil de proteolitico en la GD mediante la
sintesis de otras peptidasas diferentes. Maytorena-Verdugo et al. (2017b) observaron que en
camarones alimentados con SBTI, la actividad proteolitica total y especifica de tripsina y
guimotripsina disminuyé a las 2-4 h postprandia, y 1 h después de realimentar. Sin embargo, a las
23 h postprandia, las actividades aumentaron mas alla del nivel de los controles. Los zimogramas
revelaron un aumento en la intensidad de bandas, que de acuerdo con el inhibidor fenantrolina
corresponden a metalopeptidasas. Por lo que los autores sugirieron que las metalopeptidasas
compensan la inhibicidn de la funcion de las tripsinas. Aunque esta relacidon SBTIl-camardn es

artificial, la habilidad de P. vannamei de compensar el efecto de compuestos anti-nutricionales
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como el SBTI, podria explicar el por qué la presencia de todo un repertorio de peptidasas en su

GD.

Estos hallazgos subrayan la notable plasticidad fisioldgica de estos organismos y su capacidad
para adaptarse a condiciones adversas. La comprension de estas respuestas compensatorias no
solo aporta informacién valiosa sobre la biologia y ecologia de estos organismos, sino que
también tiene implicaciones importantes para el manejo de plagas agricolas y la produccion
sostenible en acuicultura. En el contexto agricola, conocer las respuestas compensatorias puede
guiar el desarrollo de estrategias de control de plagas basadas en inhibidores de proteasas. En
acuicultura, esta comprension puede ayudar en el disefio de dietas optimizadas que consideren
la capacidad adaptativa de los organismos para superar los efectos de los inhibidores

antinutricionales.

2.9 Silenciamiento génico mediado por RNA de interferencia (RNAi)

El silenciamiento génico mediado por RNA de interferencia (RNAI) se refiere a la inhibicion de la
sintesis de proteinas por medio de la hidrdlisis especifica del mRNA. Originalmente se observo en
plantas mas estd altamente conservado en los eucariontes, y se considera que protege contra
virus o transposones. El RNAI se ha utilizado para interferir o “silenciar” de manera transitoria la
funcién de genes especificos y estudiar los efectos asociados. El proceso ocurre en el citoplasma
y se desencadena al introducir moléculas de RNA de doble cadena (dsRNA, de double-stranded
RNA) complementarias al mRNA del gen que se pretende silenciar; aunque también se puede
manipular al sistema para que sintetice RNAi de manera enddgena en el nucleo y sea exportado

al citoplasma (Fire et al., 1998; Kurreck, 2009).

El silenciamiento es efectuado por las endonucleasas enddgenas Dicer y Argonauta, ésta ultima
forma parte de RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Dicer corta el dsSRNA exdgeno en pequenos
RNAs interferentes (siRNAs, de small or short interfering RNAs) de ~21 nucleétidos, los cuales
activan a RISC. RISC separa ambas cadenas del siRNA quedandose unido a la cadena antisentido,

gue guia al complejo hacia el RNAm blanco. Tras la hibridacién RNA guia-RNAm Argonauta hace
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un corte en el RNAm, el cual termina siendo degradado por RNAasas, con lo que la proteina para

la cual codificaba ese RNAm no es sintetizada (Fire et al., 1998; Kurreck, 2009).

La maquinaria del RNAIi esta ampliamente conservada y los crustaceos no son la excepcién, pues
ya se han descrito DICER y Argonauta de camardn (Yao et al., 2010; Yang et al., 2014a). Por ser un
crustaceo de importancia econdmica, la mayoria de las investigaciones se enfocan en la
exploracion del RNAi como terapia contra infecciones virales y bacterianas (Alam et al., 2023).
Son pocas las investigaciones en que se utiliza esta tecnologia como una herramienta para la
descripcidn de la funcién genética en camardn (Sagi et al., 2013), organismo tan importante para

la ecologia, pesquerias y acuacultura en nuestro pais.

Por otro lado, esta herramienta estd siendo ampliamente utilizada en otros artrépodos
principalmente insectos y aracnidos. Por ejemplo, en coledpteros y lepiddpteros se ha
demostrado la viabilidad del RNAi para elucidar el papel esencial en la muda y el desarrollo
ontogénico de proteasas como la quimotripsina y la catepsina D (Broehan et al., 2010; Kang et al.,
2017). Asi como describir las enzimas modulatorias de las cascadas digestivas en la garrapata

Haemaphysalis longicornis (Yamaji et al., 2013).

2.9.1 Técnicas de suministro de moléculas de RNAi

Uno de los mayores retos en el silenciamiento de genes por RNAi exdgeno es conseguir una
transfeccion eficiente, es decir, la introduccion de las moléculas de dsRNA al sistema (células,
drganos u organismos) para activar la respuesta RNAI, siendo el dsRNA quiza la molécula mas
usada en investigaciones de genética reversa por silenciamiento de genes, las técnicas descritas

a continuacion se refieren esta molécula.

Para estudios in vivo, la introduccién del dsRNA puede ser lograda por difusién pasiva,
agregandolo al medio de cultivo para embeber al organismo, con la desventaja de que sélo puede
ser utilizado en especies que pueden ser mantenidas en medios liquidos como C. elegans o
Schistosoma mansoni (Hull y Timmons, 2004; Rojo-Arreola et al., 2014). Este método, aunque

relativamente sencillo, no se ha utilizado en ninguna especie de camardn debido a los grandes
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voliumenes de agua que se requieren para el cultivo. En camarones, se ha probado que el método
mas efectivo en el silenciamiento de genes es la inyeccion de dsRNA sintetizado in vitro (Sagi et
al., 2013), aunque tiene la desventaja de ser laborioso debido a la necesidad de manejo individual
de organismos adultos y, por lo tanto, la imposibilidad de escalamiento. Otros métodos probados,
aunque menos recurridos, son la electroporacién, probada sélo en zigotos, con la cual se reporta
una baja eficiencia y sobrevivencia (Sun et al., 2005); y la administracién oral, recubriendo
alimento comercial con dsRNA derivado de bacterias o con pellet bacteriano inactivado (Sarathi

et al., 2008; Attasart et al., 2013) y mas recientemente de microalgas (Charoonnart et al., 2019).
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3. JUSTIFICACION

El camardn blanco expresa una gran cantidad de peptidasas en la glandula digestiva (GD),
principalmente de la clase serino, a las que se les atribuye la mayor parte de la digestion de las
proteinas del alimento. La diversidad del repertorio de peptidasas digestivas es mayor a lo
esperado debido a que se presentan en multiples isoformas. No obstante, la importancia y
funcién especifica de estas peptidasas en la digestion de la proteina del alimento se deconoce. En
el supuesto de que todas estas peptidasas tengan una funcion digestiva surgen preguntas como:
¢De qué sirve al camardn blanco del Pacifico tener tantas peptidasas? ¢Cual es la importancia
relativa de cada una? ¢(Existe redundancia? Se presume que tal repertorio de peptidasas le
permitiria al organismo responder a factores como la presencia de moléculas antinutricionales en

el alimento.

Una de las maneras de responder estas preguntas es impidiendo que cada peptidasa lleve a cabo
su funcion, ya sea interfiriendo y disminuyendo su expresién o mediante el uso de ciertos
inhibidores. De acuerdo con resultados de inhibicidn de las tripsinas y quimotripsinas en Penaeus
vannamei con SBTI (inhibidor de tripsina, de la harina de soya), se ha sugerido que la
metalopeptidasa compensa la actividad proteolitica no efectuada por ambas serino peptidasas
impedidas en su funcidn. El estudio de las peptidasas digestivas mediante RNA de interferencia
permitiria la disminucién especifica de la expresidn de una peptidasa en particular. En este trabajo
se silencid la tripsina-2, la cual al ser la iniciadora putativa de la cascada de activacion de las
peptidasas digestivas y codificar la presunta isoforma mas eficiente cataliticamente, se considera
la peptidasa digestiva mas importante en camardén. Aunado a esto, la cuantificaciéon de la
expresion de otras cuatro peptidasas digestivas permitira un analisis mas profundo de la dinamica

del repertorio, incluyendo la compensacién enzimatica.

Esta investigacion podria aportar conocimiento esencial para la optimizacién la nutricién del
camarén blanco en la acuicultura, asi como para la comprensidn de la evolucion del sistema

digestivo en crustdceos.
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4. HIPOTESIS

Las peptidasas digestivas de la clase serino son la mas importantes en los camarones peneidos. El
camaron blanco del Pacifico puede compensar la inhibicién de la serino peptidasa tripsina
mediante un aumento en la transcripcion y actividad de otras peptidasas. Si se reduce la expresion
de la tripsina, entonces la expresion y actividad de otras peptidasas digestivas se alterara

(evidentemente la Mpcl aumentarad), y afectara el estado nutricional.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Revelar la importancia relativa de la tripsina en relacidn con otras peptidasas digestivas de P.

vannamei.

5.2 Objetivos particulares

1. Conocer como la reduccién en la expresion de la tripsina afecta la expresion y actividad
de otras peptidasas digestivas.

2. Saber si ocurre una respuesta compensatoria a la “inhibicién” de la tripsina a nivel
transcripcional

3. Evaluar si la reduccion en la expresién de la tripsina afecta el estado nutricional de los

especimenes.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Identificacion de las tripsinas de P. vannamei en bases de datos de genes y proteinas

Los genes de las tripsinas de Penaeus vannamei reportadas por Klein et al. (1998) y analizadas en
este trabajo, se obtuvieron de las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology

Information, https://www.ncbi.nIm.nih.gov/) y UniProt (https://www.uniprot.org/blast). Las

secuencias obtenidas se analizaron para confirmar su identidad y funcién. Se realizd un
alineamiento de las secuencias de nucledtidos utilizando el programa MAFFT WS en Jalview
2.11.3.3, para identificar regiones conservadas y dominios funcionales caracteristicos de las
tripsinas. Los oligonucledtidos para la sintesis de RNAi (Tabla 4) y el andlisis de expresiéon (Tabla

5), se disefiaron en regiones especificas utilizando las herramientas Primer3Plus y Oligo Analyzer.

6.2 Sintesis de dsRNA

Para disminuir la expresién (silenciar) de la tripsina se utilizd dsRNA (RNAi). Como el blanco es la
tripsina C, los oligonucledétidos para sintetizar dsRNA se disefaron en base a la secuencia del gen
de la tripsina-2 (Y15040.1). En términos generales, para la sintesis in vitro del dsRNA, se aiiadio el
promotor de la RNA polimerasa T7 (RNApol T7) a un fragmento de la tripsina (obtenido del cDNA
de GD de P. vannamei) o de la GFP (obtenido a partir de un plasmido comercial), se realizé la
transcripcion con la RNApol T7 y los transcritos complementarios se mezclaron para su
alineamiento dando como resultado la formaciéon de dsRNA. La sintesis de dsRNA se hizo unas
semanas previas al inicio de cada bioensayo. El proceso (Fig. 5) se describe a detalle en las

siguientes secciones (6.2.1.-6.2.4).

6.2.1 Adicion del promotor de la RNA polimerasa T7 a los genes de interés

Por medio de PCRs se obtuvieron amplicones a partir del templado de tripsina o GFP, obtenido a
partir de cDNA de GD de P. vannamei o del plasmido pKGWFS7, respectivamente. Se utilizaron
oligonucleétidos que incluyen en tandem el promotor minimo de la RNApol T7 en el extremo 5.
Para cada gen de interés se hicieron 2 amplificaciones con diferentes pares de oligonucledtidos
(Fig. 5, Tabla 4). Una amplificacién con el oligo-F que contiene la secuencia del promotor de la

ribonucleasa T7 (oligo-FT7), mientras que el oligo-R no cuenta con dicha secuencia extra. La otra
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amplificacion el oligo-F no contiene la secuencia del promotor mientra que el oligo-R si la contiene

(oligo-RT7).
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Figura 5. Sintesis de dsRNA. Para sintetizar RNA a partir de DNA (producto de PCR) se requiere
gue la RNA polimerasa (RNApol T7) reconozca la secuencia promotora. Para anadir un promotor
a una secuencia de DNA, se utilizan oligonucledtidos especificos para el gen de interés que
ademas contienen en tandem la secuencia del promotor (Tabla 4). Para la sintesis de dsRNA se
hacen dos reacciones de PCR con dos combinaciones diferentes de oligonucledtidos. Los
productos de las dos reacciones de PCR se purifican y se transcriben por separado. Las dos
reacciones que contienen RNA complementario se mezclan para que hibriden, formando el RNA
de doble cadena o dsRNA. Para eliminar los posibles restos de DNA o RNA de una cadena, se hace
un tratamiento con DNasa y RNasa, el dsRNA se purifica mediante precipitacion con isopropanol,
y se resuspende en agua. Finalmente, se verifica la pureza e integridad del dsRNA y se cuantifica.
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La mezcla de cada reaccion de PCR (50 pL) consistio de 25 plL de GoTaqg Green Master Mix 2x, con
una concentracion final de 200 uM de cada dNTP y 1.5 mM de MgCl, en un buffer pH 8.5 (M7122
Promega), 2 uL de oligo-F (u oligo-R) 5 uM (concentracion final 0.2 uM), 2 uL de oligo-R-T7 (u
oligo-F-T7) 5 uM (concentracion final 0.2 uM), 3 pL de templado y 18 uL de agua libre de
nucleasas. La PCR se llevd a cabo en un termociclador (Biorad C1000) y consistié en una
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguida de 40 ciclos de amplificacidn, una extension
final a 72°C por 5 min, y el enfriamiento de la reaccién a 12°C. Cada ciclo consistid en:
desnaturalizacion a 95°C por 30 s, alineamiento con temperatura especifica para cada par de

oligonucleétidos (Tabla 4) por 30 s, y extensién a 72°C por 30 s.

Tabla 4. Oligonucleétidos para las sintesis de dsRNA.

Gen Par Oligonucledétido Secuencia (5-3") Ta (°C) Tam_ar)o del
amplicén (pb)
1 GFP-dsRNA-F AGGACGACGGCAACTACAAG 55 359
GFP-dsRNA-T7-R TAATACGACTCACTATAGGGTCTCGTTGGGGTCTTTGCTC
GFP GFP-dsRNA-T7-F TAATACGACTCACTATAGGGAGGACGACGGCAACTACAAG
2 |GFP-dsRNA-R TCTCGTTGGGGTCTTTGCTC| 55 359
Reverso complemento (3'-5"): GAGCAAAGACCCCAACGAGA
1 PvTry2-dsRNA-F TCGGAGGAAGTGAGGTCAC 55-60 345
PvTry2-dsRNA-T7-R TAATACGACTCACTATAGGGTCGTTGAAGCTCAGAGGCT
Tripsina 2 PvTry2-dsRNA-T7-F TAATACGACTCACTATAGGGTCGGAGGAAGTGAGGTCAC
2 |PvTry2-dsRNA-R TCGTTGAAGCTCAGAGGCT| 55-60 345
Reverso complemento (3'-5"): AGCCTCTGAGCTTCAACGA

La secuencia del promotor minimo de la RNA polimerasa T7 estd indicada en negritas. La G subrayada indica sitio +1, la primer

base incorporada en el RNA. Ta: temperatura de alineamiento. El tamafio del amplicén incluye al promotor.

6.2.2 Purificacion del templado

Los productos de PCR se purificaron (del exceso de oligonucleétidos, nucledtidos, DNA
polimerasa, grasas y sales) por columnas de afinidad, mediante el kit GenElute™ PCR clean-up
(NA1020 Sigma-Aldrich), siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucién se hizo con 35 pL
de agua libre de nucleasas. La integridad se visualizd a través de una electroforesis en gel de
agarosa al 1%, para la cual se utilizé 1 pL de la elucion de cada reaccion. La concentracidn y pureza

se determinaron espectrofotométricamente usando un Nanodrop 2000.
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6.2.3 Sintesis de RNA e hibridacion de dsRNA

La transcripcion del RNA para la sintesis de dsRNA se realizd a partir de los productos de las 2
amplificaciones por PCR para cada gen. Para la sintesis de RNA se tomaron 8 uL de templado
(productos de PCR), se afiadieron 2 uL de la RNApol T7 (E2050S NEB) y 10 pL de NTPs 2x (final 10
mM cada NTP). Se incubd en termoblock a 37°C durante la noche y a 42°C por 1 hr. Ambas
reacciones (iguales volumenes) se mezclaron y se incubaron a 70°C durante 10 min,
posteriormente la reaccidn se dejé atemperar a temperatura ambiente (t.a.) durante 20 min,
permitiendo el alineamiento e hibridacién del RNA para la formacién del RNA de doble cadena
(dsRNA). EI RNA monocatenario (ssRNA) y el templado de DNA se eliminaron incubando con
RNAsa (1 puL de RNasa 1:200 por cada 20 pL) y DNAsa libre de RNasa RQ1 (1 uL por cada 20 pl),
respectivamente (del T7 RiboMAX™ Express RNA. kit, P1700 Promega), a 37°C por 30 min.

6.2.4 Purificacion del dsRNA

El dsRNA se purificé mediante precipitacion, se afiadieron 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M
(pH 5.2) mas 1 volumen de isopropanol (o 2.5 volimenes etanol al 95%). Se mezcld e incubd en
hielo por 5 min (la reacciéon se pone turbia). Se centrifugd a 12 000 xg (fuerza G o RCF de Relative
Centrifugal Force) durante 10 min. El sobrenadante se desechd, el pellet se lavé con 500 plL de
etanol al 70%, el sobrenadante se desechd y el pellet se secé a t.a. El dsRNA se resuspendid en
~20 plL de agua libre de nucleasas y se almacend a -20°C. El dsRNA se visualizd mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (Fig. 13 del Anexo A) y se cuantificé en Nanodrop. El mismo

dia en que inicid el bioensayo respectivo, el dsRNA se diluyé a una concentracién final de 1 pg/pL.

6.3 Bioensayos para el silenciamiento de tripsina

Para determinar la dosis, sitio de inyeccion, duracidn y efecto del silenciamiento se realizaron tres
bioensayos, los cuales se referirdn como bioensayo-1, prebioensayo-2, y bioensayo-2, en los que
se aplicaron una, dos y tres dosis del tratamiento, respectivamente. El dsRNA se suministrd
inyectando directamente en la GD, por lo que los algunos especimenes recibieron hasta tres

inyecciones (Fig. 6). Los resultados del Prebioensayo-2 se muestran en el Anexo E (Fig. 19).
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Figura 6. Bioensayos para la disminucion de la expresion génica de la tripsina digestiva en P.
vannamei. Se llevaron a cabo dos bioensayos (B1/B2) en los que los tratamientos se inyectaron
() en la glandula digestiva (GD). Los tratamientos consistieron en tres (B1) o dos (B2) controles
negativos, especimenes: 1) No inyectados, 2) inyectados con NaCl 0.9%, o 3) inyectados con
dsRNA-GFP. El tratamiento experimental fue inyeccién con dsRNA-Try2. Los muestreos (M)
consistieron en la diseccidn y colecta de submuestras de GDs individuales en dos microtubos, uno
para cuantificar expresién de genes (con RNAlater) y otro para actividades proteoliticas. En el B2
(M2 y M3) también se colectaron 3 cefalotérax por tratamiento para la evaluacion
histomorfolédgica de la GD, y 10 musculos en pool de los dsRNA-GFP y dsRNA-Try2 para la
cuantificacion de aa libres.

6.3.1 Mantenimiento de los especimenes

Los ejemplares de camardn blanco del Pacifico Penaeus vannamei fueron proporcionados por
Larvas Gran mar S.A. de C.V. Los bioensayos se llevaron a cabo en laboratorio en instalaciones del
CIBNOR, La Paz B.C.S. Antes de cada bioensayo, los camarones se aclimataron de una a dos
semanas en sus respectivos acuarios (de acuerdo con el tratamiento), con capacidad de 250 L
circulares y blancos de fondo plano. Los organismos se mantuvieron en agua marina desinfectada,
a 28°C con oxigenacion a saturacion. Cada dia los desechos (heces y restos de alimento) se
retiraron del fondo del acuario mediante un sifén, se hizo recambio del 50% del volumen, y se les
proporciond alimento dos veces al dia. La composicién del alimento (tamafo de particula 2.4 mm)
fue: 35% de proteina cruda minimo, 7% de lipidos minimo, 3.8% de fibra cruda maximo, 12% de
humedad maxima, 12% de ceniza mdaximo (Piasa, European Laboratory of Nutrients,

Netherlands).
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La desinfeccion del agua marina consistio en su filtracidn, cloracion y neutralizacion del cloro. El
agua se paso por un filtro de arena y por una bolsa de filtro de 1 um. Posteriormente, se afiadieron
250 mL de hipoclorito de sodio comercial (Cloralex sin aroma) por cada 1000 L, y se dejo aireando
y reposando. Al dia siguiente o antes de utilizar el agua para los recambios, el cloro se neutralizé
con 5 g de tiosulfato de sodio (NaS.03, S1648 Sigma-Aldrich). La inactivacién del cloro se
confirmé afadiendo dos gotas de ortotolidina a una muestra de 10 mL del agua (prueba

colorimétrica).

Estas condiciones se mantuvieron durante los bioensayos. Un dia antes del inicio de cada
bioensayo, se retiraron las heces de los acuarios, asi como también el alimento. Por lo que el dia
de inicio del bioensayo, no se sifoned el fondo de los acuarios ni se hizo recambio de agua, ésto

con el objetivo de estresar lo menos posible a los especimenes.

6.3.2 Biensayo-1 (corto): Una inyeccion de dsRNA-Try2

El primer bioensayo (B1) se llevd a cabo para evaluar el silenciamiento de la tripsina en funcién
del tiempo y el sitio de inyeccidn, asi como su posible efecto en la expresion y actividad de otras
peptidasas digestivas. El B1 consistié en cuatro tratamientos (Fig. 6), tres controles negativos y el
tratamiento experimental. Ochenta juveniles de P. vannamei de 6.0 + 1 g se repartieron en cuatro
acuarios (20 por acuario). Un acuario se designé para especimenes no inyectados (contro de no
inyeccién); el segundo para los inyectados con NaCl 0.9% (control de inyeccidn); el tercero para
los inyectados con dsRNA-GFP (control de dsRNA); y el cuarto para los inyectados con dsRNA-Try2

(tratamiento experimental).

Cada camardn se peso antes de ser inyectado (jeringa de insulina 30 G X 13 mm) en la GD con 3
ug de dsRNA/g de camardn o el equivalente de volumen de NaCl 0.9%. Por lo que, en promedio
se inyectaron 18 pL de dsRNA o NaCl 0.9% por individuo. Los especimenes que no se recuperaron
delainyeccidn alas 2 h, se retiraron del acuario. Se muestrearon (M) de cuatro a seis especimenes
por tratamiento a las 24 (M1), 48 (M2), 72 (M3) y 120 (M4) h post-inyeccion (p.i.). Cada espécimen
fue aletargado sobre una cama de hielo para reducir la sensibilidad, se pesé y se le extrajo la GD,

gue también se pesdé. La GD se dividid en dos submuestras que se colocaron en 300 uL de RNA/ater
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Solution (AM7024 Ambion) para la posterior extraccion de RNA; el resto de la GD se colocd en un
microtubo, para la extraccién de proteinas. Las muestras se mantuvieron en hielo durante el

muestreo, y posteriormente se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

6.3.3 Bioensayo-2 (largo): Una a tres inyecciones de dsRNA-Try2

El segundo bioensayo (B2) se llevé a cabo con el objetivo de prolongar el silenciamiento de la
tripsina y conocer sus efectos en el estado nutricional de los ejemplares. Duré 17 dias (Fig. 6) y
consistid en la inyeccidon del respectivo tratamiento en la GD. Se aplicaron de una a tres
inyecciones (11-13 los dias 0, 6, 12), y se muestred cinco dias después de cada inyeccién (M1-M3
los dias 5, 11 y 17). Como algunos camarones se inyectaron mas de una vez (12 e 13), el costado
de la GD a inyectar se alternd. Para el B2 se utilizaron ciento ocho juveniles de P. vannamei de 6.0
1 1 g que se repartieron en tres acuarios (36 por acuario), un acuario por tratamiento (inyectados
con NaCl 0.9%, dsRNA-GFP o dsRNA-Try2). Al igual que en el B1, se obtuvo el peso de cada
camaron antes de ser inyectado (jeringa de insulina 30 G X 13 mm) en la GD, se utilizaron 3 pg de
dsRNA/g de camardn o el equivalente de volumen de NaCl 0.9%; los especimenes que no se

recuperaron de la inyeccion a las 2 h, se retiraron del acuario.

En el B2 se muestrearon 9-10 especimenes por tratamiento por muestreo. Los ejemplares se
adormecieron en hielo, se pesaron y se les extrajo la GD que, al igual que en el B1, se dividié en
submuestras para la posterior extracciéon de RNA y proteinas. Adicionalmente, en los M2 y M3 se
muestrearon tres camarones a los que se inyecté 1 mL de solucién de Davidson (Howard et al.,
2004) en la GD; los cefalotérax se mantuvieron embebidas en solucion de Davidson a t.a., hasta
su procesamiento para la evaluacidn histoldgica de la GD. En los M2 y M3, también se muestred
el musculo de 10 camarones de los tratamientos con dsRNA-GFP y dsRNA-Try2. Las muestras de
GD y musculo se mantuvieron en hielo durante el muestreo, y posteriormente se almacenaron a

-20°C hasta su procesamiento.
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6.4 Cuantificacion de la expresion relativa de mRNA

6.4.1 Extraccion de RNA

Las muestras preservadas en RNAlater se descongelaron en hielo y se procesaron
individualmente. A un fragmento de tejido de ~20 mg se le escurrid el exceso de RNA/ater y se
transfirié a 250 uL de TRIzol (15596-026 Invitrogen). El tejido se homogeneizé con pistilo, y se
afiadieron 250 pL mas de Trizol (500 pL de volumen final de Trizol). A partir de aqui, se siguié el
protocolo de TRIzol del fabricante. Las muestras se mezclaron con vértex e incubaron a t.a.
durante 5 min. Se afiadieron 100 pL de cloroformo, se mezclé con vértex durante 15 s, e incubd
at.a. por 3 min. Las muestras se centrifugaron a 12 000 xg por 15 min a 4°C. Se recuperaron entre
70-100 pL de la fase acuosa superior y se transfirieron a un microtubo nuevo. Se afiadieron 500
pL de isopropanol a la fase recuperada, se incubé a t.a. durante 10 min y se centrifugd a 12 000
xg por 10 min a 4°C, el sobrenadante se desechdé. El pellet resultante se lavé con 500 pl de etanol
al 75%, se agitd con vértex, se centrifugd 5 min a 7 500 xg a 4°C. El sobrenadante se desechd, el

pellet de RNA se dejé secar y se resuspendié en agua libre de RNasas.

6.4.2 Tratamiento del RNA con DNasa

Para eliminar el DNA gendmico residual, el RNA total se traté con DNasa | (AMPD1-1KT Sigma-
Aldrich). A 16 pL de RNA se le afiadieron 2 pL de buffer de reaccion 10xy 2 uL de DNasa | (1 U/pL).
Se incubé a 37°C por 15 min. Se afadieron 2 plL de solucién Stop, se incubd a 70°C por 10 min
para desnaturalizar la DNasa y el RNA, se colocd en hielo 1 min. Se llevé a un volumen de 50 pL.
El RNA se recuperd mediante la extraccion con fenol-cloroformo (fenol P4682 Sigma-Aldrich). Se
afadieron 50 plL de agua mas 200 pL de fenol:cloroformo 2:1, se agitd con vortex, centrifugd a 12
000 xg por 10 min a 4°C, la fase acuosa se transfirié a un microtubo nuevo. Se precipitd con 0.1
volumenes acetato de sodio y 2 de etanol absoluto frio. Se lavé con etanol al 75%. Se cuantificd
la concentracién (absorbancia a 260 nm o Ao) junto con la pureza (Azso/2s0) con
espectrofotémetro. La calidad e integridad del RNA se analizaron mediante una electroforesis en

gel de agarosa al 1%.
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6.4.3 Sintesis de cDNA

A partir del RNA total se sintetizo DNA complementario (cDNA) utilizando el kit GoScript Reverse
Transcription System (A5000 Promega). Se mezclaron 11 pL de RNA (equivalente a 508 ng) con 1
uL de oligo(dT)1s, se incubd a 70°C por 5 min, y se colocé en hielo. Se anadieron 8 plL del mix de
reaccién preparado con 4 plL de buffer de reaccién GoScript 5X, 2 uL de MgCl, 25 mM, 1 plL de mix
de nucledtidos, 0.5 uL de inhibidor de ribonucleasas RNasin y 0.5 plL de transcriptasa reversa
GoScript, en un volumen final de 20 uL. En un termociclador se hicieron las siguientes
incubaciones: 5 min a 25°C, 90 min a 42°C (retrotranscripcion) y 15 min a 70°C (inactivacion de la

enzima). El cDNA se conservd a -20°C.

6.4.4 Cuantificacion mediante qPCR

Los genes de interés (genes blanco) fueron: tripsina-1, -2 y -3, quimotripsina B1 y Mpcl. Como

genes de referencia (controles internos) se utilizaron ubiquitina y RPL8 (Ribosomal Protein L8).

La reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real se llevd a cabo en un sistema de PCR en
tiempo real StepOne (Applied Biosystems), utilizando Power SYBR Green Master Mix 2x (4367659
Applied Biosystems/K0221 Thermo Scientific). Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado.
La mezcla de reaccion se hizo con Power SYBR Green Master Mix 1X, 0,5 mM de cada
oligonucleétido, 508 ng de cDNA en un volumen total de 10 pL. Los parametros de reaccion fueron
los siguientes: 1 ciclo de 95°C por 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 s, seguidos de 30 s a la
temperatura de alineamiento (Ta: 52-60°C) especifica para cada par de oligonucledtidos (Tabla
5), a 72°C por 30 s. Se incluyd paso de 95°C por 15 s, y un analisis de curva de disociaciéon de 60°C
a 95°C con incrementos de 0.5°C. Para cada grupo de reaccidn se incluyd un control sin templado.

Los datos se obtuvieron mediante el software StepOne Real-Time System.
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Tabla 5. Oligonucleétidos para gPCR.

Gen (No. ID Oligo- 5 — Ta Tamano del Eficiencia .
relaci(onado) nucle%tido Secuencla(o™%) (°C) amplicon (pb) (%) Pendiente R®
Tripsina 1 PvTry1-F CATGAACAACCCCGATTACC
Y15039.1 PvTry1 -R GCGAACGTTGTCATTGAAGC 52 187 86.4 -3.6984 0.999
Rc (3°-5"): GCTTCAATGACAACGTTCGC
. PvTry2-F CGACGACTTTGATAATCCCAGC
J:‘gg‘;’(‘;_’f PvTry2-R AGCTGCCTCCTTCAGTGAGAGC 58 275  91.0 35573 0.999
Rc (3'-5"): GCTCTCACTGAAGGAGGCAGCT
. PvTry3-F CAGAACGACATTGACGACTCC
-Yr:'gg:;? PvTry3-R GTACACGCCAGGGTAGTTGG 56 174 1005  -3.3093  0.996
Rc (3'-57): CCAACTACCCTGGCGTGTAC
- T PvChy1 -F CGCCCTTCCGACTCTGCCAGC
ggg’:f;"ps'"“ PvChy1-R TGCTCTTGCCGCCGGTGOCGTCG 57 142 90.3 35785  0.999
Rc (3°-5"); CGACGGCACCGGCGGCAAGAGCA
Mpc1 PvMpc1-F ACCATCGGAGGCAAGCAGA
(Astacina) PvMpc1-R TGCCAGTAGGTGTCCTTGTTGA 57 197 9838 33502 0.995
.DQ398567 Rc (3-57): TCAACAAGGACACCTACTGGCA
o PvUbi-F GGGAAGACCATCACCCTTG
Ublquitina PvUbI-R TCAGACAGAGTGCGACCATC 60 146 1095  -3.1135  0.995
AOA023H494 .
Rc (3 -5 )Z GATGGTCGCACTCTGTCTGA
PvL8-F GCCTAAGGTGCGTGGTGT
'5?)3 ieosgq  PVLBR ATTCTGCCTTGGGTCCTTCT 55 181 90.0 35865  0.999

Rc (3'-5"): AGAAGGACCCAAGGCAGAAT

Ta: Temperatura de alineamiento
Rc: reverso complemento

La eficiencia de la reaccién de PCR con cada par de oligonucledtidos (Tabla 5) se calculd con la
ecuacién E= 10(-/rendiente)_1 | 3 expresidn relativa de cada gen se estimé con el método de Pfaffl
(Pfaffl, 2001). Como factor normalizador de los niveles de expresidn se utilizé la media geométrica
de dos controles internos, los cuales pertenecen a distintas clases funcionales (Vandesompele et
al., 2002). La ubiquitina participa en la degradacion de proteinas, y se ha usado en algunos
estudios como control interno en camardn (Ulaje et al., 2019; Rojo-Arreola et al., 2020). La RPL8

(Ribosomal Protein L8) es un componente estructural de la subunidad ribosomal 60S.

Para cada gen (sea de interés o de referencia), el ACt de cada muestra se calculd con el promedio
de los Ctmean (promedio de dos réplicas técnicas) de los especimenes tratados con dsRNA-GFP
(controles) por muestreo (n réplicas bioldgicas), y al promedio se le restd individualmente el
Ctmean de cada muestra del muestreo correspondiente. Por ejemplo, los cinco Ctmean de ubiquitina
de especimenes dsRNA-GFP 120 hpi (B1) se promediaron. Al Ct promedio control resultante se le
restd individualmente el Ctmean de cada muestra obtenida a las 120 hpi (cualquier tratamiento).

El ACt resultante es el exponente al que se elevd la eficiencia de amplificacidon (E) del par de
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oligonucledtidos (EAY) para cada muestra. Al resultado de EA“t de los dos genes de referencia se
les calculd la media geométrica. Para calcular la expresion relativa del gen de interés en cada
muestra, se dividié la EAdel gen de interés entre la media aritmética de los genes de referencia,

ecuacion 1:

Expresion relativa= | (Egen de interss)Ct 8en de interés (GFP-muestra) (1)
ACt ubiquitina (GFP-muestra) X (ELS)ACt L8 (GFP-muestra)

(Eubiquitina)

Finalmente, a los datos de expresion relativa se les sacé logaritmo base 2 (Log>).

6.5 Medicién de la actividad proteolitica total, de tripsina y quimotripsina

Las GDs almacenadas a -20°C se descongelaron en hielo y trataron individualmente. Se
homogenizaron en agua destilada fria por 20 s con un sonicador de punta. El homogenado se
centrifugé durante 20 min a 4°C a 10 000 xg para eliminar los detritos tisulares y lipidos. Se
recupero el sobrenadante y se congeld a -20°C hasta su uso. La proteina se cuantifico mediante

el método de Bradford, utilizando una curva estandar de albimina se suero bovino (BSA).

Para medir la actividad proteolitica total se utiliz6 como sustrato azocaseina al 0.5 % en TrisHCI
50 mM pH 8, la reaccién se incubdé a t.a. a 25°C por 10 min. Para medir la actividad de las tripsinas
se utilizé el sustrato BApNA (N-Benzoil-Arginina-p-Nitroanilida) en Tris-HCI 50 mM pH 8 con 20
mM CaCl,. Para medir la actividad de las quimotripsinas se utilzé6 N-Succinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-
Phe-p-Nitroanilida o SAAPFpNA (57388 Sigma-Aldrich) en en Tris-HCI 50 mM pH 8 con 20 mM
CaCly.

La actividad proteolitica de las muestras individuales se midid por triplicado en microplaca con un
espectrofotémetro (Synergy H1 BioTek) a 410 nm de absorbancia durante 3 min, monitoreando
el curso de la reaccién cada 30 s. En cada lectura se puso un blanco de 0.305 mL de agua. Se
colocaron 5 pL del extracto de GD (muestra con enzimas) por pozo, la placa se colocé en el
espectrofotémetro, se afiadieron 300 uL de sustrato (BApNA para tripsinas o SAAPFpNA para

quimotripsinas) por pozo e inmendiatamente se monitored la reaccion. La actividad se calculd
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como (As10/min x 1000 x 0.305) / (8800 x mg de proteina en la reaccidn), donde 0.305 es el vol.
en mL de la mezcla de reaccion y 8800 es el coeficiente de extincién molar (g) de la

paranitroanilina.

6.6 Separacion de proteinas en gel y zimografia

Los protocolos de separacidn de proteinas por electroforesis y la posterior evaluacion de actividad
por zimografia, se llevaron a cabo acuerdo con los protocolos descritos en Navarrete del Toro et

al. (2011), detalles a continuacion.

6.6.1 Electroforesis

Las proteinas se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Se prepararon
dos geles de 0.75 mm de grosor con 2 placas de vidrio de 80 x 100 mm. La mezcla para preparar
dos geles separadores fue: 4.18 mL de agua destilada, 3.13 mL de Tris-HCl 1.5 M a pH 8.8, 5 mL
de acrilamida, 0.125 mL de SDS (dodecilsulfato sédico) al 10%, 0.063 mL de APS (persulfato de
amonio) al 10% y 0.006 mL de TEMED (N,N,N’,N'-tetrametiletano-1,2-diamina). La mezcla para
preparar dos geles concentradores fue 2.73 mL de agua destilada, 1.121 mL de Tris-HCI 0.5 M a
pH 6.8, 0.583 mL de acrilamida, 0.045 mL de SDS 10%, 0.022 mL de APS 10%, 0.006 mL de TEMED.
Se ensambld la cdmara de electroforesis, se afiadio buffer de electrodo 1X (0.005 M Tris, 0.0384

M glicina, 0.02 % de SDS, pH 8.3).

Las muestras se diluyeron 1:2 en buffer de tratamiento 2X (0.125 M Tris-Hcl, 4% SDS, 20% de
glicerol v/v, 0.02% de azul bromofenol, pH 6.8). Se cargaron 5 ug de muestra por pozo con una
jeringa Hamilton (de 25 pL), y 4 uL de pesos moleculares estandar (Precision Plus Protein Dual
Color 1610374 Biorad). La electroforesis se realizd a 15 mA por gel en una unidad de electroforesis
(model0 SE-260, Hoefer, San Francisco) conectada a un bafio refrigerado a 4°C. Una vez terminada
la electroforesis, el gel se tifié con azul Commassie R-250 al 0.5% w/v en 40% de metanol v/v y
7% de acido acético v/v. El exceso de colorante se lavd en una solucién de 40% de metanol v/vy

7% de acido acético v/v (solucién de destefiido).
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6.6.2 Zimogramas

De manera paralela se realizé una electroforesis de las mismas muestras de acuerdo al protocolo
de la seccién anterior, al terminar, el gel se lavd con agua destilada y se embebié por 30 min en
60 mL de caseina 3% w/v en buffer pH 8 (pH monitoreado continuamente) en frio (hielo), con
agitacion circular para permitir que el sustrato difundiera dentro del gel. Pasados los 30 min el gel
se mantuvo a t.a. en agitacién circular durante 90 min. El gel se lavé con agua destilada para
eliminar el exceso de sustrato, se tifié con azul Commassie y se lavd con solucién de destefiido.

Las bandas claras en el fondo azul muestran la actividad proteolitica.

6.7 Histologia de la glandula digestiva

Para la evaluacién histomorfoldgica de la GD, se inyectd 1 mL de soluciéon de Davidson (Howard
et al., 2004) en la GD de camarones completos, y las cabezas se mantuvieron embebidas en
solucién de Davidson a t.a., hasta su procesamiento por el laboratorio de Laboratorio de
Histologia e Histoquimica del CIBNOR. Las muestras se deshidrataron gradualmente en una serie
de alcoholes de concentracién creciente (etilico 70% - 100%), aclararon en xilol e incluyeron en
parafina (Paraplast X-Tra, McCormick Scientific, USA). Se hicieron cortes de 4 um de grosor
(microtomo Leica RM2155) de la parte media de la GD, que se desparafinaron y tifieron con
Hematoxilina y Eosina (H&E). Las muestras se observaron en un microscopio éptico (OLYMPUS
BX45) con camara integrada (NIKON Digital Sight DS-Ri1), y se tomaron fotos utilizando una lente

con magnificacidn 40x.

6.8 Aminoacidos libres en musculo

Las muestras de musculo se deslipidizaron por el Laboratorio de Andlisis Quimico Proximal del
CIBNOR, vy los aa libres de las mismas fueron cuantificados por el Laboratorio de Toxinas Marinas
y Aminodcidos, ambos laboratorios del CIBNOR. Brevemente, las muestras (poo/ de musculo de
10 especimenes por tratamiento) se descongelaron, se secaron en horno a 70°C durante 19 h, y
se almacenaron en presencia de desecante. Se molieron en mortero e incineraron a 600°C por 5

h en un horno de mufla (F30438CM Thermo Scientific). Los analisis se realizaron por triplicado. La
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deslipidizacion se hizo en un equipo de autoextraccion de grasa (Soxtec Avanti 2050) con éter de

petréleo como solvente extractor.

Posteriormente, se llevé a cabo una hidrélisis acida de las muestras de acuerdo con el método
994.12-1997 de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists), en que la cantidad
equivalente a 10 mg de nitrégeno se trata con HCl 6M, que hidroliza las proteinas y libera los aa.
Los hidrolizados se diluyeron con buffer de citrato de sodio o se neutralizaron, el pH se ajusté a
2.2, y los aa individuales se separaron mediante cromatografia de intercambio idnico. Este
método detecta todos los aa excepto metionina (Met/M) y cistina, que son parcialmente

oxidadas, y triptofano (Trp/W), que se destruye totalmente.

6.9 Analisis estadistico

Los datos se analizaron para conocer la normalidad mediante graficas cuantil-cuantil (QQ plot) y
la prueba de Shapiro—Wilk. Los datos se graficaron como diagramas de caja y bigotes, que
muestran la mediana (linea que divide la caja), el valor minimo y maximo (bigotes superior e
inferior), ademds de la media (simbolo +). Para el bioensayo-1, las diferencias estadisticas entre
diferentes grupos se determinaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis, y el analisis post-hoc
comparacion multiple de Dunn. Para el bioensayo-2, las diferencias estadisticas entre diferentes
grupos se determinaron mediante ANOVA de una via, y el andlisis post-hoc comparacion multiple
de Tukey. Se considerd estadisticamente diferente cuando p<0.05. Los datos se graficaron

mediante GraphPad Prism 10.2.0, mismo que se utilizé para los andlisis estadisticos.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de las tripsinas de P. vannamei en bases de datos de genes y proteinas

Previamente varios autores han identificado los genes de tripsina de P. vannamei o sus productos,
no obstante, dado que existe redundancia de secuencias en las bases de datos y en la literatura

cientifica, se hizo una revisién de secuencias y sus niumeros de identificacién.

En la Tabla 6, se muestran los nimeros de identificaciéon de los transcritos (RefSeq) y proteinas
(RefSeq y UniProt) correspondientes a cada gen, asociados por: el NCBI, ciertos autores, y la

secuencia N-terminal proporcionada por Sainz et al. (2004b).

Tabla 6. Genes, transcritos y proteinas de tripsina en P. vannamei de acuerdo con varias
referencias.

Familia Variante B B
de de Isoforma®| Genen NCBI ~ARNm en NCBI Proteina en Prolellna en Notas acerca de los productos asociados a los genes de tripsina
12 12 NCBI UniProt
genes“ cDNA™
30 A Gen 1 X86369.1% WVH45071.1 - X86369.1* codifica WVH45071.1
Y15039.1 854 nt 266 aa * WVH45071.1 (tres aa mas)= CAA75309.1= Q9TY16 tienen IVGGTDAT (tripsina A)
TryPvi 30V LOC113815561 CAA75309.1 QITY16 « X86369.1 se expresa en hemocitos > estémago > GD > branquias*
5 genes 1219 pb 263 aa 263 aa + Q9TY16 anotada como tripsina-1 por Rojo-Arreola et al . (2020)
39 B XM_027367621.1 XP_027223422.1 AOA423SXN9|* XP_027223422.1= AOA423SXN9 tienen IVGGTDAK (tripsina B)
40 B 940 nt 266 aa 266 aa + AOA423SXN9 anotada como tripsinégeno A por Estrella-Soliz (2022)
40v - « Las isoformas A y B son alelos de un mismo gen (Sainz et al ., 2005)
Gen 2 XM 027367616.1* XP_027223417.1 « Las proteinas (6 IDs) tienen IVGGSEVT (IVGGTEVT en tripsina C)
21 c Y15040.1 1894 nt 300 aa + HOWSS6= AEZ68613.1 y 062561= CAA75310.1 difieren en un aa o
LOC113815556 JQ304272.1 HBWSS5 AEZ68613.1 |* JQ304272.1 anotada como variante 21/tripsinégeno-2 que codifica a la tripsina C,
TryPv Il 1328 pb 887 nt 266 aa 266 aa se expresa en GD > branquias e intestino, excepto en pleépodoss.
4 genes CAA75310.1 062561 + HBWSS5 anotada como tripsina-2 por Rojo-Arreola et al . (2020)
42 - 264 aa 264 aa + AOA3R7M136 anotada como tripsinégeno C por Estrella-Soliz (2022)
42v - AOA3R7M136 |- La expresion de Y15040.1 en GD es influenciada por el porcentaje de proteina en la
42v - 270 aa dieta (Muhlia-Almazan et al ., 2003) y por la inanicién (Sanchez-Paz et al ., 2003)
1 R Gen 3 XM 027376457.1°° XP_027232258.1 AOA423TSA5 |« La familia Ill no se expresa GD y contiene IVGGSDAT?
Y15041.1 914 nt 266 aa 266 aa « CAA75311.1= 062562 tiene IVGGSDAT Yy fue anotada como tripsina-3, la cual se
2 LOC113823738 XM 027376450.1%* XP_027232251.1 expresa mas en la mysis y zoea (Rojo-Arreola et al ., 2020)
1206 pb 887 nt 266 aa « XP_027232258.1= XP_027232251.1= AOA423TSADb, tienen IVGGSDVT
3 i XM 027376443.1%% XP_027232244.1 « XP_027232231.1, XP_027232237.1 y XP_027232244.1 tienen IVGGSEVT
TryPv il 921 nt 266 aa * AOA423TSAS5 anotada como tripsinégeno B por Estrella-Soliz (2022).
5 genes 4 R >(M_027376436.1><2 XP_027232237.1
851 nt 266 aa
XM_027376430.1%* XP_027232231.1
5 942 nt 266 aa
CAA75311.1 062562
263 aa 263 aa

1Klein et al., 1996

2Klein et al., 1998

3 Sainz et al., 2004

4lietal, 2018

5 Hernandez-Cortés et al., 2017

3XM_027367616.1 no estd asociado a Y15040.1 por NCBI, pero CAA75310.1 y 062561 si. El tBLASTn de estas proteinas indica que
el RNAm de Y15040.1 es XM_027367616.1

X1-X5 son variantes anotadas por NCBI.
En las columnas de proteinas, en negritas se sefialan las secuencias que se alinearon para las Fig. 14 y 15.
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En la base de datos de nucledtidos del NCBI, los genes de tripsina de P. vannamei reportados por
Klein et al. (1998) estdn anotados como: gen 1 (Y15039.1), 2 (Y15040.1) y 3 (Y15041.1). El
alineamiento de los tres genes (Fig. 7) muestra que los genes 1y 2 son los mas similares entre si,
y comparten una identidad 94% (Fig. 14 del Anexo B). Sin embargo, comparando las secuencias

de aa (Fig. 15), las tripsinas mas similares son codificadas por los genes 2 y 3 (Fig. 16).

La pagina correspondiente para cada gen contiene informacion como el nUmero de identificacién
del gen y de la secuencia de referencia (RefSeq) de RNAm o proteina (formato NCBI/UniProt)
correspondiente. Esta informacion es la que se muestra en la Tabla 6. De manera complementaria
se realizd el BLASTn/BLASTx de los tres genes (Tablas B1 y B2 del Anexo B). Los resultados del
BLASTx son coincidentes con los de la Tabla 6 en lo que respecta al nimero ID de gen asociado; a
los genes 1, 2 y 3 les corresponden los genes con ID 113815561, 113815556, 113823738. Sin
embargo, los resultados del BLASTn no coinciden con los de la Tabla 6 para los Genes 2y 3, a los
cuales les corresponden los genes con ID 113815565 y 113823795. Esto llevd a buscar los genes
de tripsina presentes en el genoma de referencia de P. vannamei ASM378908v1 (Zhang et al.,
2019), esta parte se retoma mas adelante, pues primero se describe lo que respecta a los genes

descritos por Klein et al. (1998).

El gen 1 Y15039.1 y los transcritos X86369.1 (Klein et al., 1996) y XM _027367621.1 estan
asociados al gen con ID 113815561 (en el scaffold NW_020870094.1). X86369.1 codifica la tripsina
WVH45071.1 cuyo N-terminal IVGGTDAT se asocia a la tripsina A. XM_027367621.1 produce la
tripsina XP_027223422.1 con N-terminal IVGGTDAK que se relaciona con la tripsina B (Sainz et al.,
2004b). Las isotripsinas A y B provienen de alelos de un mismo gen, por lo que puede que un
individuo de camarén exprese una o ambas isoformas, homocigoto y heterogicoto,
respectivamente (Sainz et al., 2005). De acuerdo con esto y la expresion cuantificada por Li et al.
(2018), la tripsina A (X86369.1) se expresaria mayoritariamente en hemocitos, pero también en
estdmago, GD y branquias. Las tripsinas del gen 1 (Tabla 6), las isoformas A (XP_027223422.1) y
B (WVH45071.1), estdan conformadas por 266 aa (Fig. 15) y comparten un 99.25% de identidad

(Fig. 16), es decir, difieren en tan sélo dos aa.
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TryPvl 1 86
TryPv2 1 79
TryPv3 1 74
TryPvl g7 160
TryPv2  go 135
TryPv3 75 144
TryPvl 45 218
TryPv2 43 173
TryPv3 145 195
TryPvl 219 282
TryPv2 174 230
TryPv3 196 266
TryPvl 23 332
TryPv2 234 284
TI'yPV3 267 342
TryPvl 333 ~CGCCCCCTCCAGGAAGCCCACC TTCCGCCGCGGTC TC KL
TryPv2 285 " CGCCCCCTCCAGGAAGCCCACCTTCCGTCGCGGTC TC K]
TryPv3 343 ~ - GCCCCC TCCAGGAAGCCCACC TTCCGCCGCGGTC TC LK)
Trva1 AACAACATCGTCGGAGGAAC TGACGCCACTCCCGGAGAGCTGCCTTACCAGCTCAGCTTCCAGGACATTTCCTTCGGCTTTGCC TGO Y]
TryPv2 AACAAGA TCGTCGGAGGAAGTGAGGTCAC TCC TGGGGAGE TGCC T TACCAGC TCAGC T TCCAGGACAAC TCC TGGGGGACCGCC TCOIR
TI’va3 AACAACATCGTCGGAGGATC TGACGCCACTCCCGGAGAGC TGCCTTATCAGCTCAGCTTCCAGGACGTCTCCTTCGGCTTCGCC T TC IR Y/
Trva1 LYLRCACTTCTGCGGCGCCTCCATCTACAACGAGAACTGGGCCATCTGCGCCGGCCACTGCGTCCAGGGCGAGGACATGAACAACCCCGAT LN
L 2T R AT T TC TGCGGCGCC TCCATC TACAACGAGAAT TGGGCCATC TGCGC TGGTC AC TGCGTCCAGGGCGACGAC TTTGATAATCCCAGE T
TryPv3 LElC ACTTCTGCGGCGCCTCCATCTACAACGAGAACTGGGCCATCTOCGCCOGCC AC TGCGTCCAGGOCGAGGACATOAACAACCCCAC I
L2 B TAGE T TCAG 599
TryPv2 546 [FSERRISE 632
L E IR ACC T TCAG 602
TryPvl goo 646
TryPv2 33 719
TryPv3 603 640
TryPvl g47 SRS 697
TryPv2 720 TCGTGGC L]
TryPv3 641 ISRt 684
LT ) GGAGAAC T TAACCAGGATGTGGATGAGGGCACCGAGCAGACGGTCATCC TC TCCAAGATCATCCAACACGAGGAC TACAACGGC T TG
TWPVZ - I GGAGAGCATAACTTCGACGTGAATGAGGGCAACGAGCAGACGGTCGTCCTCTCCAAGATCATCCAACACGAGGACTACAACGGC T TR:EK]
L Z I T GGAGAGCACAACAGGGACGTGGATGAGGGC AACGAGCAGACGGTCGTCC TCTCCAAGATCATCCAACACGAGGAC TACAACGGC TTIREL
L 2 M T ACCATCAGCAACGACATC TCCC TGC TCAAGC TGTC TCAGCC TC TGAGC T TCAATGACAACGT TCGC 3CCATCGATAT TCCCGC TCARKIA]
TWPVZ M ACCATCAGCAACGACATCTCCCTGCTCAAGTTTTCTCAGCCTCTGAGCTTCAACGACTACGTTCGCGCCATCGATATTCCCGCTCARR::N]
LTI 673 ACCATCAGCAACGACATCTCCCTGC TCCAGC TGTC TCAGCC TC TGAGC T TCAACGAC T TCGTGGCCCCCATTGCCC T TCCCGAGGE IR
L2 W77 3GGG TCACGC TGCC TC TGGCGAC TGCATCGTC TCCGGC TGGGGCACCACC TCCGAGGGAGGAAGCACCCCCAGTGTCC TGCAGAAGGT I
TWPVZ L IMGGGTCACGC TGCCTCTGGCGACTGCATCGTGTCCGGC TGGGGCGC TCTCAC TGAAGGAGGCAGC TCCCCCAGTGCCC TCCAGAAGGTRIN TS
LI BT NA GG TCACGC TGCC TC TGGCGAC TGCATCGTGTCCGGE TGGGGCACCACC TCCGAGGGAGGAAGCACCCCCAGTGTGC TGCAGAAGG T IRTH

LI I IGACCGT TCCCATCGTGTC TGACGACGAGTGTCGCGATGC T TATGGCCAGAGCGACAT TGAGGAC TCCATGATC TGTGCCGGAG TGCC RIS
L 2R G TCCGTTCCCATCGTGTC TGACGACGAGTGTCGCGATGC TTATGGCCAGAGCGACAT TGAGGAC TCCATGATC TGTGCCGGAGTGCC RREN]
LI TG TCCGTTCCCATCGTGTC TGACGACGAGTGTCGCGATGC TTATGGCCAGAACGACAT TGACGAC TCCATGATC TGTGCCGGAATGC CRIvE]

L L2 BT GAGGGCGGCAAGGAC TCGTGCCAGGGTGAC TC TGGCGGCCCCC T TGCC TGC TC TGACACGGCC TCCACC TACC TGGCCGGCATCG T RREN
L 2R GAGGGC GGCAAGGAC TCGTGCCAGGGTGAC TC TGGCGGCCCCC TTGCC TGC TC TGACACCGGE TCCACC TACC TGGCCGGCATCGT RELY
L ERTE<Y GAGGGC GGC AAGGAC TCGTGCCAGGGTGAC TC TGGCGGCCCCCTTGCC TGC TC TGACACCGGC TCCACC TACC TGGTCGGCATCGTRRRE]

LY REEXNG TCC TGGGGC TACGGC TGTGCCCGTCCCGGE TACCC TGGCGTGTACGC TGAGGTC TCC TACCATGTCGAT TGGAT TAAGGCCAATGC RPAE]

a1 ZRPY73G TCC TGGGGC TACGGC TGTGCCCGTCCCAAC TACCC TGGCGTGTATGC TGAGGTC TCC TACCATGTCGAT TGGAT TAAGGCCAATGC REr:]

LIS =REPIRG TCC TGGGGC TACGGC TGTGCCCGTCCCAAC TACCC TGGCGTGTACSC TGAGGTC TCCTACCATGTCGAT TGGAT TAAGGCCAATGC RPN
AN A

Figura 7. Alineamiento de tres genes de tripsina de P. vannamei. Gen 1 (Y15039.1), gen 2
(Y15040.1) y gen 3 (Y15041.1). Cada gen tiene tres exones (exdn 1 en purpura, exones 2-3 en
verde) separados por dos intrones (azul cielo). El primer coddn (ATG no mostrado) esta resaltado
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en verde limdn. El péptido sefial (purpura) es codificado por todo el exdn 1, asi como un par de
nucledtidos del exdn 2. El péptido de activacidon (naranja) se localiza en el exén 2, en el que
también se encuentra parte de la peptidasa madura, incluyendo el coddn para la His de la triada
catalitica (CAC en magenta). El exdn 3 contiene el resto de la peptidasa, abarcando el Asp (GAC
en magenta) y la Ser (TCT en magenta) de la triada. Las regiones en las que se disefiaron los
oligonucleétidos para el silencimiento, se indican en rojo (PvTry2-dsRNA-F) y azul oscuro (PvTry2-
dsRNA-R), los oligonucleétidos (Tabla 4) estan disefiados en base al gen 2 (rectangulos punteados
negros), dando un amplicén de 326 pb a partir de cDNA. La secuencia de los oligonucleétidos para
gPCR del gen 1, 2 y 3 (Tabla 5) se indican en rectdngulos punteados azul marino, rojo y rosa,
respectivamente. Los acentos circunflejos indican los nucledtidos en los que difieren las tres
tripsinas donde se unen los oligonucleétidos.

El gen 2 Y15040.1 no tiene informacion asociada por el NCBI a algun gen, transcrito o proteina. El
BLASTn di6 como mejor resultado (99.8% de identidad y 60% de cobertura) el transcrito
XM_027367624.1 asociado al gen 113815565 (Tabla 7 del Anexo B). Sin embargo, el BLASTn del
transcrito JQ304272.1 (Hernandez-Cortes et al., 2017) dié como mejor resultado (99.5% de
identidad y 96% de cobertura) al transcrito XM_027367616.1, y ambos estan relacionados al gen
113815556 (scaffold NW_020870094.1). JQ304272.1 da el producto H6WSS5 de 266 aa, mientras
que XM_027367616.1 codifica a XP_027223417.1 de 300 aa. El BLASTx de Y15040.1 di6 como
mejor resultado la proteina XP_027223417.1 (Tabla 8 del Anexo B). XP_027223417.1 es una
isoforma mas grande de H6WSSS5, difiriendo en un Unico aa en la regién en que ambas secuencias
se alinean, la Gigs de H6EWSS5 es el Da3p de XP_027223417.1 (Fig. 15). Todos los productos
relacionados al gen 2 codifican tripsinas con el N-terminal IVGGSEVT, que es la secuencia mas
parecida a la que Sainz et al. (2004b) relaciona con la tripsina C (IVGGTEVT), que es la isotripsina
gue se expresa principalmente en GD (Hernandez-Cortes et al.,, 2017) y su expresidon es

influenciada por el alimento (Muhlia-Almazan et al., 2003; Sanchez-Paz et al., 2003).

El gen 3 Y15041.1 esta asociado por el NCBI al gen con ID 113823738 (scaffold NW_020868573.1)
y, de acuerdo con la base de datos, podria sufrir splicing o empalme alternativo, originando cinco
variantes de transcritos de diferentes longitudes (Tabla 6); no obstante, el tamafio de los
productos es el mismo (266 aa). El BLASTx del gen 3 Y15041.1 da la proteina CAA75311.1 ligada
al gen 113823738 (aunque el BLASTn da el transcrito XM_027376486.1 asociado a un gen con ID
113823795). Aunque el gen 3 codifica isotripsinas del mismo tamafio, estas comparten del 85.71%

al 95.82% de identidad, y sus N-terminal empiezan con IVGGSDAT, IVGGSDVT e IVGGSEVT (Fig. 15
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y 16). Las tripsinas que menos identidad de secuencia de aa comparten (85.71%), comparando
incluso entre las codificadas por los tres genes, son productos del gen 3, XP_027232258.1 y

XP_027232244.1, por ejemplo.

En resumen, en P. vannamei se han descrito tres genes de tripsina (Klein et al., 1998). Los genes
de tripsina 1 (Y15039.1) y 2 (Y15040.1) son equivalentes a los genes con ID 113815561 y
113815556, respectivamente. El gen 3 (Y15040.1) podria ser el gen 113823738 o 113823795.
Como se precisoé anteriormente, los resultados de BLASTn (Tabla 7) no coincidieron (en cuanto al
ID de los genes) con los de la Tabla 6 para los Genes 2 y 3, indicando la presencia de mas de tres

genes de tripsina en camaron.

El BLAST de cualquiera de los tres genes (Y15039.1, Y15040.1 y Y15041.1) contra (secuencias
altamente similares por defecto) el genoma de referencia de P. vannamei (ASM378908v1)
permitid identificar dos scaffolds (NW_020868573.1 y NW_020870094.1), los cuales contienen
11 genes anotados como trypsin-1-like, dos de los cuales corresponderian a pseudogenes (Tabla
9 del Anexo C). Cabe mencionar que, el BLAST de cualquiera de los tres genes de tripsina contra
(secuencias altamente similares por defecto) el ensamble del genoma de P. vannamei a nivel de
cromosomas (CIBNOR_Pvan_1v2), indicé que hay tripsinas en los cromosomas 26 (CM075153.1)
y 10 (CM075137.1); por cuestiones de comparabilidad y practicidad se continud trabajando con
el genoma ASM378908v1.

De los nueve genes de tripsina putativos, el mas largo es el 113823738 (con 20 840 nt que incluyen
nueve exones) (Tabla 6 y C1). El alineamiento de Y15041.1 con los tres genes de tripsina del
scaffold NW_020868573.1, apoya que el gen 3 se relaciona a 113823738, puesto que comparten
una identidad del 97.71% con una cobertura del 100% (Tabla 10 del Anexo C). Sin embargo,
Y15041.1 solo es una parte de 113823738, alinedndose a su extremo final (3°). Las demas
secuencias genémicas de tripsinas se le alinean a 113823738 en distintas regiones (alineamiento
no mostrado por ser demasiado largo). Por ejemplo, el gen 113815562 se alinea con los primeros
1411 nt de 113823738. Por lo que aun queda incertidumbre de si el gen 113823738 corresponde

con el gen 3 Y15041.1, ademas de que Y15041.1 contiene tres exones, mientras que 113823738
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tiene nueve. El andlisis de las secuencias de aa indica que las nueve tripsinas podrian ser
funcionales, pues todas contienen el dominio tripsina, la triada catalitica, el sitio de corte y los

sitios de unidn del sustrato (Tabla 11 del Anexo C).

Dada la variedad de genes de tripsinas en el genoma de P. vannamei se buscé cudles se expresan
en GD, para lo cual se realizé un tBLASTn con la presunta tripsina C (cuya banda de actividad
siempre aparece en los zimogramas de GD) H6EWSS5 en un transcriptoma de GD (Tinwongger et
al., 2019). Se encontrd que en la GD se expresaron dos (113815560 y 113815561/Y15039.1) de
los nueve genes de tripsina, los cuales codifican las proteinas XP_027223421.1y XP_027223422.1.
La tripsina mas expresada en GD fue la que se asocia a la tripsina B (XP_027223422.1). Sin
embargo, no se hallaron resultados con la secuencia N-terminal IVGGSEVT/IVGGTEVT de la
tripsina C madura (Tabla 12 del Anexo C), tampoco en un transcriptoma de branquias (Zhang et

al., 2016) (Tabla 13 del Anexo C).

Por ultimo, se analizaron las tripsinas halladas mediante protedmica en GD de P. vannamei por
Estrella-Soliz (2002). Dicho estudio encontrd la expresién de cuatro tripsinas (AOA3R7MEQS,
AO0A423SXG7, AOA3R7M136 y AOA3R7NWS2). Es oportuno mencionar que entre las cuatro
tripsinas no se hallé ni la isoforma A ni la B, pero tomando en cuenta los datos de Klein et al.
(1996) y Sainz et al. (2004b), se sugirid que en la GD se expresan al menos seis isotripsinas
(Estrella-Soliz, 2022). Para homologar los nimeros de identificacion (IDs) de las proteinas dados
por los autores (IDs del proteoma UP000283509 en UniProt) con los utilizados en esta
investigacion (IDs RefSeq), y asi saber qué genes de tripsina se expresaron, se realizé un tBLASTn
(Tabla 14 del Anexo C). La homologacidon permitié saber que las seis tripsinas halladas en el
proteoma son parte de las que hay en los dos scaffolds del genoma analizado (Tabla 11). La
tripsina (proteina) que mas se expresé (6-32 veces mds) en GD es la XP_027232287.1 (=
AOA3R7MEO08), la cual no estd asociada a ninguna de las isotripsinas conocidas (C, B, A). Sin
embargo, la tripsina cuya expresidn (proteina) aumentd significativamente con la ingesta de
alimento (3h postprandial) fue la tripsina AOA3R7M136 (270 aa), que es similara XP_027223417.1

(300 aa), que corresponde a la isotripsina C (Tabla 6). Si bien los datos de expresion de tripsinas
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de diferentes fuentes no son concordantes, es claro que en la GD del camardn se expresan mas

de tres isotripsinas no reveladas mediante zimografia.

En este estudio, se evalud el efecto de la disminucién de la expresion del gen que codifica la
isotripsina C (tripsina-2 Y15040.1) en la expresion de otras cuatro peptidasas digestivas: la
tripsina-1 (Y15039.1 codifica para las isoformas A/B), tripsina-3 (Y15041.1), quimotripsina B1 y

metalopeptidasa Mpcl.

7.2 Bioensayo-1 (corto). Evaluacion del efecto de una inyeccion de dsRNA-Try2 en las
peptidasas de la GD

Los grupos o tratamientos evaluados en expresién génica (Fig. 8a-e) fueron cuatro (experimental
mas tres controles negativos) y en actividad proteolitica (Fig. 8f-h) tres (experimental mas dos
controles negativos). Los tres grupos control negativo fueron de camarones: sin inyectar, e
inyectados con NaCl 0.9% (control de inyeccidon) o dsRNA-GFP (control de dsRNA). El grupo

experimental se inyectd con dsRNA-Try2.

7.2.1 Efecto del dsRNA-Try2 en la expresion relativa de genes de peptidasas en GD (Bioensayo-
1)

Los datos de expresion génica de las peptidasas (Fig. 8a-e) mostraron gran variabilidad,
principalmente los correspondientes al tratamiento experimental (dsRNA-Try2). Todos los genes
evaluados (5) se expresaron en GD bajo condiciones normales (no inyeccién), y su expresion no

cambié significativamente entre ninguno de los tres grupos control.
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Figura 8. Expresion génica y actividad peptidasa en GD de P. vannamei (Bioensayo-1). Expresion
relativa de a) tripsina 1, b) tripsina 2, c) tripsina 3, d) quimotripsina B1, y e) metalopeptidasa
Mpcl. Actividad proteolitica f) total (sustrato: azocaseina al 0.5%), g) especifica de la tripsina
(sustrato: BApNA 1 mM), y h) especifica de la quimotripsina (sustrato: SAAPFpNA 0.1 mM). Todas
las actividades se midieron a pH 8. Los asteriscos indican la significancia (* p<0.05; ** p<0.01) de
la diferencia estadistica entre tratamientos, determinada mediante la prueba post hoc de
comparacion multiple de Dunn (n= 4-6).

La expresion de la tripsina-2 (Fig. 8b), blanco especifico del dsRNA-Try2, disminuyd, aunque no
significativamente, en el grupo experimental (dsRNA-Try2) a partir de las 48 horas post-inyeccion
(hpi). Esta disminucién se mantuvo hasta las 120 hpi, tiempo en que resulté estadisticamente
significativo (p<0.05) en comparacion con el grupo no inyectado. A pesar de no ser el blanco
especifico del dsRNA-Try2, el patréon de expresion de la tripsina-1 (Fig. 8a) fue bastante similar al
de la tripsina-2, pues se observé una disminucidn no significativa a las 48 y 120 hpi. La expresion
de la tripsina-3 (Fig. 8c) no mostré ningun cambio o tendencia clara; la disminucién de su
expresion promedio (e incremento en el tamaio de la caja) con el tratamiento experimental a las

120 hpi se debe a un dato posiblemente atipico.

De manera inesperada se observd una disminucidon de la expresién génica tanto de la
guimotripsina B1 (Fig. 8d) como de la metalopeptidasa Mpcl (Fig. 8e). La expresiéon de la
quimotripsina B1 se redujo significativamente (p<0.05) en el grupo experimental a las 48
(comparando con el grupo NaCl) y 120 hpi (comparando con los no inyectados e inyectados con

NaCl). La expresion de la metalopeptidasa Mpcl (Fig. 8e) presentd el mismo patrén de las serino
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peptidasas, disminuyé no significativamente con el dsRNA-Try2 a partir de las 48 hpi y

significativamente a las 120 hpi (p<0.005).

7.2.2 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolitica en GD (Bioensayo-1)

La disminucidn en la expresidn génica se reflejé en una disminucion de la actividad proteolitica,
la cual fue evaluada con un sustrato general para obtener la actividad total (Fig. 8f), y con
sustratos especificos para tripsina (Fig. 8g) y quimotripsina (Fig. 8h) para la actividad especifica.
No se encontraron cambios significativos en la actividad proteolitica total. El dsRNA-Try2 redujo
no significativamente la actividad especifica de la tripsina a las 72 y 120 hpi, y de la quimotripsina
a 72 hpi. La reduccién de la actividad de la quimotripsina con dsRNA-Try2 fue significativa a 120

hpi comparando con el grupo de NaCl.

7.2.3 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de proteinas y peptidasas en GD (Bioensayo-1)

En virtud de que la actividad de la tripsina se redujo a las 120 hpi (5d) del dsSRNA-Try2, para evaluar
por electroforesis los perfiles de proteinas y peptidasas, se procesaron individualmente sélo las
GDs muestreadas en este punto de tiempo del bioensayo-1. El gel de proteinas (Fig. 9a) mostré
una disminucion en la intensidad de las bandas de proteina de los carriles correspondientes a los
especimenes inyectados con dsRNA-Try2 (mds obvio para el organismo 2), en comparacion con
los inyectados con NaCl. Este mismo patrén se encontré para las peptidasas en el zimograma (Fig.
9b) analizando las mismas muestras. Destaca que para todos (cuatro) los organismos tratados con
dsRNA-Try2, se redujo la intensidad de la banda correspondiente a la metalopeptidasa Mpcl. En
el espécimen 2 (dsRNA-Try2) las bandas de actividad correspondientes a las tripsinas A y B

estuvieron claramente ausentes, y la intensidad de la correspondiente a la tripsina C disminuyd.
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Figura 9. Perfil de proteinas y peptidasas con una inyeccion de tratamiento en GD de P.
vannamei (Bioensayo-1) a) Perfil de proteinas de GD de cuatro especimenes de P. vannamei
inyectados con NaCl (carriles NaCl 1-4) o dsRNA-Try2 (carriles dsRNA-Try2 1-4) b) Zimograma con
las mismas muestras que a) con caseina al 3% pH 8 como sustrato. Se cargaron 5 ug de proteina
por carril en ambos geles (poliacrilamida al 12%). MM: Marcador de peso Molecular.

7.3 Bioensayo-2 (largo). Evaluacion del efecto de una a tres inyecciones de dsRNA-Try2 en las
peptidasas de la GD

Dado que con el bioensayo-1 la actividad de la tripsina se redujo a las 120 hpi (5d), se realizd un
segundo bioensayo (Fig. 6) con muestreos a los 5 dias post-inyeccion (dpi) de tratamiento. El
bioensayo-2 consistié en hasta tres inyecciones de tratamiento (dias 0, 6 y 12) y tres muestreos
(dias 5, 11 y 17). El peso inicial de los especimenes fue de 5.5 + 1.5 g. El peso promedio de los
camarones de los tres tratamientos aumenté a los 5 dpi (unainyeccién) y 11 dpi (dos inyecciones).
El aumento a los 5 dpi fue mayor en los controles (Tabla 15 del Anexo F), los especimenes
inyectados con NaCl o dsRNA-GFP subieron 1.6 y 1.1 g, respectivamente, mientras que los
inyectados con dsRNA-Try2 aumentaron 0.6 g. A los 17 dpi (tres inyecciones) los pesos promedio

no aumentaron, y en el caso de los inyectados con dsRNA (GFP o Try2) incluso disminuyeron (-1.2

g).

7.3.1 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolitica en GD (Bioensayo-2)

En general, en el bioensayo-2 (Fig. 10) se replicaron los resultados observados con el bioensayo-

1 (Fig. 8): el tiempo de respuesta (5 dpi) e incluso el efecto del dsRNA-Try2 sobre la actividad
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especifica de la quimotripsina (la cual no es blanco del dsRNA-Try2). La actividad total (Fig. 10a) y
la especifica de tripsina (Fig. 10b) se redujeron significativamente a los 5 dpi tanto con el
tratamiento dsRNA-Try2 (p<0.001) como dsRNA-GFP (p<0.01). La actividad especifica de
quimotripsina (Fig. 10c) mostrd la misma tendencia mas no fue significativo. No obstante, con dos
inyecciones (dosis) de tratamiento espaciadas, no se observaron cambios significativos ni

tendencia evidente (Fig. 10).
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Figura 10. Actividad peptidasa en GD y perfil de aminoacidos en musculo, con mas de una
inyeccidn de tratamiento en P. vannamei (Bioensayo-2). a) Actividad total. Sustrato: azocaseina
al 0.5%. b) Actividad especifica de la tripsina. Sustrato: BApNA 1 mM. c) Actividad especifica de la
quimotripsina. Sustrato: SApNA 0.1 mM. d) Perfil de aminoacidos en musculo (pool de 10
especimenes). Todas las actividades se midieron a pH 8. Se presenta la actividad 5 dias (d) después
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de una, dos y tres inyecciones de tratamiento (una dosis por inyeccion). Cada muestreo (dias 5,
11 y 17) se espacié 1 dia de la siguiente inyeccidn (dias 6 y 12). Los asteriscos indican la
significancia (* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001) de la diferencia estadistica entre tratamientos,
determinada mediante la prueba post hoc de comparaciéon multiple de Tukey (n= 8-10).

Con tres inyecciones espaciadas, el dsRNA-Try2 redujo significativamente la actividad total
(p<0.05) y especifica de tripsina (p<0.01) y quimotripsina (p<0.01), respecto al tratamiento con
dsRNA-GFP. La disminucién de la actividad de la tripsina también fue significativa (p<0.05)
respecto al tratamiento con NaCl. Cabe destacar que con tres dosis las actividades del grupo
tratado con dsRNA-GFP no disminuyeron con respecto al grupo inyectado con NaCl, por lo que

los efectos observados en el grupo dsRNA-Try2 se deben a la disminucion de la expresion

(“silenciamiento”) de la tripsina-2.

7.3.2 Perfil de aminodcidos de musculo (Bioensayo-2)

El perfil de aa de musculo se cuantificd en especimenes con dos o tres inyecciones en GD de
dsRNA-GFP o dsRNA-Try2. Los perfiles de aa de los controles y experimentales fueron ligeramente
diferentes, a excepcién de prolina (Pro), lisina (Lys) e histidina (His) (Fig. 10d, Tablas 16 y 17 del
Anexo G).

En especimentes controles (dsRNA-GFP), el aa mas abudante fue el acido aspdrtico (Asp) tanto
con dos como con tres inyecciones (14.75 + 0.12 y 14.35 + 0.33 mg aa/g muestra,
respectivamente), y el menos abundante fue la His (1.37 + 0.03 mg aa/g muestra
independientemente del nimero de inyecciones). Con el dsRNA-Try2, independientemente del
numero de inyecciones del tratamiento, el aa mas abundante fue la Pro (seguida del Asp) v, al
contrario, la His disminuyd a una concentracién no cuantificable. En estos ultimos organismos, la
concentracion de todos los aa (excepto la His) cuantificados tendié a aumentar no

significativamente. Los aa que mas aumentaron fueron Pro (1.75-2.5 veces) y Lys (2.2 veces).

7.3.3 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de proteinas y peptidasas en GD (Bioensayo-2)

Al igual que en el bioensayo-1, en general, la intensidad de las bandas de proteina de los carriles

correspondientes a los organismos experimentales (dsRNA-Try2 1-3 en Fig. 11a) fue menor
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respecto a los controles. Las bandas de las tripsinas C y B del espécimen 1 de dsRNA-Try2 fueron
notablemente menos intensas. Asimismo, las bandas de actividad de las tripsinas C, By A
disminuyeron en intensidad, aunque permanecieron distinguibles (Fig. 11b). Las diferencias mas
notables entre tratamientos se encontraron en la banda de actividad de la proteina ligeramente
mas pesada que la tripsina C (posible cuarta tripsina de acuerdo con estudios anteriores), asi
como en la correspondiente a la Mpcl, pues el dsRNA-Try2 disminuyd su intensidad. Estos
resultados se relacionan con la menor actividad proteolitica total y especifica (de tripsina y
quimotripsina) que presentaron estos mismos especimenes respecto a los controles (Fig. 11c).
Cabe resaltar que en cada carril de los geles de proteina y zimograma se cargd exactamente la
misma cantidad de proteina; cuando los volimenes de carga fueron calculados de acuerdo con

unidades de actividad, se observaron los mismos resultados (Fig. 20 del Anexo H).
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Figura 11. Perfil de proteinas y peptidasas con tres inyecciones de tratamiento en GD de P.
vannamei (Bioensayo-2) a) Perfil de proteinas de GD de ocho especimenes de P. vannamei
inyectados con NaCl (carriles NaCl 1-2), dsRNA-GFP (carriles dsRNA-GFP 1-3) o dsRNA-Try2
(carriles dsRNA-Try2 1-3). b) Zimograma con las mismas muestras que a) usando caseina al 3% pH
8 como sustrato. Se cargaron 5 ug de proteina por carril en ambos geles (poliacrilamida al 12%.)
MM: Marcador de peso Molecular. c) Tabla de las actividades proteoliticas en cada espécimen
(carril) del zimograma b), de acuerdo con la cantidad de proteina cargada y las actividades
previamente cuantificadas (Fig. 10a-c).
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7.3.4 Efecto del dsRNA-Try2 en la histomorfologia de la GD (Bioensayo-2)

Las imagenes histoldgicas de GD con dos (M2) o tres (M3) inyecciones de los tratamientos
controles (NaCl o dsRNA-GFP), o con tres inyecciones (M3) del tratamiento experimental (dsRNA-
Try2) mostraron la citomorfologia caracteristica de la GD de camardn. En la Fig. 12 se presentan
las imagenes representativas de cada muestreo y tratamiento. El corte transversal permite ver el
lumen radial o en cruz de los tubulos de la GD, y distinguir el tipico epitelio formado por células
sin vacuolas o con vacuolas (células B). Cabe resaltar que una de las tres GDs tratadas con dos
inyecciones (M2) de dsRNA-Try2 presentd un epitelio totalmente aplanado, de manera que el

didmetro del lumen y de los tubulos enteros, es significativamente mayor.
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Figura 12. Histomorfologia de la glandula digestiva de P. vannamei (Bioensayo-2). Imagenes
representativas de la morfologia de los tubulos de la GD (corte transversal) de P. vannamei.
Tincion H&E.
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8. DISCUSION

8.1 Tripsinas de la GD de P. vannamei

Las evidencias presentadas por este y otros estudios sobre la caracterizacidon de los genes,
transcritos y proteinas de tripsinas en Penaeus vannamei, han revelado que éstas representan
una gran proporcion de las serino peptidasas. Su diversidad refleja una compleja red de
mecanismos moleculares que subyacen al proceso digestivo, asi como a su respuesta adaptativa

a diversas condiciones ambientales.

P. vannamei tiene tres genes de tripsina descritos, los genes 1y 2 se expresan en la GD, mientras
que el gen 3 (mosaico de los genes 1y 2) no. Klein et al. (1998) no detectaron expresion del gen
3, pero hipotetizaron que pudo deberse a su baja expresiéon o a que sélo lo hace bajo ciertas
condiciones. De acuerdo con el andlisis bioinformatico realizado en este trabajo, los genes 1y 2
son los que comparten un mayor porcentaje de identidad (94%) entre si (Fig. 14 del Anexo B), y
se hallan en un mismo scaffold (NW_020870094.1) del genoma de referencia ASM378908v1. Por
otro lado, el gen 3 se ubica en un scaffold (NW_020868573.1) diferente. Adicionalmente, en
ambos scaffolds hay otros genes anotados como trypsin-1-like que no han sido caracterizados
(Tabla 9 del Anexo C). Esta organizacién de genes de tripsina en clusters dentro de los genomas,
ha sido evidenciada previamente en copépodos (Kvamme et al., 2005) e insectos (Wang et al.,

1999, 2020; Borges-Veloso et al., 2015).

Si bien, la expresion de estos clusters de tripsinas no se ha evaluado, si se ha observado la
coexpresion de genes (diferentes de tripsina) agrupados en clusters (Mijalski et al., 2005). De
acuerdo con los andlisis realizados en esta investigacion, la organizacidén genética (Tabla 9) y los
niveles de expresion basal de los genes 1y 2 de tripsina (Fig. 18 del Anexo D) son similares entre
si, lo que indica que posiblemente su expresion se encuentra sujeta un mismo mecanismo de
regulacién por estar en el mismo cluster. La expresion de estos dos genes de tripsina podria
suceder de manera diferencial a los localizados en otros clusters, como el gen 3, cuya expresion
es significativamente menor (Fig. 18). Es de notar que, a diferencia de Klein et al. (1998) este

estudio si encontrd expresion del gen 3 de tripsina en GD.
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A nivel proteina, es ampliamente aceptado que el camardn blanco del Pacifico expresa tres
isotripsinas en la GD. Sin embargo, la dificultad para discernir qué gen codifica qué isotripsina es
un reflejo del alto porcentaje de identidad que comparten las tripsinas, aunado al gran
polimorfismo y variabilidad, puesto que diferentes estudios reportan secuencias similares, mas
no idénticas, a las reportadas por otros autores, tanto a nivel de acidos nucleicos como de
proteinas (Tabla 6). Por ejemplo, Klein et al. (1998) originalmente mencionaron al menos 14 genes
diferentes en P. vannamei, los cuales agruparon en tres familias; Wei et al. (2014) encontraron
29 transcritos codificantes de tripsinas; y, Estrella-Soliz (2022) y colaboradores identificaron
mediante protedmica, 3 isoformas con secuencia diferente a las 3 reconocidas actualmente (C, B
y A), es decir, 6 en total. El repertorio de tripsinas digestivas podria ser mas diverso, sin embargo,
una caracterizacion detallada permanece aun pendiente. Klein et al. (1996) informaron la
presencia de tres tripsinas principales en la GD, pero también precisaron que existian al menos
tres isoformas adicionales, que consideraron secundarias al presentar menor actividad. Esta
particularidad es observable en los zimogramas de las Fig. 9b y 11b, en donde se observan varias
bandas de actividad alrededor de los 25 kDa. Como se menciond, la evaluaciéon protedmica
sugiere que en la GD del camardn blanco del Pacifico se expresan al menos seis isotripsinas

(Estrella-Soliz, 2022).

La presencia de multiples genes y transcritos de tripsina puede reflejar uno o varios eventos de
duplicacién génica, esta multiplicidad representé un desafio para este trabajo de caracterizacion
funcional de tripsinas, pues, al dia de hoy, no hay un andlisis formal de la asociacién entre los
genes de tripsina y productos (RNAs y proteinas), a excepcidon del realizado por Sainz et al.
(2004b), dando como resultado incertidumbre a diferentes niveles, como se describe en los

siguientes parrafos.

Es de notar que las isotripsinas son resueltas (distinguibles una de otra) en las zimografias (en
condiciones no reductoras) aun cuando generalmente estan conformadas por la misma cantidad
de aa (266 aa). Las diferencias en peso molecular podrian deberse a cambios postraduccionales
como la glicosilacién, pues hay indicios de que las isotripsinas son glicoproteinas, aunque se

desconocen las diferencias en tipo/cantidad de glicosilacion (Sainz et al., 2004b). Otra causa de
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las diferencias en pesos moleculares podria ser la expresion de tripsinas de distintos tamafios. Por
ejemplo, la revision bioinformatica realizada apunta que los productos de los genes (Tabla 6) de
las tripsinas AOA3R7M136 y XP_027223417.1 (asociadas al gen 2) estan conformadas por 270 y
300 aa, respectivamente. Dado el peso molecular, cabe la posibilidad de que AOA3R7M136 o
XP_027223417.1 sea una cuarta isotripsina, cuya banda de actividad se revela con ligeramente
mayor peso molecular que la correspondiente a la tripsina C, reportada por Herndndez-Cortes et

al. (2017).

Segun la secuencia N-terminal, el transcrito X86369.1 codificaria la isotripsina A y JQ304272.1
(similar a XM_027367616.1) para la isotripsina C. De ser verdadero, los genes de tripsina se
expresarian diferencialmente en los distintos tejidos del camardn. El gen 1 (Y15039.1= isotripsinas
A/B) se expresaria principalmente en hemocitos, en tanto que el gen 2 (Y15040.1= isotripsina C)
se expresaria mayoritariamente en GD. En tanto que el gen 3 (Y15041.1) no se expresaria en GD
de acuerdo con Klein et al. (1998), aunque segun resultados de esta tesis si ocurre (Fig. 18 del
Anexo D). No obstante, esta informacidn proviene de estudios que llevaron a cabo una evaluacion
técnicamente diferente. Por lo que seria de interés determinar la expresiéon de diferentes
variantes/isoformas de tripsinas en los diferentes tejidos del camarodn, lo que (hasta donde se
tiene conocimiento) no se ha reportado (ni la expresién génica, ni las bandas de actividad de las

isotripsinas en los distintos tejidos del camardn).

Con la recopilacién de la informacidn de las tripsinas es facil advertir que la secuencia del N-
terminal de las tripsinas maduras no puede ser utilizado como un clasificador confiable para la
correlacién cDNA-isoforma, pues algunos son idénticos o varian en tan sélo un aminoacido (Tabla
6). Ejemplos son IVGGSEVT que comparten la tripsina A del Gen 2 (XP_027223417.1) y otra
tripsina no clasificada del Gen 3 (XP_027232231.1), igualmente la IVGGTDAT (tripsina A o
WVH45071.1) y IVGGSDAT (tripsina-3 062562).

8.2 Efecto del dsRNA-Try2 en la expresion relativa de genes de peptidasas en GD

En decapodos, el silenciamiento génico mediado por dsRNA es considerado una técnica estandar

en investigacién (Sagi et al., 2013). Existen varios estudios en donde se utiliza RNAi exdgeno para
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mediar la expresidn genética en P. vannamei, principalmente como un método terapéutico contra
infecciones virales (Assavalapsakul et al., 2009; Riet et al., 2021). Aunque en los ultimos afos las
investigaciones sobre la funcion genética a través de esta técnica han ido en aumento (Lee et al.,
2015). Las inyecciones directas de dsRNA en el hemocele o en el musculo son los métodos mas
comunes para administrar dsRNA en camarones (Yang et al., 2014b; Sutthangkul et al., 2015),
pues el dsRNA puede circular sistémicamente en la hemolinfa a través del sistema circulatorio
abierto, donde el dsRNA puede ser incorporado por células en diferentes tejidos. Hasta donde
sabemos, este es el primer reporte en camarones peneidos en donde se prueba la administraciéon
directa del dsRNA en la GD, sitio de sintesis de las peptidasas y donde el silenciamiento mediado
por dsRNA es iniciado por endocitosis (Maruekawong et al., 2019). Nuestra aproximacion técnica
se puede considerar como novedosa por su eficiencia, pues encontramos que el dsRNA induce el
silenciamiento desde las 24 hpi y el efecto se mantiene hasta las 120 hpi (Fig. 8a-e). Pero, sobre
todo, el silenciamiento es también detectable a nivel de proteinas, en este caso, disminucion de

las actividades proteoliticas (Fig. 8f-h).

La presencia de cierto tipo lipoproteinas afines al dsRNA en el suero contribuyen a la efectividad
del silenciamiento mediado por dsRNA. En algunas especies de decdpodos de la familia
Paniluridae, el silenciamiento génico no funciona exitosamente debido a la ausencia de dichas
lipoproteinas, de acuerdo con los resultados de Banks et al. (2020). Es pertinente resaltar que en
el mismo estudio se reporta para una especie de camardn peneido, evidencia modesta pero
presente de dicho mecanismo (Banks et al., 2020). Esta ambigiliedad puede contribuir a la gran
variabilidad en la expresion observada en este trabajo para los organismos tratados con dsRNA-

Try2 (Fig. 8a-e).

El material utilizado para silenciar la tripsina fue dsRNA disefiado en base al gen 2 de las tripsinas
(dsRNA-Try2). Los datos de expresiéon muestran que efectivamente la tripsina 2 fue silenciada (Fig.
8b). No obstante, el dsRNA-Try2 no sélo silencié a la tripsina 2, sino que también a la tripsina 1
(Fig. 8a). Esto se puede explicar dada a alta homologia que comparten ambos genes, con 94% de
identidad (Fig. 14). Este resultado es esperado de acuerdo con el mecanismo de silenciamiento

mediado por dsRNA, pues dado el tamafio de las moléculas que reconocen por
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complementariedad al RNAm a silenciar, el RNAi puede interferir también a genes no blanco con
alta homologia. Es relevante destacar que este efecto puede producirse también para otras
tripsinas u proteinas homaélogas a tripsinas, pero no fue detectado dada la técnica dirigida (qPCR)

utilizada para evaluar la expresidén genética en este trabajo.

Sin embargo, contrario a lo esperado, el silenciamiento de las tripsinas resulté también en una
disminucion en la expresion de otras peptidasas digestivas evaluadas, la quimotripsina B1 y la
metalopeptidasa Mpcl (Fig. 8d-e). Esto puede deberse a un desbalance genético provocado por
la perturbacion en la expresién de un gen. Este fendmeno se ha reportado en otros estudios
enfocados en enzimas digestivas en donde se utilizan técnicas de genética inversa, como RNAi o
CRISPR-Cas. Por ejemplo, en el mosquito Aedes aegypti la expresién de enzimas digestivas se
afect6 cuando se silencié mediante RNAi a una Serino Hidroximetil Transferasa (SHMT). Por esto,
a la SHMT se le atribuye un papel regulatorio de enzimas digestivas a nivel transcripcional. La
funcién de la SHMT es la formacion de desoxitimidina trifostato (dTTP) durante la sintesis de DNA,
por lo tanto, la interferencia con esta funcion puede estar asociada con la sintesis de enzimas

digestivas pero también de otras proteinas (Li et al., 2019).

En la oruga del tabaco (Helicoverpa armigera), una especie modelo en estudio de enzimas
digestivas, se ha descrito una gran capacidad de compensar la pérdida de funcidon de genes de
enzimas digestivas, atribuida al vigor genético, considerado como una adaptacion para
contrarrestar los inhibidores de enzimas presentes en el alimento. Por ejemplo, el silenciamiento
por dsRNA de una tripsina modifica la expresion de otros genes no blanco, observando
disminucion en la expresion (aunque no significativa) de otros genes de tripsina, pero también
sobreexpresidon de tripsinas homodlogas (Sharath Chandra et al., 2018). En otro estudio de la
misma especie, la delecidn de un cluster de 18 genes de tripsina causd la sobre-expresién de 35
serino peptidasas (entre ellas 11 tripsinas y 11 quimotripsinas) y la disminucion en la expresiéon
de 12 serino peptidasas (incluyendo 3 tripsinas, 2 quimotripsinas), en GD. La delecidon también
afectd la expresion de aminopeptidasas, carboxipeptidasas y cisteino peptidasas (Wang et al.,
2020), estos resultados sustentan la teoria de compensacion ante la pérdida de funcién a nivel

digestivo.
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Aunque en P. vannamei se ha descrito un aumento en la transcripcidn de enzimas digestivas ante
la presencia de inhibidores de proteasas en el alimento (Rojo-Arreola et al., 2019a), la respuesta
compensatoria no es observable en un plazo de 17 dias (Fig. 10a-c) ante el silenciamiento de
transcritos de enzimas digestivas, lo que podria indicar que el camardn blanco carece de la
magquinaria transcripcional para compensar la degradacion de transcritos de enzimas digestivas
clave, como las tripsinas. Dados los resultados observados, podemos suponer que, en P.
vannamei el silenciamiento de tripsinas digestivas mediado por dsRNA provocé un desbalance

genético generalizado, aunque el mecanismo permanece desconocido.

8.3 Efecto del dsRNA-Try2 en la actividad proteolitica y en el perfil de peptidasas de la GD

Para que se cumpla la premisa de la caracterizacién de funcidn, el efecto silenciamiento génico
mediado por dsRNA deber ser idealmente detectado a nivel de proteina, pues sélo asi se
comprueba la pérdida de funcion (Mocellin y Provenzano, 2004). Cdmo se observa en las figuras
8g y 10b, el dsRNA-Try2 provocd una disminucidén en la actividad especifica de tripsina, este
resultado es reiterativo en ambos bioensayos realizados, aunque en el primero no
significativamente. El efecto es detectado tanto en los ensayos en tubo (Fig. 10b) como en los

zimogramas (Fig. 9b y 11b).

Aunque las tres bandas de actividad correspondientes a las tripsinas no estdn claramente
separadas en el zimograma de la Fig. 9b, se logra distinguir que las bandas de las tripsinas Ay B
disminuyen en intensidad en los organismos experimentales, e incluso desaparece en el
espécimen 2 (dsRNA-Try2), lo que sugeriria que ambas isotripsinas con codificadas por el gen 2
de tripsina. Sin embargo, debido al gran porcentaje de identidad entre los genes de tripsina, el
silenciamiento pudo haber sido inespecifico puesto que el dsRNA-Try2 disminuyé la expresién del
gen 1, que codifica la tripsina A/B (Fig. 10b). Cabe recordar que aln no se conoce la correlacion
entre los genes e isoformas de tripsina, cuya migracion electroforética podria ser afectada por
modificaciones postraduccionales como la glicosilacion (Sainz et al., 2004b). También es
importante tomar en cuenta que, como se menciond en lineas anteriores, existen mas de tres

tripsinas expresadas en la GD de P. vannamei, por lo que es posible que alguna(s) tripsina(s) no
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cuantificadas haya(n) cambiado de expresion, pero al carecer de estos datos, no es posible saber

si otras tripsinas efectuaron compensacion.

El tratamiento con dsRNA-Try2 también resulté en la disminucion de la expresidon de la
quimotripsina B1, que se reflejé en una menor actividad especifica (Fig. 8h y 10c), aunque no fue
tan evidente en las bandas de actividad correspondientes a la quimotripsina B1 en los zimogramas
(Fig. 9b y 11b). Por otro lado, la disminucion de la expresion de la metalopeptidasa Mpcl fue
notable tanto en los datos de expresidn relativa (Fig. 8e) como en los zimogramas (Fig. 9b y 11b).
Estos resultados fueron contrarios a lo esperado y no sustentan la hipdtesis de compensacién
planteada basada en investigaciones previas, que sugieren que los especimenes de P. vannamei
compensan la disminucidn de actividad de las tripsinas digestivas, cuando se exponen mediante
el alimento al inhibidor de tripsina de la soya, con un aumento en la actividad de metalopeptidasa
en GD (Maytorena-Verdugo et al., 2017a; b). El fendmeno de compensacion ha sido descrito a
detalle en otros artrépodos y comprobado a nivel de genes y proteinas. Por ejemplo, la delecién
de un cluster de 18 tripsinas en H. armigera, no redujo la actividad proteolitica total, ni las
actividades especificas de la tripsina y quimotripsina, sugiriendo una compensacion efectuada por

formas alternativas de tripsinas/quimotripsinas (Wang et al., 2020).

Sin embargo, la compensacion a la pérdida de funcidén de enzimas digestivas no es un fenémeno
comun de los artrépodos, y podria ser la excepcién, no la generalidad. La afectacién de la
actividad de quimotripsina provocada por RNAi de tripsina ha sido reportada en la polilla
Grapholita molesta, aunque los autores sdlo evaluaron a nivel de proteina y no de transcritos,
esto afecto el peso corporal y la velocidad de desarrollo de los individuos tratados (Lv et al., 2024).
Podemos concluir que la pérdida de funcién a nivel de transcritos es una afectacion profunda del
estado fisiolégico de P. vannamei que repercute en la actividad enzimdatica digestiva, una

afectacién tan aguda que no es posible compensar.

8.4 Efecto del dsRNA-Try2 en el perfil de aminoacidos de musculo

Los aa representan una fuente de energia (a través de la gluconeogénesis) importante para el

camaron, y se utilizan mas eficientemente que la glucosa de la dieta (Cuzon et al., 2019; Li et al.,
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2021). Cada aa participa en diferentes vias catabdlicas, pero todos pueden entrar al ciclo de Krebs;
por ejemplo, Pro, His, Arg, Glu y GIn son transformados en a-cetoglutarato. Por ello, la
composicion de aa y la digestibilidad de la proteina han sido ampliamente investigadas y
consideradas para la elaboracién del alimento del camardn. Por ejemplo, se sabe que la lisina es
el aminoacido esencial (aaE) limitante en el alimento, relativo a los requerimientos metabdlicos
del camardn (MclLean et al., 2024), y si uno de los aaE es deficiente limita la utilizacidon de todos

los demas aa para la sintesis de proteinas (Li et al., 2021).

Una de las referencias del estado nutricional del camardn es la composicidn de aa del musculo de
la cola, misma que se utiliza para la formulacién de dietas en la acuacultura (Cuzon et al., 2004).
Para conocer el efecto de la disminucién de la expresion de la tripsina, en el presente estudio se
cuantificaron 15 aa totales (aa libres mas los aa que forman parte de las proteinas) en musculo
de camardn, de los cuales ocho son aa esenciales (aaE) y siete son aa no esenciales (aaNE). Las
abundancias de los aa obtenidas en este estudio concuerdan con las previamente reportadas en
otros trabajos (Cuzon et al., 2004; MclLean et al., 2024), la Arg fue el aaE mas abundante e His fue
de los menos abundantes (Trp seguido de His son de los menos abundantes). Las peptidasas
sintetizadas en la GD descomponen las proteinas del alimento en oligopéptidos o aa libres que
son liberados en la hemolinfa (Guo et al., 2020; Li et al., 2021; Vogt, 2021). Los aa libres alcanzan
los demas tejidos (a través del sistema circulatorio abierto del camarén) en cuestion de minutos.
En P. vannamei, los aa totales alcanzan niveles maximos en la hemolinfa después de 30 min de la
ingesta de alimento y disminuyen a los 60 min (Guo et al., 2020). Y la fenilalanina tritiada ([3H]Phe)
liberada en la hemolinfa del primer par de pledpodos se detecta en el musculo de la cola a los 10
min post-inyeccion (p.i.), tiempo en que también ha empezado a incorporarse a las proteinas

recién sintetizadas del musculo (Mente et al., 2002).

En este contexto, dado que la administracién de tres dosis espaciadas de dsRNA-Try2 disminuyd
las actividades proteoliticas total y especifica (de tripsina y quimotripsina) en la GD (Fig. 10a-c),
se hubiera esperado que los aa totales (aa libres mas los aa que forman parte de las proteinas)
fueran menos abundantes en el musculo de los especimenes experimentales, respecto de los

controles (dsRNA-GFP). Por ejemplo, se sabe que una dieta baja en proteinas se correlaciona con
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una menor abundancia de aa totales en musculo (Cuzon et al., 2004). Contrario a lo esperado
(principalmente para los aaE), tanto con dos como con tres inyecciones de dsRNA-Try2, la
abundancia de los aa totales cuantificados incrementd no significativamente (a excepcién del aaE
His, que disminuyo a una concentracion no cuantificable). La Lys (aaE) aumentd 2.2 veces y la Pro

(aaNE) 1.75-2.5 veces (Fig. 10d, Tablas G1 y G2).

Hay que recordar que los niveles de aa totales en los tejidos dependen de la dieta, la absorcién,
los niveles de proteina y de aa libres, asi como de su sintesis y degradacion (Mente et al., 2002).
Dado que los aaE se consideran indispensables, porque el organismo no los puede sintetizar de
novo, el aumento de su abundancia en los especimenes tratados con dsNRA-Try2 no se explica
por una mayor sintesis. En cambio, el aumento de los aa totales pudo deberse a una mejor
absorcion de los aa de la dieta y/o una mobilizacion de los aa de otros tejidos hacia el musculo,
como parte de un proceso compensatorio y una estrategia para obtener energia en condiciones
estresantes. En pulpo, por ejemplo, se observé un aumento en ciertos aaE (entre ellos la Lys) y
aaNE (como Pro) en musculo con la privacién de alimento (George-Zamora et al., 2011). Aunque,
tampoco se puede descartar un efecto del dsRNA-Try2 en tejidos diferentes a la GD, como el

musculo.

Es importante mencionar que la Pro y Lys son aa clave en la estructura del coldgeno, y éste junto
con la acto-miosina determinan la textura del musculo del camarén (Ezquerra et al., 2003). Tan
sélo la Pro (e hidroxiprolina) representa un tercio de los aa que conforman el coldgeno; ademads
se ha relacionado con una mayor tolerancia al estrés en P. vannamei (Xie et al., 2015). Por otro
lado, la Lys es un precursor de carnitina, la cual transporta los acidos grasos al interior de la
mitocondria participando asi en la B-oxidacion (Xie et al., 2012). Por lo que el aumento de aa en
el musculo de especimenes con la tripsina silenciada, particularmente Lys y Pro, podria estar
relacionado con la generacidon de energia y el mantenimiento de la estructura tisular, en un
intento de compensar la falta prolongada de nutrientes, derivada de la baja actividad de las
peptidasas digestivas. Pues como lo reveld la evaluacion histoldgica (Fig. 12), el silenciamiento de
la tripsina no sélo afectd la expresidn de otras peptidasas digestivas, sino que ademas se relaciond

con la atrofia del epitelio (disminucién de altura de las células) que sintetiza dichas enzimas, y una
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menor ganancia de peso de estos especimenes (Tabla 15 del Anexo F). La atrofia, tanto la
disminucion de altura de las células como la expansiéon del lumen de los tubulos de la GD, se ha
observado en cangrejos Eriocheir sinensis en inanicién siete dias (Huang et al., 2020). En P.
vannamei, la inanicidn por 15 dias disminuyd el tamafiio de las células R y de las vacuolas de la
células B (Cervellione et al., 2017). Los especimenes de camardn de este estudio no se privaron
de alimento, pero la digestidn deficiente de la proteina pudo ser suficiente en algunos individuos

para afectar la morfologia tisular de la GD.

La pérdida de funcién de la tripsina tuvo efectos no sélo a nivel molecular (Fig. 8-11), sino también
a nivel celular (Fig. 12) e incluso en tejido mas alla de la propia GD, como en el musculo de la cola
(Fig. 10d), y su disminucion aparentemente no pudo ser compensada. Por lo que es importante
tomar en cuenta su actividad enzimdtica durante la formulacién de dietas y practicas de manejo

en la acuicultura.
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9. CONCLUSIONES

El RNAi silencié el gen blanco (tripsina) de acuerdo con multiples evidencias: menor expresion
génica relativa, menor intensidad de las bandas correspondientes a la proteina/peptidasa, y
menor actividad proteolitica total y especifica. Adicionalmente, el RNAi disminuyd la expresion y
actividad de otras peptidasas digestivas no blanco, como la quimotripsina B1 y la metalopeptidasa
Mpcl, probablemente debido a cierta inespecificidad. Sin embargo, estos resultados también
podrian deberse a una funcién reguladora de la tripsina sobre la expresidén de otras peptidasas
digestivas. Esta regulacién es conocida en el mosquito A. aegypti, en el que las tripsinas de
expresiéon temprana actuan como sensores que activan la transcripcién de tripsinas tardias

(Noriega y Wells, 1999).

Los datos obtenidos en la presente investigacion sugieren que la tripsina es relevante no sélo en
la activacién de la red o cascada de peptidasas digestivas, sino posiblemente también en su
regulacién transcripcional. Aunado a que la disminucién del nivel de transcritos de tripsina no
pudo ser compensada por otras peptidasas digestivas, afectando la histomorfologia de la GD y el
nivel de aminodacidos en musculo. Este estudio abre nuevas interrogantes a la vez que respalda la

notable importancia de la tripsina en la fisiologia digestiva.
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11. ANEXOS

Anexo A. dsRNA utilizado para los biensayos de silenciamiento

dsRNA

pb GFP Try2 pb
1000 1000
500 500
400 400
300 = 300
200 " 200
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Figura 13. dsRNA que se utilizé para el bioensayo-3. El dsRNA-GFP tiene 359 pb, y el dsRNA-Try2
tiene 345 pb. El estdndar de pesos moleculares corresponde a una escalera de DNA de 100 pb
(SM0323 Thermo Scientific). Gel de agarosa 1%.

Anexo B. Analisis de las secuencias de tripsina en P. vannamei

Gen1 Gen 2 Gen 3
Gen 1 (Y15039.1)
Gen 2 (Y15040.1) 94.02
Gen 3 (Y15041.1) 93.26 92.54
Figura 14. Matriz de porcentaje de identidad de tres genes de tripsina de P. vannamei.
Porcentajes obtenidos mediante alineamiento de dos o mas secuencias con BLASTn.
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Figura 15. Alineamiento de secuencias de aminodcidos de las tripsinas de P. vannamei. Los aa
en negritas debajo del alineamiento forman la triada catalitica. La barra rosa indica la secuencia
de aa que Sainz et al. (2004b) utilizaron para asociar las isotripsinas con las variantes de cDNA
reportadas por Klein et al. (1996).
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Figura 16. Matriz de porcentaje de identidad de las proteinas de tripsina de P. vannamei.

Tabla 7. BLASTn de los genes de tripsina en P. vannamei descritos por Klein et al. (1998)

Gen de tripsina Identidad Cobertura Valore ' 9! transcrito 1D delgen en

en el NCBI NCBI*
100.0% 100% 0.0 MH734255.1 -
¥15039.1 (Gen 1) 100.0% 65% 0.0 PP817223.1 -
100.0% 65% 0.0 X86369.1 -
99.4% 65% 0.0 XM_027367621.1 113815561
Y15040.1 (Gen 2) 99.8% 60% 0.0 XM_027367624.1 113815565
Y15041.1 (Gen 3) 98.0% 63% 0.0 XM_027376486.1 113823795

*Asociado al transcrito por el propio NCBI
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Tabla 8. BLASTx de los genes de tripsina en P. vannamei descritos por Klein et al. (1998)
ID de la proteina ID del genenel
en el NCBI NCBI
¥15039.1 (Gen 1) 86.2% 71%  3E-161  WVH45071.1 113815561
¥15040.1 (Gen2) 100.0%  56%  7E-120 XP 027223417.1 113815556
¥15041.1 (Gen3) 100.0%  64%  6E-129  CAA75311.1 113823738

ID del gen Identidad Cobertura Valor e

Anexo C. Tripsinas putativas en el genoma de P. vannamei

Con la revision del genoma de referencia (ASM378908v1), se encontrd que P. vannamei contiene

11 genes etiquetados como tripsina, dos de los cuales serian pseudogenes (Tabla 9).

Tabla 9. Scaffolds, genes, transcritos, y proteinas de tripsina en P. vannamei de acuerdo a las
anotaciones del NCBI en el genoma de referencia (ASM378908v1)

. . . Longitud . ID de la
Scaffold ID del gen P‘;‘:r :::r;;z’n;ro Lo?:t'; ud Exones ID del transcrito Lo?:t'; ud (nt) del ID de la proteina Lo;\ag:;;ud proteina en
CDS UniProt
113815555 + 454 101 - 454 892 792 2 XM_027367615.1 792 630 XP_027223416.1 266  HB6WP42
(1\:13:35351? - 456 270 - 457 662 1393 3 XM_027367616.1 1393 809 XP_027223417.1 300 HBWSS5
113815560 - 705 557 - 708 517 2 961 3 XM_027367620.1 2961 795 XP_027223421.1 264 -
NW_020870094.1 113815561 AOA423SXNY,
955 072 pb (Y15039.1) 716 512 - 717 868 1357 3 XM_027367621.1 1357 801 XP_027223422.1 266 HEWP42
(20 genes) B AOA3R7TNWS2,
113815562 + 719220 - 720 630 1411 3 XM_027367622.1 1411 801 XP_027223423.1 266 AOAA23TSET
113815563 + 722 713 - 724 094 1382 3 XR_003476602.1 1382 - misc_RNA= pseudo - -
113815564 - 725751 -727 078 1328 - - - - Pseudo - -
113815565 + 728 117 - 729 591 1475 3 XM_027367624.1 1475 801 XP_027223425.1 266 H6WSS5
XM_027376443.1 1416 801 XP_027232244.1(X3) 266 A0A423TS87
XM_027376436.1 4792 801 XP_027232237.1(X2) 266 H6WSS5
113823738 XM_027376430.1 17433 801 XP_027232231.1(X1) 266 H6WSS5
NW_020868573.1 (Y15041.1) * 53478-74317 20840 9 XM_027376457 .1 17405 801 XP_027232258.1 (X5) 266 AOA423TS92,
891 564 pb AOA423TSAS
A0A423TS92,
(20 genes) XM_027376450.1 1294 801 XP_027232251.1(X4) 266 AOA423TSAS
113823785 + 76884 -78 300 1417 3 XM_027376476.1 1417 801 XP_0272322771 266  A0A423TS92
AOA3R7MEO0S,
113823795 - 81451-82794 1344 3 XM_027376486.1 1344 801 XP_027232287.1 266 AOA423TS92

Los simbolos + que se encuentran a lado del ID de cada gen, indican la direccién del gen dentro del scaffold.

XP_027223421.1 tiene un dominio tripsina que también es relacionado a Acrosina (aa 20-261) por el sistema de clasificacion
Panther (miembro de InterpPro 100.0), véase Tabla 11. Los otros dos genes sombreados estan anotados como pseudogenes.
XR_(RNA no codificante).

El alineamiento de Y15041.1 con los tres genes de tripsina del scaffold NW_020868573.1 (Tabla

10) apoy6 que el gen 3 se relaciona a 113823738.

Tabla 10. Porcentajes de identidad™ entre el gen 3 (Y15041.1) y tres genes putativos de tripsina

Description Scientific Name Max | Total | Query E Per. | Acc.
2 Score Score Cover value Ident Len Accession
v
113823738 2021 5517 100% 00 97.71% 20840 Query_5814073
113823795 1443 1507 73% 0.0 97.73% 1344 Query_5814074
113823785 1415 1479 73% 0.0 97.14% 1417 Query 5814075

*BLASTh.
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Las secuencias de proteina mostradas en la tabla Tabla 9 se analizaron en InterPro 100.0

https://www.ebi.ac.uk/interpro/, consorcio de bases de datos que clasifica las proteinas en

familias, predice dominios y sitios importantes (Paysan-Lafosse et al., 2023). El analisis mostré
que todas las secuencias contienen el dominio tripsina (IPR001254), la triada catalitica, el sitio de
corte y los sitios de union del sustrato (Tabla 11). Adicionalmente, se hallé que XP_027223421.1
(codificada por el gen 113815560) podria estar relacionada con la acrosina. La acrosina es una
proteina similar a tripsina (su actividad se cuantifica con BApNA y se une a SBTI) que es liberada
por los espermatozoides durante la fertilizacion del évulo (Howe et al., 1991). La acrosina esta
conformada por un dominio de tripsina, y puede tener otros dominios cuya identidad (CUB, CLIP,
etc.) varia de acuerdo con los diferentes grupos de organismos. (Kodama et al., 2001; Zahn et al.,
2002; Chang et al., 2022). La acrosina (con dominio CLIP) también se expresa en corazdn en el
langostino malayo Macrobrachium rosenbergii (Chang et al., 2022). XP_027223421.1 es la
proteina que menor porcentaje de identidad (66.16% - 69.58%) comparte con las demas tripsinas

putativas, la cuales comparten > 85.34% de identidad (Fig. 17 del Anexo C).

Tabla 11. Sitios importantes en las tripsinas putativas de P. vannamei (Tabla 9) de acuerdo con
InterPro 100.0

Longitud Longitud Secuencia Region  Sitio Dominio Sitios de unién del N-terminal
Scaffold ID del gen (nt) del ID de la proteina senal u trans- de L Sitio activo de tripsina
(aa) Tripsina sustrato
CDs otro membranal corte madura
113815555 630 XP_027223416.1 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSEVT
113815556 809 XP_027223417.1 300 1-33 extra- 34-51 64(]) 63-300 108H, 159D, 2528 246D, 2718, 273G IVGGSEVT
(Y15040.1) celular’

NW_020870094.1 113815560 795 XP_027223421.1* 264 1-15 - 30() 29-263* 74H, 125D, 2158 209D, 2345, 236G IVGGTDAT
955072 pb (1\11323:?;&31) 801 XP_027223422.1 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGTDAK
(20 genes) 113815562 801 XP_027223423.1 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSEVT

113815563 - misc_RNA= pseudo - - - - - - - -
113815564 - Pseudo - - - - - - - -
113815565 801 XP_027223425.1 266 1-15 - 30(1) 29-266 74H, 125D, 2188 212D, 237S, 239G IVGGSEVT
801 XP_027232244.1 (X3) 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSEVT
113823738 801 XP_027232237.1 (X2) 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSEVT

NW_020868573.1 (Y15041.1) 801 XP_027232231.1 (X1) 266 1-15 - 30(1) 29-266 74H, 125D, 2188 212D, 237S, 239G IVGGSEVT
891 564 pb : 801 XP_027232258.1 (X5) 266 1-15 - 30(1) 29-266 74H, 125D, 218S 212D, 237S, 239G IVGGSDVT
(20 genes) 801 XP_027232251.1 (X4) 266 1-15 - 30(l) 29-266 74H, 125D, 2185 212D, 2375, 239G IVGGSDVT

113823785 801 XP_027232277.1 266 1-15 - 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSDVT
113823795 801 XP_027232287.1 266 1-15 30() 29-266  74H, 125D, 218S 212D, 2375, 239G IVGGSDVT

* A diferencia de las demas secuencias de ésta tabla, el dominio tripsina de XP_027223421.1 también es relacionado a Acrosina
(aa 20-261) por el sistema de clasificacion Panther (miembro de InterPro 100.0).

Los otros dos genes sombreados (113815563 y 113815564) estan anotados como pseudogenes por el NCBI.

T Phobius (InterPro 100.0) predijo una regién transmembranal (aa 34-51) en XP_027223417.1.
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Figura 17. Matriz de porcentaje de identidad de las tripsinas putativas de P. vannamei.

XP_027223417.1 (codificada por el gen 113815556/Y15040.1) es la tripsina putativa mas grande

(300 aa), segun los modelos predictivos (InterPro 100.0) podria tener un dominio extracelular (aa

1-33), uno transmembranal (aa 34-51) y uno intracelular (aa 64-300). Cabe mencionar que de

acuerdo con los comentarios anotados para el gen, las secuencias RefSeq, tanto la del RNA

(XM_027367616.1) como la de la proteina (XP_027223417.1), fueron modificadas en relacién a

la secuencia gendmica, afiadiéndole 1 046 bases nucleotidicas al transcrito (XM_027367616.1),
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no halladas en el ensamble gendmico para representar la secuencia codificante (CDS) inferida.

XP_027223417.1 (300 aa) es una version mas grande de H6WSS5 (266 aa) (Tabla 6).

Con el objetivo de corroborar la identidad de las tripsinas que se expresan en la GD de P.
vannamei, se hizo un tBLASTn de la presunta tripsina C (H6WSS5) contra un transcriptoma de GD
de camarones de 4-6 g sanos o controles (Tinwongger et al., 2019), a través de CrustyBase,

https://crustybase.org/ (Hyde et al., 2020). El tBLASTn resulté en 20 secuencias o contig_id (junto

con la informacién de sus secuencias de aa y sus niveles de expresion) a las que se les hizo un
BLASTp, para comparar con los nimeros de identificacién (ID) previamente obtenidos (Tabla 6).
Se revisé que estas secuencias de proteina resultantes no tuvieran dominios adicionales al de

tripsina, en la seccidon Conserved Domain Database (CDD en https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/)

del NCBI, y se ordenaron conforme al nivel de expresién génica (TMM de Trimmed Mean of M-

values) en orden descendente (Tabla 12).

Tabla 12. Resultado del tBLASTn de H6WSS?5 (tripsina C putativa) contra el transcriptoma de GD
de P. vannamei (Tinwongger et al., 2019) en CrustyBase.

Expresion génica Tamaio Resultado del Tamano

contig_id (TMM) en GD (aa) BLASTp Gen Scaffold (@a) Identidad Cobertura Valor-e Notas
AEZ67461.1 Alelo 113815561 NW_020870094.1 266 1009% o050, 4p.qe3  ABZET461.11eEne 5 [VGGTDAT,
- (224/224) asociada a la tripsina A
£ .

XP_027223422.1 Alelo 113815561 NW_020870094.1 266 1000% 1009, s5E-163 XP-027223422.1 tiene 5VGGTDAKy

DN22666_c3_g5 321253 224 (224/224) asociado a la tripsina B

09.5% WVH45071.1 tiene 5l VGGTDAT

WVH45071.1  Alelo 113815561 NW_020870094.1 266 (223'/2;4) 100% 2E-162 (tripsina A)y SDTASTY, los otros dos

tienen 2psSDTGST Y34

DN24873_c0_g1 2245 272 XP_O27219590.1 113811930  NW_0208697041 272 ;?g/'g;/;) 100% 0.0 IVGGEVAT
10,

DN55264_c0_g1 1204 215 XP027223421.1 113815560 NW_0208700941 264 212?2/1” 5 100% 1E-154 IVGGTDAT

DN46368_c0_g1 794 99  XP_0272234211 113815560  NW_020870094.1 264 g%g’g) 100%  4E-63 IVGGTDAT
0,

DN15674_c0_g1 717 282 XP_0272304011 113822075  NW 0208708231 304 29787'/222‘)2) 100% 0.0 IVGGVGAS

DN15619_c0_g1 742 275 XP02T2163911 113809101  NW 0208693911 270 2%%/920;“0) 9% 0.0 IVGGEDAV

DN11241_c0_g1 471 273 XP_0272261311 113818203 NW 0208703761 267 2:5(7’;’;@7) 97% 0.0 IVGGQDSF
0,

DN20591_c0_g1 261 279 XP_027231565.1 113823146  NW_020870959.1 276 (297%2;"6) 98% 0.0 IVGGQEVE

DN22822_c0_g1 254 362 XP_027232966.1 113824427  NW_020871102.1 355 (3%%/1;22) 100% 0.0 No tiene GG de la VGG
10,

DN15918_c0_g1 181 314 XP_027238744.1 113829771  NW_020872562.1 314 (31?‘?3/1” jy 100% 00 IVGGIVTE

DN22265_c0_g1 74 338 XP_027237466.1 113828658  NW_020872420.1 338 (3133?;?3) 100% 0.0 IVGGSPAE

También se buscd qué tripsinas se expresan en branquias. Con CrustyBase, se analizé un
transcriptoma de camarones de 30-40 mm de largo (Zhang et al., 2016), y se siguid la misma légica
gue con los resultados del transcriptoma de GD, para identificar las secuencias de tripsina (Tabla

13). Zhang et al. (2016) investigaron la expresion génica en branquias de camarones mantenidos


https://crustybase.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/

100

en agua con tres diferentes salinidades. Bajo cualquiera de las tres salinidades, la expresién de la
tripsina (XP_027223422.1) fue practicamente nula, y al igual que en GD, la secuencia N-terminal

de la tripsina C madura (IVGGSEVT/IVGGTEVT) no se hallé (Tabla 13).

Tabla 13. Resultado del tBLASTn de H6WSS5 (tripsina C putativa) contra el transcriptoma de
branquias de P. vannamei (Zhang et al., 2016) en CrustyBase

Expresion génica (RPKM) en branquias

Tamafio Resultado del Tamafio

contig_id Marina Salobre Dulce (aa) BLASTp Gen Scaffold (aa) Identidad Cobertura Valor-e  Notas
(30 ups o control) (15 ups)
232587 ¢l sl 0.00 195 000 266 XP027223422.1 113815561 NW 0208700941 266 0%  1o0% oo 'ofipsinaB
C C S . . A B . .
- - - (265/266) ° IVGGTDAK
0,
205441 €0 s1 1.00 058 056 278 XP 0272304011 113822075 NW 0208708231 304 (232'/22;“8) 100% 00  IVGGVGAS
99.66%
223920 <0 s1 0.16 0.18 122 295 XP0272374661 113628658 NW 020872201 338 . 100% 00  IVGGSPAE

Por ultimo, se analizaron las tripsinas halladas mediante protedmica en GD de P. vannamei por
Estrella-Soliz (2002). Dicho estudio encontré la expresidon de cuatro tripsinas (AOA3R7MEQS,
A0A423SXG7, A0A3R7M136 y AOA3R7NWS2), y tomando en cuenta los datos de Klein et al. (1996)
y Sainz et al. (2004b), sugirié que en la GD se expresan al menos seis isotripsinas (Estrella-Soliz,
2022). Para homologar los numeros de identificacidn (IDs) de las proteinas dados por los autores
(IDs del proteoma UP000283509 en UniProt) con los utilizados en esta investigacion (IDs RefSeq),
y asi saber qué genes de tripsina se expresaron, se realizé un tBLASTn (Tabla 14). La tripsina
(proteina) que mas se expreso (6-32 veces mas) en GD es la XP_027232287.1 (= AOA3R7MEQ8),
la cual no esta asociada a ninguna de las isotripsinas conocidas (C, B, A). Sin embargo, la tripsina
cuya expresion (proteina) cambia significativamente con la ingesta de alimento (3h postprandial)

es la tripsina XP_027223422.1 (=AOA3R7M136), que corresponde a la isotripsina C.
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Tabla 14. Resultado del tBLASTn de las tripsinas halladas en proteoma de GD de P. vannamei
(Estrella-Soliz, 2022)

IDdela p‘rutema Tamafio Identidad Cobertura Valor e Transcrito ID de la proteina Tamaiio ID del gen N-terminal de la tripsina
en UniProt (aa) en NCBI (aa) madura
ROT68888.1

. 113815556 (Gen 2
AOA3R7M136 270 98.5% 100% 0.0 XM_027367616.1 relacionada con 270 IVGGSEVT

Y15040.1): tripsina C
(XP_027223417.1)

113815561 (Gen 1

AOA4235XN9 266 94.7% 100% 0.0 XM_027367621.1 XP_027223422.1 266 c IVGGTDAK
Y15039.1): tripsina B
JQ277721.1 ROT68887.1 AO0A4235XG7=ROT68887.1,
AOA423SXG7 228 88.8% 96% 9E-139 (relacionada con (relacionadacon 228 113815555 no tienen IVGG
XM _027367615.1) XP_027223416.1) (XP_027223416.1 si tiene)
AOA3R7NWS2 266 100% 100% 0.0 XM_027367622.1 XP_027223423.1 266 113815562 IVGGSEVT
ADA423TSAS 266 94.7% 100% 0.0 XM_027376457.1 XP_027232258.1 266 113823,738 (Gen 3): IVGGSDVT
(X5) Variante X5
AOA3R7MEO8* 266 94.7% 100% 0.0 XM_027376486.1 XP_027232287.1* 266 113823795 IVGGSDVT

* AOA3R7MEOS (=XP_027232287.1) es 6-32 veces mas abundante que AOA423SXG7, AOASR7NWS2 y AOA3R7M136 (Estrella-Soliz,
2022).

Anexo D. Expresion génica absoluta de peptidasas de la GD

1-

-2-

Expresion basal absoluta (Log10 ng/ul)
"

Figura 18. Expresidn génica absoluta de peptidasas de la GD. Camarones controles sin inyectar
del Bioensayo-1. Las diferencias de letras denotan la diferencia estadistica (p<0.05) entre
tratamientos determinada mediante ANOVA de una via (n=19).
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Anexo E. Prebioensayo-2
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Figura 19. Actividad de la tripsina con una o dos dosis del tratamiento (Prebioensayo-2).
Actividad a 2, 5 y 9 dias (d) después de la primera inyeccién (una dosis) de tratamiento. A los 12
d se administrd la segunda dosis: Actividad a 5d (17d) y (19d) 7d después de la segunda inyeccién
(dos dosis). Sustrato: BAPNA 1 mM a pH 8. Cada punto representa la actividad en GD de un solo
espécimen de camarén. El asterisco (*) denota la diferencia estadistica entre tratamientos
determinada mediante la prueba post hoc de comparacion multiple de Dunn (n=4-5). * p<0.05.

Anexo F. Pesos de especimenes de camardn (Bioensayo-2)

Tabla 15. Diferencias de peso de los especimenes de P. vannamei del Bioensayo-2
Diferencias* de peso (g) promedio

5 dias 11 dias 17 dias
liny. 2iny. 3iny.
NaCl 1.6 1.1 -0.3
dsRNA-GFP 1.1 0.8 -1
dsRNA-Try2 0.6 1.3 -1.4

* Las diferencias se calcularon a partir de los pesos obtenidos al muestrear menos los pesos
obtenidos durante la inyeccién previa. Por ejemplo, la primera columna de la tabla se calculé con
el peso promedio de los especimenes (n=10) del muestreo 1 (M1) menos el peso promedio de los
especimenes al momento de la inyeccién 1 (Pwm1- Pi1). Lo mismo se realizé para la segunda (Pmz -
P12) y tercera (Pms3 - Pi3) columna.
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Anexo G. Aminoacidos en musculo de P. vannamei

Tabla 16. Aminoacidos* no esenciales en musculo de P. vannamei
dsRNA ACId? Ac,ld(_) Serina Glicina Alanina Tirosina Prolina
glutamico aspartico
M2B2 GFP  9.49+0.09 14.75+0.12 2.87+001 10.15%0.18 6.89+0.06 3.04+0.05 6.91+0.28
2iny. Try2 10.44+0.76 1595+1.22 3.23+0.20 1093+053 7371046 3.391x0.27 17.4910.89
M3B2 GFP  9.11+024 14.35:0.33 2.80+006 9.36+0.48 6404018 291+0.09 9.23+0.86
3iny. Try2 10.79+0.20 16.29+0.30 3.38+0.10 11.47+0.45 7.80+0.11 3.61+0.08 16.22+1.32

*Los valores representan [mg aminoacido/ g muestra]. Promedio + error estandar (n=3)

Tabla 17. Aminoacidos* esenciales en musculo de P. vannamei

dsRNA Arginina Leucina  Fenilalanina Lisina Isoleucina Valina Treonina Histidina

M2 B2 GFP 8.18+0.10 6.86+0.14 4.87+0.09 254009 4.08+0.06 3.86+0.04 3.20+0.03 1.37+0.03

2iny. Try2 9.00+0.64 7.76+0.56 5.01+0.29 6.19+080 4.56+0.26 4.35+0.29 3.6810.24 NC
M3 B2 GFP 7.58+0.17 6.51+0.17 467+010 2.70+0.24 3.89+0.09 3.75+x0.12 3.16+0.08 1.37+0.03
3 iny. Try2 8.94+0.18 8.06+0.16 5.32+0.23 5721025 4.8910.09 4.64+0.08 3.8210.06 NC

*Los valores representan [mg aminoacido/ g muestra]. Promedio + error estandar (n=3).
NC: no cuantificable

Anexo H. Perfil de proteinas y peptidasas en GD (Bioensayo-2)

NaCl dsRNA-GFP dsRNA-Try2

KDaMM 1 2 1 2 3 1 2 3 MM KDa

50
<Mpc1

Quimo-
tripsinas
Tripsinas
Tratamiento NacCl dsRNA-GFP dsRNA-Try2
Espécimen 1 2 1 2 3 1 2 3
Actividad total (mU)| 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
Proteina (ug)| 2.4 24 29 2.3 52 4.0 4.3 4.1
Actividad de tripsina (mU)| 0.9 0.7 11 0.7 0.7 04 1.0 0.8
Actividad de quimotripsina (mU)| 1.5 1.6 1.8 1.7 1.4 2.2 1.4 1.7

Figura 20. Perfil de peptidasas con tres inyecciones de tratamiento en GD de P. vannamei
(Bioensayo-2) Zimograma (sustrato: caseina al 3% pH 8) de ocho especimenes inyectados con
NaCl, dsRNA-GFP o dsRNA-Try2, con 7 mU de actividad por carril en el gel (poliacrilamida al 12%.),
véase la tabla. MM: Marcador de peso Molecular. Las flechas blancas sefialan las bandas
correspondientes a los pesos moleculares indicados.



