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RESUMEN

A pesar de los grandes avances en las tecnologías de secuenciación, la información
genómica disponible para especies marinas no-modelo de interés ecológico, evolutivo y
económico es aún escasa. El objetivo de este trabajo fue identificar genes expresados
durante la espermatogénesis en la almeja hermafrodita funcional Nodipecten subnodosus
(Mollusca: Bivalvia: Pectinidae), con el propósito de obtener un panel de genes que
pudieran a futuro permitir el estudio de transcripción diferencial de genes entre almejas
diploides y triploides en el contexto del arresto meiótico y esterilidad reproductiva.

Dado que la principal meta era aislar genes involucrados en meiosis y otros procesos
relacionados a la maduración testicular, se generaron genotecas de hibridación sustractiva
de testículo vs gónada inactiva. Dos aproximaciones de secuenciación fueron empleadas,
obteniéndose 325 y 177 ESTs mediante secuenciación capilar (Sanger) y mediante el uso de
pirosecuenciación (454-FLX) se maximizó la cantidad de ESTs resultando en 34,276
lecturas. Un total de 1,153 genes de la genoteca de testículo tuvieron un hit por blastx y una
anotación ontológica, incluyendo genes de meiosis, espermatogénesis, diferenciación
sexual y elementos transponibles. Algunos de los genes de meiosis identificados poseen
función en el apareamiento de cromosomas (scp2, scp3), recombinación y reparación de
ADN (dmc1, rad51, ccnb1ip1/hei10) y en checkpoints de meiosis (rad1, hormad1,
dtl/cdt2). Los análisis de expresión para genes de meiosis en distintos estadios
gametogénicos en ambas regiones sexuales de la gónada  confirmaron que la expresión fue
específica o incrementada hacia el testículo en maduración. Los genes de espermatogénesis
incluyeron algunos reconocidos como testis-específicos (kelch-10, shippo1, adad1), y
algunos de ellos se conoce que están relacionados a esterilidad. Los genes de diferenciación
sexual incluyen a uno de los genes mas conservados en el comienzo de la cascada de
determinación sexual (dmrt1). La identificación de transcritos codificantes para elementos
transponibles, transcriptasas reversas, y transposasas de la genoteca de testículo en
maduración son evidencia de que la transposición es un evento activo durante la
espermatogénesis en N. subnodosus. En relación a la genoteca de gónada inactiva, se
identificaron 833 transcritos con anotación funcional relacionada a la maquinaria de
transcripción y traducción de proteínas, y más importante, al mantenimiento y control de la
línea germinal (notch homolog 2, btg member 2, btf3 homolog 4, hes-1, Tcf21).

El segundo objetivo fue establecer la major estrategia para analizar la expresión por PCR
cuantitativa, definiendo el impacto de la elección al azar de genes de referencia en la
normalización de la expresión génica y las inferencias derivadas de esto. Para especies no-
modelo, con información mínima o inexistente, la cuantificación relativa de la expresión
génica requiere de información preliminar que incluya el aislamiento de genes de referencia
potenciales y la identificación de aquellos que se expresan establemente bajo las
condiciones biológicas de interés. En éste trabajo, secuencias parciales de cuatro genes
fueron aisladas de ADNc de tejido gonadal de N. subnodosus para ser evaluados como
genes de referencia: 18S-rRNA (18S), riboproteina l8 (rp-l8), actina-β (act-β), y el factor de
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elongación 1α (ef-1α), con una quinta secuencia codificante para una alfa-tubulina (tub-α)
encontrada en las genotecas SSH que también se agregó como un gen potencial de
referencia. Los análisis de estabilidad de estos cinco genes usando geNorm y NormFinder
indicaron que 18S junto con rp-l8 fueron los genes más estables para la normalización de
expresión génica durante el desarrollo gonadal en ambas partes sexuales. El gen menos
estable fue tub-α, que mostró una expresión sesgada entre regiones sexuales de la gónada,
por lo que fue analizado como un gen blanco. La expresión relativa, estimada mediante la
normalización con la combinación de 18S y rp-l8 como genes de referencia, indicaron que
en el avance de el desarrollo gonadal, el gen tub-α fue sobreexpresado en la región
masculina, indicando que se trata de una isoforma testículo-específica. Análisis posteriores
de su expresión en distintos tejidos indicaron que tub-α es expresado en forma elevada y
específicamente en gónada masculina, aunque la expresión en tejido de músculo aductor
fue también observada pero en niveles significativamente menores que en la región
testicular. Las tubulinas han sido extensivamente usadas como genes de referencia, pero en
este trabajo se ha demostrado que algunas tubulinas pueden no ser adecuadas como genes
de referencia. Otro gen aislado de forma dirigida, un miembro de la familia de las DEAD-
box ARN helicasas (ddx) no mostró cambios en su expresión durante el desarrollo de la
gónada o entre regiones sexuales, y fue empleado para analizar su expresión y discutir las
distintas inferencias estadísticas que resultan de el uso arbitrario de genes ‘elegidos al azar’
durante la normalización de la expresión génica.

Palabras clave: Espermatogenesis, genómica funcional, meiosis.

____________________________ _____________________________

Dra. Ana María Ibarra Humphries Dra. Silvia Alejandra García Gasca

Co-directoras
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ABSTRACT

Despite the great advances in sequencing technologies, genomic and transcriptomic
information for marine non-model species with ecological, evolutionary, and economical
interest is still scarce. This work was aimed to identify genes expressed during
spermatogenesis in the functional hermaphrodite scallop Nodipecten subnodosus
(Mollusca: Bivalvia: Pectinidae), with the purpose of obtaining a panel of genes that would
allow in the future for the study of differentially transcribed genes between diploid and
triploid scallops in the context of meiotic arrest and reproductive sterility. Because the
principal aim was to isolate genes involved in meiosis and other testis maturation-related
processes, suppressive subtractive hybridization libraries of testis vs. inactive gonad were
generated. Two sequencing approaches were used, obtaining 352 and 177 ESTs by Sanger
sequencing, and by using pyrosequencing (454-Roche) we maximized the identified ESTs
to 34,276 reads. A total of 1,153 genes from the testis library had a blastx hit and GO
annotation, including genes specific for meiosis, spermatogenesis, sex-differentiation, and
transposable elements. Some of the identified meiosis genes function in chromosome
pairing (scp2, scp3), recombination and DNA repair (dmc1, rad51, ccnb1ip1/hei10), and
meiotic checkpoints (rad1, hormad1, dtl/cdt2). Gene expression analyses in different
gametogenic stages in both sexual regions of the gonad of meiosis genes confirmed that the
expression was specific or increased towards the maturing testis. Spermatogenesis genes
included known testis-specific ones (kelch-10, shippo1, adad1), with some of these known
to be associated to sterility. Sex differentiation genes included one of the most conserved
genes at the bottom of the sex-determination cascade (dmrt1). Transcript from transposable
elements, reverse transcriptase, and transposases in this library evidenced that transposition
is an active process during spermatogenesis in N. subnodosus. In relation to the inactive
library, we identified 833 transcripts with functional annotation related to activation of the
transcription and translation machinery, but more importantly, to germline control and
maintenance (notch homolog 2, btg member 2, btf3 homolog 4, hes-1, Tcf21)..

The second goal of this work was to establish the best strategy for analyzing gene
expression by quantitative PCR, defining the impact that reference genes randomly chosen
have on normalization of gene expression and the inferences derived from that. For non-
model species as many used for aquaculture, with minimal or no genomic information,
relative quantification of gene expression studies requires preliminary research including
the isolation of potential reference genes and the identification of those stably expressed
under the biological conditions of interest. In this work four partial gene sequences were
isolated from gonad tissue cDNA in the functional hermaphrodite scallop Nodipecten
subnodosus to be evaluated as reference genes: 18S-rRNA (18S), riboprotein l8 (rp-l8),
actin-β (act-β), and elongation factor 1α (ef-1α), with a fifth partial sequence from an
alpha-tubulin (tub-α) found in the libraries also included as a potential reference gene.
Stability analysis for the five putative reference genes with geNorm and NormFinder
indicated that 18S together with rp-l8 were the most stable genes for normalization of gene
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expression during gonad development in both, male and female sexual regions of the
hermaphrodite N. subnodosus. The least stable gene was tub-α, showing a biased
expression profile between sexual regions of the gonad; therefore this gene was analyzed
thereafter as a target gene. Relative expression, estimated by normalization with the
combination of 18S and rp-l8 as reference genes, indicated that as gonad development
advanced, tub-α in the male region was up-regulated pointing toward this gene being a
testis-specific α-tubulin isotype. Further analyzes of gene expression among tissues
indicated that tub-α is specifically and highly expressed in the male gonad, although
expression in adductor muscle was also observed but at significantly lower levels. Tubulins
have been extensively used as reference genes, but in this work it was shown that some
tubulins might not be suitable as reference genes. Another gene found in the libraries, a
putative member of the DEAD-box RNA helicase family (ddx), showed no changes in
expression during gonad development or between sexual regions, and was chosen to
analyze gene expression and discuss the different statistical inferences resulting from the
arbitrary use of ‘randomly-chosen’ reference genes when normalizing gene expression.

Keywords: spermatogenesis, functional genomics, meiosis.
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1 INTRODUCCIÓN

La almeja mano de león (Nodipecten subnodosus) es una especie de molusco bivalvo

pectínido que habita en la costa Oeste del Pacífico. Se le ha adscrito una distribución desde

la península de Baja California hasta Perú (Keen, 1971), aunque otros estudios indican que

su distribución se limita a la frontera sur del Golfo de California (Smith, 1991), con otra

especie, Nodipecten arthriticus, estando presente hacia el Pacifico Sur. Recientemente

Petersen et al. (2010) definieron la estructura poblacional de N. subnodosus, encontrando

una diferenciación genética entre la almeja distribuida en el Pacífico y en el Golfo de

California. Adicionalmente encuentran dos clados a nivel mitocondrial, uno de los cuales se

encontró en mucha menor frecuencia en el Golfo de California que en el Pacífico, y aunque

una diferenciación a nivel de subespecie no logró hacerse, tal trabajo sugiere la necesidad a

futuro de profundizar en estudios para establecer la posición taxonómica del género

Nodipecten.

Esta especie es explotada bajo el esquema de captura controlada de poblaciones naturales,

y no bajo el esquema de cultivo acuícola de organismos producidos en laboratorio a partir

de reproductores obtenidos de poblaciones naturales. En un contexto productivo,

N. subnodosus presenta un alto valor comercial a nivel regional debido al gran tamaño que

alcanza su músculo aductor, y es capturado principalmente en la costa del Pacífico de la

península de Baja California, siendo la población de la laguna Ojo de Liebre la única capaz

de sostener una pesquería constante. La única otra población que se localiza dentro del

Golfo de California, desde Bahía de Los Ángeles hasta Bahía de La Paz (Petersen et al.,

2010), es demasiado pequeña para sostener una pesquería (Massó-Rojas, 2000, citado en

Ramírez-Arce, 2009). Recientemente, la captura de organismos con fines de explotación

pesquera se ha visto comprometida por mortalidades (Villalba-Vega, 2011). Dada la

importancia económica y la comprometida situación de las poblaciones naturales para

explotación, el cultivo de la especie en sitios específicos, bajo condiciones sanitarias

adecuadas, podría resultar a futuro en una verdadera alternativa para el aprovechamiento de

ésta especie en ambientes donde su cultivo es propicio (Racotta et al., 2003, 2008;

Ramírez-Arce, 2009). Para esto, la generación de conocimiento asociado con la
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reproducción para la mejora en la producción larvaria es de suma importancia, así como

también es importante el desarrollo y optimización de biotecnologías que mejoren las

capacidades de cultivo de la especie.

Uno de los problemas principales en la producción en laboratorio de la almeja mano de

león resulta del uso de un reducido número de reproductores (Petersen et al., 2008;

Petersen et al., 2010), generándose larva con alta consanguineidad, aunado al hecho de que

ésta es una especie hermafrodita funcional, que en condiciones normales produce ovocitos

y esperma simultáneamente (Rupp et al., 2011). La reducida variabilidad genética en larva

de laboratorio puede a su vez generar un impacto genético sobre las poblaciones naturales

cuando estas cohabitan y se reproducen en conjunto. Una posible solución a este problema

es el desarrollo de cultivos de organismos triploides o estériles, como medida de

confinamiento.

La inducción a la triploidía ha sido extensamente aplicada en moluscos bivalvos (Hulata,

2001; Dunham, 2004). En el caso de la almeja mano de león, resulta en una reducción casi

total en el desarrollo de la gónada, aunque no necesariamente en una mejora en crecimiento

(Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramírez-Arce, 2009). Esto es, bajo ciertas condiciones

ambientales, principalmente donde la disponibilidad de alimento es limitada (Ramírez-

Arce, 2009), la energía normalmente dedicada a la gametogénesis puede redirigirse al

crecimiento del músculo aductor en triploides (Racotta et al., 2008), confiriendo esto una

ventaja sobre los diploides

1.1 Triploidía en la almeja mano de león y otras especies

La condición de triploidía se define como la ocurrencia de tres juegos de cromosomas

homólogos en el genoma de un organismo, y representa una condición genética de interés

en la acuacultura de moluscos bivalvos, ya que generalmente se asocia a un mayor

crecimiento del organismo (Piferrer et al., 2009). Particularmente en bivalvos pectínidos

(almejas, escalopas), se ha documentado mayor crecimiento del músculo aductor (Tabarini,

1984; Ruiz-Verdugo et al., 2000, 2001; Yang et al., 2000). Esta condición de poliploidía es

manipulable en laboratorio, induciéndose en bivalvos generalmente mediante el bloqueo de
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la extrusión del segundo cuerpo polar por agentes físicos o químicos (Scarpa et al., 1994;

Piferrer et al., 2009), aunque tecnologías alternativas de producción de triploides

“naturales” han sido desarrolladas mediante apareamiento entre individuos diploides y

tetraploides, éstos últimos siendo obtenidos por bloqueo de la extrusión del cuerpo polar I

en ovocitos de individuos triploides (Guo et al., 1996; Eudeline et al., 2000; Maldonado et

al., 2003; McCombie et al., 2005). Sin embargo, la producción de triploides naturales es un

reto para aquellas especies de bivalvos que presentan alto grado de esterilidad asociado a la

condición triploide.

Uno de los métodos extensivamente empleados para la producción de triploides naturales

se basa en la consecuente producción de tetraploides a partir de triploides para ser usados

como progenitores en cruzas de organismos tetraploides con diploides que resultan un alto

porcentaje de progenie en condición triploide (Guo et al., 1996; McCombie et al., 2005).

Este procedimiento se ha documentado como posible en la almeja catarina Argopecten

ventricosus (Maldonado et al., 2003), ya que cierta proporción de la población de triploides

es capaz de generar gametos. Sin embargo, la esterilidad asociada a la triploidía de la

almeja mano de león es prácticamente total (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramírez-

Arce, 2009), lo que imposibilita la generación de tetraploides hasta el momento. Estudios

realizados en almeja catarina han sugerido que la esterilidad de triploides, cuando ocurre,

resulta de un arresto meiótico por mecanismos génicos de revisión de la fidelidad en

meiosis, o checkpoints (Maldonado-Amparo e Ibarra 2002a y b; Maldonado-Amparo et al.,

2004). En el caso de la almeja mano de león, se ha observado que la esterilidad derivada en

condición triploide ocurre en ambas regiones sexuales de la gónada, por lo que ésta especie

resulta entonces un modelo interesante para estudiar los mecanismos genéticos que

pudieran estar determinando dicho arresto, ofreciendo la posibilidad de explorar a futuro

otras alternativas para la inducción a la esterilidad además de la triploidía, como sería la

inhibición de genes específicos y requeridos para completar la meiosis.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Biología reproductiva

La reproducción de N. subnodosus es discontinua, típicamente anual, con un periodo de

maduración gamética durante la temporada cálida (Racotta et al., 2003; Arellano-Martínez

et al., 2004, 2011; Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramírez-Arce, 2009) y con una talla

de primera madurez a los 5 cm de longitud de concha. A partir de esta talla, ambas regiones

sexuales de la gónada se desarrollan sincrónicamente, y el desove puede presentar un corto

período de retraso entre cada tipo de gameto, generalmente iniciando con la liberación de

esperma, evitando la autofecundación (Arellano-Martínez et al., 2011; Rupp et al., 2011).

La gametogénesis ocurre en una estructura funcional de la gónada, llamada acino, de una

forma similar a la observada en otras especies de pectínidos, en la que los gametos se

producen a partir de células germinales primordiales localizadas en el margen interno del

acino. En la parte testicular, las células espermáticas maduran a partir de las células

germinales en un proceso radial, y de forma contraria al ovario, en la cual los ovocitos se

encuentran arrestados en metafase-I desde el inicio de la vitelogénesis y hasta la

fertilización externa, en la región testicular todos los estadios meióticos se notan

representados en el acino en maduración (Beninger y LePennec, 2006). Su ciclo

reproductivo presenta períodos de formación de gametos, un desove generalmente total,

fertilización de ovocitos en la columna de agua, desarrollo larvario planctónico, fijación a

sustrato bentónico mediante un 'byssum' temporal y crecimiento libre en fondos marinos

hasta su madurez reproductiva (Rupp et al., 2011). En cuanto a la estrategia reproductiva,

ésta es variable, ya que es de tipo oportunista cuando los organismos crecen en áreas con

alta disponibilidad de alimento continuamente (Racotta et al., 2003), pero de tipo

conservativa cuando el alimento en el hábitat está restringido a periodos específicos

(Racotta et al., 2008; Ramírez-Arce, 2009). Se ha reconocido que durante la actividad

gametogénica existe movilización y metabolismo de compuestos bioquímicos, como son

algunas clases de lípidos, ácidos grasos insaturados y glucógeno (Racotta et al., 2003,

2008; Arellano-Martínez et al., 2004; Palacios et al., 2005, 2007).
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En forma general, en los moluscos el conocimiento de la modulación de la gametogénesis

por mecanismos endógeno de tipo endócrino, o más específicos como la diferenciación y

mantenimiento de tejido germinal y la diferenciación de regiones sexuales, es

prácticamente inexistente (Cunningham et al., 2006; Saavedra y Bacherre, 2006; Boutet et

al., 2008; Tanguy et al., 2008; Fleury et al., 2009). Dentro de lo que se conoce de la

regulación endógena de la gametogénesis de bivalvos, se sabe que existe una asociación

entre los niveles gonadales de monoaminas (norepinefrina, dopamina, serotonina) y el

desarrollo de la gónada, con importantes diferencias en función a la parte sexual de la

gónada (López-Sánchez et al., 2009), y también se ha demostrado la ocurrencia de

hormonas peptídicas similares a la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH) en

extractos de ganglios neuronales, así como el efecto de la GnRH de mamíferos en la

proliferación de células germinales (Croll y Wang, 2007; Nakamura et al., 2007; Ketata et

al., 2008). Más recientemente se identificaron y reportaron las secuencias de transcritos

correspondientes a GnRH en el ostión japonés Crassostrea gigas (Bigot et al., 2012) y en

la almeja Patinopecten yessoensis (Treen et al., 2012). Sin embargo, hoy en día el

desarrollo de nuevas herramientas de análisis genómico y molecular, potencializan el

estudio de aspectos particulares en este sentido (Piferrer et al., 2009). Por ejemplo, Dheilly

et al. (2012) identificaron recientemente, a través del uso de microarreglos, marcadores

potenciales de diferenciación sexual y genes expresados diferencialmente entre

espermatozoarios y ovocitos en el ostión Crassostrea gigas, una especie protándrica con

alternancia de sexos.

2.2 Regulación de la meiosis durante la gametogénesis

La mayoría de la información existente sobre los mecanismos citogenéticos y moleculares

que ocurren en la meiosis se han generado en modelos de relativa simplicidad en cuanto a

su manipulación en laboratorio, como lo son la levadura Saccharomyces cerevisiae

(Roeder, 1997) y el nematodo Caenorhabditis elegans (Dernburg et al., 1998; Bhalla y

Dernburg, 2005). Sin embargo, en prácticamente todo eucariota, la meiosis involucra dos

divisiones celulares secuenciales (meiosis I y II) sin un período de interfase entre ellas. La

primera división nuclear incluye la segregación de cromosomas homólogos ya replicados, y
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durante la segunda división, las cromátidas hermanas derivadas del único ciclo de

replicación del ADN (interfase) son separadas o segregadas, resultando en la formación de

cuatro núcleos haploides, seguido de la citocinesis (división celular) que conforma cuatro

células haploides. Al igual que en la mitosis, tanto la meiosis I como la meiosis II se

subdividen en cuatro estadios generales: profase, metafase, anafase y telofase.

Adicionalmente, la profase de la meiosis I (profase I) se subdivide en 5 períodos exclusivos

(leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis), determinados en función al tipo y

avance de interacción entre cromosomas homólogos previo a su separación. Es en la

profase I donde ocurren los eventos de recombinación de cromosomas homólogos, durante

la formación de una estrecha unión física entre homólogos llamada complejo

sinaptonémico (CS). La ocurrencia del complejo sinaptonémico se basa en la formación de

puentes proteicos entre los bivalentes (par de homólogos), que permite el intercambio

recombinatorio mediante un complejo proceso de ruptura de dobles hebras, intercambio,

reunión y reparación de ADN (Wyman et al., 2004; Wilkins y Holliday, 2009) (Fig. 1).

Fig. 1. Eventos de cambios morfológicos propios de la profase 1. Durante la fase de paquiteno, los
pares de cromosomas homólogos se encuentran completamente cohesionados, y la recombinación

ocurre mediante la formación de uniones tipo Holliday. DSB: Double Strand Breaks. Figura
modificada de Alberts et al. (2008).
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2.3 Efectos de la triploidía sobre la gametogénesis

En pectínidos, como en otras especies de moluscos, la triploidía se asocia a un severo

retardo en la reproducción, y a una esterilidad parcial o total. Se propone que la esterilidad

asociada a la triploidía propicia una menor movilización de energía hacia la producción de

gónada, favoreciendo un balance fisiológico adecuado para el crecimiento del organismo

(Tabarini, 1984; Allen y Downing, 1990; Ruiz-Verdugo et al., 2001), aunque los factores

ambientales y propios de la biología reproductiva de las diferentes especies no permiten

hacer generalidades al respecto (Maldonado-Amparo et al., 2004; Racotta et al., 2008,

Ramírez-Arce, 2009). En la almeja mano de león se observa una esterilidad en triploides

prácticamente total (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramírez, 2009). Por otro lado, en la

almeja catarina (Argopecten ventricosus), también hermafrodita funcional, se ha notado

que la regionalización de la gónada masculina y femenina se pierde en los triploides (Ruiz-

Verdugo et al., 2000) y la esterilidad no es total, produciéndose preferentemente ovocitos

sobre espermatozoides inclusive en la región masculina de la gónada de algunos individuos

triploides (Maldonado-Amparo y Ibarra, 2002b).

Adicionalmente, los organismos tetraploides de Argopecten ventricosus muestran un

cambio en la regionalización sexual-gonadal, reduciendo la parte masculina de la gónada

más de un 80% (A.M. Ibarra, comunicación personal). Contrariamente, en especies de

bivalvos hermafroditas secuenciales, como el ostión japonés, se han documentado tasas de

machos/hembras similares entre diploides, triploides y tetraploides, aunque se observa

además en triploides un incremento en el número de hermafroditas simultáneos (con

gametos tanto femeninos como masculinos) (Allen y Downing, 1990).

Estas observaciones sugieren que en algunas especies de moluscos los mecanismos de

determinación sexual temprana o de la línea germinal que establecen el tipo de acino a

formar durante la proliferación de células primordiales, se ve afectado por la ploidía.

Observaciones relacionadas al efecto de la triploidía no solo en la diferenciación sexual

sino en el progreso meiótico no se restringen a moluscos, por ejemplo, en algunas especies

de peces se ha documentado una respuesta diferencial en arresto gametogénico entre

hembras y machos por consecuencia de la triploidía (Benfey et al., 1989; Hussain et al.,
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1995; Felip et al., 1999). Lo anterior resulta particularmente interesante, ya que el estudio

de los efectos reproductivos de la triploidía (arresto reproductivo diferencial entre regiones

masculina y femenina) en pectínidos hermafroditas funcionales permitiría aportar al

conocimiento de los mecanismos de determinación sexual durante la diferenciación de la

línea germinal, así como a posibles mecanismos diferenciales del control de la fidelidad en

la meiosis asociados con la recombinación.

2.3.1 Posibles causas de la esterilidad o de la inhibición de la meiosis en triploides.

La causa de la esterilidad observada en triploides puede ser un resultado de procesos que

operan a distintos niveles. Desde el punto de vista cromosómico, se ha sugerido que los

cromosomas sexuales, cuando existen, pueden determinar una causa para las diferencias

observadas entre machos y hembras triploides en cuanto a su capacidad de producir

gametos (McDermott y Noor, 2010), similar a lo que se ha propuesto en cuanto a la

esterilidad de híbridos (Naisbit et al., 2002; Li et al., 2009). Sin embargo, hasta el

momento no se han descrito cromosomas sexuales en bivalvos, aunque sí en gasterópodos

(Thiriot-Quiévreux, 2003). Adicionalmente, para hermafroditas funcionales como las

almejas, la condición de cromosomas sexuales heterogaméticos no es algo esperado,

incluso si los cromosomas sexuales están presentes. Una segunda causa de la esterilidad, al

menos en plantas, se ha asociado a la desregulación dependiente de metilación de genes o

secuencias genómicas como los elementos transponibles (TEs) (Verhoeven et al., 2010). En

metazoarios, a pesar de la existencia de mecanismos de metilación de DNA y formación de

heterocromatina que previene la propagación y transposición de TEs, se conoce que la

desregulación de los TEs ocurre durante un período de la espermatogénesis (Zamudio y

Bourc´his, 2010). Un mecanismo adicional se sabe que regula a los TEs: ARN pequeños

conocidos como PIWI-interacting RNAs (piRNAs) (Bao y Yan, 2012). Una tercera

posibilidad de la esterilidad en los triploides es un arresto de la gametogénesis inducido por

checkpoints meióticos. La esterilidad de moluscos triploides ha sido asociada a un

checkpoint en paquiteno después de descubrir que el arresto ocurre en los estadios de

transición cigoteno-paquiteno de la profase I en la almeja A. ventricosus (Maldonado-

Amparo e Ibarra 2002a; 2002b).
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En forma general los checkpoints meióticos operan como mecanismos moleculares de

revisión de la fidelidad en el proceso meiótico mediante la activación de genes que pausan

el progreso meiótico durante la replicación de ADN, recombinación, o sinapsis de

cromosomas cuando se detectan conflictos en dichos procesos durante la meiosis temprana

(Murakami y Nurse, 1999; Roeder y Bailis, 2000; MacQueen y Hochwagen, 2011) para

evitar la formación de meiocitos aneuploides. Los mecanismos de checkpoint han sido

detectados como diferenciales entre sexos, así como entre especies (Sun y Kim, 2012), y

algunas especies son más tolerantes a la aneuploidía. Por ejemplo, el ostión Crassostrea

gigas es sólo parcialmente estéril cuando es triploide, produciendo gametos, aunque el

crecimiento de organismos aneuploides puede resultar afectado (Thiriot-Quievreux et al.,

1988; Zourous et al., 1996; Leitao et al., 2001).

El checkpoint de paquiteno opera durante la interacción de cromosomas homólogos en la

profase de meiosis I, y tiene como función evitar la progresión a diploteno-diacinesis

(posterior a paquiteno) hasta que los eventos de recombinación de cromátidas, que incluye

la reparación de los rompimientos de doble cadena, hayan ocurrido de forma completa

(Dernburg et al., 1998; Roeder y Bailis, 2000; Meier y Gartner, 2006). Su activación evita

la producción de gametos con errores en la recombinación, como translocaciones no

recíprocas con la pérdida de fragmentos cromosómicos o gametos con un número de

cromosomas desbalanceados (Roeder y Bailis, 2000). Un checkpoint generalmente

involucra respuestas de arresto en ciclo celular, modificaciones en las histonas, cambios en

el transcriptoma y modificaciones post-traduccionales de proteínas de reparación de ADN,

y limita, aunque de forma reversible, la progresión del ciclo celular (Clémenson y

Marsolier-Kergoat, 2009). El checkpoint de paquiteno involucra la expresión de genes (y la

correspondiente síntesis-activación) de proteínas específicas de meiosis (Bailis et al.,

2000). Se han descrito al menos dos mecanismos particulares de checkpoint en paquiteno,

uno de ellos dirigido a monitorear intermediarios de recombinación meiótica incompleta, y

otro dedicado a revisar la adecuada sinapsis entre homólogos (Dernburg et al., 1998; San-

Segundo y Roeder, 1999, 2000; Bailis et al., 2000; Roeder y Bailis, 2000; Bhalla y

Dernburg, 2005). En este sentido, y puesto que en la meiosis de triploides ocurre un

conflicto meiótico por interacción desbalanceada de cromátidas homólogas durante la
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sinapsis y recombinación con la formación de trivalentes (Ruiz-Verdugo et al., 2000;

Cunado et al., 2002) (Fig. 2), se hipotetiza que esta interacción irregular activa algún

mecanismo de arresto, probablemente mediado por el checkpoint en paquiteno

(Maldonado-Amparo e Ibarra, 2002a y 2002b; Li et al. 2009).La activación de este

checkpoint evitaría la segregación de trivalentes, la cual resultaría en la generación de

intermedios meióticos aneuploides, o con cargas cromosómicas desbalanceadas (Roeder

1997).

Fig. 2. Morfología de complejo sinaptonémico (SC) en diploides y triploides. En gametos de
diploides, se observan apareamientos de cromosomas perfectos (a); en triploides se observa un

gradiente de morfologías que va desde trivalentes incompletos de homólogos (b, c, d y e) así como
trivalentes perfectos (f) (Cunado et al., 2001; Cunado et al., 2002).

2.4 Conocimiento genómico en el grupo de los moluscos

El grupo de los moluscos ha sido considerado como limitado en cuanto a la información

genómica disponible (Song et al., 2006; Boutet et al., 2008). Con el reciente desarrollo de

tecnologías de secuenciación masiva, esta tendencia ha sido contrarrestada, y actualmente

se cuenta con el genoma de un ostreido, el ostión japonés (Crassostrea gigas) (Zhang et al.,

2012), y adicionalmente, se ha generado un genoma parcial de la lapa de California Lottia

gigantea (The Joint Genome Institute - Department of Energy of US), así como de la ostra

perlera Pinctada fucata (Takeuchi et al., 2012).

El análisis de expresión génica para el entendimiento de los mecanismos genético-

moleculares asociados a la gametogénesis, basado en el descubrimiento de genes con
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niveles de expresión génica diferencial en un contexto comparativo, p. ej., entre diferentes

estadios de desarrollo gametogénico, y su posterior análisis confirmatorio por metodologías

de análisis cuantitativos, es una estrategia para ser aplicada en organismos no modelo,

incluyendo a Nodipecten subnodosus, para los cuales la información genómica de

secuencias de genes reportadas en bases de datos es limitada (Saavedra y Bachere, 2006,

Fleury et al., 2009). Esta estrategia involucra la generación de genotecas por hibridación

sustractiva (SSH) (Diatchenko et al., 1996) para el descubrimiento de genes nuevos cuya

expresión resulta modulada diferencialmente en un tejido/órgano entre condiciones de

desarrollo, y es considerada como la más adecuada cuando el objetivo es que los genes

descubiertos tengan una relevancia en el contexto biológico/fisiológico específico, ya que

maximiza la identificación de genes diferencialmente expresados entre condiciones de

desarrollo contrastantes, además de que provee con un valioso cuerpo de información

transcriptómica primaria para otros trabajos (Saavedra y Bachere, 2006). En cuanto a

genotecas SSH testículo-específicas, éstas se han desarrollado para un número de

organismos y se han basado en la técnica de secuenciación capilar (Tureci et al., 1998;

Wang y Chapin, 2000; Liang et al., 2004; Pinto et al., 2006; Chiba et al., 2007;

Leelatanawit et al., 2008; Redon et al., 2010). Adicionalmente, el uso de plataformas de

secuenciación masiva (454-Roche) permite maximizar la capacidad de descubrimiento de

genes, aunque su uso en combinación con genotecas SSH es incipiente; únicamente se

conocen tres trabajos que incorporan esta sofisticación en cuanto a la plataforma de

secuenciación: uno que incorpora 454-FLX para secuenciar genotecas de una especie de

dinoflagelado (Toulza et al., 2010) y dos trabajos aplicados en planta de soya (Rodrigues et

al., 2012; Barros de Carvhalo, 2013).
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3 JUSTIFICACIÓN

La investigación en bivalvos pectínidos ha enfocado esfuerzos en el desarrollo de métodos

controlados para la producción continua y suficiente de larvas (Arellano-Martínez et al.,

2011a, 2011b; Mazón-Suastegui et al., 2011; Freites-Valbuena et al., 2011), posibilitando

así la aplicación de otras tecnologías encaminadas al control de diversidad y manipulación

genética, así como la producción de poliploides (Petersen et al., 2007, 2008; Piferrer et al.,

2009; Ibarra et al., 2011). Sin embargo, uno de los aspectos fundamentales para el dominio

de la tecnología de producción de larvas para acuicultura para el cual se conoce poco es el

entendimiento de los mecanismos genéticos involucrados en la regulación de la

gametogénesis.

Para lograr conocer los mecanismos de arresto meiótico en la gametogénesis de almejas

triploides, es necesario generar en un principio la información genómica que, a través de su

reconocimiento funcional en condiciones de diploides, permita posteriormente avanzar

hacia conocer su papel en la esterilidad de triploides. Para otras especies de moluscos, las

genotecas de ADNc a partir de tejido gonadal generadas a la fecha han resultado limitadas.

Por ejemplo, para la almeja Argopecten purpuratus, Boutet et al. (2008) desarrollaron

genotecas de cDNA de tipo full-length sin normalización, y obtuvieron, a través de

secuenciación capilar (Sanger), 418 secuencias únicas de transcritos de genes expresados

en la gónada de individuos en condición de gametogénesis inactiva y en madurez. La

genoteca se desarrolló en pool, lo que impide reconocer si existe una relación de la

expresión de los genes identificados con la condición de gametogénesis. Además, para

únicamente 80 genes se logró una anotación parcial por análisis de alineamiento local tipo

blastx contra bases de datos de proteínas (NCBI-Genbank, nr database). Por otra parte,

Ciocan et al. (2010) secuenciaron genotecas de cDNA sustractivas (SSH) de tejido gonadal

de mejillón (Mytilus edulis) en maduración temprana vs tardía, así como en organismos

expuestos a estradiol vs organismos no expuestos; los autores reportaron 47 secuencias con

similitud significativa a alguna proteína de bases de datos pública. Más recientemente,

Dheilly et al. (2012) reportaron un análisis transcriptómico basado en microarreglos

específicos de la especie de ostión Crassostrea gigas, donde identifican 372 y 731



13

transcritos con expresión diferencialmente modulada durante el transcurso de la

espermatogénesis y la ovogénesis, respectivamente, en contraste a otros tejidos somáticos.

Lo anterior sugiere que en moluscos bivalvos, los intentos de identificar genes específicos

de la gónada han sido limitados, y que existe además la necesidad y oportunidad de

incrementar el conocimiento genómico de la gametogénesis en especies de moluscos.

En un contexto transcriptómico, la parte testicular de la gónada resulta ideal para el

descubrimiento de genes involucrados en el proceso completo de la gametogénesis ya que

en ésta ocurre una meiosis continua y completa, donde se espera que se expresen genes

como aquellos que participan en la mitosis de las células germinales, meiosis y

recombinación, así como genes del período de post-meiosis y diferenciación.

Adicionalmente, genes de determinación/diferenciación sexual (Small et al., 2005; Xia et

al., 2007) y elementos transponibles (Zamudio y Bourchis, 2010) serán enriquecidos o

expresados específicamente durante la diferenciación y desarrollo testicular. Es importante

mencionar que a pesar del condensamiento cromosómico que ocurre durante el proceso

meiótico de la espermatogénesis, es conocido que la actividad transcripcional es activa y la

expresión de los genes puede regularse a nivel transcripcional y post-transcripcional por

múltiples mecanismos (Gan et al., 2013). El descubrimiento de genes reproductivos en una

especie de pectínido como N. subnodosus ofrecerá la oportunidad de desarrollar futuros

estudios sobre la genética funcional de la condición de hermafroditismo, desde el

mantenimiento de la diferenciación sexual, así como de la diferenciación gamética durante

la meiosis.

Una vez identificados o conocidos los genes de interés, el análisis de la expresión génica

específica permite la identificación de mecanismos funcionales de procesos celulares,

como los que operan durante la espermatogénesis. Como un primer paso para la

cuantificación de la expresión génica, es necesario identificar genes expresados en forma

estable durante la diferenciación y desarrollo gonadal, particularmente en casos como el de

N. subnodosus, una especie hermafrodita funcional en la cual ocurren cambios

morfológicos y bioquímicos diferentes entre las regiones sexuales de su ovotestis (ovario y

testículo). Esto es, el desarrollo gonádico modulará la actividad transcripcional, incluyendo
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genes potenciales de referencia, en una forma sesgada hacia el sexo desarrollándose (Lu y

Wu, 2011). Esto ha sido encontrado no solamente comparando machos y hembras en

especies dioicas, sino también en el caso de plantas y animales hermafroditas funcionales

(Jiang et al., 2001; Silveira et al., 2009).

La metodología más robusta utilizada para el análisis de expresión génica es la conocida

como PCR en tiempo real y su detección por fluorescencia (o qPCR), en la cual la correcta

cuantificación relativa de la expresión de genes de interés depende de múltiples factores

metodológicos durante el proceso mismo de generar el ADNc, así como de contar con

genes de referencia internos (generalmente genes constitutivos) cuya expresión sea

constante entre diferentes condiciones experimentales o entre diferentes tejidos para la

normalización del nivel de transcritos del gen de interés (Thellin et al., 1999; Bustin, 2002;

Bustin y Nolan, 2004; Bustin et al., 2009). Los genes de tipo constitutivo son aquellos

requeridos para el mantenimiento de una función celular básica y de la homeostasis celular,

y aunque algunos de estos genes son expresados a niveles relativamente constantes, otros

pueden variar su nivel de expresión dependiendo de las condiciones experimentales a las

cuales los organismos son sometidos. Debido a esta variación dependiente de las

condiciones experimentales, los genes potenciales de referencia deben de ser evaluados

para su estabilidad antes de ser utilizados en la normalización de la expresión de genes de

interés. Para éste propósito, diversos modelos han sido desarrollados, como los algoritmos

de geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004), y

BestKeeper (Pfaffl et al., 2004). Estos algoritmos permiten categorizar a los genes con base

en la variación de su expresión, sin embargo lo hacen bajo distintas estrategias, lo cual

puede llevar a distintas conclusiones en cuanto a la estabilidad de los genes potenciales de

referencia siendo evaluados, por lo que es deseable utilizar varios algoritmos buscando

encontrar resultados convergentes, así como también es importante comprender las causas

de resultados no convergentes dados los algoritmos siendo utilizados.
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4 OBJETIVO GENERAL

Generar información genómica asociada a la espermatogénesis, meiosis y mantenimiento

de línea germinal en Nodipecten subnodosus, validando la expresión de genes de meiosis

durante la gametogénesis en organismos diploides con la finalidad de contar con una base

molecular para el futuro estudio del arresto meiotico o esterilidad en condición triploide.

4.1 Objetivos particulares

 Aislar y anotar un alto número de transcritos expresados a través de la

producción de genotecas sustractivas (SSH) y secuenciación masiva

(pirosecuenciación) que permita la identificación de genes específicos y/o

asociados a la meiosis durante la maduración testicular y el mantenimiento de la

línea germinal en reposo reproductivo en diploides de Nodipecten subnodosus.

 Establecer la mejor estrategia para el análisis de expresión génica por PCR

cuantitativo, definiendo el impacto sobre la normalización de la expresión

génica al utilizar genes de referencia "al azar" versus genes validados como

estables para condiciones específicas.

 Analizar la expresión génica en ovario y testículo de genes identificados con

fines de conocer sus patrones de expresión durante la meiosis.

 Caracterizar la secuencia completa de transcritos de genes selectos relacionados

al proceso meiótico, y establecer su relación filogenética con sus

homólogos/ortólogos en otras especies.
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5 HIPÓTESIS

1. Dado que la recombinación existe en la región testicular de la almeja Nodipecten

subnodosus, entonces múltiples genes involucrados en el proceso de meiosis pueden ser

aislados a través de secuenciación masiva de genotecas de hibridación sustractiva (SSH)

obtenidas en la región testicular en espermatogénesis activa.

2. Los transcritos de genes aislados en la región testicular meióticamente activa e inactiva

de N. subnodosus podrán ser identificados por su función en la meiosis y/o mantenimiento

de la línea germinal tanto por homología con sus ortólogos en otras especies como por su

función ontológica inferida.

3. La expresión de genes aislados y anotados como participantes en la meiosis de N.

subnodosus será específica para el proceso de gametogénesis tanto en la región ovárica

como en la testicular.



17

6 MATERIALES Y MÉTODOS

6.1 Material biológico

6.1.1 Utilizado en la generación de genotecas sustractivas y caracterización de transcritos

de genes de interés

Como material biológico para la generación de genotecas sustractivas, así como para la

amplificación de transcritos de interés por PCR degenerativa y RACE-PCR, se utilizó una

población experimental de N. subnodosus producida con reproductores de Bahía de Loreto,

Baja California Sur, y mantenida en el mismo sitio. Ésta población fue generada en el

Laboratorio de Genética y Mejoramiento Animal Acuícola (LGyMAA), a partir de la

fertilización de ovocitos de una hembra con una mezcla de esperma de tres machos,

crecidas hasta su fase de semilla en el laboratorio, y llevadas a campo en bolsas de malla

fina para su posterior liberación a canastas ostrícolas en suspensión. Las almejas fueron

colectadas en el mes de Julio de 2009, bajo una estrategia selectiva: un grupo de

organismos poseían gónadas incipientes, sin coloración en la región femenina,

característica de la condición de inactividad gametogénica, y otro grupo fue seleccionado

por poseer gónadas de color naranja intenso propio de una condición de avance

gametogénico. Todos los organismos se encontraban en un intervalo de 5 a 6 cm de

longitud total. Los organismos seleccionados fueron transportados vivos al LGyMAA para

un período de depuración en agua de mar filtrada a 21° C por dos días. Posteriormente, los

animales fueron sacrificados, y una porción media de gónada incluyendo ambas regiones

gonadales fue fijada en solución de Davidson (4% Formaldehído, 10% etanol, en agua de

mar filtrada) para su posterior procesamiento histológico que incluyó la inclusión en

parafina, corte a 5 micras y tinción con hematoxilina-eosina. Adicionalmente, se disectaron

porciones de gónada de la región femenina y masculina de los organismos con gónadas en

gametogénesis activa, como se muestra en la figura 3. Para las gónadas inactivas, se

disectaron fragmentos de las mismas regiones evitando el tubo intestinal; las regiones son

evidenciadas por la transparencia del tejido gonadal al poseer acinos vacíos. Los tejidos
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destinados para aislamiento de ARN total fueron preservados en solución fijadora para

ácidos nucleicos (sulfato de amonio a una proporción de 70 g en 100 ml de citrato de sodio

25mM, EDTA 10 mM; pH 5.2) en una proporción de 1:10 (tejido:solución), mantenidos a

4° C durante la noche, y almacenados indefinidamente a -20° C.

Fig. 3. Anatomía de la almeja mano de león N. subnodosus en gametogénesis activa, donde se
muestra las porciones ovárica (♀) y testicular (♂) de la gónada, que fueron disectadas para la
generación de genotecas de hibridación sustractiva. La región delimitada por líneas paralelas

muestra la sección de la gónada tomada para la inspección microscópica de la condición
gametogénica por observación histológica. Otros órganos internos: músculo aductor (ma), manto

(mto), branquias (br), nefridios (nef), glándula digestiva (dg).

6.1.2 Utilizado en el análisis de validación de genes de referencia y de expresión por

qPCR.

Para los análisis de validación de genes de referencia y de expresión génica en distintos

estadios reproductivos, se colectaron organismos a partir de una población experimental

producida con reproductores de laguna Ojo de Liebre en el LGyMAA y mantenida en la

laguna costera de Rancho Bueno, Bahía Magdalena, situada en la costa del Pacífico de la

5 cm

ma

ovotestículo

gd

br nef

mto
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península de Baja California Sur. Los organismos fueron colectados en Mayo de 2010,

transportados a las instalaciones del LGyMAA, mantenidos durante 48 h en agua de mar a

21 °C sin alimentación y posteriormente sacrificados para obtener tejidos de ambas

regiones gonadales para histología y para aislamiento de ARN total, como se menciona en

la sección 4.1.1. Adicionalmente y con el fin de establecer la ubicuidad de uno de los genes

originalmente seleccionados como posible gen de referencia muestras de tejidos de

musculo aductor, glándula digestiva, manto, branquias y nefridios fueron preservados en

solución fijadora para ácidos nucleicos. Después de la examinación histológica, y basado

en la escala de desarrollo gametogénico descrito por Ruiz-Verdugo et al. (2001) (Fig. 4) se

seleccionaron aquellas muestras representativas de estadios inactivos, y de desarrollo

temprano y tardío de la parte ovárica y su correspondiente porción testicular.
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Fig. 4. Micrografías de los estadios reproductivos evaluados en éste trabajo: estadio inactivo
(indiferenciado) de pre-gametogénesis (A) y post-desove (B); maduración temprana del ovario (C)

y de la región testicular (D); maduración tardía del ovario (E) y de la porción testicular (F). Los
tejidos o tipos celulares son denotados como a continuación: tejido conectivo (ct), acinos vacíos (a),

fibras musculares (m), ovogonias (ovog), ovocitos previtelogénicos (previt), ovocitos
previtelogénicos primarios (vit-I), ovocitos previtelogénicos secundarios (vit-II), espermatogonias

(spg), espermatocitos (spc), espermátidas (spm), espermatozoos (spz).
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6.2 Extracción de ARN

El ARN total fue aislado de muestras individuales mediante el procedimiento de extracción

con solución trifásica basada en fenol-guanidina (Scarpa et al., 1994), empleando un

reactivo comercial (TriPure, Roche), con menores modificaciones como se describe a

continuación. Fragmentos de tejido de 50 mg fueron retiradas de la solución fijadora de

ácidos nucleicos retirando el exceso con papel secante, e inmediatamente sumergidas en 1

ml de TriPure, y homogenizados con perlas de vidrio de 435-600 μm (SIGMA) en un

equipo FastPrep (MP Biomedicals) empleando dos o tres pulsos de 30 s a 6.0 m/s, con

intervalos de 5 minutos de reposo en hielo, hasta obtener homogenizados de tejido

totalmente disgregados. Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 12,000 g por 5

min, el sobrenadante recuperado, y se agregó 200 μl de cloroformo, y agitados

manualmente 15 s. Los tubos se dejaron reposar por 15 minutos, para posteriormente

centrifugar por 15 min a 12,000 g. Se recuperó la fase superior (acuosa) en tubos nuevos, y

se agregaron 500 μl de isopropanol dejando reposar por 30 minutos a -20° C, luego

centrifugados por 10 min a 12,000 g y fue descartando el sobrenadante. El precipitado

obtenido fue lavado agregando 800 μl de etanol 75%, para después centrifugar a 7,600 g y

retirar el sobrenadante. El ARN total fue resuspendido en 100 μl de agua, para luego

agregar 10 μl de LiCl 4M y dejar reposando por 2 hr a -80° C. Posteriormente, los tubos

fueron centrifugados a 12,000 g por 20 min, lavados de nuevo con etanol (75%) y

centrifugados para retirar éste, y posteriormente secados al aire por 10 min, para

posteriormente resuspender el pellet en 50 μl de agua. La concentración del ARN fue

estimada por espectrofotometría en UV utilizando un equipo NanoDrop 1000 (Thermo).

Para el ARN destinado para la generación de genotecas de hibridación sustractiva y para

síntesis de ADNc para amplificación de transcritos completos por RACE, se siguió el

mismo procedimiento de aislamiento de ARN total, pero empleando muestras en pool de

gónada en cada condición reproductiva: inactividad (post-desove), madurez tardía de

región testicular, y madurez tardía de región ovárica (Fig. 4). Asimismo, los tejidos fueron

homogenizados utilizando un homogeneizador mecánico (Polytron, Kinematica) en tubos

falcon de 15 ml de volumen y empleando 10 ml de reactivo TriPure. La fracción de ARN
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mensajero (ARNm) fue purificada empleando el sistema de purificación con oligo-dT-

celulosa Poly-A-Pure (Ambion) a partir de 1-2 mg de ARN total recuperado por muestra

previamente resuspendido en 4 ml de NaCl. La solución de ARN total de cada muestra se

incubó a 55 °C en presencia de un cartucho de oligo-dT-celulosa, para luego realizar

lavados en el conjugado ARNm/oligo-dT-celulosa y así eliminar la fracción no

poliadenilada del ARN total. El ARN mensajero (fracción poliadenilada) fue eluído del

oligo-dT-celulosa con 100 μl de agua grado biología molecular, y el rendimiento de ARNm

fue determinado por espectrofotometría UV, empleando el instrumento NanoDrop 1000

(Thermo).

6.3 Generación de genotecas por hibridación sustractiva

Se generaron genotecas recíprocas de ADNc de tipo SSH (suppression subtractive

hybridization) (Diatchenko et al., 1996), utilizando el kit comercial PCR-Select® cDNA

substraction (Clontech), de acuerdo al protocolo proporcionado, y utilizando 2 µg de

ARNm por muestra (gónada en maduración de la región testicular; gónada inactiva). A

partir del ARNm, se sintetizó ADNc de doble cadena de cada grupo (ADNc-dc) empleando

la enzima transcriptasa reversa SMARTScribe (Clontech), y se realizó una digestión

completa con la enzima de restricción RsaI para la posterior ligación de los adaptadores en

ambos sentidos del ADNc-dc. Puesto que la eficiente ligación de adaptadores es un paso

crucial para el correcto desarrollo de genotecas, éste paso fue corroborado mediante

reacciones de PCR con oligonucleótidos dirigidos a cada adaptador y oligonucleótidos

específicos para una reacción control, con las instrucciones proveídas en el kit. El ADNc-

dc ligado a adaptadores (denominado por el protocolo como tester) fue doblemente

hibridado de forma recíproca con ADNc-dc de una condición biológica contrastante

(driver) para luego ser amplificado por reacciones de PCR anidadas; este paso es llamado

PCR sustractiva. Por ejemplo, para obtener únicamente fragmentos de ADNc cuya

abundancia es relativamente mayor en la región testicular en gametogénesis activa en

comparación a la gónada inactiva, el ADNc-dc tester corresponde al obtenido a partir de la

gónada madura y el driver corresponde al obtenido de la gónada inactiva, y la PCR

sustractiva resultante generará únicamente fragmentos de ADNc de transcritos que son en
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principio únicamente expresados o más abundantes en la gónada testicular (Fig. 5). Un

diseño recíproco (usando ADNc-dc de gónada inactiva como tester y de gónada testicular

en gametogénesis como driver) permitiría entonces obtener fragmentos de ADNc

correspondientes a transcritos más abundantes en gónada inactiva.

Fig. 5. Esquema de desarrollo de genotecas de hibridación sustractiva. El ADNc de ambas
condiciones es sometido a una digestión con endonucleasa RsaI, y el ADNc de las gónadas en

espermatogénesis activa (tester) es ligado con adaptadores A, mientras que el ADNc de la gónada
inactiva (driver) es ligado a adaptadores B. Ambos ADNc son sometidos a doble hibridación, y los
fragmentos (denotados con *) que no hibridan con ningún fragmento de driver por ser específicos
de la condición tester son amplificados exponencialmente empleando oligonucleótidos dirigidos a

los adaptadores A y B para ser secuenciados individualmente. Las secuencias obtenidas representan
entonces a los genes específicos de la condición tester (espermatogénesis avanzada)

ADNc de
condición
"inactiva"

(driver)

Genes
sobreexpresados

en condición
"espermatogénesis

activa"

ADNc de condición
"espermatogénesis
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6.3.1 Secuenciación de genotecas obtenidas por hibridación sustractiva

Las genotecas obtenidas por hibridación sustractiva fueron secuenciadas mediante dos

estrategias: secuenciación por electroforésis capilar (método Sanger) y mediante

secuenciación masiva en plataforma 454-FLX de Roche (método 454-FLX), como se

describe a continuación.

6.3.1.1 Secuenciación capilar - método Sanger

Para la secuenciación por electroforésis capilar - método Sanger - los fragmentos

producidos por PCR sustractiva anidada fueron ligados a vectores de clonación pCR-4.0

(Invitrogen) para su clonación en bacterias competentes DH-5α por transformación por

choque térmico (Sambrook y Russell, 2001). El producto de la transformación fue crecido

en placas Petri con agar LB (agar - bacto triptona - extracto de levadura; ampicilina 50

μg/ml como medio de selección) e incubadas a 37 °C por ~18 h. Posteriormente, las

colonias identificadas como transformantes fueron levantadas con un palillo estéril, y

depositadas en placas de 96 pozos con una capa de agar LB-ampicilina para ser enviadas a

una compañía de secuenciación (Genewiz, NJ), donde a partir de colonias bacterianas se

realizó una amplificación por PCR de ADN plasmídico para su secuenciación por química

BigDye Terminator (Applied Biosystems). Antes de enviar a secuenciar las genotecas, se

realizó una confirmación de que las clonas seleccionadas aleatoriamente presentaban

insertos en el rango de tamaño esperado; de 200 a 1500 pb, como señala el manual de

producción de genotecas PCR-Select® cDNA substraction kit, mediante la estrategia de

colony-PCR. Para la colony-PCR, una pequeña muestra de cada colonia seleccionada al

azar fue tomada con un palillo, fue resuspendida en 10 μl de agua, hervida a 100° C por 10

min, y 1 μl de la suspensión obtenida fue posteriormente usada como molde para PCR,

amplificando con oligonucleótidos universales M13 (sentido: 5´-GTT TTC CCA GTC

ACG AC-3´; antisentido: 5'-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3'), los cuales hibridan en las

regiones flanqueantes a la región de inserción del vector de clonación. Mediante

electroforesis en agarosa, se comprobó los tamaños de los insertos contenidos en las clonas

ocurrían en un rango de tamaño esperado.
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6.3.1.2 Secuenciación masiva - método 454

Con el objetivo de incrementar el número de secuencias de los transcritos obtenidos con las

genotecas de hibridación sustractiva, se evaluó la secuenciación masiva de las genotecas de

hibridación sustractiva generadas. Una de las tecnologías de secuenciación de última

generación más populares es la ofrecida por la compañía Roche-Life, que mediante el

instrumento FLX genome sequencer, permite la secuenciación de miles de fragmentos de

~400 pb simultáneamente a partir de ADN genómico o de genotecas de ADNc full-length.

Ésta tecnología se logró adaptar exitosamente para la secuenciación de varias genotecas

sustractivas en una sola celda, mediante modificaciones de las técnicas de secuenciación

orientadas a amplicones de PCR (GS FLX Amplicon DNA Library Preparation Method

Manual; Roche, 2007). Para esto, se sustituyeron los oligonucleótidos anidados del sistema

Clontech-PCRselect(R) por un set de oligonucleótidos (454-nested 1; 454-nested 2R) que

incluían la secuencia de los adaptadores Lib-L/A y Lib-L/B en el extremo 5' y que son

requeridos para la PCR en emulsión (emPCR) realizada durante el proceso de

secuenciación; un identificador MID (Multiplex IDentifier) de 10 bases nucleotídicas único

para la librería especifica en el oligonucleótido 454-nested 1, y las secuencias de los

oligonucleótidos anidados del sistema Clontech en el extremo 3' (Fig. 6).
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Fig. 6. Diseño de oligonucleótidos 454-nested 1 y 454-nested 2R, empleados para la adición de
adaptadores LIB-L en los extremos de los fragmentos de PCR mediante la reacción anidada. Se

muestran las secuencias correspondientes a los oligonucleótidos anidados (nested) 1 y 2R,
originales del sistema PCR-select SSH (Clontech), así como las secuencias de los adaptadores LIB-

L A y B requeridos para la secuenciación por el sistema Roche-454 FLX. La secuencia
identificadora de cada genoteca se marca como la secuencia MID en el oligonucleótido 454-nested

1.

La amplificación de la genoteca se realizó bajo el protocolo de amplificación anidada del

protocolo original de librerías SSH de Clontech. De ésta forma, fue posible utilizar éste

tipo de tecnología para la secuenciación de distintas genotecas de forma simultánea. Las

genotecas entonces obtenidas para genes específicos de gónada masculina (M) y de

indiferenciada-sustraídas con gónada masculina (IM) fueron preparadas desde la PCR

anidada usando los oligonucleótidos modificados, además de marcadas diferencialmente

con secuencias MID únicas mediante el programa sffinfo y sfffile incluido en el software

Newbler 2.5.3 (Roche)

Las genotecas fueron enviadas y procesadas en el laboratorio de secuenciación GenoSeq-

UCLA, aplicando un esfuerzo de secuenciación exploratorio (1/16 del total de muestras

incluidas en la corrida de secuenciación estándar). Las secuencias obtenidas fueron

entregadas en archivos de secuenciación 454 formato *.sff.

Clontech SSH adapter B

5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG[**********]TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3’
LIB-L/A                                                MID Clontech SSH nested 1

LIB-L/B Clontech SSH nested 2R

454-nested 1

454-nested 2R

5´-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’

5´-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’
LIB-L/BClontech SSH nested 2R

Clontech SSH adapter A

MID-7: CGTGTCTCTA
MID-8: CTCGCGTGTC
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6.3.2 Análisis bioinformáticos de secuencias obtenidos en genotecas

Las secuencias de cada genoteca (testis e inactiva) obtenidas por 454-FLX en formato *.sff

fueron separadas con base en las secuencias MID de los adaptadores LIB-L/A y LIB-L/B)

(ver sección anterior), y posteriormente convertidas a archivos *.fastq con score de calidad

Phred en escala Sanger (Cock et al., 2010). Se utilizaron los programas sfffile y sffinfo (sff

tools, Roche) para su procesamiento y limpieza de adaptadores con las herramientas de los

programas Newbler 2.5 y Trimmomatic (Loshe et al., 2012).

Los archivos de secuencias obtenidas por secuenciación capilar tipo Sanger fueron

transformadas del formato *.ab1 a archivos de secuencia en fasta (*.seq y *.qual) usando el

programa Phred (Ewing et al., 1998) y procesadas para la remoción de vectores y

adaptadores con el software SnoWhite 1.1.4 (Barker et al., 2010) implementado en Perl y

Cutadapt (Martin, 2011), para su posterior conversión a formato *.fastq.

Para ambos sets de lecturas por cada plataforma de secuenciación, se eliminaron las

secuencias con un índice de calidad en escala Phred menor a 20 y menores a 50 pb. Ambos

tipos de lecturas fueron importados al software Newbler 2.5 para realizar un ensamble de

lecturas híbrido. Se obtuvieron secuencias ensambladas (contigs) con traslapes de al menos

40 bases y 90% de identidad, y se separaron de las secuencias que no fue posible ensamblar

(singlets) mediante un programa tipo script implementado en Perl (desarrollado por Tim

Booth, NERC Environmental Bioinformatics Centre).

6.3.2.1 Anotación de secuencias obtenidas en genotecas

Tanto las lecturas obtenidas por secuenciación Sanger como las obtenidas del ensamblaje

de lecturas de 454-FLX, que incluye las secuencias tanto tipo contigs como singlets, fueron

transferidas a un archivo multifasta el cual fue sometido a un proceso de anotación

funcional empleando la plataforma bioinformática Blast2GO® (Gotz et al., 2008),

configurando los parámetros de BlastX con un valor E<10-6 contra la base de datos de

proteínas nr de NCBI. Los contigs construidos con lecturas específicas de cada genoteca de

hibridación sustractiva (gónada de región testicular en maduración; gónada inactiva) fueron

identificados mediante la exploración y análisis de los archivos de ensamble que incluyen
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la información relacional de lecturas que conforman a cada contig, para posteriormente

realizar un análisis de enriquecimiento en cada genoteca por la prueba exacta de Fisher

(opción de análisis en el software Blast2GO®), generando tablas de categorías funcionales

que se encontraron más representadas en cada genoteca.

6.3.2.2 Identificación de locus de microsatélites en fragmentos de transcritos de genes

aislados en genotecas de hibridación sustractiva

Las lecturas individuales obtenidas por ambas plataformas de secuenciación fueron

exploradas in silico con el programa QDD (Meglécz et al., 2010), el cual es implementado

en lenguaje Perl y utiliza ClustalW2 (Larkin et al., 2007) y blast+ (Camacho et al., 2009)

para alinear las lecturas flanqueantes de las repeticiones, y así reducir la redundancia de

potenciales microsatélites. También se incorporó Primer3 v1.1.4 (Untergasser et al., 2007)

para diseñar el mejor par de oligonucleótidos para cada locus microsatélite en las

secuencias que flanquean al mismo. El número mínimo de repeticiones permitido fue de

cinco para los motifs di-, tri, tetra- y pentanucleótidos. Éste programa también fue

empleado para determinar aquellos microsatélites que eran polimórficos, basados en las

variaciones observadas en la extensión del motif entre las lecturas individuales que

conservan las mismas regiones flanqueantes. Los microsatélites fueron posteriormente

explorados con blastn contra la base de datos nr-GenBank con fines de establecer su

similitud con genes y secuencias de microsatélites ya reportadas.

6.4 Aislamiento de novo de transcritos de genes

Para la evaluación y estandarización de los genes de referencia a utilizar en la

normalización de la expresión génica, se realizó la amplificación parcial por PCR de punto

final de transcritos identificados como potenciales genes de referencia (18S-RNA,

riboproteína ‘rp-l8’, alfa-tubulina ‘tub-a’, beta-actina ‘act-β’, y factor de elongación 1-

alfa ‘ef-1a’) así como de dos genes selectos a utilizar como genes a normalizar durante la

validación de estabilidad (DEAD-box helicase ‘ddx’ y vitelogenina ‘vtg’).

Adicionalmente, con el fin de obtener las secuencias completas de algunos de los
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transcritos de genes descubiertos en las genotecas así como de otros genes conocidos por su

función en la meiosis, se utilizó la técnica de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends).

Esta estrategia fue usada para amplificar los transcritos completos de los genes de meiosis

synaptonemal complex protein 3 (scp3), disrupted meiotic cDNA (dmc1), RAD51 homolog

(rad51), aislados en la genoteca de hibridación sustractiva de gónada-región testicular en

maduración, así como de los genes meiotic recombination homolog 11 (mre11) y pachytene

checkpoint protein 2 (pch2) cuyos fragmentos parciales fueron primero aislados por PCR

degenerativa.

6.4.1 Síntesis de ADNc para obtención de transcritos parciales

Antes de la síntesis de ADNc, el ARN total aislado fue cuantificado por espectrofotometría

UV utilizando un instrumento NanoDrop-1000 (Thermo), y 2 µg de ARN fueron

resuspendidos en 10 µl de mezcla de reacción con 1 U de DNAsa RQ1 (Promega) y fueron

incubadas a 37 °C por 30 mins, seguido de una incubación a 65 °C por 10 min para

inactivar la DNAsa. Una vez realizado el tratamiento con DNAsa, la síntesis de ADNc fue

realizada a partir de 500 ng de ARN total tratado con DNAsa, y agregando 500 ng de cada

primer de transcripción reversa (oligo-dT), e incubando ésta mezcla a 70 °C por 5 min,

25°C por 5 min, y seguido inmediatamente de una incubación en hielo. Posteriormente, la

mezcla enzimática para transcripción reversa fue agregada obteniendo una reacción con 1

μl de transcriptasa reversa, 0.5 mM de dNTP's, 40 U de RNAsin, MgCl2 5.6 mM y DTT 10

mM, en un volumen final de 20 μl. La transcripción reversa se llevó a cabo a 42° C durante

60 min, incubándose posteriormente a 75 °C por 5 min para inactivar a la transcriptasa

reversa. El ADNc generado fue almacenado a -20 °C hasta su utilización en la obtención de

transcritos parciales por amplificación por PCR de punto final.

6.4.2 Síntesis de ADNc para amplificación de transcritos por RACE

La síntesis de ADNc para la secuenciación completa de transcritos de interés se realizó por

medio de la técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), descrita por Zhu et al.

(2001), y que permite la amplificación independiente de los extremos 3’ y 5’ a partir de un

primer fragmento intermedio de ADNc de secuencia conocida (Fig. 7). Para la síntesis de
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ADNc y la amplificación de los extremos 3' y 5' en los transcritos de interés, se empleó 1

µg de ARN mensajero (fracción poliadenilada) purificado como se indica en la sección 5.2,

y se siguió el protocolo proporcionado en el kit comercial SMARTer RACE cDNA

Amplification Kit (Clontech). En resumen, el ADNc para la amplificación por RACE de los

extremos 3' fue sintetizado con la enzima SmartScribe (Clontech), y se empleó un oligo-dT

(5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CT(30)N-1 N-3'; N = A, C, G, o T; N-1 = A,

G, o C) con la secuencia del adaptador SMART de Clontech, mientras que el ADNc para la

amplificación de los extremos 5' fue generado con un oligo-dT(15) y un adaptador

SMARTer IIA (5'-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CXX XXX -3' (las X

muestran una secuencia desconocida protegida por propiedad intelectual de Clontech) que

resulta ligado en el extremo 5' del ADNc por la actividad deoxinucleotidil transferasa

intrínseca de la transcriptasa reversa SmartScribe. Ambas reacciones se realizaron en un

volumen final de 20 μl, y empleando una concentración de 10 mM de dNTPs, 40 U de

RNAsin y10 mM de DTT para la reacción de transcripción reversa.

6.4.3 Amplificación por PCR de punto final para obtención de secuencias parciales de

genes

La estrategia empleada para obtener fragmentos parciales específicos de secuencias de

ADNc para los genes pch2, mre11, vtg, ddx, así como para los potenciales genes de

referencia 18S, rp-l8, tub-a, act-β, ef-1a, se basó en un aislamiento por PCR empleando

oligonucleótidos degenerativos. Para el diseño de oligonucleótidos, se realizaron

alineamientos de secuencias completas de nucleótidos/proteínas descargadas de la base de

datos en GenBank en diversas especies de invertebrados y vertebrados, buscando

identificar regiones conservadas de al menos 7-8 aminoácidos. Las regiones conservadas en

aminoácidos fueron posteriormente realineadas incluyendo las secuencias nucleotídicas

para la elección manual de oligonucleótidos con múltiples variaciones de bases en

determinadas posiciones, empleando la nomenclatura IUPAC, y comprobando que las

diferencias en temperatura de disociación para cada par de oligonucleótidos, así como la

estabilidad de dímeros fuera mínima, utilizando el calculador de termodinámica para

oligonucleótidos de Sigma-Aldrich (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp).
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Las reacciones de amplificación por deg-PCR se prepararon con las siguientes

concentraciones de componentes: 10 mM de dNTP, 1 U Taq (Platinum Taq, Invitrogen),

1.5 a 2.5 mM de MgCl2, y agregando de 10 a 20 pmol de oligonucleótidos degenerativos o

específicos y 1 μl de ADNc; todo en reacciones de 50 μl. Las condiciones de amplificación

incluyeron un paso de disociación de 94 °C por 15 s, seguido de la hibridación de los

oligonucleótidos a 4°C por debajo de su T°m (temperatura de disociación media, calculada

en www.oligocalculator.com) durante 30 s, y su extensión a 72 °C por 1 min/Kb. Después

de 30-35 ciclos de amplificación por PCR, los productos fueron separados en geles de

agarosa al 1%, y los productos de tamaño esperado fueron aislados y purificados de la

banda del gel de agarosa (PCR gel purification kit, Qiagen), insertados en el vector pCR2.1

vector (Invitrogen) o pGEM-T (Promega), y clonados en E. coli DH5-α. La amplificación

se realizó a partir de una poza de ADNc sintetizado como se describe en la sección 6.4.1, a

partir de muestras de gónada en condiciones de inmadurez y madurez (incluyendo regiones

tanto femenina como masculina para la condición de madurez) hasta obtener fragmentos de

amplificación únicos de tamaño esperado. En algunos casos, cuando se observó más de un

fragmento, se purificaron las bandas obtenidas directamente del gel de agarosa, y se

clonaron independientemente. Para el aislamiento de ADN plasmídico, 1 ml de cultivo

bacteriano fue lisado en condiciones alcalinas y posteriormente extraído con fenol-

cloroformo (Sambrook y Russell, 2001). El ADN plasmídico fue enviado a secuenciar por

electroforesis capilar a la compañía Genewiz (NJ) o Macrogen (Corea). Las secuencias

obtenidas fueron editadas mediante la herramienta de limpieza de vector VecScreen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ VecScreen/VecScreen.html), y se corroboró su identidad

mediante un análisis de alineamiento por blastx contra la base de datos no redundante de

GenBank-NCBI, registrando los mejores hits en similitud.

6.4.4 Amplificación por RACE-PCR de extremos 3’ y 5’ para transcritos de interés

La técnica de Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) fue empleada para amplificar de

forma específica los extremos 5' y 3' de una secuencia parcial de transcritos para los que

únicamente se cuenta con una secuencia intermedia, a partir de la cual se diseñan

oligonucleótidos que se orientan al sentido de cada extremo del transcrito. En la figura 7 se
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presenta el esquema del uso de oligonucleótidos gen-específicos para la amplificación de

extremos por RACE-PCR. Los oligonucleótidos específicos para algunos de los genes

seleccionados fueron diseñados a partir de la secuencia específica de fragmentos parciales

obtenidos en las genotecas de hibridación sustractiva; para el caso de los transcritos

aislados por PCR degenerativa, se empleó la secuencia así obtenida. Los oligonucleótidos

obtenidos a partir de secuencias específicas se diseñaron utilizando el software Primer3

v0.4 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), Las amplificaciones de los fragmentos extremos 5'

y 3' fueron realizadas empleando la enzima polimerasa incluida en el sistema Advantage

cDNA amplification (Clontech), también siguiendo la recomendación del sistema de

amplificación RACE. Las reacciones fueron preparadas en volumen de 20 μl, empleando

0.4 μl de enzima polimerasa, así como 10 pmol de oligonucleótidos de amplificación

específicos y 10 pmol μl de la mezcla de oligonucleótidos UPM dirigidos a la secuencia de

adaptador SMARTer agregado durante la síntesis del cDNA (5'–CTA ATA CGA CTC ACT

ATA GGG C–3 y 5'–CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA TCA

ACG CAG AGT–3'; ambos en proporción 1:0.2). Las reacciones se condujeron con un

programa de amplificación propuesto por el fabricante del kit (desnaturalización a 94 °C x

30 S, alineamiento de oligonucleótidos a 55-60 °C por 30 S y una extensión a 72 °C por 2

min, amplificando a 25-35 ciclos). Los productos fueron analizados en electroforésis de

agarosa para la revisión de la amplificación de fragmentos de tamaño esperado, y cuando la

amplificación era tenue, se agregaron 3-5 ciclos adicionales. Los fragmentos amplificados

fueron aislados a partir de bandas cortadas en el gel de agarosa, eluídas con un sistema de

adsorción en sílica (PCR gel purification & Clean-Up Kit; MO BIO, CA), y posteriormente

fueron clonados con el sistema TOPO/TA en células competentes DH5α como fue descrito

anteriormente para la posterior purificación de ADN plasmídico y su secuenciación capilar

por el método de Sanger (Genewiz, NJ).
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Fig. 7. Esquema de amplificación de extremos 5’ y 3’ por RACE en ADNc SMART. La
amplificación de cada extremo se basa en una reacción de PCR con oligonucleótidos específicos del

gen y oligonucleótidos dirigidos al adaptador SMART que previamente fue incorporado al ADNc
durante la transcripción reversa (no mostrado en el esquema). El ensamble de la secuencia completa
se basa en el traslape de ambas regiones (5’ y 3’) en la región intermedia conocida. Cada secuencia

RACE es amplificada por PCR anidadas (dobles flechas) para asegurar la especificidad de las
reacciones PCR.
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Las secuencias obtenidas fueron editadas, ensambladas y verificadas con los

cromatogramas correspondientes para obtener una secuencia única, nombrada

generalmente como full-length cDNA o ADNc de secuencia completa, la cual incluye

ambos extremos no traducidos (UTRs) y/o desconocidos dentro del marco de lectura, así

como el fragmento intermedio originalmente conocido. Posteriormente se condujeron

análisis bioinformáticos en la secuencia única obtenida para determinar la región

correspondiente al marco de lectura de traducción proteica y su traducción conceptual en

aminoácidos (ORFinder, NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), para

posteriores análisis filogenéticos.

6.4.5 Análisis filogenéticos y estructurales de genes ’full-length’

Para corroborar la correcta identificación de los transcritos de interés (pch2, rad51 y dmrt1)

y determinar la posición filogenética que guardan con respecto a otros grupos filogenéticos,

se obtuvieron secuencias completas de proteínas ortólogas identificadas en diversos grupos

de metazoarios a partir de las bases de datos Entrez-GenBank de NCBI. Las secuencias de

aminoácidos de ortólogos, incluyendo la traducción conceptual de cada transcrito obtenido

en N. subnodosus, fueron alineadas mediante el programa MUSCLE ver. 3.8 (Edgar, 2004)

en configuración por defecto. Después de los alineamientos, las regiones ambiguas (con

gaps o pobremente alineadas) fueron removidas mediante la construcción de bloques de

alineamientos mediante el software GBlocks v.0.91b (10 posiciones como tamaño mínimo

de cada block posterior a la limpieza de gaps, máximo 8 posiciones no conservadas

permitidas dentro de cada bloque) (Castresana, 2000). Para las secuencias de PCH2, se

generaron árboles a partir de los alineamientos se generaron mediante distintas

aproximaciones. se empleó el software PhyML ver.3.0 con la función aLRT (approximate

likelihood ratio test for branches) activada, e incluyendo una matriz de sustitución de

aminoácidos tipo WAG, derivada de casi 4000 secuencias agrupadas en 182 familias

proteicas y diseñada para analizar proteínas globulares bajo métodos empíricos de máxima

verosimilitud (Whelan y Goldman, 2001). Los árboles obtenidos fueron analizados

estadísticamente mediante un método aproximativo basado en máxima verosimilitud

(Anisimova y Gascuel, 2006). El análisis se condujo en la plataforma Phylogeny.fr
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(Dereeper et al., 2008), la cual alberga las herramientas de análisis anteriormente

mencionadas en un servidor web (http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/index.cgi). Para

los árboles filogenéticos de RAD51/DMC1 se generaron árboles por máxima verosimilitud,

empleando el software MEGA5 (Tamura et al., 2011), con las matrices de sustitución de

aminoácidos determinadas como más apropiadas con la función MODELTEST (Posada y

Crandall, 1998) incorporado en MEGA5, y con un soporte estadístico de bootstrap con

1000 iteraciones.

La secuencia de aminoácidos de RAD51 fue contrastada mediante comparación estructural

en modelos proteicos generados in silico, empleando el servidor web Swiss-Model (Arnold

et al., 2006). Los modelos obtenidos para la secuencia de N. subnodosus, así como de las

referencias descargadas de GenBank, fueron exportados en formato *.PDB y alineados

mediante el servidor web FATCAT (Ye y Godzik, 2004).

6.5 Análisis de expresión génica.

6.5.1 Síntesis de ADNc para la validación de genes de referencia.

A partir de ARN total de muestras de gónada individuales, se sintetizó ADNc mediante dos

estrategias de priming, empleando: a) oligonucleótidos hexanucleótidos aleatorios y b)

oligo-dT como iniciadores de transcripción reversa, con el objetivo de definir el método de

priming más adecuado para el uso de genes de referencia potencialmente no poliadenilados

(p.ej., fragmento de la subunidad 18S del ARN ribosomal). Se siguió el mismo

procedimiento que el descrito en la sección 6.4.1, pero en este caso se sintetizaron dos

ADNc, agregando 500 ng de cada primer de transcripción reversa (oligo-dT o

hexanucleótidos aleatorios) en reacciones independientes preparadas de forma simultánea.

5.5.2 Síntesis de ADNc para análisis de expresión de genes de meiosis.

El resto de análisis de expresión de genes de interés fue realizado únicamente en ADNc

sintetizado con oligo-dT, y siguiendo el mismo procedimiento que el descrito en la sección

6.4.1. El ADNc así generado fue almacenado a -20 °C hasta su análisis por qPCR.
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6.5.2 Cuantificación de expresión de genes de interés

La cuantificación de expresión se realizó mediante la síntesis de ADNc (ImProm II reverse

transcription kit, Promega, EU), con un tratamiento posterior con DNAsa I (Promega) y la

amplificación mediante PCR en tiempo real (qPCR) de fragmentos específicos de cada

mensajero a analizar, empleando el sistema de detección fluorescente con EvaGreen en una

mezcla de reacción de PCR (Hernández-Arteaga y López-Revilla, 2008; Llera-Herrera et

al., 2012). La reacción de PCR se realizó por duplicado o triplicado en cada muestra, y

adicionalmente se analizó de forma paralela los genes de expresión constitutiva como

referencia de normalización entre reacciones. Las reacciones de amplificación se realizaron

por triplicado o duplicado, en placas de 96 pozos con cubiertas adheribles plásticas,

empleando el instrumento CFX96 (Bio-Rad). La mezcla contuvo 2.5 mM de MgCl2, 200

μM de cada deoxinucleótido, 0.46 μM de cada primer (sentido y antisentido), 0.45 U de

Taq polimerasa GoTaq (Promega) y compuesto intercalante fluorescente EvaGreen

(Biotium) a una concentración final 1X, todo en un volumen final de 15 μl. En cada

análisis de expresión, se preparó mezcla de reacción suficiente para todas las reacciones,

evitando así que exista variación técnica en los resultados por efecto de la variación en

concentración y calidad de los componentes, y en un inicio se comparó el desempeño de la

mezcla realizada contra un sistema comercial de qPCR (SsoFast EvaGreen qPCR

SuperMix 2x; Bio-Rad), obteniendo resultados casi idénticos cuando se comparó la

amplificación de diluciones seriales (1:5) idénticas en términos de pendiente e intersección

en y (donde x es el Ct registrado, y es el logaritmo de la concentración) de las curvas

estándar generadas (mix comercial: pendiente = -3.482, intersección= 9.208; mezcla

preparada en laboratorio: pendiente= -3.505; intersección= 9.288). Las condiciones de

amplificación para la qPCR fueron en todos los casos: 94 °C 3 min (desnaturalización

inicial; 40 ciclos de: 94 °C (10 seg), 60°C (15 seg) y 72 °C (30 seg), adquiriendo la

fluorescencia a 79 °C (2 seg). Al final del programa de qPCR, una disociación de 60 a 94

°C fue llevada a cabo a un rampeo térmico de 1 °C/seg, para obtener una curva de

disociación de los amplicones generados y así inspeccionar la amplificación específica de

cada reacción.
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La estimación de la eficiencia de amplificación se realizó para cada gen, mediante el

cálculo de la pendiente de la amplificación sobre diluciones seriadas (1:5), comenzando a

partir de 0.5 μl de un pool de cDNA de distintos estadios/sexos. Para aquellos genes de

expresión baja (Ct ~ 28 o mayor), se empleó una dilución 1:10,000 de un producto de PCR

a 30 ciclos. Los valores de eficiencia fueron obtenidos a partir de la pendiente obtenida en

la función de la concentración (log) sobre Ct (lineal), usando la ecuación E = (10(-1/pendiente)-

1), y empleados para la corrección de eficiencia de cada gen en los posteriores cálculos de

expresión relativa como sugieren (Pfaffl, 2001).

Los valores de expresión relativa para cada gen de interés fueron determinados mediante el

cálculo de expresión relativa (RE), con base en la comparación de su amplificación contra

un factor de normalización que integra la amplificación de los genes constitutivos para

cada muestra, como se detalla más adelante.

6.5.3 Análisis de estabilidad de genes de referencia entre estadios de gametogénesis.

Las secuencias parciales de genes obtenidos en N. subnodosus con fines de utilizarlas como

genes de referencia, fue incluyeron los genes 18S, rpl8, ef1-α, y act-β. Adicionalmente se

incluyó un fragmento de un transcrito de un gen alfa-tubulina aislado en las genotecas, tub-

a. A partir de esas secuencias parciales se diseñaron oligonucleótidos apropiados para su

amplificación por qPCR (amplicones de 150-200 pb; T°m ~ 60 °C), y se analizó la

estabilidad de estos genes en un contexto de desarrollo gametogénico en ambas regiones de

la gónada. La estabilidad se analizó en muestras de gónada en estadio de indiferenciación

(n = 6), estadio temprano de espermatogénesis y ovogénesis (n = 6 por cada región sexual)

y estadio avanzado de espermatogénesis y ovogénesis (n = 6 por cada región sexual). Los

análisis de estabilidad se realizaron mediante los macros en Office Excel (Microsoft) de

análisis de GeNorm (Pfaffl et al., 2004) y NormFinder (Vandesompele et al., 2002),

proporcionados por los autores. Debido a que en estos análisis se encontró que el gen alfa-

tubulina presentaba la menor estabilidad de expresión entre los 5 genes de referencia

originalmente seleccionados, este gen fue considerado en adelante como un gen de interés

(blanco) para evaluar su expresión relativa. Para evaluar el empleo de los genes de

referencia finalmente seleccionados, se analizó la expresión de los genes ddx, tub-a y vit en
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contexto gametogénico como se detalla más adelante.

6.5.4 Análisis de expresión de genes ddx, vit y tub-a durante la validación de genes de

referencia.

Se condujo un análisis de expresión de los genes ddx, vit y tub-a (este último originalmente

seleccionado como potencial gen de referencia) utilizando ADNc sintetizado con oligo-dT.

Las secuencias parciales de éstos genes de interés fueron aislados mediante PCR

degenerativa en una estrategia similar a la empleada para el set de genes de referencia

(sección 6.4.3). La expresión relativa fue calculada con base en distintas combinaciones de

genes de referencia como factores de normalización.

6.5.4.1 Ubicuidad de expresión de tub-a.

Se re-analizó la expresión de tub-a en ambas regiones sexuales en maduración activa,

además de tejidos somáticos de músculo aductor, branquias, manto, glándula digestiva y

nefridios (n=6 muestras por tejido). De éstas muestras, se obtuvo ARN total y se sintetizó

ADNc mediante priming con oligo-dT. Las reacciones de qPCR se realizaron por

duplicado, incluyendo todas las muestras en una placa de reacción para cada gen, evitando

variaciones entre reacciones. Se analizó todo el set de genes de referencia antes empleado

en la sección correspondiente a la selección de genes de referencia entre estadios de

gametogénesis mediante los algoritmos de geNorm y NormFinder, y el mejor par de genes

de referencia fue empleado para la normalización de la expresión relativa, empleando el

software qBasePlus.

6.5.4.2 Análisis de expresión de genes de meiosis y diferenciación sexual.

Se realizó la cuantificación relativa de la expresión de genes identificados en el proceso

meiotico: scp3, dmc1, rad51, mre11, horma, e3-ccnb1ip1, p33-ringo y dmrt-1. Los análisis

se realizaron mediante qPCR en ADNc sintetizado con oligo-dT de muestras de gónadas

indiferenciadas, así como en regiones sexuales de gónadas en estadio de maduración

temprana y tardía. Para cada estadio, seis muestras individuales fueron analizadas en

duplicado. Los valores de expresión relativa fueron normalizados con la media geométrica
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de la expresión de los genes de referencia rp-l8 y 18S, y analizados mediante la

comparación de la expresión relativa (RE).

6.5.5 Determinación de expresión relativa mediante cálculo de cantidad relativa (RQ) y

análisis estadísticos.

La expresión génica relativa fue calculada a partir de las cantidades relativas (RQ) de cada

gen (de referencia o de interés), y fueron estimadas con la ecuación:

RQ = (1+E)(Ct promedio – Ct) (ecuación 1)

Los valores de expresión relativa (RE) fueron calculados entonces a partir de la proporción

de la cantidad relativa (RQ) de cada muestra individual con la ecuación:

RE = RQi / RQnf (ecuación 2)

Donde i = gen de interés y nf = factor de normalización = media geométrica de los genes

de referencia determinado para cada caso). Los valores de Ct mayores a 35 fueron

considerados como amplificación indetectable. Los análisis estadísticos se realizaron

mediante ANOVA de una vía, después de transformar a logaritmo natural. Las medias

fueron comparadas mediante la prueba post-hoc de Fisher, con el software Statistica

versión 7 (StatSoft). Los resultados se presentan una vez re-transformados desde los

valores de logaritmo natural a escala lineal, y las diferencias significativas son presentadas

con un valor de significancia de P<0.05).
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7 RESULTADOS

7.1 Generación de información genómica asociada a la reproducción en N. subnodosus.

7.1.1 Identificación de genes expresados diferencialmente en la gametogénesis mediante

generación y secuenciación de genotecas de hibridación sustractiva.

Se desarrollaron dos genotecas de genes específicos o expresados diferencialmente entre

dos condiciones gonadales: estadio de inactividad (gónada entera) y estadio de maduración

avanzada (región sexual testicular), y los fragmentos obtenidos fueron secuenciados

mediante dos plataformas. Durante el desarrollo de las genotecas, diversos controles de

reacción fueron considerados para confirmar que el flujo de reacciones y procedimientos

ocurrieron adecuadamente. El primer paso de revisión fue la síntesis de ADNc doble

cadena fragmentado con la enzima de restricción RsaI, y al cual se le agregaron

adaptadores en ambos extremos. Para esto, se realizó una PCR con combinaciones de

primers para actina humana (incluídos en el kit de generación de genotecas) y primers

dirigidos a los adaptadores SMART, en una genoteca sustractiva "control" también

incluídos en el kit de generación de genotecas (ARNm de músculo esquelético humano

contra el mismo ARNm adicionado con 0.2% de fago φX174 - digerido con HaeIII -)

realizada estrictamente en paralelo a las de las genotecas de gónada (Fig. 8). Una vez

revisado el hecho de que las genotecas fueron realizadas adecuadamente, se revisó que los

fragmentos de ADN obtenidos en las genotecas de hibridación sustractiva se ubicaron en el

rango de 200 a 1500 pb (Fig. 9), lo que posibilita su análisis mediante clonación y

secuenciación Sanger, y sugiere que el procedimiento de construcción de genotecas se

completó adecuadamente. Como confirmación de la adecuada clonación de los fragmentos

de las genotecas en el vector pGEM en medio selectivo con X-gal, se realizó una revisión

de la ocurrencia de insertos en 100 clonas seleccionadas al azar, de las cuales se determinó

que el 96% de las clonas seleccionadas tenían un fragmento de ADN inserto (Fig. 10)
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Fig. 8. Verificación de la adición de adaptadores en ADNc realizada en ADNc de músculo
esquelético (reacción control), y amplificando mediante PCR con combinaciones de

oligonucleótidos para el gen β-actina de humano y oligonucleótidos dirigidos a los adaptadores A y
B en extremo 5' (primer actina-sentido + primer adapter; carriles 1 y 3) y 3' (carriles 2 y 4) (imagen
A). Para efectos comparativos, se muestra el resultado esperado proporcionado por el manual de kit

de genotecas SSH de Clontech (imagen B).

Fig. 9. Reacción de amplificación primaria (carriles A) y anidada (carriles B) con oligonucleótidos
dirigidos a los adaptadores en productos de ADNc obtenidos después de la doble-hibridación
sustractiva, representando aquellos fragmentos de transcritos expresados diferencialmente.
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Fig. 10. Amplificación de clonas seleccionadas al azar de las regiones insertadas oligonucleótidos
M13, universales en el vector) de fragmentos obtenidos en la genoteca de hibridación sustractiva de

gónada de región testicular en maduración - sustraída con gónada inactiva. El carril 5 muestra un
producto de amplificación de una clona sin inserto (184 pb)

Para la preparación de las genotecas para su secuenciación en la plataforma 454, se

monitoreó mediante electroforesis en agarosa la amplificación con oligonucleótidos

convencionales anidados dirigidos a los adaptadores de genotecas SSH, en paralelo a la

amplificación con oligonucleótidos modificados que incluyen las secuencias adaptadores

para secuenciación por 454-FLX (Lib-L) en el extremo 5'. Los resultados indican que la

adición de oligonucleótidos modificados para la adición de adaptadores Lib-L, no afecta el

patrón electroforético de los fragmentos amplificados que conforman la genoteca, y de

hecho, la intensidad de la amplificación incrementó en comparación a la reacción que

emplea oligonucleótidos convencionales anidados (Fig. 11). Este resultado sugiere que las

genotecas se encontraban listas para ser secuenciadas en la plataforma 454-FLX mediante

el protocolo de secuenciación de amplicones.
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Fig. 11. Prueba de amplificación con oligonucleótidos anidados del sistema Clontech (carril 1) y de
oligonucleótidos anidados modificados con las secuencias de adaptadores Lib-L requeridos para la

secuenciación en sistema 454-FLX.

7.1.2 Análisis de secuencias de genotecas de hibridación sustractiva.

Combinando las secuencias obtenidas mediante los métodos de electroforésis capilar

(Sanger) y secuenciación masiva (454-FLX), se obtuvieron un total de 34,276 lecturas

válidas mayores 50 pb y un valor de calidad Phred mayor a Q20. El número de secuencias

obtenidas por Sanger fue 356 y 187 de las genotecas de región testicular en maduración e

inactiva, respectivamente. Mediante 454-FLX, se obtuvieron 19,876 y 13,857 lecturas,

respectivamente. Las lecturas obtenidas por secuenciación masiva fueron depositadas en el

European Nucleotide Archive del servidor EMBL-EBI, bajo la clave de acceso

ERP002162; y las secuencias obtenidas mediante secuenciación capilar (Sanger) fueron

depositadas en la base de datos dbEST de NCBI (accesos JZ199499 - JZ200027).

Posteriormente, con el software Newbler 2.5 (Roche) se realizó un ensamble híbrido con

las lecturas obtenidas en ambas plataformas, el cual resultó en la generación de 3,727
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contigs y 8,279 singletons. El tamaño modal (N50) de los isotigs generados fue de 429 pb.

Como parte del proceso de anotación funcional, se encontraron 2,037 transcritos con al

menos un hit significativo por blastx; y de éstos, 51% de los mejores hits fueron contra

proteínas de C. gigas, una especie cuyo genoma fue secuenciado y anotado recientemente.

En relación a cada genoteca específica, 1,153 y 833 transcritos de las genotecas de la

región testicular de la gónada en maduración y de la gónada inactiva respectivamente,

presentaron un hit significativo en contra de la base de datos nr-GenBank (archivo

suplementario 1), y de éstas cifras, 768 (67%) y 697 (84%) obtuvieron al menos un término

ontológico (GO) que fue asociado de forma significativa mediante la plataforma de

anotación blast2GO (archivo suplementario 2)

La eficiencia de la sustracción durante la generación de las genotecas se observó cuando

solamente 91 isotigs (de un total de 3,727) fueron construidos con lecturas de ambas

genotecas; y de éstos, 48 tuvieron al menos un hit de blastx y al menos un GO asociado (3

tuvieron un hit por blastx pero no anotación GO). Entre éstos transcritos construidos con

lecturas de ambas genotecas, se encontraron aquellos codificantes para proteínas

ribosomales (n = 13), así como transcritos anotados como cytochrome syntase (n = 4), ATP

synthase (n = 3) y NADH dehydrogenase (n = 2), entre otros. Los restantes 43 transcritos

no obtuvieron un hit con blastx. Una prueba posterior de la eficiencia de sustracción

durante la generación de las genotecas para la identificación de genes específicos de las

condiciones biológicas en comparación se obtuvo mediante un análisis de enriquecimiento

de términos ontológicos. Una comparación entre isotigs y singletons de cada genoteca

mostraron los términos que están enriquecidos específicamente entre las genotecas de

gónada inactiva y la región testicular en maduración. Los términos ontológicos obtenidos

mediante blast2GO de Meiosis (GO:0007126), Meiosis-I (GO:0007127), meiotic cell cycle

(GO:0051321) y M phase of meiotic cell cycle (GO:0051327) fueron frecuentemente

asociados a genes caracterizados en la genoteca de la gónada masculina en maduración;

adicionalmente, diversos términos asociados a espermatogénesis también se encontraron

enriquecidos en esta genoteca (Fig. 12). Entre los genes identificados, se incluyen aquellos

involucrados en la fidelidad de la replicación de ADN, sinapsis de cromosomas,
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recombinación y checkpoint en meiosis (Tabla I), así como genes identificados dentro de la

espermatogénesis (Tabla II) codificantes para antígenos de espermatozoides, cinasas

testículo-específicas, así como proteínas constituyentes del flagelo. Adicionalmente a genes

de meiosis y espermatogénesis, se identificaron genes con el término 'sex' en su descripción

(Tabla II) como dmrt1 (doublesex and mab-3 related transcription factor 1), dual

specificity protein kinase clk2, y kelch-10 like. Finalmente, se identificaron transcritos

anotados con el prefijo 'transpos' y 'retrotranspos' para elementos transponibles y

retrotransposones (Tabla III), incluyendo entre otros, piggyBac transposable element-

derived protein 3 like, retrotransposon transcriptase, RNA-directed DNA polymerase

derivadas de dos clases de elementos transponibles, BS y jockey-like, y una retrovirus-

related POL polyprotein de un type-I retrotransposable element R2.
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Fig. 12. Análisis de enriquecimiento de términos ontológicos para genotecas sustraídas
recíprocamente entre gónada en maduración testicular y gónada inactiva, sobrerrepresentados en la

porción testicular en maduración.
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Fig. 13. Análisis de enriquecimiento de términos ontológicos para genotecas sustraídas
recíprocamente entre gónada en maduración testicular y gónada inactiva, sobrerrepresentados en la

gónada inactiva.
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Tabla I. Genes asociados a la meiosis, expresados en la genoteca de región testicular de la gónada
en maduración, con los términos ontológicos de meiosis/meiotic; recombination, repair y

checkpoint.

Descripción de la anotación valor E
mejor hit
(acceso
GenBank)

ATP-dependent DNA helicase Q1 1.27 e-45 EKC18968
ATP-dependent DNA helicase Q4 1.14 e-21 EKC33210
brain tumor protein 2.77 e-15 EGI57493
cell cycle checkpoint protein RAD1 5.58 e-22 BAD86790
cyclin dependent kinase 1 2.10 e-10 ADZ23998
denticleless protein homolog 2.99 e-36 EKC37484
citrate synthase 2.53 e-49 EDS33990.1
DNA ligase 1 1.09 e-16 XP_003127315

4.63 e-47 EKC32253
7.63 e-40 XP_002160108
4.03 e-34 EFN72821

DNA polymerase delta subunit 2 3.29 e-60 EKC39895
DNA repair protein RAD51 homolog 3 1.06 e-62 EKC25786
DNA replication licensing factor MCM6 2.91 e-15 BAG61268
dual specificity protein kinase TTK 1.59 e38 EKC17444
e3 ubiquitin-protein ligase CCNB1IP1 9.79 e-19 XP_780975

1.28 e-36 XP_002588845
histone 3 2.92 e-57 CAJ81662
histone 3.2-like 2.48 e-18 EJT46200
HORMA domain-containing protein 1-like 8.50 e-85 XP_002168952

3.82 e-14 XP_003727321
importin subunit alpha-2 6.81 e-20 EKC18904
integrase family protein 4.29 e-22 XP_003390809

3.38 e-14 EKC22946
3.17 e-8 EKC28263

meiotic recombination protein DMC1/LIM15 homolog 1.89 e-94 XP_003221056
5.91 e-45 XP_002831176
5.66 e-8 XP_001367929

p33 RINGO 4.49 e-48 EKC24735
RuvB-like protein 2 3.26 e-63 EKC28232
serine threonine-protein kinase PLK1 1.18 e-48 EKC29729
synaptonemal complex central element protein 2 4.81 e-11 XP_002591412
synaptonemal complex protein 3 1.32 e-45 EKC40091
TFIIH basal transcription factor complex helicase subunit 1.84 e-11 AEO89688
ubiquitin-conjugating enzyme e2 c isoform 2 7.40 e-6 NP_861515
Werner syndrome ATP-dependent helicase 2.10 e-11 XP_003389810
zinc finger and BTB domain-containing protein 40 1.48 e-13 XP_002735651
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Tabla II. Genes expresados en la genoteca de región testicular de la gónada en maduración,
extraídos mediante la búsqueda de términos ontológicos (GOs) con los prefijos

sperm/spermatogenesis/spermatid y sex.

Descripción de la anotación valor E
mejor hit
(acceso
GenBank)

adenosine deaminase domain-containing protein 1-like isoform 2 1.14 e-10 EKC39025
C-Myc binding protein 7.84 e-44 XP_002604299
coiled-coil domain-containing protein 135 1.57 e-23 EKC19048
DnaJ subfamily member 13 5.88 e-51 EKC20056
doublesex and mab-3 related transcription factor 1 4.69 e-22 CAC42778
dual specificity protein kinase 1.86 e-7 XP_002432301
dynein heavy chain 5.06 e-90 EKC20777
growth arrest-specific protein 8 6.30 e-64 EKC37009
H1 histone member oocyte-specific-like 3.75 e-21 P22974
Kelch-like protein 10 1.92 e-57 EKC42522

2.72 e-32 EFN76175
motile sperm domain-containing protein 2 1.65 e-26 EKC28345
nucleoside diphosphate kinase homolog 5-like 8.83 e-38 EKC43147
outer dense fiber protein 3-like protein 2-like 1.25 e-16 XP_002732801
parkin coregulated gene / protein homolog 2.68 e-57 EKC36429

8.50 e-54 XP_003215805
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4 2.31 e-44 EKC41424
predicted protein (DM domain) 7.00 e-6 XP_001632590
probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X 4.12 e-11 XP_001627156
ropporin-1-like protein 2.73 e-126 EKC31617
sperm flagellar protein 2 1.07 e-7 XP_001623400
sperm phosphodiesterase 5 1.81 e-34 EKC21406
sperm-associated antigen 16 protein 2.32 e-81 EKC18115

1.16 e-14 XP_002591791

sperm-associated antigen 17 2.31 e-54 EKC26001
spermatogenesis associated 4 1.66 e-83 EKC20206
spermatogenesis-associated protein 1 5.44 e-16 XP_002733667
tektin 2 7.57 e-73 EKC18085

1.06 e-14 XP_002591791

testis-specific serine threonine-protein kinase 1 5.53 e-31 XP_002738751
testis-specific serine threonine-protein kinase 2 1.52 e-17 EHA99087
testis-specific serine threonine-protein kinase 3-like 9.62 e-24 EKC40940
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Tabla III. Genes expresados en la genoteca de región testicular de la gónada en maduración,
extraídos mediante la búsqueda de términos ontológicos (GOs) para transposable, transposase,

retrotransposon, retrotransposable y DNA-polymerase.

Descripción de la anotación valor E
mejor hit
(acceso
GenBank)

DNA-mediated transposase 1.14 e-13 ABH09251
piggyBac transposable element-derived protein 3-like 4.71 e-6 XP_003706354
tyrosine recombinase-like 6.04 e-9 DAA01995
pol-like polymerase (25 transcripts) 1.27 e-30 XP_002160589
retrotransposon transcriptase 4.82 e-10 EFN57005
retrotransposon unclassified 5.10 e-25 BAC82624
retrotransposon-like family member (retr-1)-like 7.34 e-41 XP_003730886
retrovirus-related Pol polyprotein from type-1 retrotransposable element R2 2.51 e-40 XP_002127101
RNA-directed DNA polymerase from transposon Bs (13 transcripts) 2.89 e-21 XP_002127101
RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey-like (20
transcripts)

7.50 e-27 XP003727887
transposable element TCB2 transposase 1.28 e-5 ABV31711

En contraste a la gónada de la región testicular, en la genoteca de gónada inactiva diversos

términos GO fueron asociados a la maquinaria de traducción proteica y la biosíntesis de

ribosomas, así como a respuesta a estrés e inmune (Fig. 13). Adicionalmente, se

identificaron otros genes involucrados en la diferenciación sexual y en el control y

mantenimiento de la línea germinal como notch homolog 2, btg member 2, pumilio

domain-containing protein, cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 5,

nuclear receptor subfamily 0 group b member 1, transcription factor btf3 homolog 4, ccr4-

not transcription complex subunit 10 y transcription factor hes-1, entre otros genes

(Archivos suplementarios 1 y 2, en formato electrónico anexo).

7.1.3 Identificación de microsatélites en fragmentos de genes aislados en genotecas de

hibridación sustractiva

Se identificaron 507 secuencias con microsatélites potenciales, y para 310 de éstas se logró

un adecuado diseño de oligonucleótidos para su amplificación por PCR. Del total, 272

microsatélites puros y 38 compuestos fueron encontrados. Las secuencias microsatélites,

con oligonucleótidos diseñados, y con el mejor hit contra secuencias nucleotídicas en
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GenBank, son presentadas en el archivo suplementario 3. Un microsatélite encontrado en

una secuencia singleton (ERR224474.16682; SRA-NCBI) fué idéntico al microsatélite

NsubA1B12 reportado para la misma especie (acceso GenBank FJ986341.1).

7.2 Caracterización de transcritos de genes selectos por RACE.

7.2.1 Transcrito de mre11.

La secuenciación de los extremos de ADNc 5’ y 3’ mediante RACE del gen Mre11 permitió

reconocer un ensamble de 1588 nucleótidos, que traducido en su marco de lectura +2,

muestra una secuencia de 498 aminoácidos. En éste marco de lectura no fue posible

identificar un codón de paro de traducción, pero sí una poliadenilación potencialmente

prematura que comienza en la posición 1549 de la secuencia nucleotídica (Anexo I). El

análisis de ésta secuencia en bases de datos proteicos mediante el programa blastp

(secuencias proteicas nr) resultó en una estrecha similitud con la proteína MRE11 de C.

gigas (score=837; valor E = 0) (Anexo I). y mediante un análisis de búsqueda de familias

proteicas (Pfam 24.0; http://pfam.sanger.ac.uk/) dentro de la secuencia completa de la

proteína se identificaron dos familias PfamA, ambas relacionadas con la arquitectura propia

de proteínas del tipo MRE11: la familia de las fosfoesterasas similares a la calcineurina

(acceso Pfam PF00149.21, score = 90.8; valor E = 5.6-26) y la familia de enlace a DNA tipo

Mre11 (acceso Pfam PF04152; score = 259.9; valor E = 1.1-77).

7.2.2 Caracterización de transcritos de dmc1 y rad51

La secuencia completa del transcrito codificante para dmc1 fue obtenida mediante la

amplificación de extremos 3’ y 5’ por la técnica de RACE. Se obtuvo un ensamble de

secuencia de 1274 nucleótidos, con un marco de lectura (+1) de 341 aminoácidos en la que

puede identificarse una región correspondiente la familia proteica RAD51 (clave Pfam

PF08423; score = 404.2, valor E = 1.41-121) (Fig. 10). La secuencia del cDNA de dmc1, así

como su traducción conceptual, fue depositada en GenBank, y está disponible bajo el

acceso KC119408.

Por otra parte, la secuencia completa del transcrito de rad51, también obtenida por PCR-
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RACE, posee una región codificante de 1861 nucleótidos (acceso GenBank KC119409). El

marco de lectura inferido por su traducción conceptual muestra una secuencia de 360

aminoácidos, con un dominio conservado para la familia de recombinasas RAD51. Debido

a que éste dominio también se encuentra presente en la secuencia de dmc1, se realizó un

árbol filogenético de secuencias utilizando homólogos tanto de la subfamilia DMC1 como

de RAD51 y XXRC3, y se utilizó el homólogo ancestral de REC-A como grupo externo.

Las claves de las secuencias empleadas se muestran en el alineamiento múltiple realizado

para la construcción del árbol, y fue recortado para eliminar las partes de las secuencias

altamente divergentes, incluyendo la parte correspondiente a las región comprendida entre

las posiciones 55 a 263 de la referencia de REC-A de Escherichia coli (ZP_06991525.1)

(Fig. 14). El árbol filogenético realizado muestra nombres estandarizados de los ortólogos

de Rad51-C (RAD51-3) y RAD51-A (RAD51; RAD51-1), y separa claramente a las

secuencias en grupos de RAD51 (A, C), XXRC3 y DMC1. La secuencia de RAD51 aislada

en N. subnodosus se agrupa dentro del clado correspondiente a RAD51C (Fig. 15).
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Fig. 14. Alineamiento múltiple de las secuencias de ortólogos de RAD51A, RAD51C, DMC1 y
XXCR3 de especies de invertebrados y vertebrados, incluyendo las caracterizadas en el presente

estudio para N. subnodosus, y correspondientes a la región de dominio conservado RAD51
(posiciones 55-263 de RecA de E. coli).

MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment
ZP_06991525.1|_recA_[Escherichia_coli]                                      GGLPMGRIVEIYGPESSGKTTLTLQVIAAAQRE------GKTCAFIDAEHALDPIYAIDNLLCSQPDTGEQALEICDALA-----RSGAVDVIVVDSVAA
EKC37434.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Crassostrea_gigas]                    GGILSQGITEISGESASGKTQFCLQLCLTVQLPPEEGGLAAGAAYICTEDAFPSKRLGDNIFIEHVADLDSLNSCIHQKLPHLL-SSGSVKLVIVDSVAA
NP_001013559.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Danio_rerio]                      GGLPLRGITELAGESAAGKTQFCLQLCLSVQYPQEHGGLNSGAVYICTEDSFPIKRLSDNIYIEHAADLEALQVCVSQRVPVLL-KRGLVRLLVVDSVAA
NP_001093589.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Homo_sapiens]                     GGLPLDGITELAGRSSAGKTQLALQLCLAVQFPRQHGGLEAGAVYICTEDAFPHKRLGSQIFIEHVADVDTLLECVNKKVPVLL-SRGMARLVVIDSVAA
AAI18906.1|_xrcc3_protein_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]                   GGVPLVGITEIAGESSAGKTQIGLQLCLSVQYPVEYGGLASGAVYICTEDAFPSKRLGDSIFVEHTADVDTLTECITKKVPVLL-LRGSIRLVIIDSIAA
XP_002123810.1|_Dmc1_homolog_[Ciona_intestinalis]                           GGIESMAITEVFGEFRTGKTQLSHTLSVTTQIPGAKGYMGGKVVYIDTENTFRPDRLLDNVMYARAYTSEHQMELLDHVAAKFHEEAGIFKLLIVDSVMA
NP_001037552.1|_Dmc1_homolog_[Bombyx_mori]                                  GGIESMAITEVFGEFRTGKTQLSHTLCVTTQIPNSKGYQGGKVMFLDTEHTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQAELLDYVAAKFHEEAGVFKLLIIDSIMA
XP_003729914.1|_DMC1/LIM15_homolog_[Strongylocentrotus_purpura              GGIESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVCTQLPGSNGYPGGKVIFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQFELLDYAAGKFHEEPGVFKLLIIDSIMA
KC119408|DMC1_[Nodipecten_subnodosus]                                       GGLESMSITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTTQLPGANGYTGGKVMFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQFELLDFVAAKFYEEPGVFKLLIIDSIMV
NP_001018618.1|_DMC1/LIM15_homolog_[Danio_rerio]                            GGVESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQLPGEYGYTGGKVIFIDTENTFRPERLLDNVLYARAYTSEHQMELLDFVAAKFHEEGGVFKLLIIDSIMA
XP_002933806.1|_DMC1/LIM15_[Xenopus_tropicalis]                             GGIESMAITETFGEFRTGKTQLAHTLCVTAQLPGPNGYTGGKIIFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQMELLDYVAAKFHEEPGIFKLLIIDSIMA
NP_001124039.1|_DMC1/LIM15_[Rattus_norvegicus]                              GGIESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQLPGADGYSGGKIIFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQMELLDYVAAKFHEEAGIFKLLIVDSIMA
Q14565.2|_DMC1/LIM15_homolog_[Homo_sapiens]                                 GGIESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQLPGAGGYPGGKIIFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQMELLDYVAAKFHEEAGIFKLLIIDSIMA
BAA04580.1|_Rad51_[Drosophila_melanogaster]                                 GGIETGSITEIFGEFRCGKTQLCHTLAVTCQLPISQKGGEGKCMYIDTENTFRPERLLDNVAFTRAHNSDQQTKLIQMAAGMLFESR--YALLIVDSAMA
AAB53330.1|_Rad51_homolog_[Bombyx_mori]                                     GGIETGSITEIFGEFRTGKTQLCHTLAVTCQLPIEQSGGEGKCMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAYNTDHQTQLLVQACAMMAESR--YSLIIVDSATA
XP_002126934.1|_RAD51_homolog_isoform_1_[Ciona_intestinalis]                GGIETGSITEIFGEFRTGKTQICHTIAATCQLPIEQGGGEGKCLYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAYNTDHQSQLLIQAAAMMSETR--YAVIVVDSATA
XP_788683.2|_RAD51_homolog_1-like_[Strongylocentrotus_purpuratus]           GGIETGSITEIFGEFRTGKTQLCHTMAVTCQLPIDNGGGEGKCLYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAHNSDHQSQLLLQASAMMAESR--YALLIVDSATA
NP_998371.2|_RAD51_homolog_1_[Danio_rerio]                                  GGIETGSITEMFGEFRTGKTQLCHTLAVTCQLPIDQGGGEGKAMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHQTQLLYQASAMMTESR--YALLIVDSATA
EKC33463.1|_DNA_repair_protein_RAD51-like_protein_A_[Crassostrea gigas]     -----------------------------------MGGGEGKAMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAYNSDHQSQLLIQAAAMMAESR--YALLIVDSATA
NP_001016393.1|_RAD51_homolog_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]               GGIETGSITEMFGEFRTGKTQLCHTLAVTCQLPIDRGGGEGKAMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHQTQLLYQASAMMAESR--YALLIVDSATA
NP_001102674.1|_RAD51_1_[Rattus_norvegicus]                                 GGIETGSITEMFGEFRTGKTQICHTLAVTCQLPIDRGGGEGKAMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARGFNTDHQTQLLYQASAMMVESR--YALLIVDSATA
NP_002866.2|_DNA_repair_protein_RAD51_homolog_1_isoform_1_[Homo_sapiens]    GGIETGSITEMFGEFRTGKTQICHTLAVTCQLPIDRGGGEGKAMYIDTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHQTQLLYQASAMMVESR--YALLIVDSATA
XP_002130341.1|_Rad51_homolog_c_[Ciona_intestinalis]                        GGVKVGSITEIAGESSTGKTQLCFQLATNAHIHTKYGGVGGETVYIDTEMTFKTERILSGIYLFRCIKMVQLLA-VSYQLFEFVKSHPKVKLVIVDSIAQ
KC1194089|_RAD51_[Nodipecten_subnodosus]                                    GGIPLCKITEFCGAPGTGKTQICMQLAVDAQIPECLGGLEAEVVYIDTEGSFIVERLLSRIHYYRCHDYIELLATI-HLLPDFVKHHSKVRLVIVDSVAF
NP_001006101.1|_DNA_repair_protein_RAD51_homolog_3_[Danio_rerio]            GGVPVGKTTEICGAPGVGKTQLCMQLAVDVQIPVFFGGLGGKALYIDTEGSFLVQRVLSNLFLVRCHDYVKLLAEV-YLLPDFLSEHPEVRLVVIDSIAF
NP_001016923.1|_RAD51_C_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]                     GGIPVAKITEICGVPGVGKTQLCMQLAVDVQIPECFGGVAGETVFIDTECSFRLERLLSQIYYFSCHDYIELLAQI-NLLPDFLSSHPKVKLVVIDSIAF
NP_001123249.1|_Rad51_c_[Rattus_norvegicus]                                 GGIPLMKTTEVCGVPGVGKTQLCMQLAVDVQIPECFGGVAGEAVFIDTEGSFMVDRVLSHIYYFRCHDYTELLAQV-YLLPDFLSDHSKVQLVIIDGIAF
NP_478123.1|_RAD51_3_[Homo_sapiens]                                         GGVPLMKTTEICGAPGVGKTQLCMQLAVDVQIPECFGGVAGEAVFIDTEGSFMVDRVLSHIYYFRCRDYTELLAQV-YLLPDFLSEHSKVRLVIVDGIAF
ZP_06991525.1|_recA_[Escherichia_coli]                                      LTSHMGLAARMMSQAMRKLAGNLKQSNTLLIFINQTTGGNALKFYASVRRVKVVKNKIAAPFKQAEFQI
EKC37434.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Crassostrea_gigas]                    VF-DMYKRSKHMASLAASLHRISSKYCLPIVCVNQPALGLAWSNQITCRRTLEVVFAPNLPNLSLMYVI
NP_001013559.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Danio_rerio]                      LF-EAVQRSRHLLAFSSTLHRLSHTYAAPVLCVNQPALGIAWANQVMVRRKLEVVFAPHLPRSSCLCGV
NP_001093589.1|_DNA_repair_protein_XRCC3_[Homo_sapiens]                     PF-ASAPRARHLQSLGATLRELSSAFQSPVLCINQPALGITWANQLLVRRTLRVLSAPHLPPSSCSYTI
AAI18906.1|_xrcc3_protein_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]                   LF-DAAIKAKHLQTLGAKLHSMSNRFLTPVLCINQPALGISWSNQLLMRRTMEVVFAPHIPQSSCYYTV
XP_002123810.1|_Dmc1_homolog_[Ciona_intestinalis]                           LFGELADRQQKLA------------------------------------RIAKIYDSPDMPESEATFSI
NP_001037552.1|_Dmc1_homolog_[Bombyx_mori]                                  LFGELADRQQKLAQVLSRLQKISEEYNVAVFITNQPIGGNILAHASTTRRIAKIYDSPDLPESEATFAI
XP_003729914.1|_DMC1/LIM15_homolog_[Strongylocentrotus_purpura              LFGELADRQQKLAQMLSKLQKISEEYNVAVFVTNQPIGGHILAHASTTRRIAKIYDSPDMPESEATFAI
KC119408|DMC1_[Nodipecten_subnodosus]                                       LFGELVDRQQRLAQMLSRLQKISEEYNVAVFVTNQPIGGNILAHASTTRRIAKIYDSPDLPENEATYAI
NP_001018618.1|_DMC1/LIM15_homolog_[Danio_rerio]                            LFGELAERQQKLAQMLSRLQKISEEYNVAVFVTNQPIGGHILAHASTTRRIAKIFDSPHMPENEATFAI
XP_002933806.1|_DMC1/LIM15_[Xenopus_tropicalis]                             LFGELAERQQKLAQMLSRLQKISE----GKFKTK-PIGGHILAHASTTRRIAKIYDSPEMPENEATFAI
NP_001124039.1|_DMC1/LIM15_[Rattus_norvegicus]                              LFGELAERQQKLAQMLSRLQKISEEYNVAVFVTNQPIGGHILAHASTTRRIAKIYDSPEMPENEATFAI
Q14565.2|_DMC1/LIM15_homolog_[Homo_sapiens]                                 LFGELAERQQKLAQMLSRLQKISEEYNVAVFVTNQPIGGHILAHASTTRRIAKIYDSPEMPENEATFAI
BAA04580.1|_Rad51_[Drosophila_melanogaster]                                 LYGELAARQNHLGLFLRMLQRLADEFGVAVVITNQPIGGHIMAHSSTTRRICKIYDSPCLPESEAMFAI
AAB53330.1|_Rad51_homolog_[Bombyx_mori]                                     LYGELNSRQLHLGRFMRMLLRLADEFGVAVIITNQPIGGHIIAHASTTRRVCKIYDSPCLPETEAMFAI
XP_002126934.1|_RAD51_homolog_isoform_1_[Ciona_intestinalis]                LYGELSARQMHLGRFLRTLLRLADEFGVAVIITNQPIGGHIMAHASTTRRICKIYDSPCLPESEVMFCI
XP_788683.2|_RAD51_homolog_1-like_[Strongylocentrotus_purpuratus]           LYGELASRQMHLGRFLRTLLRLADEYGVAVVITNQPIGGHIMAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
NP_998371.2|_RAD51_homolog_1_[Danio_rerio]                                  LYGELSARQGHLGRFLRMLLRLADEFGVAVVITNQPIGGNILAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
EKC33463.1|_DNA_repair_protein_RAD51-like_protein_A_[Crassostrea gigas]     LYGELSARQMHLARFLRMLLRLADEYGVAVVITNQPIGGNIIAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
NP_001016393.1|_RAD51_homolog_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]               LYGELSARQMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVITNQPIGGNIIAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
NP_001102674.1|_RAD51_1_[Rattus_norvegicus]                                 LYGELSARQMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVITNQPIGGNIIAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
NP_002866.2|_DNA_repair_protein_RAD51_homolog_1_isoform_1_[Homo_sapiens]    LYGELSARQMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVITNQPIGGNIIAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAI
XP_002130341.1|_Rad51_homolog_c_[Ciona_intestinalis]                        XXEDMKIRNKLLNNLAANLRKIASLLNVAVVLVNQPALGESWSNIPHTKRFALLTKSPTQPRRKVNYVI
KC1194089|_RAD51_[Nodipecten_subnodosus]                                    HF-DMSLRTRLLTSTAQNLIKLATTYQLAVVLTNQPALGESWGHASTIRRYAWLYKSPSHREARVPYQV
NP_001006101.1|_DNA_repair_protein_RAD51_homolog_3_[Danio_rerio]            PF-DLSQRTRLLNGLAQQLIQLATQHRVAVVLTNQPALGESWGHAATQRRLASLYKSPSQMEATVQYQI
NP_001016923.1|_RAD51_C_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]                     PF-DLSLRTRLLNGFGQQLISLAHNCNLAVVLTNQPALGESWGHASTIRRFVTLCKSPSQKKATVPYGI
NP_001123249.1|_Rad51_c_[Rattus_norvegicus]                                 PF-DLFLRTRLLNGLAQQLISLANKHRLAVILTNQPALGESWGHAATIRRFATLYKSPSQKESTVPFQI
NP_478123.1|_RAD51_3_[Homo_sapiens]                                         PF-DLSLRTRLLNGLAQQMISLANNHRLAVILTNQPALGESWGHAATIRRLATLYKSPSQKECTVLFQI
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Fig. 15. Árbol filogenético de secuencias de proteínas RAD51A, RAD51C, DMC1 y XXCR3, de
especies de invertebrados y vertebrados, incluyendo las caracterizadas en el presente estudio para
N. subnodosus. La secuencia de recA de Escherichia coli fue empleada como grupo externo. Los

valores de los nodos representan el soporte de bootstrap del clado en porcentaje.
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Como soporte adicional de asignación a subfamilias de RAD51, se realizó una

comparación estructural del modelo proteico de la secuencia en aminoácidos del transcrito

obtenido en N. subnodosus contra ortólogos de RAD51A (acceso GenBank

NP_001016393.1) y RAD51C (acceso GenBank NP_001016923.1) de Xenopus tropicalis,

mediante generación de modelos estructurales en Swiss-Model (Arnold et al., 2006), y un

posterior análisis de comparación estructural por superposición: Flexible structure

AlignmenT by Chaining AFPs (Aligned Fragment Pairs) with Twists - FATCAT - (Ye y

Godzik, 2004). De éste análisis comparativo, se infiere que la secuencia obtenida en la

almeja es más similar a una RAD51C, a partir de que se obtuvieron scores de alineamientos

estructurales de 666.4 y 725.2 contra las secuencias de RAD51A y RAD51C de X.

tropicalis, respectivamente, ambos significativos (1.9-13 y 4.0-13, respectivamente) (Fig.

16).
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Fig. 16. Alineamientos estructurales del modelo proteico de RAD51 en N. subnodosus contra
modelos de RAD51A y RAD51C de Xenopus tropicalis.
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7.2.3 Caracterización de transcrito de pch2

Mediante la amplificación por RACE del homólogo pch2 en N. subnodosus se obtuvo un

transcrito de 1861 pb (acceso GenBank KC904225), con una secuencia codificante con

similitud significativa a proteínas pch2 en invertebrados y con homólogos en vertebrados

nombrados como tyroid receptor interacting protein 13. Los mejores hits contra proteínas

de bases de datos públicas se encontraron contra diversas secuencias de homólogos de

PCH2/TRIP13 de invertebrados y vertebrados (valores de E = 0). Cuando se realizó una

búsqueda por blastx en las proteínas anotadas del genoma del ostión C. gigas, se obtuvo un

hit significativo contra Nuclear valosin-containing-like protein (score = 71.2, valor E = 6-

13). Un árbol filogenético a partir de un bloque conservado de secuencias de ortólogos de

invertebrados y vertebrados (PCH2; TRIP13) (Fig. 17) permite ubicar al homólogo

identificado en N. subnodosus entre secuencias homólogas de invertebrados, las cuales se

disponen en un clado basal en comparación al clado de homólogos PCH2/TRIP13 propios

de vertebrados (Fig. 18)

7.2.4 Caracterización de transcrito de scp3.

El transcrito correspondiente a scp3 aislado mediante RACE presentó 984 pb, y se detectó

un marco de lectura de 241 aminoácidos, los cuales presentan una similitud de 69% con la

proteína anotada como synaptonemal complex protein 3 en C. gigas, con un score = 297 y

un valor E = 2-98. Dentro de la secuencia, se identificó un dominio conservado

Cor1/Xlr/Xmr (pFAM04803), con una similitud de 1.81-30; la secuencia del transcrito fue

depositada en GenBank-NCBI bajo el acceso KC119411.
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Fig. 17. Alineamiento múltiple de las secuencias de ortólogos de PCH2/TRIP13 de especies de
invertebrados y vertebrados, incluyendo la caracterizada en el presente estudio para N. subnodosus.
Se muestra la región conservada del alineamiento correspondiente al rango de posición 209 a 271

de la secuencia de N. subnodosus.

MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment

Toxoplasma_gondii_ME49{237837989      SSQLLEINAHSLFSRWFSESGKLVLKMFTTIKDLLEDESCFVCVLIDEVESLSTARRAAM
Trichoplax_adhaerens{195996749}       YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVMKMFQKIQELVDDSDAL-------VESLTAARSAAL
Oreochromis_niloticus{348534013}      YGQFVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQQLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACQ
Danio_rerio{41053680}                 HSQFVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELIDDKDALVFVLIDEVESLTAARSAAQ
Saccoglossus_kowalevskii{2912434      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVMKMFQKIQEFIDNQDALICVLIDEVESLTAARKSSM
Amphimedon_queenslandica{3403677      YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVQKMFSKIHTLVEDDNALICILIDEVESLTVARNAAM
Branchiostoma_floridae{260819230      YGQFIEINSHSLFSKWFSESGKLVLKMFQKIQELIDDSDALVCVLIDEVESLTAARKASL
Nodipecten_subnodosus                 YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVMKMFQKIQELIDDKEAIVFVLIDEVESLTSARKSAM
Nematostella_vectensis{156353324      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVMKMFQKIQELIDDKEALVCVLIDEVESLTAARKAAM
Strongylocentrotus_purpuratus{72      YGQLVEINSHSLFSRWFSESGKLVMKMFSKIQELVSDPDSLVCILIDEVESLTSARKSAL
Strongylocentrotus_purpuratus{11      YGQLVEINSHSLFSRWFSESGKLVMKMFSKIQELVSDPDSLVCILIDEVESLTSARKSAL
Xenopus_tropicalis{45361301}          YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIHELINDKEALVFVLIDEVESLTAARKASR
Xenopus_laevis{148229431}             YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIHDLINDKEALVFVLIDEVESLTAARKASR
Ornithorhynchus_anatinus{3453265      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELIDDKNALVFVLIDEVESLTAARNACR
Monodelphis_domestica{126320866}      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELIDDKEALVFVLIDEVESLTAARNACR
Cricetulus_griseus{354506641}         YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMFQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARNACR
Oryctolagus_cuniculus{291390587}      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMLQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARSACR
Oryctolagus_cuniculus{291413971}      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMFQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARSACR
Loxodonta_africana{344308311}         YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDFIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Equus_caballus{338718796}             YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Mus_musculus{110625724}               YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARNACR
Rattus_norvegicus{58865438}           YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARNACR
Cavia_porcellus{348552660}            YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMFQKIQDLIDDKEALVFVLIDEVESLTAARNACR
Ailuropoda_melanoleuca{301782535      YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Callithrix_jacchus{296194996}         YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVNKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Pan_troglodytes{332864074}            YGQLIEINSHSLFSTWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFMLIDEVESLTATRNACR
Nomascus_leucogenys{332228131}        YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Pongo_abelii{297674865}               YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Macaca_mulatta{109076630}             YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Pan_troglodytes{332820827}            YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Homo_sapiens{11321607}                YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Homo_sapiens{261337161}               YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Canis_lupus_familiaris{74003129}      YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Sus_scrofa{305855152}                 YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMFQMIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTAARNACR
Bos_taurus{297468101}                 YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVTRMFQKIQDLIDDKDALVFVLIDEVESLTASRNACR
Anolis_carolinensis{327275055}        YGQLVEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQALIDDKDALVFVLIDEVESLTAARSAVR
Taeniopygia_guttata{224045739}        YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELVDDPDALVFVLIDEVESLTAARSAFR
Gallus_gallus{118086321}              YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELIDDKDALVFVLIDEVESLTAARSAFK
Meleagris_gallopavo{326916921}        YGQLIEINSHSLFSKWFSESGKLVTKMFQKIQELIDDRDALVFVLIDEVESLTAARSAFK

.*::***:***** ********* .*:  *: ::.: ..:       ****: :* :
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Fig. 18. Árbol filogenético de secuencias de proteínas PCH2 de especies de invertebrados y TRIP13
de vertebrados, incluyendo la secuencia caracterizada en el presente estudio para N subnodosus.
Los valores de los nodos representan el soporte de bootstrap del clado en proporción de 0 a 1.
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7.3 Definición de estabilidad de genes de referencia para la normalización de la

expresión génica

7.3.1 Secuencias parciales de genes de referencia.

Mediante la estrategia a clonación parcial dirigida de genes por PCR degenerativa (deg-

PCR), se logró la obtención de secuencias parciales de transcritos para ser utilizados como

potenciales genes de referencia. Un fragmento de ARN ribosomal 18S de 168 pb fue

obtenido empleando oligonucleótidos específicos en regiones conservadas, y mediante

alineamientos múltiples contra fragmentos 18S de otros pectínidos [Pecten jacobaeus

(AY070112.1), Pecten maximus (L49053.1), Chlamys farreri (AF526252.1) y

Mimachlamys varia (DQ279939.1)] se identificó una similitud del 100% entre las

posiciones 913-1030 de las secuencias completas del 18S-rRNA de secuencias

relacionadas. Por otra parte, el fragmento de act-β obtenido fue de 206 pb, y presentó una

similitud nucleotídica alrededor al 90% con transcritos de act-β de otras especies de

bivalvos [Chlamys farreri (AY335441.2), Mizuhopecten yessoensis (DQ7878P),

Placopecten magellanicus (U55046.1) y C. gigas (AB071191.1)] (anexo 1). Del fragmento

obtenido para act-β, se diseñaron oligonucleótidos específicos para su cuantificación por

qPCR. Las claves de acceso GenBank de las secuencias depositadas, así como los

oligonucleótidos diseñados para amplificación por qPCR de los genes de referencia se

presentan en la Tabla IV.

Adicionalmente, se obtuvieron secuencias parciales para los genes constitutivos factor de

elongación 1-alfa (ef1-α; acceso GenBank JN034909.1), proteína ribosomal L8 (rpl8;

acceso GenBank JN034908.1), tubulina alfa (tub-α; acceso GenBank JN034910.1), así

como de genes de interés en el contexto gametogénico para validar los análisis de

estabilidad de los genes de referencia: vitelogenina (vit; acceso GenBank JN034911.1) y

una helicasa de la familia DEAD-box (ddx; acceso GenBank JN034912.1). Los mejores hits

contra proteínasde referencia de GenBank mediante alineamientos por blastx se muestran

en la Tabla V). Un fragmento de 781 pb del transcrito ef1-α se obtuvo por amplificación

PCR empleando oligonucleótidos degenerados, y fue confirmado como el transcrito

esperado cuando el resultado de Blastx mostró un hit de 83% con Placopecten magellanicus.
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Tabla IV. Secuencias de primers para la amplificación por qPCR de genes de referencia y genes de
interés. Las temperaturas de disociación (T°m) fueron determinadas con el calculador de oligos de

SIGMA (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp).

Gen acceso GenBank orientación secuencia de primers para qPCR T°m
eficiencia

(0-1)

18S n.a. sentido 5'-GAAATTCTTGGATCGCCGTA-3' 63.7 93%

antisentido 5'-GCCGAGTCATTGAAGCAACT-3' 64.3

ef-1α JN034909 sentido 5'-GTGCCAGTGGGTAGGGTAGA-3' 63.9 82%

antisentido 5'-CTCCAGCAACGTTTCCTCTC-3' 63.9

act-β n.a. sentido 5'-CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACC-3' 66.2 93%

antisentido 5'-GTTGAAGGTCTCGAACATGATCTG-3' 65.8

rp-l8 JN034908 sentido 5'-CGTCATGGATACATCAAGGGT-3' 63.5 96%

antisentido 5'-CAAACAGTCCAGTGTACATGCC-3' 64.3

tub-α JN034910 sentido 5'-TTCAGCCTGATGGACAAATG-3' 63.6 94%

antisentido 5'-TCTGGATGAAACAGCTGACG-3' 64.1

ddx JN034911 sentido 5'-CCAATCTTGCCTCGTTCAAT-3' 63.8 93%

antisentido 5'-GCTTTAATCCTGGCCCCTAC-3' 63.4

Vit JN034912 sentido 5'-CTGGCCAAAGCGAGTTCTAC-3' 63.7 88%

antisentido 5'-TCGTTGAACATGGTGTTCGT-3' 63.6

n.a.  indica que la secuencia no fue sometida a la base de datos pública de GenBank, pero se presenta en la
sección de Anexos II

Tabla V. Resultados obtenidos en los alineamientos por blastx de la traducción conceptual de las
secuencias parciales obtenidas por secuenciación dirigida contra bases de datos de proteínas de

referencia (refseq; NCBI-GenBank).

secuencias parciales en N.
subnodosus

(acceso GenBank)
descripción de mejor hit especie Score valor E similitud

rp-l8
JN034908

putative ribosomal protein L
(AAN05596)

Eurythoe complanata 317 1 -114 99 %

ef-1α
JN034909

elongation factor 1 alpha
(AFS50747.1)

Placopecten magellanicus 452 5 -158 89 %

tub-α
JN034910

alpha tubulin (XP_002580034.1) Schistosoma mansoni 222 1 -56 100 %

ddx
JN034911

pl10 (ABE27760.1) Azumapecten farreri 210 1 -74 97 %

vit
JN034912

vitellogenin (CAQ06469.1) Pecten maximus 193 5 -59 99 %
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La secuencia obtenida para rp-l8 fue confirmada mediante la misma herramienta,

presentando una identidad de 99% con la secuencia del bivalvo Eurythoe complanata. La

traducción conceptual de vit presentó una identidad significativa con la secuencia de

vitelogenina de Pecten maximus (92% de identidad; valor E de 1-67), incluyendo un

dominio conservado, vitellogenin_N (PF01347.16), identificado en la base de datos Pfam

(Finn et al., 2010).

7.3.2 Estabilidad de genes de referencia

7.3.2.1 Análisis de abundancia relativa de los genes de referencia en función al métodos

de síntesis de ADNc (oligo-dT vs. hexanucleótidos aleatorios)

La estadística descriptiva contrastando la expresión relativa de todos los genes de

referencia en muestras de ADNc sintetizadas con oligo-dT y hexámeros aleatorios se

muestran en la tabla VI. Los Cts promedios de todos los genes traducidos (rp-l8, ef-1α, act-

β, tub-α), fue siempre menor cuando el ADNc es sintetizado con hexanucleótidos aleatorios

en comparación al ADNc sintetizado con oligo-dT. Cuando la diferencia de Cts fueron

transformadas a abundancia relativa (RQ; sección de métodos) ponderado por la eficiencia

de amplificación, se denota que para éstos transcritos derivados de ARNm se observan

relaciones de sobreabundancia que van de 1.7 a 3.1 veces en ADNc sintetizado con

hexanucleótidos aleatorios en contraste al sintetizado con oligo-dT. Para el fragmento 18S,

ésta relación es de 12.9 veces (Tabla VI).

Cuando los genes transcritos en reverso a ADNc mediante ambos métodos (oligo-dT y

hexanucleótidos aleatorios) y analizados por qPCR fueron agrupados y analizados por

geNorm, el gen 18S fue denotado como el más estable independientemente del método de

priming empleado en las muestras en el cual fue analizado (Fig. 19a). Los valores de

estabilidad M estimados para l8 (como una estabilidad pareada entre las muestras obtenidas

mediante síntesis de ADNc con oligo-dT y hexanucleótidos aleatorios) fueron las menores

(menor valor = mayor estabilidad) (M = 0.68). 18S fue denotado como el segundo gen más

estable, resultando en M = 0.86 y 0.96 cuando las muestras fueron sintetizadas con

hexanuucleótidos aleatorios y oligo-dT, respectivamente. De una forma similar,
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NormFinder indicó que los genes más estables fueron 18S y rp-l8 (Fig. 19b).

Tabla VI. Estadísticas descriptivas de los valores de amplificación del set de genes de referencia
sobre ADNc sintetizado con oligo-dT y hexanucleótidos aleatorios.

Gen 18S rp-l8 act-β ef-1α tub-α

Tipo de ADNc oligo-dT hexa oligo-dT hexa oligo-dT hexa oligo-dT hexa oligo-dT hexa

n 28 28 28 28 28

media geom [Ct] 19.9 16.0 27.0 26.3 27.9 27.3 26.3 25.4 29.0 27.3

min [Ct] 18.4 14.8 25.0 24.3 23.5 22.9 23.9 23.2 21.6 20.6

max [Ct] 23.8 18.0 30.8 30.2 34.6 38.7 34.0 31.4 36.1 32.5

desv. est. [± Ct] 0.9 0.7 1.2 1.4 2.8 2.7 2.2 1.7 3.5 2.9

CV [% Ct] 4.5 4.2 4.4 5.3 9.8 9.8 8.3 6.8 11.9 10.6

Δ Ct 3.9 0.8 0.6 0.9 1.7

relación de
abundancia relativa
(oligo-dT / hexa)

-12.9 -1.7 -1.5 -1.9 -3.1

Mediante el uso de geNorm, 18S y rp-l8 fueron los genes más estables en las muestras de

ADNc sintetizadas con oligo-dT; en contraste, para las muestras de ADNc sintetizadas con

hexanucleótidos aleatorios, rpl8 y ef-1a fueron los genes más estables, seguidas por 18S

(Fig. 20). El gen más inestable detectado por geNorm fue tub-a. De hecho, la desviación

estándar y coeficiente de variación (CF) fue menor para 18S (CV de 4.5 y 4.2) y rp-l8 (CV

4.4 y 5.3), que para el resto de los genes de referencia potenciales. El gen con el mayor CV

fue tub-a (CV de 11.9 y 10.6) (Tabla VI).
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Fig. 19. Estabilidad de genes de referencia entre regiones gonadales y estadios (n = 30). se
muestran los resultados por geNorm (a) y NormFinder (b) para cada gen y método de síntesis de
ADNc en función al primer empleado para la transcripción reversa: oligo-dT, hexanucleótidos

aleatorios (random).

Los valores de estabilidad obtenidos por NormFinder para el mismo set de genes de

referencia también fueron registrados y analizados de forma separada para las muestras de

ADNc sintetizadas con oligo-dT y hexanucleótidos aleatorios (Fig. 21). Tanto 18S como

rp-l8 fueron encontrados como el par de genes más estables en ambos sets de muestras de

ADNc (valor de estabilidad de 0.032). Sin embargo, el gen más estable en ADNc/oligo-dT
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fue 18S (valor de estabilidad de 0.031), y en ADNc/hexanucleótidos aleatorios fue rp-l8

(valor de estabilidad de 0.037). El gen menos estable, sin considerar el primer de síntesis de

ADNc, fue de nuevo tub-a, con valores de estabilidad de 0.133 y 0.138 en ADNc

sintetizado con oligo-dT y hexanucleótidos aleatorios, respectivamente.

Fig. 20. Valores de estabilidad para los genes de referencia obtenidos por geNorm en cada set de
ADNc sintetizado con oligo-dT (a) y hexanucleótidos aleatorios (b).
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Fig. 21. Valores de estabilidad para los genes de referencia obtenidos por NormFinder en cada set
de ADNc sintetizado con oligo-dT (a) y hexanucleótidos aleatorios (b).

La fuente de variación biológica estimada para la expresión de todos los genes de

referencia, basada en la magnitud de la variación entre cada condición gonadal analizada, y

por cada método de síntesis de ADNc, se presenta en la figura 22. Se puede notar que tub-a

muestra el mayor nivel de variación entre-grupos estimada en Ln (Ct) (menor Ct = mayor

expresión), indicando que la expresión de este gen se encuentra sesgada hacia la región

testicular. Para los otros genes, incluyendo 18S, la tendencia de la variación es positiva

hacia la región testicular, pero con una variación notablemente menor que la registrada para

tub-a. Cuando se comparan los patrones de variación entre métodos de priming de ADNc,

la variación entre-grupos es relativamente similar.
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Fig. 22. Variación relativa de los valores de amplificación (Ct) de los genes de referencia entre
muestras de gónada inactiva, y en testículo y ovario en estadios de desarrollo temprano y avanzado

en ADNc preparado con oligo-dT (a) o hexanucleótidos aleatorios (b).

7.3.3 Análisis de expresión de genes ddx, vit y tub-a durante la validación de genes de

referencia.

Eligiendo los dos genes más estables para normalización en tejido gonadal (rp-l8 y 18S), se

analizó la expresión relativa de tres genes blanco. La expresión de los genes tub-a y vit

mostraron una clara asociación hacia la región ovárica (Fig. 23). tub-a mostró una

sobreexpresión de 50 y 330 veces en los estadios temprano y avanzado de maduración

testicular en comparación a los estadios correspondientes de la región ovárica, y de 130 y

600 veces a la expresión detectada en la gónada inactiva. Aunque la expresión de tub-a fue
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aparentemente mayor (4.6 veces) en el estadio de madurez tardía vs el estadio de

maduración temprana, ésta diferencia no fue estadísticamente significativa. Un patrón

similar se encontró en la parte ovárica para vit, que mostró una expresión incrementada

desde el estadio de ovogénesis temprana hacia la avanzada (tardía), registrando niveles de

expresión de ~1000 veces en el estadio de ovogénesis avanzada en comparación a la

gónada inactiva.

El efecto de utilizar genes de referencia elegidos al azar para la cuantificación de la

expresión relativa fue analizado usando a ddx como gen de interés. Se usaron uno, dos, o

todos los potenciales genes de referencia, pero no tub-a para normalizar en esta

comparación. Como se muestra en la figura 23, no se encontraron diferencias significativas

en la expresión relativa entre regiones sexuales o estadios de desarrollo de las gónadas

cuando se usaron los dos genes más estables para éste caso (18S + rp-l8), ni se encontraron

diferencias cuando se usó a cada uno de estos genes de referencia por separado (Fig. 24).

Sin embargo, cuando se normalizó con act-β, tanto la región testicular como ovárica en los

estadios de maduración temprana y avanzada muestran una aparente sobreexpresión de ddx

cuando se contrasta con la gónada indiferenciada. Cuando se emplea únicamente a ef1-α

como gen de normalización, observamos una aparente sobreexpresión de ddx en la parte

testicular en madurez avanzada. Cuando se utilizó la media geométrica de todos los genes

de referencia (rp-l8+18S+ef1-α+act-β), la interpretación de las diferencias de expresión es

como a continuación: gónada indiferenciada < gónada femenina (sin importar el estadio) =

región testicular en estadio temprano de desarrollo < región testicular en estadio avanzado

de desarrollo (Fig. 24).
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Fig. 23. Expresión relativa de vit, tub-a y ddx en ambas regiones sexuales de la gónada,
normalizada con los genes 18S y rp-l8 (n=6 para cada sexo/estadio gametogénico). Diferentes letras

indican diferencias significativas (p < 0.05); y las barras de dispersión representan el intervalo de
confianza al 95%.

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

1600

1800

ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
(n

or
m

al
iz

ad
a 

co
n

18
S

 +
rp

-l8
)

vit

tub-α

a a a

b

b

ovogénesis tardía ovogénesis
temprana

inactiva espermatogénesis
temprana

late
espermatogénesis
tardía

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

ddx

region sexual/estadio

a a a

b

b

ovario
avanzada

ovario
temprana

indiferenciada testículo
temprana

testículo
tardía



70

Fig. 24. Expresión relativa de ddx estimada después de normalizar con genes individuales (18S, rp-
l8, ef1-α, o act-β), con la combinación de los dos más estables (18S/rp-l8), o con la combinación de

los cuatro genes de referencia (n = 6 para cada sexo/estadio de gametogénesis). Diferentes letras
indican diferencias significativas (p < 0.05); y las barras de dispersión representan el intervalo de

confianza al 95%.

7.4 Ubicuidad de expresión de tub-α en distintos tejidos.

Ambos análisis de estabilidad, empleando geNorm y NormFinder, indicaron que los dos

genes más estables para la normalización de expresión entre distintos órganos/tejidos

fueron ef-1α y rp-l8, por lo que fueron entonces empleados para la normalización de la

expresión de tub-α en distintos tejidos. Éste gen mostró una elevada expresión en testículo,

y en menor grado, en músculo aductor; el resto de los tejidos analizados mostraron un nivel

de expresión no detectable o despreciable. La posibilidad de que se estuvieran obteniendo

distintos amplicones en los dos tejidos analizados fue descartada por la secuenciación de

los productos obtenidos y por el análisis de disociación de los amplicones en el paso final

de la qPCR; ambos resultados confirmaron amplicones idénticos (Fig. 25).
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Fig. 25 Expresión relativa de tub-a en diferentes tejidos/órganos de N. subnodosus, normalizada
con la expresión de los genes de referencia a ef-1a y rp-l8. Distintas letras indican diferencias
significativas (p < 0.05); las barras de dispersión muestran el intervalo de confianza al 95%.

7.5 Análisis de expresión de genes asociados a la meiosis

Se evaluó la expresión relativa por qPCR de siete genes involucrados en el proceso de

meiosis, así como de un gen que participa potencialmente en la diferenciación sexual de la

gónada, comparando la expresión entre estadios de desarrollo y regiones sexuales de la

gónada de N. subnodosus. Los accesos de las secuencias correspondientes a los genes

analizados, así como los oligonucleótidos diseñados, se muestran en la tabla VII.

Cinco de éstos genes mostraron un incremento en el perfil de expresión desde el estadio

inactivo (ambas regiones sexuales de la gónada indiferenciada) hacia los estadios de

maduración; de estos, cuatro genes mostraron un incremento de su expresión en la región

testicular: Horma domain-containing protein 1 (horma), synaptonemal complex protein 3

(scp3), disrupted meiotic cDNA (dmc1) y meiotic recombination element (mre11). Por otro
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lado, doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (dmrt1) únicamente se encontró

expresado en la región masculina de la gónada, tanto en estadio temprano como avanzado.

Aunque algo de expresión para e3 ubiquitin ligase ccnb1lp1 (e3-ccnb1Ip1) fue detectada en

los estadios de maduración ovárica, no se observaron diferencias significativas de éstos

estadios con la gónada inactiva, mientras que en la región testicular la expresión de éste

gen fue significativamente mayor que en el resto de las condiciones, y mostró una

tendencia a incrementar desde el estadio temprano al avanzado de maduración. El único

gen que no mostró una expresión significativamente mayor en el estadio de madurez

avanzada tanto de la región ovárica como testicular fue p33-RINGO. La expresión de éste

gen sólo fue observada en la gónada en maduración temprana (ambas regiones sexuales).

Tabla VII. Secuencias de primers para la amplificación por qPCR de genes de interés en meiosis. Las
temperaturas de disociación (T°m) fueron determinadas con el calculador de oligos de SIGMA
(http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp). n.a. indica que la secuencia no fue sometida a la base de
datos pública de GenBank.

Gen acceso GenBank orientación secuencia de primers para qPCR T°m
eficiencia

(0-1)

dmc1 KC119408 sentido 5'-AGGTGCCAATGGTTATACCG-3' 63.4 0.96

antisentido 5'-TGAAGACACCTGGCTCCTC-3' 63.1

rad51 KC119410 sentido 5'- CTTCACCCATTCGCACTTTT-3' 63.8 0.98

antisentido 5'- TAGCGTGGCCTTTCACTTTC-3' 64.0

scp3 KC119411 sentido 5'- CGCAGTTTTCAACCAGTGGGAAG-3' 70.4 0.97

antisentido 5'- TTGTGGCAGGTCCCAAGATCC-3' 70.4

p33-RNGO isotig01997na
sentido 5'-ATGGGCTCTTGGTCACAAATGG-3' 68.9 0.94

antisentido 5'-CCATTATCTCTTCACAGCATCGCT-3' 67.2

e3-ccnb1ip1 G29YTMO03G46S6 sentido 5'-TTTGCTTGGGTGACATCTTG-3' 63.5 1.0

(SRA-NCBI) antisentido 5'-ACTGCTCATTTGGCTGAAGA-3' 62.5

hormad isotig00711na
sentido 5'-TTTCAAGCCAGCACAGAGTG-3' 64.2 0.98

antisentido 5'-TTCCTGCACAGGACTCTCAA-3' 63.7

dmrt G29YTMO03GFPXJ sentido 5'-GGAAGAACTGCACGTGCG-3' 65.8 0.96

(SRA-NCBI) antisentido 5'-CGTAATGTTGTCCAGGGCT-3' 62.5

mre11 n.a. sentido 5'-GCGAGACCGTTAAGAAGCAC-3' 63.8 0.94

antisentido 5'-CAATGCTGTGGTCTTGAGGA-3' 64.0
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Fig. 26. Expresión relativa de genes seleccionados de la genoteca de testículo en maduración, en
distintas condiciones gametogénicas (n = 6 para cada estadio): ovogénesis temprana y tardía en la
región ovárica, y estadio temprano y tardío en la región testicular. Distintas letras indican
diferencias significativas (p < 0.05; prueba post-hoc de Fisher para diferencias entre grupos). Las
barras de dispersión muestran el intervalo de confianza al 95%.

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0
2
4
6
8

10
12
14
16

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0
2
4
6
8

10
12
14

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

ovario avanzada
ovario temprana

inactiv
testis temprana

testis avanzada
0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

scp3 horma

p33-ringo

dmc1

rad51

e3-ccnb1lp1

ab
ab a

b

cd

c

a
bb

a
a

a
ab

abc

bc

c

a a

b

a a a

b

b

ovario avanzada
ovario temprana

inactive
testis temprana

testis avanzada
0

1

2

3

4

5

6

ovario avanzada
ovario temprana

inactiva
testis temprana

testis avanzada
0

1

2

3

4

5

6

7
mre11

dmrt-like

ab
a a

b

c

a

b

ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
(n

or
m

al
iz

ad
a 

co
n

rp
l8

 +
18

S)



74

8 DISCUSIÓN

8.1 Información transcriptómica asociada a la gametogénesis y obtenida de novo usando

como estrategia genotecas sustractivas y secuenciación por 454-FLX.

La generación de genotecas por hibridación sustractiva y su secuenciación ha sido una

técnica ampliamente utilizada para la obtención de información transcriptómica de genes

que se expresan específicamente bajo condiciones biológicas contrastantes, incluyendo el

testículo vs. ovario, o testículo en diferentes etapas de desarrollo en los vertebrados e

invertebrados marinos (Vandesompele et al., 2002). Esta metodología se basa en

secuenciación de novo, por lo que es especialmente apta para los organismos no-modelo

que carecen de información genómica, que además de ser un método sensible para

discriminar genes diferencialmente expresados, permite el aislamiento de transcritos raros

o que se expresan en un número bajo de copias (Andersen et al., 2004). Sin embargo, una

desventaja en su aplicación mediante la estrategia de secuenciación clásica (por ej. por

metodología de Sanger) puede ser que el esfuerzo y costo de secuenciación requeridos para

obtener suficiente información de genes involucrados en un proceso biológico en cada

condición comparativa específica puede ser alto, ya que se requiere secuenciar

individualmente miles de clonas. En otros moluscos bivalvos un esfuerzo considerable de

secuenciación usando genotecas SSH para generar información transcriptómica de novo se

realizó inicialmente para el ostión C. gigas, con la secuenciación de 8.064 clonas de 6

bibliotecas recíprocamente sustraídas de los diferentes órganos (Fleury et al., 2009).

En el presente trabajo se demostró que mediante la implementación de secuenciación

masiva, y la combinación de ambas estrategias [(1) genotecas de ADNc por hibridación

sustractiva, y (2) pirosecuenciación por la plataforma 454-Roche], es posible obtener una

gran cantidad de información de novo para transcritos expresados diferencialmente entre la

región testicular en maduración vs gónada inactiva de la almeja mano de león. De hecho,

en este trabajo se obtuvo con éxito en el orden de 10 a 100 veces más secuencias que lo

obtenido en trabajos anteriores (Zhang et al., 2007a; Leelatanawit et al., 2008; Fleury et al.,

2009; Redon et al., 2010; Sun et al., 2010). Sorprendentemente, y a pesar del impacto
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positivo que las plataformas de secuenciación masiva han tenido en el desarrollo de

metodologías para el descubrimiento y la caracterización de genes, hasta la fecha sólo dos

trabajos reportan el uso de plataformas de secuenciación masiva para las genotecas SSH,

uno con un dinoflagelado tóxico y empleando la plataforma 454-Roche, similar al presente

trabajo (Toulza et al., 2010), y el otro con soya, empleando la plataforma de secuenciación

Illumina (Rodrigues et al., 2012). Los resultados obtenidos indican que la estrategia de

combinar genotecas de ADNc del tipo SSH con la secuenciación masiva aumenta

significativamente la cantidad de información transcriptómica para genes muy raros en los

estudios comparativos de los organismos marinos no modelo.

Aún más, y si bien el objetivo principal de este trabajo no incluyó el identificar

microsatélites -repeticiones de secuencias simples (SSRs), un producto de la secuenciación

masiva fue el poder identificar la presencia de este tipo de locus en algunos transcritos de

las librerías. Las SSR identificados en ESTs tienen la ventaja de un mayor grado de

conservación entre especies que las SSR genómicas (también llamadas SSRs anónimas), y

por lo tanto son más fáciles de emplear simultáneamente entre especies cercanas para

estudios de genómica comparativa estructural (Wren et al., 2000; Li et al., 2004; Ellis y

Burke, 2007). De hecho, dos de los EST-SSR identificados en este trabajo tuvieron un hit

(blastn) significativo con dos microsatélites descritos para otras especies de pectínidos, el

microsatélite B119 de Argopecten purpuratus (Genbank JN799265.1) y la clona

microsatélite CFFD148 de Chlamys farreri (Genbank EF148946.1) (archivo suplementario

3). Un tercer microsatélite identificado en este trabajo resultó ser idéntico a  NsubA1B12

reportado en el grupo de ligamiento Nsub1 por Petersen et al. (2012). Aunque se ha

documentado que los microsatélites en genes codificantes presentan la mayor densidad de

repeticiones de trinucleótidos en la región 5'-UTR (Lawson y Zhang, 2008), los

microsatélites polimórficos localizados en genes codificantes son de interés en un contexto

fisiológico por considerarse como no-neutrales para la selección, ya que la expresión de los

transcritos que las contienen puede verse alterada por cambios en el número de

repeticiones, afectando potencialmente la región promotora, la estabilidad del UTR 3', así

como el marco de lectura de la traducción (Wren et al., 2000; Li et al., 2004; Ellis y Burke,

2007). Interesantemente, para algunos de los microsatélites en los cuales se obtuvo una
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anotación de la secuencia flanqueante, se encontró que la repetición se localizaba en el 3'-

UTR del ARNm, como una repetición tri-TAT en la región flanqueante a una secuencia

similar a la troponin-I del ADNc de Patinopecten yessoensis (GenBank AB008006.1). En

cuanto a microsatélites localizados en el marco de lectura de algunos genes, se ha

documentado que las expansiones o contracciones de los SSR localizados en la región

codificadora puede dar lugar a cambios de marco de lectura, codones de paro prematuros, y

cambios de secuencias de aminoácidos, aun cuando la repetición más común en la región

codificante del ARNm es de tipo trinucleótido (o sus múltiplos). Es importante mencionar

que los microsatélites identificados en este estudio contribuyen con el panel de

microsatélites polimórficos generado inicialmente por Ibarra et al. (2006) y Petersen et al.

(2009) para la especie sujeto de estudio, y podría ayudar a refinar el mapa genético en el

que se obtuvo un mapa consenso con 22 grupos de ligamiento (Petersen et al., 2012),

cuando el número haploide de cromosomas es de 19 (Ibarra et al., 2011).

Regresando al transcriptoma y a las genotecas obtenidas, el ensamble ‘híbrido’ realizado, el

cual combina todas las lecturas obtenidas de ambas genotecas, pero mantiene la

información del origen de las lecturas individuales que conforman cada isotig (= contig) o

singleton, permitió 'dividir' o separar los transcritos del ensamble final en conjuntos de

transcritos representados en cada genoteca, así como los transcritos que son construidos

con lecturas de ambas genotecas. Este análisis indicó que el número de isotigs que se

conformaron con lecturas procedentes de las dos genotecas comprendía solamente el 2.6%

de un total de 3,727, lo cual es evidencia de la adecuada "sustracción" durante la

generación de las genotecas SSH, eliminando aquellos transcritos que son comunes entre

ambas condiciones. Algunos trabajos (Cao et al., 2004; Bui et al., 2005; Fleury et al., 2009;

Toulza et al., 2010; Rodrigues et al., 2012) han sugerido que durante la generación de

genotecas SSH ocurre un enriquecimiento de transcritos raros, pero que aquellos transcritos

muy abundantes en ambas condiciones pueden escapar de la normalización sustractiva.

Estos transcritos abundantes pueden incluir transcritos codificantes para proteínas

ribosomales -componentes de los ribosomas-, que poseen una alta tasa de transcripción y

que también están implicadas en muchas funciones extra-ribosomales no relacionadas a la

propia maquinaria de traducción (Warner y McIntosh, 2009). Del mismo modo, algunos
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transcritos como la cytochrome C oxidase, ATP synthase y NADH dehydrogenase, que

funcionan en las mitocondrias y participan en las demandas energéticas basales, son de

esperarse que se expresen tanto en la región testicular en maduración como en la gónada

inactiva. Sin embargo, al menos dos transcritos interesantes se encontraron conformados

por lecturas derivadas de ambas genotecas. Uno de ellos codifica para una proteína

homóloga de MAGO NASHI, que en Drosophila melanogaster está involucrado en el

establecimiento de la delimitación del eje anteroposterior en el embrión a través de una

correcta localización de ARNm oskar hacia el polo posterior (Boswell et al., 1991). En

Caenorhabditis elegans, también hermafrodita como la especie de éste trabajo, éste gen es

necesario para la morfogénesis embrionaria como en Drosophila, pero interesantemente

también es requerido para la regulación de la transición de esperma a ovocitos en

hermafroditas adultos. Esto fue demostrado por primera vez por estudios de silenciamiento

por iARN (interferencia de ARN) en el que los nematodos a los que se les silenció mago

nashi mostraron masculinización de la línea germinal (Li et al., 2000). Estos autores

propusieron que MAGO NASHI inhibe la expresión de genes masculinizantes como fog,

fem, y gld en la línea germinal, lo que permite que la ovogénesis progrese. El producto de

éste gen, junto con Y14, forma parte del complejo EJC (splicing-dependent exon-exon

junction complex) relacionado al sistema de regulación de ARNm llamado nonsense-

mediated mRNA decay, pero su modo de acción específico en la promoción de la transición

de esperma a ovocitos sigue siendo desconocido (Kawano et al., 2004).

Independientemente de su modo de acción, el involucramiento de MAGO NASHI en el

splicing de genes específicos ha sido más recientemente demostrado también en

Drosophila fuera de la línea germinal (Roignant y Treisman, 2010). Otro transcrito de

interés en el contexto de línea germinal, que fue identificado como expresado en ambas

genotecas, y anotado como proteína yellow, forma parte de la familia de proteínas

YELLOW, hasta ahora sólo identificadas en artrópodos, hongos y algunas bacterias

(Ferguson et al., 2011). Se sabe que las proteínas YELLOW están implicadas en el

comportamiento de apareamiento y en mecanismos de melanización, y han sido también

reportadas como sobreexpresadas por el mecanismo denominado amplificación génica en

las células del folículo del ovario de Drosophila, donde es requerido para la formación de
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la cubierta del ovocito (Claycomb et al., 2004). Adicionalmente, algunas proteínas

YELLOW han sido encontradas en asociación con la proteína específica de macho

FRUITLESS en las neuronas del sistema nervioso central (SNC), pero también están

presentes en el SNC de hembras (Radovic et al., 2002). Considerando que la función

específica de éste gen en la gónada de la almeja es desconocida, el hallazgo de este

transcrito tanto en la gónada inactiva como en la región testicular en maduración no es

exclusivo de la almeja, ya que todas las proteínas YELLOW se han descubierto como

transcritos en múltiples tejidos en Bombyx mori, incluyendo testículo y ovario (Xia et al.,

2006). La función tanto de MAGO NASHI como de la proteína YELLOW en la almeja

tendrá que ser estudiada a futuro con fines de establecer su asociación con el control de la

línea germinal.

8.1.1 Descubrimiento, caracterización y expresión de genes selectos e involucrados en la

meiosis, recombinación y reparación de ADN durante la gametogénesis.

La recombinación meiótica es un proceso por el cual el cruzamiento genético o intercambio

de los cromosomas homólogos se produce durante la gametogénesis. En algunas especies,

la recombinación depende del sexo, por ejemplo, la recombinación es ausente en machos

de D. melanogaster; cuando la recombinación no se produce, no se detecta la transcripción

de algunos genes que codifican para funciones específicas en la recombinación (McKee y

Ren, 1996; McKee et al., 2012). En la almeja mano de león, se sabe que ocurre la

recombinación meiótica durante la producción de gametos masculinos, ya que se determinó

recientemente que las tasas de recombinación de marcadores microsatélites cuando se

analizan a partir de ambos sexos fueron similares (Petersen et al., 2012). Los genes que

participan en la recombinación meiótica identificados en las genotecas SSH representan

una corroboración funcional de que la recombinación ocurre durante la meiosis masculina

en esta especie. Por ejemplo, algunos de los genes implicados en la recombinación y

formación del complejo sinaptonémico (SC) se encuentran en la genoteca de testículo de

maduración. El complejo sinaptonémico es una estructura específica de meiosis que consta

de dos elementos paralelos axiales (AEs), cada uno asociado a un par de cromátidas

hermanas, y un filamento axial situado entre los cromosomas homólogos en sinapsis. Dos
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genes que codifican para proteínas constituyentes del complejo sinaptonémico, SCP2 y

SCP3, se encontraron expresados en la genoteca de testículo de maduración. Las proteínas

SCP2 y SCP3 son dos de las tres proteínas que forman los filamentos axiales del complejo

sinaptonémico en la meiosis-I, y son esenciales para el apareamiento de cromosomas,

sabiéndose esto debido a que las mutaciones de los genes codificando estas proteínas y que

causan su disfunción o no-transcripción en ratones muestran consecuencias fenotípicas

como la ausencia de AEs y de sinapsis entre pares de cromosomas homólogos (Pelttari et

al., 2001). Otra proteína que participa en la formación de SC es HORMA-domain

containing protein 1 (HORMAD1). Esta proteína se co-localiza con las SCP en el elemento

axial del SC, y es considerada como un componente estructural central en el complejo

sinaptonémico ya que mutaciones en éste gen resultan en la alteración de la localización de

SCP2 y SCP3 durante la recombinación temprana, perdiéndose la estructura tripartita del

SC (axial y centrales), y dando lugar a la formación de meiocitos aneuploides (Shin et al.,

2010). Los resultados de la expresión cuantitativa de scp3 y horma, mostrando un

incremento de éstas desde el estadio de inactividad (gónada indiferenciada) hasta el estadio

de maduración tardía de la región testicular, indican que la formación de complejos

sinaptonémicos, y por lo tanto la meiosis I, se estaba desarrollando hasta lo que en este

trabajo se denominó ‘maduración tardía’. De hecho, la diferencia principal entre los

estadios tempranos y tardíos de la maduración testicular fue el tamaño de los acinos:

mientras que en el estadio de madurez temprana testicular los acinos eran pequeños y se

encontraron rodeados de tejido de soporte y conectivo, en el estadio de madurez tardía de la

región testicular los acinos eran de mayor tamaño, y se encontraron llenos de células en

todas las etapas de espermatogénesis, incluyendo espermatocitos en estadio inicial (Fig. 4).

La expresión de estos genes durante la meiosis I es interesante, ya que la diferenciación

morfológica de los espermatocitos primarios y secundarios no se ha observado en esta

especie de almeja. Estos genes podrían servir como futuros marcadores de esta etapa

meiótica y esto debe ser probado, de manera similar a lo realizado por Bannister et al.

(2007).

Además de la cohesión adecuada de los cromosomas homólogos durante la meiosis en la

formación de SC, el ADN debe ser reparado después de las rupturas de doble hebra
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necesarias para que ocurra la recombinación. En este trabajo el tercer gen cuya expresión

aumentó durante la maduración de la región testicular fue dmc1, que codifica para uno de

los dos recombinasas que participan en el paso crucial de la reparación de las rupturas de

doble-hebra del ADN que ocurre durante la recombinación, DMC1 y RAD51. Aunque estas

proteínas comparten un alto nivel de secuencia y similitud estructural, se sabe que tienen

diferencias bioquímicas y funcionales. El gen dmc1 se expresa exclusivamente en la

meiosis y su producto proteico es requerido para el adecuado apareamiento de pares de

cromosomas homólogos y la formación del SC (Bishop et al., 1992). Por otro lado,

RAD51, el homólogo eucariota de la enzima bacteriana RecA (Tarsounas et al., 1999), se

expresa tanto durante la mitosis como en la meiosis. DMC1 tiene mayor afinidad para la

unión al ADN de cadena sencilla y RAD51 forma filamentos nucleoprotéicos helicoidales

que promueven la invasión de hebras durante el entrecruzamiento de ADN para la

formación de estructuras heterodúplex de ADN (Li y Ma, 2006). Estas dos proteínas co-

localizan en sitios de recombinación en una proporción equimolar durante el subestadio

meiotico de paquiteno, y debido a que ambos tienen capacidades de interacción ADN-

proteína y proteína-proteína equivalentes, se sabe que forman un complejo funcional con

actividad recombinasa (Tarsounas et al., 1999). En la almeja mano de león, la expresión de

dmc1 se limitó a aquellas fases de la maduración ovotesticular donde se espera que ocurra

la meiosis I, lo que confirma su papel de recombinación meiótico-específica en esta

especie. En contraste, la expresión de rad51 estuvo presente en todas las etapas de

desarrollo de las gónadas, incluyendo la gónada inactiva, lo que confirma que este gen es

necesario en otros procesos de reparación del ADN, además de la meiosis. En este sentido,

se sugiere llevar a cabo análisis posteriores para establecer su posible uso como marcadores

transcripcionales de arresto meiótico durante el paquiteno de meiocitos de almejas

triploides. Ambos de estos genes fueron caracterizados para su transcrito completo, y el

análisis filogenético y estructural los coloca en clados separados entre sí, asociando

RAD51A a DMC1 más estrechamente que a RAD51C. La confirmación de la

identificación del transcrito de rad51 obtenido en Nodipecten subnodosus como

codificando para un transcrito de la subfamilia RAD51C se realizó por un análisis de

superposición de estructuras proteicas. Es importante mencionar que se carece de
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información relacionada a la distinción funcional de las isoformas A y C de RAD51 en el

contexto de recombinación meiótica.

Otro gen anotado como un gen asociado a la meiosis y que se encontró sobreexpresado en

la región de testículo fue ubiquitin ligase e3 ccnb1ip1 (e3-ccnb1ip1; también conocido

como Human Enhancer of Invasion 10 o Hei10), que codifica para una proteína RING

(Really Interesting New Gene) con un dominio ‘de dedo de zinc’, ha sido reconocido como

esencial para la fertilidad en ratones ya que participa en la resolución de intermediarios de

recombinación mediante la formación/maduración del quiasma (Strong y Schimenti, 2010).

Este componente de la maquinaria de ubiquitinación también participa en la maduración

meiótica en la frontera profase-metafase I, regulando el equilibrio en la acumulación y

degradación de la ciclina B (Ward et al., 2007). Un ortólogo se ha descrito recientemente

en el arroz, y se propone que presenta homología con la ZIP3 de levaduras y con ZHP 3 de

Caenorhabditis elegans, con función en la formación de crossovers normales durante la

recombinación meiótica (Wang et al., 2012). En contraste con horma y scp3, la expresión

de e3-ccnb1ip1no aumentó durante la maduración testicular, lo que podría ser un indicador

de que su función principal ocurre durante la meiosis temprana similarmente a lo

observado en ratones. Además, el patrón de expresión que se observó para e3-ccnb1ip1fue

específico para la región testicular, con la expresión en tejido de la región ovárica sin

diferencias significativas con la expresión estimada en la gónada inactiva, lo que sugiere

que la regulación de este gen es testículo-específica en N. subnodosus.

Entre los genes anotados con participación en la meiosis y seleccionados para ser

analizados en cuanto a su expresión entre los estadios de la gametogénesis y región sexual,

p33-ringo fue el único con una expresión específica en la maduración temprana de ambas

regiones sexuales. La proteína codificada por este gen, también conocido como speedy,

primero fue implicada como un iniciador de la maduración de ovocitos mediante la

inducción de la transición G2-M en los ovocitos de Xenopus (Ferby et al., 1999, citado por

Yamashita, 2000). Posteriormente se demostró que induce a la progresión de G1-S cuando

se sobreexpresa en diferentes tipos celulares de humanos, y más recientemente ha sido

asociada con la promoción de tumores, posiblemente debido a previene o limita la
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activación de checkpoints (McAndrew et al., 2009). El hecho de que no se detectó

expresión en la región testicular en maduración puede ser el resultado de que este gen

resulta expresado en niveles muy bajos y no es detectable por qPCR, incluso si la

sustracción tuvo éxito en el aislamiento de dos lecturas idénticas que comprenden el isotig

p33-ringo. Además, la nula expresión en la región ovárica en maduración indica que este

gen posiblemente no está implicado en la maduración de ovocitos como en Xenopus.

Finalmente, es importante mencionar que un estudio reciente de la familia de proteínas

Speedy/Ringo en vertebrados ha encontrado que esta familia de genes se expresa

predominantemente en el testículo, aunque niveles menores de expresión fueron detectados

también en otros tejidos (Chauhan et al., 2012). La caracterización del transcrito de este

gen, aunado con experimentos de interferencia de la transcripción, serán en conjunto

importante para entender la función del mismo durante la meiosis inicial en la almeja,

especialmente cuando los triploides sufren un arresto meiótico.

Considerando que varias otras proteínas que están implicadas en la sinapsis y

recombinación cromosómica se expresaron durante la maduración testicular, es importante

mencionar también otros genes que están potencialmente implicados en la sincronización y

la revisión de estos acontecimientos en un contexto de ciclo celular. En particular, los

denominados genes de 'checkpoint' (punto de control) (también incluidos en la Tabla I), son

de interés para ser analizados a futuro en el contexto de triploides inducidos por la

esterilidad. En forma general un checkpoint del ciclo celular funciona para mantener la

integridad del genoma, garantizando la secuencia de acontecimientos que se produce

durante el proceso de la división celular y la segregación cromosómica (Bailis et al., 2000).

En diversas especies tales como S. cereviseae, C. elegans y D. melanogaster, las células

meióticas con defectos en la recombinación y sinapsis detonan un retraso o arresto en la

etapa de paquiteno de la profase I (checkpoint en paquiteno) (Li et al., 2009). Uno de los

genes de checkpoint meiótico descubiertos en las genotecas es HORMA domain-containing

protein 1 (horma), anteriormente discutido como un gen participante en la formación de

SC, pero que se reconoce por su participación en la dirección simultánea de varios procesos

meióticos. En C. elegans, HTP-1, el homólogo del HORMA domain-containing protein 1,

participa en el control de la meiosis mediante la inhibición del ensamble de SC entre
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cromosomas no homólogos (Martinez-Perez y Villeneuve, 2005), induciendo una señal de

"espera" en la progresión de la sinapsis hasta que la homología de los cromosomas haya

sido verificada (MacQueen y Hochwagen, 2011). Otro gen de checkpoint de meiosis

identificado en la genoteca de la región testicular fue denticleless protein homolog

(denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog), o Cdt2 en la levadura, se sabe que

participa en el control de re-replicación durante la fase S mediante la promoción de la

degradación de una proteína necesaria para la replicación del complejo pre-replicación:

CDT1 (chromatin licensing and DNA replication factor). CDT1 también es reconocida

como un componente esencial del checkpoint que opera en la transición G2/M de

vertebrados (Sansam et al., 2006), de acuerdo con la observación de una sobreexpresión de

éste gen en las gónadas en desarrollo de Drosophila (Sloan et al., 2012).

Así como algunas de las proteínas mencionadas antes con una doble función en diferentes

etapas de la meiosis, también se ha reconocido que existe una doble función de ciertas

proteínas que participan en la revisión o reparación del daño en ADN inducido por mitosis

y meiosis, induciendo mecanismos de checkpoint (Freire et al., 1998). Al menos dos

transcritos de este tipo fueron identificados en la genoteca de la región testicular de la

gónada en maduración. Uno de ellos es Rad1, que codifica una proteína de checkpoint

implicada en el arresto celular en G2 hasta que se completa la reparación de ADN (Rowley

et al., 1992). En el humano, RAD1 es abundante en testículo, y se asocia con los

cromosomas tanto en sinapsis como en asinapsis durante la profase meiótica I de la

espermatogénesis (Freire et al., 1998). Otro gen de checkpoint identificado como expresado

en la región testicular en maduración fue dual specificity protein kinase TTK, la cual se

sabe que activa por fosforilación a p53 cuando el huso mitótico se interrumpe después de

un prolongado período en mitosis sin división celular. En respuesta al estrés, p53 modula la

expresión de genes blanco como p21, que son necesarios para el arresto del ciclo celular

(Huang et al., 2009).

Adicionalmente a genes tipo ‘checkpoint’ descubiertos en la genoteca de la región

testicular, un gen aislado de novo fue pch2 (pachytene checkpoint protein 2) conocido por

su función específica en el control de la fidelidad de la meiosis. Este gen fue originalmente
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identificado en levaduras (San Segundo y Roeder 1999) pero que ha sido estudiado en

organismos modelo como C. elegans y D. melanogaster (Bhalla y Dernburg 2005; Joyce y

McKim, 2009). Se sabe que la proteína codificada por el mismo actúa en el monitoreo de

los intermediarios de la recombinación y sinapsis, induciendo un arresto o retraso meiótico

hasta que ocurra la reparación completa de los rompimientos de doble cadena entre

cromátidas de cromosomas homólogos por efecto de recombinación. También se sabe que

en mutantes disfuncionales para este gen, no ocurre un retraso o arresto meiótico a pesar de

existir rompimientos de la doble cadena del DNA no reparados o resueltos (Joyce y

McKim, 2009).

8.1.2 Descubrimiento de genes de diferenciación sexual y genes específicos de la

espermatogénesis.

En los organismos con una determinación cromosómica del sexo, una vez que el destino

sexual de la gónada se ha establecido, genes específicos de diferenciación sexual son

transcritos para mantener el sexo de la gónada (Lalli, 2003). En hermafroditas funcionales

como la almeja mano de león, los genes de diferenciación sexual se espera que conduzcan a

la formación de las regiones sexuales separadas, y que presenten un perfil de regulación

específica para cada región sexual. La evidencia de esto es el descubrimiento de varios

genes en la genoteca de región testicular cuya anotación funcional sugiere que se

encuentran implicados en la diferenciación sexual hacia macho. Uno de esos genes fue

anotado como dmrt1 (doublesex and mab-3 related transcription factor 1), que se sabe que

regula la diferenciación sexual masculina desde nematodos hasta los mamíferos. El

homólogo de dmrt en Drosophila, dsx o doublesex, participa en la parte inferior de la

cascada de la diferenciación sexual, siendo uno de los genes mejor caracterizados dentro de

aquellos participantes en el mecanismos de diferenciación sexual hasta el momento; este

gen se encuentra finamente regulado por splicing alternativo y sexo-específico (Shukla y

Nagaraju, 2010). En C. elegans, el homólogo de dmrt1, mab-3, es requerido también para

la diferenciación de órganos sexuales y somáticos tanto en machos como en hermafroditas,

y su splicing sexo-específico se regula por TRA-1 (Yi y Ross, 2000). El análisis de

expresión de dmrt muestra un patrón de expresión diferencial entre partes sexuales de la
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gónada, lo que justifica investigación futura en elucidar el rol funcional que posee este gen

en la diferenciación regional de la gónada hermafrodita de N. subnodosus.

Otro gen descubierto en la genoteca y anotado con una función en la diferenciación sexual

fue dual specificity protein kinase, clk-2, cuya proteína CLK2 se reconoce que determina el

uso alternativo de los exones 2 y 3 en el homólogo humano de TRA-2 (TRA-2-BETA 1),

una proteína SR - nombradas así por sus característicos residuos de serina (S) y arginina

(R) - que regula el splicing alternativo de transcritos (Stoilov et al., 2004). En Drosophila,

las mutaciones en el homólogo de clk conducen a la disrupción del splicing sexo-específico

del ARN mensajero prematuro de doublesex, lo cual se sabe que depende de TRA y TRA-2

(Du et al., 1998). Finalmente, un tercer gen anotado como implicado en la diferenciación

sexual fue fkbp52 (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), que codifica para una co-chaperona

de HSP90, y se sabe que es crítico para el desarrollo adecuado y la diferenciación de los

órganos reproductivos masculinos en mamíferos (Neuer et al., 2000).

Adicionalmente a los genes antes mencionados como involucrados directamente en la

diferenciación sexual, genes cuya expresión está limitada a tejido testicular fueron también

identificados en este trabajo. Estudios previos han establecido que en el nematodo

hermafrodita C. elegans, los perfiles transcripcionales de la gónada testicular y el tejido

somático son diferentes (Wang et al., 2009). Hoy en día se sabe que la expresión específica

de genes en testículo pueden ser regulada ya sea por promotores específicos reconocidos

por factores de transcripción expresados en tejido testicular (Kleene, 2001; Chang et al.,

2011), o por un splicing sexo-específico (Telonis-Scott et al., 2009), El conjunto de genes

descubiertos en N. subnodosus cuya anotación funcional los supone como testículo-

específicos (Tabla II) incluye algunos de los genes que se expresan específicamente en

testículo en otras especies. Por ejemplo, mediante hibridación in situ, Yan et al. (2004)

determinaron que Kelch-like 10 se encuentra expresado en las espermátidas de ratón; estos

autores también demostraron mediante análisis realizados en base de datos UniGene que la

mayoría de las ESTs reportados (45 de 46 ESTs) de este gen se obtuvieron a partir de

bibliotecas de testículo. Otros transcritos que codifican para proteínas específicas de la

espermatogénesis y que fueron encontradas en la genoteca de la región testicular en este
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trabajo fueron algunas proteínas estructurales de células de esperma, anotadas como sperm

antigen 16 y 17, o 'antígenos de esperma' porque fueron descubiertos inicialmente como

proteínas inmunorreactivas en experimentos de proteínas diana para la anticoncepción en

seres humanos (Domagala y Kurpisz, 2004). Por ejemplo, el gen sperm antigen 16,

expresado en la fase meiótica, se localiza en el aparato central de la cauda de los

espermatozoides y es esencial para la motilidad flagelar (Zhang et al., 2007b). Otro

constituyente de la cauda de los espermatozoides es el transcrito identificado como outer

dense fiber protein 3-like, que sólo se expresa en células haploides y es también conocido

como SHIPPO1, codifica para una proteína específica de testículo localizado en los

flagelos de espermátidas elongadas y a lo largo de toda la longitud de los espermatozoides

maduros (Zhang et al., 2007b). Otro transcrito encontrado en la genoteca de testes fue la

adenosine deaminase domain-containing protein 1-like isoform 2 (adad1), el cual codifica

para una proteína reconocida por su interacción con ARN de doble hebra. Este gen es

también específico de testículo, y en ratones su expresión se limita a las células en

espermatocitos en etapa de paquiteno hasta la etapa de espermátida (Schumacher et al.,

1995). Las mutaciones en este gen son conocidas por dar lugar a espermatozoides

anormales e inducir esterilidad masculina (Connolly et al., 2005). Las aplicaciones

potenciales de estos genes específicos de la espermatogénesis en la inducción a una

esterilidad en almeja serán presentadas más adelante, en relación a otro gen descubierto en

las genotecas, alfa-tubulina.

8.1.3 Descubrimiento de elementos transponibles y enzimas relacionadas en la genoteca

de región testicular en maduración

Los elementos transponibles (TEs, por sus siglas en inglés) son elementos móviles que

representan una gran parte del genoma en la mayoría de los eucariotas, incluyendo al del

grupo de los moluscos. Por ejemplo, en el genoma publicado recientemente para el ostión

C. gigas, se estimó que los elementos transponibles en repeticiones invertidas (MITEs)

comprenden 8,82% del genoma, y los fragmentos de genes derivados de transposasas y

transcriptasas se detectaron no sólo en el genoma, sino también como transcritos

expresados (Zhang et al., 2012). Se sabe que los elementos transponibles se expresan
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generalmente en las células germinales y sus precursores embriónicos para asegurar su

herencia (Zamudio y Bourc’his, 2010). Sin embargo, la relajación del control epigenético

sobre la expresión de TEs, junto con su integración por de-metilación del genoma, puede

conducir a una incorporación potencialmente disruptiva de TEs en el genoma (Bao y Yan,

2012), lo cual puede ser importante en el contexto de esterilidad observada en triploides. El

hallazgo de diversas transposasas y polimerasas, tales como DNA-mediated transposase,

retrotransposon transcriptase and TCB2 transposases es evidencia de que, no sólo la

transcripción de transposones, sino también de algunas de las enzimas necesarias para su

retrotransposición y su integración en el genoma, son expresados activamente durante la

espermatogénesis de la almeja. Entre esos TEs, se encontraron transcritos de piggyBac

transposable element-derived protein 3-like, un transposón pequeño del tipo de

repeticiones invertidas de ADN, el cual fue aislado originalmente a partir de un genoma de

la polilla (Sarkar et al., 2003), pero cuya presencia no se había reportado anteriormente en

otros moluscos, se utiliza en el presente como un vector para la transgénesis en insectos y

protozoarios parásitos (Su et al., 2012).

Otros TEs fueron encontrados en la región testicular de la gónada en maduración,

retrotransposon-like retr-1, así como un segundo retrotransposon no clasificado. También

fueron encontrados varios transcritos anotados como transcriptasas reversas, como la

reverse transcriptase of the Jockey-like element y del transposon Bs. Estas enzimas poseen

la actividad transcriptasa para la polimerización de ADN dirigida por ARN, y requerida

para la reinserción de retrotransposones en el genoma (Ivanov et al., 1991).

Sorprendentemente, aun con la cercanía evolutiva con el ostión C. gigas y dado que una

gran proporción del genoma de éste posee TEs como se mencionó antes, ninguno de los

transcritos identificados como TEs en la almeja presentaron un "mejor hit" en blastn con

algún TE del ostión. Lo anterior se observó a pesar de que 11 proteínas asociadas con TEs

fueron predecidas a partir del genoma del ostión C. gigas, y dos de ellos se encontraron

también en la almeja: una proteína anotada como RNA-directed DNA polymerase from Bs y

otra anotada como transposase Tcb2.

En un futuro cercano resultará importante evaluar si algunos de los transcritos de elementos
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transponibles o sus enzimas, recientemente descubiertos en la almeja, presentan una

alteración en su regulación durante la gametogénesis en triploides, de tal forma que su

posible falta de regulación pueda explicar el arresto meiótico en triploides.

8.1.4 Genes descubiertos en la genoteca de gónada inactiva están involucrados en el

control y mantenimiento de la línea germinal.

Con respecto a la genoteca de gónada inactiva, es importante denotar que las muestras

utilizadas para la preparación de la genoteca se colectaron en Junio, cuando la temperatura

aumenta y la concentración de clorofila está disminuyendo en el ambiente de cultivo

(Ramírez-Arce, 2009). En la fecha de muestreo, el 50% de la población de almejas estaba

en fase reproductiva inactiva, mientras que el otro 50% se encontraba en alguna fase de

maduración o maduros, aunque los testículos de algunas almejas hermafroditas (10%) ya

habían liberado gametos (JL Ramírez Arce, datos no publicados). Las observaciones

histológicas de las almejas muestreadas indican que algunos organismos inactivos podrían,

en algunos casos, superar un primer proceso gametogénico incompleto, con evidencia de

reabsorción de las células gaméticas residuales dada por la presencia de hemocitos en todo

el tejido gonadal, tanto en el interior como rodeando los acinos rotos. Esta condición

reproductiva puede explicar la ocurrencia de muchos de los transcritos que se encontraron

en las gónadas inactivas. Los análisis de enriquecimiento de términos ontológicos

mostraron las categorías funcionales que son reguladas diferencialmente entre las

condiciones de reproducción (gónadas inactivas vs testículo en maduración). En contraste

con la genoteca de región testicular en maduración, en la cual genes con anotación

funcional que incluye términos ontológicos relacionados a la meiosis y el desarrollo

espermático fueron notablemente sobrerrepresentados, en la biblioteca inactiva se

mostraron enriquecidos aquellos términos ontológicos relacionados a funciones de

respuesta inmune y defensa, metabolismo de las proteínas y de la biogénesis de

ribonucleoproteínas, lo que sugiere que el proceso de síntesis/degradación de proteínas es

activo durante la regeneración de los acinos en los animales después del desove.

Adicionalmente y como una sorpresa importante, algunos genes que se descubrieron en la

gónada inactiva fueron indicativos de la ocurrencia de procesos tales como el control y
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mantenimiento de la línea germinal. Esto es, el mantenimiento de la línea germinal después

de la primera maduración y desove se esperaría que ocurra durante esta condición de

inactividad gametogénica ya que una segunda maduración se producirá aproximadamente

un año después de la primera (ver Racotta et al., 2003; Maldonado-Amparo et al., 2004).

Dado lo anterior, es claro que la identidad sexual de las células germinales masculinas y

femeninas tiene que ser mantenida y especificada cuando inicie un nuevo ciclo

gametogénico.

Entre los genes que se encontraron en la gónada inactiva se identificó a notch homolog 2,

un gen que codifica para la proteína del tipo de receptor NOTCH, que se sabe es

responsable de mantener un equilibrio entre la proliferación celular y la apoptosis. Las

proteínas NOTCH son activadas por la interacción con ligandos específicos, y

posteriormente son procesadas por proteólisis específica que resulta en dos fragmentos,

dando como resultado un fragmento activo intracelular que activa la transcripción de genes

blanco de NOTCH en el núcleo (Wang et al., 2010). En C. elegans, la proteína GLP-1 es

uno de dos receptores NOTCH en esa especie, la cual, junto con las proteínas FBF (fem-3

binding factors), funciona promoviendo las divisiones mitóticas continuas en la línea

germinal, previniendo simultáneamente su entrada a la meiosis (Kimble y Crittenden,

2007). La proteínas FBF 1 y 2 también controlan a las células germinales mediante la

represión de la traducción de dos reguladores de la meiosis (Crittenden et al., 2002). Estas

proteínas son homólogos de las proteínas PUMILIO o PUF, las cuales se caracterizan por

ser proteínas de unión al ARN y que inhiben o regulan la traducción del ARNm por su

interacción con elementos reguladores en el 3'-UTR. Interesantemente, un segundo

transcrito encontrado en la gónada inactiva fue anotado como pumilio domain-containing

protein. Si bien no se conoce si la línea germinal de la almeja utiliza un mecanismo de

represión similar al del nematodo hermafrodita, la identificación de varios genes

homólogos a genes involucrados en el control de la diferenciación de la línea germinal

permite proponer que tal probabilidad existe y debe ser investigada a futuro.  Por ejemplo,

entre otros transcritos anotados e identificados como participantes en el control de la línea

germinal, ccr4-not transcription complex subunit 10 es un gen conocido por ser parte de

los complejos ARNm deadenylase dirigidos a las proteínas reclutadas por PUF, dando como
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resultado la represión de la traducción o la inestabilidad del mensajero ya que promueve el

acortamiento de las señales de poliadenilación. También se ha descubierto que PUF forma

un complejo de represión traduccional junto con EF1α y AGO (Friend y Campbell, 2012).

Otro transcrito interesante encontrado en la gónada inactiva fue btg member 2, una proteína

Tob/BTG que en vertebrados trabaja en el control del crecimiento y la diferenciación, y en

C. elegans codifica para la proteína específica de línea germinal FOG-3 (cuyo nombre

deriva del fenotipo de los mutantes: Feminization Of Germline) que regula el que las

células germinales se diferencien hacia esperma (Lee et al., 2011). Además, se encontró

también en la gónada inactiva un transcription factor homolog btf3 4 (bicaudal-C en

Drosophila), que codifica una proteína de unión a ARN implicada en el control de línea

germinal, que regula la longitud de poliadenilación de ARNm específicos de la línea

germinal mediante el reclutamiento del producto de ccr4-not deadenylase (Chicoine et al.,

2007).

Otros dos transcritos encontrados y anotados como factores de transcripción se encuentran

involucrados en vías de diferenciación sexual en la línea germinal: el factor de

transcripción hes-1 y el factor de transcripción 21 o tcf21. Este último, tcf21, es un gen que

en ratas ha sido identificado como un elemento regulado directamente por SRY, el gen de

determinación testicular que promueve la diferenciación de las células de Sertoli en ratas

(Bhandari et al., 2011). El otro factor de transcripción, hes-1 (hairy and enhancer of split-1

en Drosophila), está implicado en la regulación negativa de la transcripción, y se ha

encontrado que tiene una expresión estadio-dependiente también en células de Sertoli

(Hasegawa et al., 2012). Otro transcrito encontrado en la genoteca de gónada inactiva fue

nuclear receptor subfamily 0 group b member 1, también conocido como dax-1 por las

iniciales de dosage-sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical region on the X

chromosome, gene 1, cuyas mutaciones causan una hipoplasia suprarrenal en el hombre.

Este gen es conocido por ser un regulador negativo de la producción de hormonas

esteroides, que actúa por medio de la represión transcripcional de genes implicados en la

vía esteroidogénica (Lalli y Sassone-Corsi, 2003), y también por antagonizar e inhibir la

función del receptor de andrógenos (AR), posiblemente mediante la modulación de la

transcripción de genes AR-dependientes (Holter et al., 2002). Tomados en conjunto, estos
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resultados muestran que el mantenimiento de la línea germinal a través de la transcripción

de los genes encontrados en la almeja, es un proceso esencial, incluso durante el período de

reposo de la gónada después del desove. La importancia del descubrimiento de estos genes

está en su posible aplicación sobre el control de la entrada a la meiosis en organismos tanto

diploides como triploides. En primera instancia se podría hipotetizar que su posible

sobreexpresión, por ejemplo en triploides, resulta en el arresto del proceso de

gametogénesis comúnmente visto en organismos de este tipo para esta especie. En segunda

instancia se puede hipotetizar que la inducción de la sobreexpresión de algunos de estos

genes en diploides resultará en organismos estériles.

8.2 Caracterización de secuencias completas de genes en meiosis por RACE

RAD51: El análisis filogenético de las secuencias obtenidas en éste estudio se separaron en

los clados correspondientes a cada subfamilia DMC1 y RAD51, y se ajustaron a la

topología del árbol presentada por (Lin et al., 2006). Sin embargo, puesto que el análisis

filogenético incluye un bloque conservado de secuencia donde los miembros de RAD51A y

C presentan una similitud muy elevada, se realizó una confirmación estructural por

superposición de modelos que confirma que la secuencia del transcrito aislada en este

trabajo corresponde a la familia de RAD51C.

La secuencia de PCH2 inferida de la traducción conceptual del transcrito obtenido en éste

trabajo también fue analizado en un contexto filogenético, en el cual se observa una

separación de las secuencias en clados con concordancia filogenética, separando a los

invertebrados del resto de secuencias ortólogas propias de vertebrados; incluso dentro del

clado de secuencias de vertebrados, se observa una separación clara entre aquellas

secuencias de peces, reptiles, aves y mamíferos. También es interesante mencionar que

mediante análisis informáticos de alineamientos locales (blastn, blastx tblastn) no se

encontraron ortólogos de éste gen en el genoma completo de C. gigas, o en la base nr de

GenBank acotada a especies de moluscos; sin embargo, sí se identificaron transcritos de

genes en otras especies de cnidarios, anélidos, urocordados (incluidas en el análisis

filogenético), además de las secuencias analizadas en Caenorhabditis elegans (San
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Segundo y Roeder, 1999) y en D. melanogaster (Joyce y McKim, 2009), lo que indica que

éste gen pueda haberse perdido durante la evolución en algunas especies de moluscos

bivalvos, pero no en N. subnodosus.

8.3 Elección de genes de referencia para la normalización de la expresión génica en

gónada de N. subnodosus.

En este trabajo se propuso establecer la estabilidad de la expresión para diversos genes

potencialmente a utilizar como genes de referencia en la normalización de la expresión

génica entre regiones sexuales de la gónada en diferentes estadios de la gametogénesis.

Adicionalmente se evaluó la pertinencia de utilizar dos métodos de transcripción reversa

del ARN a ADNc para la obtención de transcritos de genes ribosomales presuntamente no

poliadenilados (p.ej. 18S-RNA), pero que potencialmente pueden ser utilizados como

genes de referencia.

8.3.1 El transcrito del gen ribosomal 18S en N. subnodosus sí es amplificado utilizando

oligo-dT.

A pesar de la suposición de que la síntesis de ADNc en presencia de oligo-dT excluye al

ARN ribosomal en el proceso de transcripción reversa, ampliamente mencionado en

protocolos convencionales de RT-PCR (O’Connell, 2002) fue demostrada como incorrecta

para el caso de la almeja mano de león. La transcripción reversa empleando

hexanucleótidos aleatorios en lugar de oligo-dT se recomienda cuando los transcritos de los

genes blanco por amplificar mediante PCR son no poliadenilados, tal como el ARNm de

histonas, ARNm procariota, o ARN ribosomal como 18S o 28S. En este estudio se

demostró, mediante la comparación de la estabilidad relativa del transcrito de este gen

(entre el resto de genes de referencia) en pooles de ADNc cebado por oligo-dT y

hexanucleótidos aleatorios, que el ARN ribosomal 18S puede ser utilizado como un gen de

referencia en N. subnodosus cuando el ADNc es sintetizado con cebadores oligo-dT.

También se observó que la abundancia relativa del transcrito de 18S, aunque inferior en

ADNc sintetizado con oligo-dT en comparación al ADNc sintetizado con hexanucleótidos

aleatorios, fue mayor que cualquiera de los genes de ARNm analizados. Puesto que una de
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las mejores características de un gen de referencia es una alta abundancia (que

generalmente resulta en una mínima variación en las réplicas de qPCR), estos resultados

apoyan que el fragmento 18S en ADNc oligo-dT es un gen potencial de referencia para la

normalización de la expresión por qPCR en la almeja N. subnodosus. De manera similar a

este resultado, otros autores han encontrado que los genes del ARN ribosomales pueden ser

retrotranscritos utilizando oligo-dT. Por ejemplo, Xue et al. (2010) evaluaron la

amplificación de un fragmento del ARN ribosomal 28S en ADNc sintetizado utilizando

oligo-dT o en combinación de oligo-dT y oligos-antisentido para 28S en líneas celulares de

insecto en cultivo in vitro. Los autores observaron diferencias de 6 a 13 Cts (Ct = ciclo al

cual la amplificación es detectada sobre un umbral de fluorescencia) en la amplificación de

28S, con valores de Ct más altos (mayor Ct = menor abundancia del blanco de

amplificación) cuando se amplifica el ADNc retrotranscrito sólo con oligo-dT. Incluso con

esta menor abundancia de ARNr 28S en ADNc sintetizado únicamente con oligo-dT, se

observó que este gen era el más estable entre un conjunto de cuatro genes cuando las líneas

celulares fueron infectadas por virus. Zhu y Altmann (2005), también observaron que el

18S es un transcrito que puede ser detectado por qPCR en oligo-dT/ADNc utilizando

diversos tejidos de rata, incluso después de encontrar que en oligo-dT/ADNc había una

cantidad 100 veces menor de éste transcrito cuando se compara con ADNc retrotranscrito

con oligonucleótidos antisentido para 18S y cebadores oligo-dT. En nuestro estudio, la

diferencia en la cantidad del retrotranscrito obtenido entre oligo-dT y cebadores aleatorios

fue sólo de 13 veces, coincidente con los resultados reportados por Xue et al. (2010) y Zhu

y Altmann (2005) que también encontraron que la transcripción reversa de ARN ribosomal

es menos abundante en ADNc sintetizado con oligo-dT que con hexanucleótidos aleatorios.

La diferencia podría ser debida a una mayor abundancia de 18S poliadenilado en N.

subnodosus que en células de insecto y de rata. Entre las posibles razones por las cuales el

ARN ribosomal puede ser un blanco de amplificación con oligo-dT/ADNc podrían estar las

siguientes: (1) la aparición de poliadenilación verdadera en el extremo 3' por su

transcripción vía ARN polimerasa I o III, o (2) por la presencia de sitios ricos en adeninas

(poli-A’s) en regiones intermedias del transcrito ribosomal, o (3) por auto-priming del

propio ARN ribosomal, resultado de una estructura terciaria compleja durante la
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transcripción reversa, y que resulte en la detección por PCR, incluso sin necesidad de

añadir ningún tipo de cebador en la reacción RT como fue demostrado por (Tuiskunen et

al., 2010). En el primer caso, se ha documentado en la levadura Saccharomyces cerevisiae

que los niveles bajos pero significativos de ARN ribosomal son de hecho poliadenilados en

el extremo 3' por la acción de la Pap1p poli-A polimerasa, probablemente como parte de un

mecanismo de control de biogénesis y reciclaje de ARN (Kuai et al., 2004). En el humano

se ha reconocido también la existencia de fragmentos de ARN ricos en regiones

poliadeniladas, no sólo en el extremo 3', sino también en regiones intermedias de los

transcritos de ARN ribosomal (Slomovic et al., 2006, 2010). Aún más, una exploración de

genotecas de ADNc realizado por Gonzalez y Sylvester (1997) mostró que la presencia de

ARN ribosomal es un fenómeno común, incluso después de realizada la selección de ARN

poliadenilado y síntesis de ADNc usando oligo-dT como cebador para la retrotranscripción,

lo que sugiere que la poliadenilación de regiones intermedias del ARN ribosomal es un

proceso generalizado. Más recientemente Zhuang et al. (2013) documentaron que la

poliadenilación de 18S es un fenómeno común en diversas especies de algas,

probablemente como un mecanismo regulatorio transcripcional que ocurre en el núcleo.

Tomando en conjunto todos estos argumentos, es posible concluir que el uso del ARN

ribosomal 18S como un gen de referencia potencial cuando se amplifica en oligo-dT-ADNc

es posible, y no debe ser descartado de facto, sino hasta realizar análisis de estabilidad de

expresión en comparación a otros genes de referencia en las muestras a analizar.

8.3.2 Ventajas y desventajas de los programas GeNorm y NormFinder en la estimación de

la estabilidad de genes de referencia.

En las especies con poca o ninguna información genómica disponible, un análisis de

expresión génica requiere del aislamiento y la secuenciación dirigida (al menos parcial) de

la secuencia del ADNc de posibles genes de referencia, tomando en consideración los ya

referidos en la literatura como potencialmente estables en condiciones biológicas similares,

pero no considerarlos como estables de facto. En este trabajo se pre-seleccionó un conjunto

de posibles genes de referencia junto con 18S, incluyendo cuatro genes codificantes para

proteínas, y se evaluó cuáles eran los más estables para la normalización de la expresión de
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los genes 'blanco'. Para la estabilidad de la expresión génica se compararon dos programas

para este análisis, ‘geNorm’ y ‘NormFinder’, ya que se ha demostrado que en los pequeños

conjuntos de genes de referencia, especialmente cuando dos genes verdaderamente

inestables están en gran medida correlacionados en su expresión, la selección de los

mejores genes de referencia por el método de GeNorm podría resultar sesgada (De Santis et

al., 2010), con un alto riesgo de realizar una interpretación errónea de la verdadera

expresión relativa de los genes de interés.

En una primera instancia de análisis, y debido a la sensibilidad antes mencionada de

GeNorm para detectar genes correlacionados por su expresión, se utilizó este programa

para comprobar si la expresión de 18S y los otros genes eran equivalentes cuando se

analizan simultáneamente los dos conjuntos de ADNc (oligo-dT y hexanucleótidos

aleatorios); es decir, para probar la hipótesis de que un gen particular debería presentar una

estabilidad similar sin importar el método de priming utilizado para la transcripción reversa

y la condición biológica en la que se evaluaron. Se esperaba que cada uno de los genes

siendo evaluados pero transcritos con ambos métodos fueran clasificados cercanamente en

cuanto a su estabilidad y esto fue lo observado, al encontrar que la estabilidad de cada uno

de los genes ocurrió en forma de agrupación por el método de priming. Esto confirmó que

la estabilidad relativa de 18S no se ve afectada cuando se amplifica en ADNc obtenido con

oligo-dT.

Sin embargo, en una segunda instancia de análisis en donde se analizó la estabilidad

relativa de cada gen dentro de cada conjunto de ADNc en forma independiente en función

de la estrategia de priming, el análisis de geNorm detectó diferentes conjuntos de genes

como los más estables para cada método de priming: a 18S y rp-l8 como los genes más

estables cuando se analizó en el ADNc obtenido con oligo-dT, y a ef1-α y rp-l8 para el

ADNc obtenido con hexanucleótidos aleatorios. Esto podría ser debido a que el algoritmo

de GeNorm requiere un mayor conjunto de genes de referencia (al menos ocho) para

determinar con precisión el conjunto de genes más estable (Vandesompele et al., 2002). Si

es así, y solamente se evalúa un número reducido de genes de referencia, un resultado así

podría ser tomado como evidencia de que ef1-α es suficientemente estable para ser incluido
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como una parte de un conjunto de genes de referencia, cuando en realidad no lo es, como

fue demostrado en el análisis por medio de NormFinder. Otro problema se deriva porque

GeNorm no detecta la variación entre-grupos como una fuente de sesgo para análisis de

cuantificación relativa, ocultando diferencias cuando los genes están en realidad

expresados diferencialmente. La condición de inestabilidad de ef1-α como un gen de

referencia para las condiciones específicas evaluadas en este trabajo fue evidenciada

también al contrastar los coeficientes de variación (CV) para la expresión relativa de cada

gen, observándose que el CV para ef1-α fue mayor que 5%, mientras que los CVs de 18S y

rp-l8 eran menos o igual a 5%, así como al analizar los genes de referencia con el segundo

programa, NormFinder, el cual sí considera la variación entre-grupos. De Santis et al.

(2010) y Zhong et al. (2008) observaron que incluso cuando un par de genes de referencia

se expresan diferencialmente entre los grupos experimentales, GeNorm erróneamente

podría seleccionar como "estable" cuando su expresión únicamente se correlaciona, porque,

como se ha indicado antes, este programa realmente elige los genes expresados de manera

'más similar' y no necesariamente 'más estable', en algunos casos sin tener en cuenta las

posibles diferencias en expresión entre los grupos experimentales.

Finalmente, e independientemente del programa de análisis utilizado, los análisis de

estabilidad de los genes de referencia pre-seleccionados permitieron establecer que el gen

con la menor estabilidad de los cinco originalmente incluidos fue el de la alfa-tubulina.

8.3.3 Descubrimiento de un presunto gen de referencia, tub-α, siendo testis- y músculo-

específico.

Una vez definidos los genes de referencia más estables para el análisis de la expresión de

genes blanco o de interés, se evaluó la expresión relativa de tres genes, vitelogenina, ddx y

el encontrado como más inestable de los cinco originales de referencia: tub-α, La expresión

de vit ocurrió durante la ovogénesis como era de esperarse, debido a que éste gen codifica

una lipoproteína expresada en las células del folículo del ovario, y se acumula en los

ovocitos en crecimiento (Osada et al., 2004; Llera-Herrera et al., 2012b). Aunque la

expresión de vit fue 1.2 veces mayor durante la ovogénesis tardía en contraste con la

ovogénesis temprana no fue significativamente diferente. Por otro lado, cuando tub-α se
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analizó como un gen de interés (y no como un gen de referencia potencial) se observó que

se expresa sólo en la región de la gónada masculina durante la espermatogénesis temprana

y tardía, de manera que muestra una tendencia a aumentar a medida que avanzó la

espermatogénesis. Las proteínas TUBULIN-α y -β son proteínas estructurales de los

microtúbulos (filamentos de citoesqueleto) y sus propiedades moleculares son diferentes

dependiendo de las modificaciones post-traduccionales que ocurren en las regiones C-

terminal (Kierszenbaum, 2002; Hammond et al., 2008). Existen al menos dos tubulinas

específicas de testículo que participan en la estructura del axonema en flagelos (Nielsen et

al., 2010). La expresión no detectada en la gónada indiferenciada o en la región femenina,

así como una elevada expresión en la región masculina, en la que divisiones celulares se

están produciendo continuamente (espermatogónias a espermatocitos y espermátidas) para

culminar con la formación del axonema en los espermatozoides maduros, indican que éste

transcrito tiene una expresión testículo-específica. El análisis de expresión posterior en un

contexto somático (tejidos de músculo aductor, manto, nefridios, glándula digestiva y

branquias) confirmaron lo último, aunque cierta expresión - menor a la registrada en

testículo - fue observada en músculo aductor.

8.3.4 Las tubulinas tejido- o testículo-específicas

Las tubulinas componen una familia de proteínas eucariotas estructurales que conforman a

los microtúbulos. Todas las células eucariotas requieren microtúbulos, que son

componentes del citoesqueleto que participan en la división celular, forma, motilidad y

tráfico intracelular (Nielsen et al., 2010). Particularmente en células espermáticas, isotipos

específicos de las tubulinas de la subfamilia β fueron inicialmente descritos por Kemphues

et al. (1980). Posteriormente, Theurkauf y Baum (1986), describieron cuatro α-tubulinas en

D. melanogaster, una de las cuales fue testículo específica (α3). En el ratón, Villasante et

al. (1983) reportaron que los dímeros formados por las tubulinas α3/7 y β3 eran expresados

sólo en testículo maduro, conformando la mayor parte de las estructura de los microtúbulos

en las células germinales masculinas, pero que un isotipo, la tub-α4 se expresa

exclusivamente en músculo. Posteriormente, Lewis y Cowan (1988), reportaron una nueva

tubulin-α (tub-α8) en humanos y en ratón, que resulta expresada exclusivamente en
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musculo esquelético y en testículo. En el artrópodo Bombyx mori, Kawasaki et al. (2003)

encontraron también que la tub-α3 era testículo-específica, y posteriores análisis

filogenéticos confirmaron que éste isotipo ocurre en algunos linajes de artrópodos, y se

relaciona a la familia del isotipo tub-α1 (Nielsen et al., 2010). En todos los casos, los

análisis estructurales y por mutación realizados en los isotipos testículo-específicos

resultaron en ensambles de axonemas disfuncionales y en genotipos estériles para el sexo

masculino, confirmando el rol fundamental de la mayoría de las isoformas testículo-

específicas para la adecuada función del esperma. Resulta interesante que la expresión

tejido-específica de las tubulinas es mediada por sus regiones promotoras (Bo y Wensink,

1989), lo que ha sido de interés por su aplicación en la tecnología de transgénicos para el

control biológico de plagas y para la inducción dirigida de la expresión tejido-específica de

transgenes utilizando promotores nativos como los de las tubulinas α y β. Hasta el

momento de este trabajo no existía información acerca de una tubulina testículo-específica

en moluscos. Para el mejillón Mytilus edulis, dos tub-α se encuentran reportadas en las

bases de datos de GenBank: la primera (acceso GenBank ABA03050.1), fue recientemente

utilizada por Ciocan et al. (2011) como un gen de referencia para la normalización de la

expresión génica; los mismos autores reportan una segunda tub-α aislada de testículo

(acceso GenBank AEM36066.1), pero no se analizó su perfil de expresión para identificar

especificidad en algún tejido en particular, y por lo tanto no se confirmó o descartó su

naturaleza de testículo-específica. Sin embargo, esa secuencia parcial alinea con una

similitud del 100% con la aislada en éste trabajo para N. subnodosus (GenBank

AEN71147.1), mientras que no se produjo un alineamiento significativo contra la primer

secuencia aislada de M. edulis. También recientemente, en un estudio que empleó una

plataforma de microarreglos para definir genes expresados establemente entre distintos

tejidos somáticos y germinales del ostión del Pacífico C. gigas para que sean empleados

como genes de referencia candidatos, Dheilly et al. (2011) identificaron que una tub-α

resulta expresada establemente. Lo anterior indica la necesidad de realizar análisis de

estabilidad de expresión para genes antes de que sean considerados como potenciales genes

de referencia. Finalmente, se recomienda realizar investigaciones orientadas al desarrollo

de posibles aplicaciones biotecnológicas de la especificidad tisular de la expresión de la
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tub-a identificada en éste trabajo.

8.3.5 Consecuencias del uso de genes de referencia arbitrariamente elegidos en la

normalización de un gen de interés - ejemplo aprendido en el análisis de la expresión de

ddx.

El análisis de la expresión de un miembro de la familia ddx resultó ser un ejemplo

interesante de lo que puede suceder cuando la normalización de la expresión génica se lleva

a cabo con genes de referencia seleccionados arbitrariamente o basándose únicamente en la

literatura disponible. Cuando se simuló lo que ocurriría cuando se utilizan diferentes genes

o combinaciones de genes, se encontraron múltiples posibilidades para la interpretación de

los resultados, pero la sobreexpresión de este gen durante la espermatogénesis masculina

tardía fue la interpretación más frecuente. Sin embargo, cuando la expresión relativa de este

gen se evaluó usando los genes encontrados como más estables (rp-l8 y 18S), se hizo

patente que no hay diferencias entre las partes sexuales de la gónada y tampoco entre

etapas de desarrollo. ddx codifica para un miembro no identificado de la familia helicasa

DEAD-box que incluye las subfamilias VASA y PL10 de las helicasas del ARN ATP-

dependientes. Aunque vasa se expresa específicamente en las células germinales, y tiene un

papel funcional en la formación de la línea germinal en el ostión del Pacífico C. gigas

(Fabioux et al., 2004a, 2004b), el gen ddx parcial aislado en el presente trabajo tuvo un

mejor hit (empleando blastx contra bases de datos de proteínas de referencia de GenBank)

contra la subfamilia PL10 de las helicasas DEAD-box. En el peneido Marsupenaeus

japonicus, un gen pl-10 se ha encontrado altamente expresado durante el desarrollo

embrionario y larvario, mostrando una expresión relativamente reducida pero mantenida en

las gónadas femenina y masculina adultas (Sellars et al., 2007), similarmente a lo

encontrado para ddx en este trabajo. Su función en peneidos como moluscos es sin

embargo desconocida, y se requiere de realizar investigación adicional a futuro con el fin

de evaluar su papel funcional y molecular.
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9 Conclusiones

Los resultados obtenidos han permitido tener un avance significativo en cuanto al

conocimiento genómico asociado a la reproducción en la almeja Nodipecten subnodosus,

identificando un alto número de genes involucrados en la gametogénesis y meiosis que, a

través del estudio de su expresión en condiciones comparativas de gametogénesis de

diploides y triploides, se espera que contribuirá de forma importante al conocimiento de su

función en el contexto de arresto meiótico de los organismos triploides, ya sea como genes

marcadores o incluso como posibles determinantes del arresto reproductivo. Muchos de los

genes identificados en éste trabajo prometen ser los primeros en ser descubiertos en la

gametogénesis de cualquier especie de molusco bivalvo, y en el caso particular de pch2,

representa el primer registro de éste ortólogo en cualquier especie de bivalvo, nunca antes

reportado siquiera en el genoma del ostión C. gigas, recientemente secuenciado. El

descubrimiento de genes con función en la meiosis, recombinación y reparación del ADN

también permite la identificación de marcadores transcripcionales para la meiosis y la

espermatogénesis, proporcionando un panel de genes para llevar a cabo caracterizaciones

funcionales mediante metodologías de genética inversa como la conocida por interferencia

de ARN, una herramienta ya utilizada en los bivalvos marinos durante el proceso de

gametogénico. Adicionalmente, la combinación de la estrategia de generación de genotecas

por hibridación sustractiva y metodologías de secuenciación masiva como la que ofrece la

plataforma 454-Roche, posibilita la re-secuenciación de genotecas ya desarrolladas por la

comunidad científica, con costos significativamente menores, y aumentando el potencial de

descubrimiento de nuevos genes específicos expresados diferencialmente entre distintas

condiciones biológicas.

Adicionalmente, la anotación de los genes obtenidos por secuenciación, permitió identificar

un gen potencialmente involucrado con el mecanismo de decisión en la diferenciación

sexual (dmrt-1), el cual ha sido extensivamente documentado en D. melanogaster. Se sabe

que éste gen posee una capacidad de splicing alternativo (Burtis y Bake, 1988),

determinado por dosaje génico mediado por Tra (Hoshijima et al., 1991). La posible

participación de este gen como parte de una cascada de determinación sexual entre
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regiones gonadales, abre la posibilidad de profundizar en el conocimiento de cómo esta

especie hermafrodita funcional es capaz de generar gametos simultáneamente en el mismo

órgano. La caracterización del gen (transcrito, organización genómica), su regulación y

función por estrategias de interferencia del ARN ya se encuentra en proceso. Por otro lado,

la anotación de los genes aislados en la genoteca de gónada inactiva permitió identificar

varios genes potencialmente involucrados en el control y mantenimiento de la línea

germinal.

El establecimiento de los mejores genes de referencia en el contexto gamético/reproductivo

permite una robusta interpretación de la expresión génica, y también identifica un transcrito

específico de testículo/músculo (tub-α), lo que posibilita que posteriores estudios puedan

desarrollarse con métodos de análisis de expresión optimizados para la correcta

interpretación de la expresión diferencial. En este estudio, se demostró que el gen 18S-

rARN de N. subnodosus es eficientemente retrotranscrito utilizando oligo-dT como

estrategia de cebado. Para las condiciones específicas evaluadas en este estudio, se

identificó a 18S como uno de los genes de referencia más estables para los estudios entre

diferentes etapas gametogénicas y regiones sexuales en el tejido gonadal, que junto con la

proteína ribosomal rp-l8, proporcionan la mejor condición de normalización para los

análisis de expresión de genes diana, permitiendo una interpretación más robusta de los

resultados.
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ANEXO I.

SECUENCIAS AISLADAS EN ESTE TRABAJO.



Secuencias parciales y alineamientos nucleotídicos obtenidas para el fragmento de ARN
ribosomal 18S y para el transcrito act-β.

>Nodipecten subnodosus ribosomal RNA, partial sequence (168 pb)
GAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAG
TCAGAGGTTCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGCGATCCGCCGGAGTTGC
TTCAATGACTCGGC

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment
Pecten_jacobaeus|AY070112.1       GGTGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAA
Pecten_maximus|L49053.1           GGTGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAA
Chlamys_farreri|AF526252.1        GGTGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAA
Nodipecten_subnodosus ------------GAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAA
Mimachlamys_varia|DQ279939.1      GGTGTTAGAGGTGAAATTCTTGGATCGCCGTAAGACGAACTACTGCGAAA

**************************************

Pecten_jacobaeus|AY070112.1       GCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAGTCAGAGGTTCG
Pecten_maximus|L49053.1           GCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAGTCAGAGGTTCG
Chlamys_farreri|AF526252.1        GCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAGTCAGAGGTTCG
Nodipecten_subnodosus             GCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAGTCAGAGGTTCG
Mimachlamys_varia|DQ279939.1      GCATTTGCCAAGAATGTTTTCATTAATCAAGATCGAAAGTCAGAGGTTCG

**************************************************

Pecten_jacobaeus|AY070112.1       AAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGC
Pecten_maximus|L49053.1           AAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGC
Chlamys_farreri|AF526252.1        AAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGC
Nodipecten_subnodosus             AAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGC
Mimachlamys_varia|DQ279939.1      AAGACGATCAGATACCGTCGTAGTTCTGACCATAAACGATGCCAACTAGC

**************************************************

Pecten_jacobaeus|AY070112.1       GATCCGCCGGAGTTGCTTCAATGACTCGGCGGGCAGCTTACGGGAAACCA
Pecten_maximus|L49053.1           GATCCGCCGGAGTTGCTTCAATGACTCGGCGGGCAGCTTACGGGAAACCA
Chlamys_farreri|AF526252.1        GATCCGCCGGAGTTGCTTCAATGACTCGGCGGGCAGCTTACGGGAAACCA
Nodipecten_subnodosus             GATCCGCCGGAGTTGCTTCAATGACTCGGC--------------------
Mimachlamys_varia|DQ279939.1      GATCCGCCGGAGTTGCTTCAATGACTCGGCGGGCAGCTTACGGGAAACCA

******************************
//



>Nodipecten subnodosus actin-beta cDNA, partial sequence (209 pb)
AGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCCTCAAGTACCCCATTGAACACGGTATCGTCACAAACTGGGATGATATGGAGAAGATCTGGC
ATCATACCTTCTACAACGAACTCCGTGTCGCCCCCGAGGAGCACCCTGTCCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCA
ACAGGGAAAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAAC

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment
Nodipecten_subnodosus --------------------------AGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
Chlamys_farreri|AY335441.2          GGACAGCTATGTCGGTGATGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
Mizuhopecten_yessoensis|DQ7878      AGACAGCTACGTAGGAGATGAAGCTCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
Placopecten_magellanicus|U5504      AGACAGCTACGTAGGAGATGAAGCTCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
Crassostrea_gigas|AB071191.1        AGACAGCTACGTCGGAGATGAAGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC

************************

Nodipecten_subnodosus TCAAGTACCCCATTGAACACGGTATCGTCACAAACTGGGATGATATGGAG
Chlamys_farreri|AY335441.2          TCAAGTACCCCATCGAACACGGCATCGTCACAAATTGGGACGATATGGAG
Mizuhopecten_yessoensis|DQ7878      TCAAATACCCAATTGAGCACGGTATTGTCACAAACTGGGATGATATGGAG
Placopecten_magellanicus|U5504      TCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTCACAAACTGGGATGATATGGAG
Crassostrea_gigas|AB071191.1        TGAAGTACCCCATTGAACACGGTATCGTCACAAACTGGGATGACATGGAG

* ** ***** ** ** ***** ** ******** ***** ** ******
Nodipecten_subnodosus               AAGATCTGGCATCATACCTTCTACAACGAACTCCGTGTCGCCCCCGAGGA
Chlamys_farreri|AY335441.2          AAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAACTCCGTGTGGCACCCGAGGA
Mizuhopecten_yessoensis|DQ7878      AAGATCTGGCATCATACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCTGAGGA
Placopecten_magellanicus|U5504      AAGATCTGGCATCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCCCCTGAGGA
Crassostrea_gigas|AB071191.1        AAAATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGCTCCGTGTCGCACCCGAAGA

** ******** ** ************** ******** ** ** ** **

Nodipecten_subnodosus               GCACCCTGTCCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCAACAGGG
Chlamys_farreri|AY335441.2          GCACCCTGTCCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCAACAGGG
Mizuhopecten_yessoensis|DQ7878      GCACCCCGTTCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAAGCCAACAGGG
Placopecten_magellanicus|U5504      GCACCCCGTCCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCAACAGGG
Crassostrea_gigas|AB071191.1        GCACCCCGTCCTCCTGACTGAGGCTCCCCTCAACCCTAAGGCCAACAGAG

****** ** ******** ***************** ** ******** *

Nodipecten_subnodosus               AAAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAAC---------------
Chlamys_farreri|AY335441.2          AGAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAACTCCCCTGCCATGTAT
Mizuhopecten_yessoensis|DQ7878      AAAAGATGACTCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACGCTCCCGCTATGTAC
Placopecten_magellanicus|U5504      AAAAGATGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACGCCCCCGCTATGTAC
Crassostrea_gigas|AB071191.1        AAAAGATGACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAACGCTCCCGCCATGTAC

* ******** ************************



Secuencias completas de ADNc traducidas caracterizadas por RACE y depositadas en la
base de datos pública GenBank - NCBI (fecha de liberación: 01/Dic/2013)

LOCUS       seq1                    1274 bp    mRNA    linear   INV 15-OCT-2012
DEFINITION  [Nodipecten subnodosus] DMC1/LIM15 homolog.
ACCESSION   KC119408

VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE      Nodipecten subnodosus

ORGANISM  Nodipecten subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca; Bivalvia;
Pteriomorphia; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.

REFERENCE   1  (bases 1 to 1274)
AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Identification and isolation of spermatogenesis genes from the

scallop Nodipecten subnodosus by suppressive subtractive
hybridization and 454-FLX sequencing

JOURNAL   Unpublished
REFERENCE   2  (bases 1 to 1274)

AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Direct Submission
JOURNAL   Submitted (15-OCT-2012) Aquaculture Genetics and Breeding

Laboratory, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico

COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:aibarra@cibnor.mx.
Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:4.
##Genome-Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
Assembly Method       :: CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genome-Assembly-Data-END##

FEATURES             Location/Qualifiers
source          1..1274

/organism="Nodipecten subnodosus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:330909"

mRNA            1..1274
5'UTR           1..54
CDS             55..1080

/codon_start=1
/translation="MESEDQVVEEVLGNEDDDESLFQDIDMLQNHGINVADIKKLKQA
GICTIKGIQMTTKKRLCNIKGISEAKMEKIKEASGKLCDAGFLTALEYSDKRKQVFRI
STGSQEFDKLIGGGLESMSITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTTQLPGANGYTGGKVMFI
DTENTFRPDRLRAIADRFNLDQSAVLDNVLYARAYTSEHQFELLDFVAAKFYEEPGVF
KLLIIDSIMVLFRVDFSGRGELVDRQQRLAQMLSRLQKISEEYNVAVFVTNQMTADPG
ATMSFQADPKKPIGGNILAHASTTRLSLRKGRGENRIAKIYDSPDLPENEATYAITAG
GIADAKE"

3'UTR           1081..1274
BASE COUNT      466 a    212 c    269 g    327 t
//
LOCUS       seq2                    1417 bp mRNA    linear   INV 15-OCT-2012
DEFINITION  [Nodipecten subnodosus] DNA repair protein RAD51 homolog.
ACCESSION   KC1194089
VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE      Nodipecten subnodosus

ORGANISM  Nodipecten subnodosus



Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca; Bivalvia;
Pteriomorphia; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.

REFERENCE   1  (bases 1 to 1417)
AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Identification and isolation of spermatogenesis genes from the

scallop Nodipecten subnodosus by suppressive subtractive
hybridization and 454-FLX sequencing

JOURNAL   Unpublished
REFERENCE   2  (bases 1 to 1417)

AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Direct Submission
JOURNAL   Submitted (15-OCT-2012) Aquaculture Genetics and Breeding

Laboratory, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico

COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:aibarra@cibnor.mx.
Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:4.
##Genome-Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
Assembly Method       :: CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genome-Assembly-Data-END##

FEATURES             Location/Qualifiers
source          1..1417

/organism="Nodipecten subnodosus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:330909"

mRNA            1..1417
5'UTR           1..198
CDS             199..1281

/codon_start=1
/translation="MQTQRELSSYPIAPVHKTKLVAAGFLIVEDLKGMKPSELSKETG
IGMEESLEILKLVLGTDGKGDNSGQVDKSALDILKQEQSLPYIVTFSEQLDNMLGGGI
PLCKITEFCGAPGTGKTQICMQLAVDAQIPECLGGLEAEVVYIDTEGSFIVERLVDIV
TASVEHCKQIAGGEQDSEDLQGFTPENVLSRIHYYRCHDYIELLATIHLLPDFVKHHS
KVRLVIVDSVAFHFRHDFDDMSLRTRLLTSTAQNLIKLATTYQLAVVLTNQMTTKVRM
GEASQLVPALGESWGHASTIRVILYWEGQKRYAWLYKSPSHREARVPYQVTMGGIRDV
VTEEESNDDNDDINTEENPTKRQRIT"

3'UTR           1282..1417
BASE COUNT      462 a    283 c    331 g    341 t
//
LOCUS       seq3                    1440 bp    mRNA    linear   INV 15-OCT-2012
DEFINITION  [Nodipecten subnodosus] DNA repair protein RAD51 homolog, extended

3'-UTR.
ACCESSION   KC119410
VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE Nodipecten subnodosus

ORGANISM  Nodipecten subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca; Bivalvia;
Pteriomorphia; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.

REFERENCE   1  (bases 1 to 1440)
AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Identification and isolation of spermatogenesis genes from the

scallop Nodipecten subnodosus by suppressive subtractive
hybridization and 454-FLX sequencing

JOURNAL   Unpublished
REFERENCE   2  (bases 1 to 1440)

AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Direct Submission
JOURNAL   Submitted (15-OCT-2012) Aquaculture Genetics and Breeding



Laboratory, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico

COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:aibarra@cibnor.mx.
Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:4.
##Genome-Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
Assembly Method       :: CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genome-Assembly-Data-END##

FEATURES             Location/Qualifiers
source 1..1440

/organism="Nodipecten subnodosus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:330909"

mRNA            1..1440
5'UTR           1..198
CDS             199..1281

/codon_start=1
/translation="MQTQRELSSYPIAPVHKTKLVAAGFLIVEDLKGMKPSELSKETG
IGMEESLEILKLVLGTDGKGDNSGQVDKSALDILKQEQSLPYIVTFSEQLDNMLGGGI
PLCKITEFCGAPGTGKTQICMQLAVDAQIPECLGGLEAEVVYIDTEGSFIVERLVDIV
TASVEHCKQIAGGEQDSEDLQGFTPENVLSRIHYYRCHDYIELLATIHLLPDFVKHHS
KVRLVIVDSVAFHFRHDFDDMSLRTRLLTSTAQNLIKLATTYQLAVVLTNQMTTKVRM
GEASQLVPALGESWGHASTIRVILYWEGQKRYAWLYKSPSHREARVPYQVTMGGIRDV
VTEEESNDDNDDINTEENPTKRQRIT"

3'UTR           1282..1440
BASE COUNT      470 a    288 c    334 g    348 t
//
LOCUS       seq4                     984 bp    mRNA    linear   INV 15-OCT-2012
DEFINITION  [Nodipecten subnodosus] Synaptonemal complex protein 3.
ACCESSION   KC119411
VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE      Nodipecten subnodosus

ORGANISM  Nodipecten subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca; Bivalvia;
Pteriomorphia; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.

REFERENCE   1  (bases 1 to 984)
AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Identification and isolation of spermatogenesis genes from the

scallop Nodipecten subnodosus by suppressive subtractive
hybridization and 454-FLX sequencing

JOURNAL   Unpublished
REFERENCE   2  (bases 1 to 984)

AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Direct Submission
JOURNAL   Submitted (15-OCT-2012) Aquaculture Genetics and Breeding

Laboratory, Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico

COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:aibarra@cibnor.mx.
Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:4.
##Genome-Assembly-Data-START##
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
Assembly Method       :: CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genome-Assembly-Data-END##

FEATURES             Location/Qualifiers
source          1..984

/organism="Nodipecten subnodosus"
/mol_type="mRNA"



/db_xref="taxon:330909"
mRNA            1..984
5'UTR 1..52
CDS             53..778

/codon_start=1
/translation="MPPARAQKKNNTGSPNQQKQQTKSKIELDDHDDDDDIESREHSL
DSSPARDETPIIPRQGKKRAAEDPGEFNTEMQKMLECFGADITKTLVNKRKRLEQFTQ
NSLKASNKKVEEIWKMQQLERGKLHTEYCRQVNTVFNQWEADLEKTKEQEEKLVTLFK
QQQKLFQQARVVQSQRLKTIRQLHEQYTKGMEDLGTCHNSQQSNVQSELKKEMTLLQK
KILMDTQQQEMANVRKSLQTMLF"

3'UTR           779..984
BASE COUNT      394 a    173 c    203 g    214 t
//
LOCUS       seq1                    1870 bp    mRNA    linear   INV 14-APR-2013
DEFINITION  Pachytene checkpoint protein 2 homolog (pch2), mRNA.
ACCESSION   KC904225
VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE      Nodipecten subnodosus

ORGANISM  Nodipecten subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Mollusca; Bivalvia;
Pteriomorphia; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.

REFERENCE   1  (bases 1 to 1870)
AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Identification and isolation of spermatogenesis genes from the

scallop Nodipecten subnodosus by suppressive subtraction
hybridization and 454-FLX sequencing

JOURNAL   Unpublished
REFERENCE   2  (bases 1 to 1870)

AUTHORS   Llera-Herrera,R., Garcia-Gasca,A. and Ibarra,A.M.
TITLE     Direct Submission
JOURNAL   Submitted (14-APR-2013) Aquaculture Program, Centro de

Investigaciones Biologicas del Noroeste, Mar Bermejo 195, La Paz,
BCS 23090, Mexico

COMMENT     Bankit Comment: ALT EMAIL:raul.llera@gmail.com.
Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:1.

FEATURES             Location/Qualifiers
source          1..1870

/organism="Nodipecten subnodosus"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:330909"

gene            275..1579
/gene="PCH2"
/gene_synonym="TRIP-13"

CDS             275..1579
/gene="PCH2"
/gene_synonym="TRIP-13"
/codon_start=1
/gene_synonym="TRIP-13"
/translation="MSSITMDQVSELGDGHSDSTAISPVYHIEICQSPSSTAQGNIVK
EHVLNLLHRQKVAYGDFVLTEFDDPFLHEHVNSIALCDSDLSGSNRQTIDLCGRELQL
HVFQLQEDGPGIEELDEEDLAAASHWLLPARDLHGMWDSLVFDENVKSQLLNYATTTL
LFSDRQVDSNIITWNKVVLLHGPPGTGKTSLCKALAQKLVVRLSDRYSYGQLIEINSH
SLFSKWFSESGKLVMKMFQKIQELIDDKEAIVFVLIDEVESLTSARKSAMSGSEPSDA
IRVVNALLTQLDQIKRQPNVMILTTSNVTGAIDLAFVDRADIKQYIGPPSPAAIFKIF
HSCINELMRVDIISPAQQLLDLRGLEAMRFMENDATKNSLVLRDIANKSHGLSGRTLR
KLPFIAHAMFVQGASVTLEDFLVALSRGVDRQFQEREDLTKE"

BASE COUNT      550 a    377 c 426 g    517 t



Secuencia traducida de ADNc del transcrito mre11 obtenida por RACE, y análisis por
blastp contra bases de datos públicas de proteínas y dominios conservados

LOCUS       Mre11                   1588 bp            linear       17-APR-2013
DEFINITION  Nodipecten subnodosus MRE11, partial
ACCESSION   Mre11
VERSION
KEYWORDS    .
SOURCE      Unknown.

ORGANISM  Nodipecten subnodosus.
Unclassified.

FEATURES             Location/Qualifiers
source          1..1588
CDS 23..1588

/note="predicted coding region"
/translation="LTKKQYPSIIMPQTEDSEDILKIIVATDIHLGYAEKDGIRGNDS
LVAFEEILENAKNHDVDFILLGGDLFHENKPPRRIMHGCISLLRKYCMGDKPVQFEYL
SDQSKDFNHCQFPYLNYEDPNLNISIPVFSIHGNHDDPTGQGNLCTLDILHTSGFVNY
FGKHTSLEKIEMSPLLLQKGSTKLAMYGLGSIRDERLHRMFLKKTVTMLRPRENPDEW
FNMFVIHQNRSKHTTTNYIPEQFLDDFLDLVIWGHEHECRIEPEWNSVQNFYVSQPGS
SVATSLSEGETVKKHIGLLQIKGKNFKMTKIPLETVRPFYMEDVVLSDTSRNPQDHSI
AKKVEAFCSEKVEGLLEKAESEHSGNGKQPDMPLIRLRIDYSGGFEPFSAHRFGQKFI
DKVANPKDMIQFQRKKVISTKNDSKEDKDALGAIKADTLDTSRVEDMVKDYFSSSDCK
MQLKLLTEKGMGQAVQEFVDKEEREAISELVKYQLQKTQTYLKQRNANEEIIDAEVTR
YKEEKKKKKKKKKK"

BASE COUNT      566 a    273 c    340 g    409 t

Detección de dominios conservados para la traducción conceptual de mre11 (Conserved
domains; NCBI)



Búsqueda mediante blastp para la traducción conceptual de mre11 contra base de datos de
proteínas (nr-GenBank)



Alineamiento múltiple contra secuencias seleccionadas a partir de la tabla de resultados de
blastp para la traducción conceptual de la secuencia parcial obtenida para el transcrito
mre11 (Muscle; ver 3.8). Los * indican identidad completa.

MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment
ACI97143.1[Drosophila_melanogast -------NGTTTAEQD--ADNVXRILVATDNHLGYGEKDAVRGEDSFTAFEEILELAVSE
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      MASSDDEVRQVPGNMDDVDENTIKILVATDCHVGYMEKDSIRHSDSINTFEEILQLARKN
AAH17823.1[Homo_sapiens] --------MSTADALD--DENTFKILVATDIHLGFMEKDAVRGNDTFVTLDEILRLAQEN
NP_001001407.1[Danio_rerio] -------MASAGSTVD--DEDTFKILIATDIHLGYLEKDAIRGNDTFVTFDEIMKQAMQN
no_accession[Nodipecten_subnodos      MTKKQYPSIIMPQTED--SEDILKIIVATDIHLGYAEKDGIRGNDSLVAFEEILENAKNH
EKC19294.1[Crassostrea_gigas] -----------MPEES--SEDVFKIIVATDIHLGYGEKDVIRGNDSLVTFEEILENAKKH

.   ::  .*::*** *:*: *** :* .*:: :::**:  * .

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      DVDMILLGGDLFHDAVPSQNALHKCIELLRRYTFGDRPVSLEILSDQGQCFHNAVNQSVN
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      KVDMVLLGGDLFHENKPSRKSLHGVMTLLRKYCMGDRPVQIEFLSDQSVNFAASPFPSVN
AAH17823.1[Homo_sapiens] EVDFILLGGDLFHENKPSRKTLHTCLELLRKYCMGDRPVQFEILSDQSVNFGFSKFPWVN
NP_001001407.1[Danio_rerio]           EVDFVLLGGDLFHDNKPSRKTMHSCMEVMRKYCMGDRPIVFEIISDQAVNFSHSKFPWVN
no_accession[Nodipecten_subnodos      DVDFILLGGDLFHENKPPRRIMHGCISLLRKYCMGDKPVQFEYLSDQSKDFNHCQFPYLN
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         EADFILLGGDLFHENKPPRRIMHGCISLLRKFCFGDKPILFEYLSDQSADFKHCQFPTLN

..*::********:  *... :*  : ::*.: :**.*: :* :***.  *  .    :*

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      YEDPNLNIAIPVFSIHGNHDDPSGFGRLSSLXXLXXXGLVXYFGRWTDLTQVEISPVLMR
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      YEDANLNIDMPVFSIHGNHDDPAGLGNLCALDMLSVSGLVNYFGKSTSLESVEISPILIQ
AAH17823.1[Homo_sapiens]              YQDGNLNISIPVFSIHGNHDDPTGADALCALDILSCAGFVNHFGRSMSVEKIDISPVLLQ
NP_001001407.1[Danio_rerio]           YLDDNLNISIPIFSVHGNHDDPTGSDGLCAVDLLSCAGLVNHFGRSRSVEKVEISPVLLQ
no_accession[Nodipecten_subnodos      YEDPNLNISIPVFSIHGNHDDPTGQGNLCTLDILHTSGFVNYFGKHTSLEKIEMSPLLLQ
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         YEDTNLNVSIPVFSIHGNHDDPSGQGNLCSLDLLHSAGLMNYFGKTTSLEKIEMSPLLMQ

* * ***: :*:**:*******:* . *.::  *   *:: :**.  .: .:::**:*:.

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      KGESQLALYGLSHIHDGRLARLIKDFKVKFNCPENVANGEDGNESKEEEDWFHLLVVHQN
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      KGTTKLATFGLGSIRDERLHRMFLSGKISMLRPK-----------QNADSWFNIFVIHQN
AAH17823.1[Homo_sapiens]              KGSTKIALYGLGSIPDERLYRMFVNKKVTMLRPK-----------EDENSWFNLFVIHQN
NP_001001407.1[Danio_rerio]           KGDTRIALYGLGSIPDERLYRMFVNNQVTMLRPR-----------EDEDGWFNMFVIHQN
no_accession[Nodipecten_subnodos      KGSTKLAMYGLGSIRDERLHRMFLKKTVTMLRPR-----------ENPDEWFNMFVIHQN
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         KGNTKLALYGLGSVRDERLHRLFVHKNVTMLRPK-----------ENQEDWFNVFVIHQN

** :.:* :**. : * ** *::    :.:  *            :: : **:::*:***

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      RADRGPKNYLPEDLLPSFLHLVIWGHEHDCRIEPEENAKKRFYVSQPGSSVPTSLSEGEA
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      RAKHGEHNYIPEQFLDNFIDLVIWGHEHECLIDPVWNATQNFFISQPGSSIATSLSPGEA
AAH17823.1[Homo_sapiens]              RSKHGSTNFIPEQFLDDFIDLVIWGHEHECKIAPTKNEQQLFYISQPGSSVVTSLSPGEA
NP_001001407.1[Danio_rerio]           RSKHGATNYIPEQFLDDFLDLVVWGHEHECKIAPVRNEQQLFYVTQPGSSVITSLSPGEA
no_accession[Nodipecten_subnodos      RSKHTTTNYIPEQFLDDFLDLVIWGHEHECRIEPEWNSVQNFYVSQPGSSVATSLSEGET
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         RAKHSTTSYIPEQFLDDFLDLVIWGHEHECRLEPEWNSSQNFFVSQPGSSVATSLSEGET

*:..   .::**::* .*: **:*****:* : *  *  : *:::*****: **** **:

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      KKKHVGLLEIYKGKFKLKPLPLETVRPFVFESVVLADHADELGLVEGDASTKVFKFAQER
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      EPKHVGLLQVRGKAMKCTKLKLETVRPFYIEDIALQDTT--LNPDDVKLAEKTSAFCTEK
AAH17823.1[Homo_sapiens]              VKKHVGLLRIKGRKMNMHKIPLHTVRQFFMEDIVLANHPDIFNPDNPKVTQAIQSFCLEK
NP_001001407.1[Danio_rerio]           VKKHIGLLRVKGKKMNLQKIPLQTVRQFFIQDVVLSDYPELFSPEQPNTMLKVQAFCQEK
no_accession[Nodipecten_subnodos      VKKHIGLLQIKGKNFKMTKIPLETVRPFYMEDVVLSDTS--RNPQDHSIAKKVEAFCSEK
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         VKKHIGLLQIKGKNFKITKIPLTTVRQFYMEDVVLSETE--LNPADHDIDRKVEAYCFEK

**:*** :    ::   : * *** * ::.:.* :     .  : .       :. *.

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      VEAMIERAVAQHTGHPKQPTLPLIRLRLLYTDESCMFNAIRFGEMFSTRVANVQDVVQFS
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      VEALIQRAEDEHTGNRKQPTLPLIRLRVDYSGGFDTINVNRFGQKFVGRVANTKDLVRFT
AAH17823.1[Homo_sapiens]              IEEMLENAERERLGNSHQPEKPLVRLRVDYSGGFEPFSVLRFSQKFVDRVANPKDIIHFF
NP_001001407.1[Danio_rerio]           VEEMLEEAERERLGNPQIPEKPLIRLRVDYSGGFEVFNTMRFSQKFVDKVANPKDILHFV
no_accession[Nodipecten_subnodos      VEGLLEKAESEHSGNGKQPDMPLIRLRIDYSGGFEPFSAHRFGQKFIDKVANPKDMIQFQ
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         VEAILEKAALEHSGNRRQPDKPLVRLRIDYTGGFEPFSGYRFGQKFVDKVANPKDMIHFT

:* ::: *  :. *: . *  **:***: *:.    :.  **.: *  .*** :*::.*

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      KVVKRTKT-EAVNLDKEALR-RALEADNATRVEELVDRYFEEAKSNKPLKLFHSKALAEM
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      KRRIQLKK-EDTKPGEDLGEFLKPEALETERVEDLVRKYFSETEETKQLELLSEKGLGQA
AAH17823.1[Homo_sapiens]              RHREQKEK-TGEEINFGKLI-TKPSEGTTLRVEDLVKQYFQTAEKNVQLSLLTERGMGEA
NP_001001407.1[Danio_rerio]           RHRETKGNIKDEDVDFEALFSRPTSEVLQLRVEDLVKEYFQTAEKNVQLSLLTEQGMGKA
no_accession[Nodipecten_subnodos      RKKVISTK-NDSKEDKDALGAIKADTLDTSRVEDMVKDYFSSSDCKMQLKLLTEKGMGQA
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         RRKITKVK-TDEKDP--VIGDVKVDNLDTSRVEDMVKDIFSNADQNWQLKLLTEKGMGDA

.      .    .           .     ***::* *. :. .  *.*: ...:..

ACI97143.1[Drosophila_melanogast      TYRLLEQRDADAAENIVKFYKEKAVDHLMEAMPN--DENIDEELERFRALH---------
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p      VREYVDKEEKEAIQALVKHQLSQTQGQLKNRKTT--EEHIDDELHRFKVERREMTEADVT
AAH17823.1[Homo_sapiens] VQEFVDKEEKDAIEELVKYQLEKTQRFLKERHIDALEDKIDEEVRRFRETRKKKKKKKKK
NP_001001407.1[Danio_rerio]           VQEFVDKEERDAIEELINYQLEKTQRYLRERRVDATEEKIDEEIRQFRDSKRNTAEEDEE
no_accession[Nodipecten_subnodos      VQEFVDKEEREAISELVKYQLQKTQTYLKQRNAN--EEIIDAEVTRYKEE----------
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         VQEYVDKEEKEAISELVKYQLEKTQTHLKQRNIS--EDLIVDEVNRYKEERKKKKEDEAE



.   ::: : :* . :::.  .::   * :      :: *  *: .:.
ACI97143.1[Drosophila_melanogast ------------------------------------------------------------
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p -QEVKVAITEDRSQRPDAYSQDYGVDSDEESIGGGNGDGPSRSTRGRARGRGAAGSTARG
AAH17823.1[Homo_sapiens] ------------------------------------------------------------
NP_001001407.1[Danio_rerio]           VQEAIIRAKAHRDRGETARDDDLGLSDDPADIAMESDEEPSSAPPVRGRGRGSRGGR---
no_accession[Nodipecten_subnodos ------------------------------------------------------------
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         VKEAIKRAQTKRPKDMDDEDEIGRNSDSEGN--ESDVPTTSSTTRGRGRGRGSRGGK---

ACI97143.1[Drosophila_melanogast ------------------------------------------------------------
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p IDDDDEMEVSMPASRGSRAPKTTKNKVINISDSSDNDSEDPFSAMSSSNRSQAKRSRRY-
AAH17823.1[Homo_sapiens] ------------------------------------------------------------
NP_001001407.1[Danio_rerio] -------DPSASK-RGRARGAASRSGRGGRGRGSLSSPVKTKSIMDGCLH----------
no_accession[Nodipecten_subnodos ------------------------------------------------------------
EKC19294.1[Crassostrea_gigas] -------TGETSRGRGSRGGRGSRGGRGGRGKAAVVETTGSIMDAFGSQRSRSRQSSKNT

ACI97143.1[Drosophila_melanogast --------------------------------------------------------
XP_798167.3[Strongylocentrotus_p --------------------------------------------------------
AAH17823.1[Homo_sapiens] --------------------------------------------------------
NP_001001407.1[Danio_rerio] --------------------------------------------------------
no_accession[Nodipecten_subnodos --------------------------------------------------------
EKC19294.1[Crassostrea_gigas]         TSNFGSDEDEDSIMISDDDDLPKISKKSKASSTKKKRGITFDSDSEEDIFPTKRKR


