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RESUMEN

A pesar de los grandes avances en las tecnologias de secuenciacion, la informacion
gendémica disponible para especies marinas no-modelo de interés ecoldgico, evolutivo y
econdémico es alln escasa. El objetivo de este trabajo fue identificar genes expresados
durante la espermatogénesis en la ameja hermafrodita funcional Nodipecten subnodosus
(Mollusca: Bivalvia: Pectinidag), con e proposito de obtener un panel de genes que
pudieran a futuro permitir el estudio de transcripcion diferencial de genes entre almejas
diploidesy triploides en e contexto del arresto meidtico y esterilidad reproductiva.

Dado que la principal meta era aislar genes involucrados en meiosis y Otros procesos
relacionados a la maduracion testicular, se generaron genotecas de hibridacién sustractiva
de testiculo vs gonada inactiva. Dos aproximaciones de secuenciacion fueron empleadas,
obteniéndose 325 y 177 ESTs mediante secuenciacion capilar (Sanger) y mediante €l uso de
pirosecuenciacion (454-FLX) se maximizo la cantidad de ESTs resultando en 34,276
lecturas. Un total de 1,153 genes de la genoteca de testicul o tuvieron un hit por blastx y una
anotacion ontolégica, incluyendo genes de meiosis, espermatogénesis, diferenciacion
sexua y elementos transponibles. Algunos de los genes de meiosis identificados poseen
funcion en e apareamiento de cromosomas (scp2, scp3), recombinacion y reparacion de
ADN (dmcl, rad5l, ccnblipl/heil0) y en checkpoints de meiosis (radl, hormadil,
dtl/cdt2). Los andlisis de expresion para genes de meiosis en distintos estadios
gametogénicos en ambas regiones sexuales de la gbnada confirmaron que la expresion fue
especifica o incrementada hacia € testiculo en maduracion. Los genes de espermatogénesi s
incluyeron algunos reconocidos como testis-especificos (kelch-10, shippol, adadl), y
algunos de €ellos se conoce que estan relacionados a esterilidad. Los genes de diferenciacion
sexua incluyen a uno de los genes mas conservados en e comienzo de la cascada de
determinacion sexual (dmrtl). Laidentificacion de transcritos codificantes para elementos
transponibles, transcriptasas reversas, y transposasas de la genoteca de testiculo en
maduracion son evidencia de que la transposicion es un evento activo durante la
espermatogénesis en N. subnodosus. En relacion a la genoteca de génada inactiva, se
identificaron 833 transcritos con anotacion funciona relacionada a la maquinaria de
transcripcion y traduccion de proteinas, y mas importante, al mantenimiento y control de la
linea germinal (notch homolog 2, btg member 2, btf3 homolog 4, hes-1, Tcf21).

El segundo objetivo fue establecer la major estrategia para analizar la expresion por PCR
cuantitativa, definiendo € impacto de la eleccion a azar de genes de referencia en la
normalizacion de la expresion genica y las inferencias derivadas de esto. Para especies no-
modelo, con informacion minima o inexistente, la cuantificacion relativa de la expresion
génica requiere de informacion preliminar que incluya €l aislamiento de genes de referencia
potencidles y la identificacion de aguellos que se expresan establemente bao las
condiciones biolégicas de interés. En éste trabgjo, secuencias parciales de cuatro genes
fueron aisladas de ADNCc de tgjido gonadal de N. subnodosus para ser evaluados como
genes dereferencia 18S-rRNA (189), riboproteina I8 (rp-18), actina-f (act-f3), y el factor de



elongacion la (ef-1a), con una quinta secuencia codificante para una alfa-tubulina (tub-a)
encontrada en las genotecas SSH que también se agregd como un gen potencia de
referencia. Los andlisis de estabilidad de estos cinco genes usando geNorm y NormFinder
indicaron que 18S junto con rp-18 fueron los genes més estables para la normalizacion de
expresion genica durante el desarrollo gonadal en ambas partes sexuales. El gen menos
estable fue tub-a, que mostré una expresion sesgada entre regiones sexuales de la gbnada,
por lo que fue analizado como un gen blanco. La expresion relativa, estimada mediante la
normalizacion con la combinacion de 18Sy rp-18 como genes de referencia, indicaron que
en e avance de € desarrollo gonadal, €l gen tub-a fue sobreexpresado en la regién
masculina, indicando gque se trata de una isoforma testicul o-especifica. Andlisis posteriores
de su expresion en distintos tejidos indicaron que tub-a es expresado en forma elevada y
especificamente en génada masculina, aungque la expresion en tegjido de musculo aductor
fue también observada pero en niveles significativamente menores que en la region
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 mostré cambios en su expresion durante €l desarrollo de la
gbnada o entre regiones sexuales, y fue empleado para analizar su expresion y discutir las
distintas inferencias estadisticas que resultan de el uso arbitrario de genes ‘elegidos al azar’
durante la normalizacién de la expresion génica
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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 dill scarce. This work was aimed to identify genes expressed during
spermatogenesis in the functiona hermaphrodite scallop Nodipecten subnodosus
(Mollusca: Bivalvia: Pectinidag), with the purpose of obtaining a panel of genes that would
allow in the future for the study of differentialy 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 (dmcl, rad51, ccnblipl/heil0), and
meiotic checkpoints (radl, hormadl, 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, shippol, adadl), 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 (dmrtl). 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 homol og 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 aguaculture, 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 partia gene sequences were
isolated from gonad tissue cDNA in the functional hermaphrodite scallop Nodipecten
subnodosus to be evaluated as reference genes: 18SrRNA (18S), riboprotein I8 (rp-18),
actin-f (act-p), and elongation factor la (ef-1a), with a fifth partial sequence from an
alpha-tubulin (tub-o) found in the libraries also included as a potentia reference gene.
Stability analysis for the five putative reference genes with geNorm and NormFinder
indicated that 18S together with rp-18 were the most stable genes for normalization of gene



expression during gonad development in both, male and female sexual regions of the
hermaphrodite N. subnodosus. The least stable gene was tub-a, 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-18 as reference genes, indicated that as gonad devel opment
advanced, tub-a in the male region was up-regulated pointing toward this gene being a
testis-specific o-tubulin isotype. Further analyzes of gene expression among tissues
indicated that tub-a is specificaly and highly expressed in the male gonad, athough
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 INTRODUCCION

La amega mano de ledn (Nodipecten subnodosus) es una especie de molusco bivalvo
pectinido que habita en |a costa Oeste del Pacifico. Se le ha adscrito una distribucion desde
la peninsula de Baja California hasta Perti (Keen, 1971), aunque otros estudios indican que
su distribucion se limita a la frontera sur del Golfo de California (Smith, 1991), con otra
especie, Nodipecten arthriticus, estando presente hacia e Pacifico Sur. Recientemente
Petersen et al. (2010) definieron la estructura poblacional de N. subnodosus, encontrando
una diferenciacion genética entre la aimegja distribuida en e Pacifico y en & Golfo de
California. Adiciona mente encuentran dos clados a nivel mitocondrial, uno de los cuales se
encontré en mucha menor frecuencia en el Golfo de California que en € Pacifico, y aunque
unadiferenciacion anivel de subespecie no logré hacerse, tal trabajo sugiere la necesidad a
futuro de profundizar en estudios para establecer la posicion taxondmica del género

Nodi pecten.

Esta especie es explotada bagjo el esquema de captura controlada de poblaciones naturales,
y no bajo € esquema de cultivo acuicola 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 tamafio que
alcanza su musculo aductor, y es capturado principalmente en la costa del Pacifico de la
peninsula de Baja California, siendo la poblacién de la laguna Ojo de Liebre |a Gnica capaz
de sostener una pesqueria constante. La Unica otra poblacion que se localiza dentro del
Golfo de Cdlifornia, desde Bahia de Los Angeles hasta Bahia de La Paz (Petersen et al.,
2010), es demasiado pequefia para sostener una pesqueria (Masso-Rojas, 2000, citado en
Ramirez-Arce, 2009). Recientemente, la captura de organismos con fines de explotacion
pesquera se ha visto comprometida por mortalidades (Villaba-Vega, 2011). Dada la
importancia econdmica y la comprometida situacion de las poblaciones naturales para
explotacion, € cultivo de la especie en sitios especificos, bajo condiciones sanitarias
adecuadas, podria resultar a futuro en una verdadera alternativa para e aprovechamiento de
ésta especie en ambientes donde su cultivo es propicio (Racotta et al., 2003, 2008;

Ramirez-Arce, 2009). Para esto, la generacion de conocimiento asociado con la



reproduccion para la mejora en la produccion larvaria es de suma importancia, asi como
también es importante el desarrollo y optimizacion de biotecnologias que mejoren las

capacidades de cultivo de la especie.

Uno de los problemas principales en la produccion en laboratorio de la almeja mano de
ledn resulta del uso de un reducido nimero de reproductores (Petersen et al., 2008;
Petersen et al., 2010), generandose larva con alta consanguineidad, aunado a hecho de que
ésta es una especie hermafrodita funcional, que en condiciones normales produce ovocitos
y esperma simultaneamente (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 solucion a este problema
es € desarrollo de cultivos de organismos triploides 0 estériles, como medida de

confinamiento.

La induccion a la triploidia ha sido extensamente aplicada en moluscos bivalvos (Hulata,
2001; Dunham, 2004). En €l caso de la almegja mano de ledn, resulta en una reduccion casi
total en e desarrollo de la gbnada, aungue no necesariamente en una mejora en crecimiento
(Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramirez-Arce, 2009). Esto es, bgjo ciertas condiciones
ambientales, principamente donde la disponibilidad de aimento es limitada (Ramirez-
Arce, 2009), la energia normalmente dedicada a la gametogénesis puede redirigirse al
crecimiento del musculo aductor en triploides (Racotta et al., 2008), confiriendo esto una
ventagja sobre los diploides

1.1 Triploidiaenlaameamano deledny otras especies

La condicion de triploidia se define como la ocurrencia de tres juegos de cromosomas
homadlogos en el genoma de un organismo, y representa una condicion 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 pectinidos
(almgas, escalopas), se ha documentado mayor crecimiento del musculo aductor (Tabarini,
1984; Ruiz-Verdugo et al., 2000, 2001; Yang et al., 2000). Esta condicién de poliploidia es
manipulable en laboratorio, induciéndose en bivalvos generalmente mediante el bloqueo de



la extrusion del segundo cuerpo polar por agentes fisicos o quimicos (Scarpa et al., 1994;
Piferrer et al., 2009), aunque tecnologias alternativas de produccién de triploides
“naturales” han sido desarrolladas mediante apareamiento entre individuos diploides y
tetraploides, éstos ultimos siendo obtenidos por bloqueo de la extrusion del cuerpo polar |
en ovocitos de individuos triploides (Guo et al., 1996; Eudeline et al., 2000; Maldonado et
al., 2003; McCombie et al., 2005). Sin embargo, |a produccion de triploides naturales es un
reto para aguellas especies de bivalvos que presentan alto grado de esterilidad asociado a la
condicién triploide.

Uno de los métodos extensivamente empleados para la produccion de triploides naturales
se basa en la consecuente produccién 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 condicion triploide (Guo et al., 1996; McCombie et al., 2005).
Este procedimiento se ha documentado como posible en la ameja catarina Argopecten
ventricosus (Maldonado et al., 2003), ya que cierta proporcion de la poblacion de triploides
es capaz de generar gametos. Sin embargo, |la esterilidad asociada a la triploidia de la
almegja mano de ledn es précticamente total (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramirez-
Arce, 2009), lo que imposibilita la generacion de tetraploides hasta e momento. Estudios
realizados en almegja catarina han sugerido que la esterilidad de triploides, cuando ocurre,
resulta de un arresto meiético por mecanismos génicos de revision de la fidelidad en
meiosis, 0 checkpoints (Madonado-Amparo e Ibarra 2002a 'y b; Madonado-Amparo et al.,
2004). En €l caso de la ameja mano de ledn, se ha observado que la esterilidad derivada en
condicion triploide ocurre en ambas regiones sexuales de la gonada, por 10 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 induccion a la esterilidad ademas de la triploidia, como seria la

inhibicion de genes especificos y requeridos para completar lameiosis.



2 ANTECEDENTES

2.1 Biologiareproductiva

La reproduccion de N. subnodosus es discontinua, tipicamente anual, con un periodo de
maduracion gamética durante |a temporada calida (Racotta et al., 2003; Arellano-Martinez
et al., 2004, 2011; Madonado-Amparo et al., 2004; Ramirez-Arce, 2009) y con unatalla
de primera madurez alos 5 cm de longitud de concha. A partir de estatalla, ambas regiones
sexuales de la génada se desarrollan sincronicamente, y el desove puede presentar un corto
periodo de retraso entre cada tipo de gameto, generamente iniciando con la liberacion de
esperma, evitando la autofecundacion (Arellano-Martinez et al., 2011; Rupp et al., 2011).
La gametogénesis ocurre en una estructura funcional de la génada, Ilamada acino, de una
forma similar a la observada en otras especies de pectinidos, en la que los gametos se
producen a partir de células germinales primordiaes localizadas en e margen interno del
acino. En la parte testicular, las células espermaticas maduran a partir de las células
germinales en un proceso radial, y de forma contraria a ovario, en la cual los ovocitos se
encuentran arrestados en metafase-l desde e inicio de la vitelogénesis y hasta la
fertilizacion externa, en la region testicular todos los estadios meidticos se notan
representados en e acino en maduracion (Beninger y LePennec, 2006). Su ciclo
reproductivo presenta periodos de formacion de gametos, un desove generalmente total,
fertilizacion de ovocitos en la columna de agua, desarrollo larvario plancténico, fijaciéon a
sustrato benténico 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 |0s organismos crecen en areas con
ata disponibilidad de aimento continuamente (Racotta et al., 2003), pero de tipo
conservativa cuando e aimento en e hébitat esta restringido a periodos especificos
(Racotta et al., 2008; Ramirez-Arce, 2009). Se ha reconocido que durante la actividad
gametogénica existe movilizacién y metabolismo de compuestos bioquimicos, como son
algunas clases de lipidos, é&cidos grasos insaturados y glucdégeno (Racotta et al., 2003,
2008; Arellano-Martinez et al., 2004; Palacios et al., 2005, 2007).



En forma general, en los moluscos €l conocimiento de la modulacién de la gametogénesis
por mecanismos enddgeno de tipo endocrino, 0 mas especificos como la diferenciacion y
mantenimiento de tejido germinal y la diferenciacion de regiones sexuaes, es
précticamente 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
regulacion enddgena de la gametogénesis de bivalvos, se sabe que existe una asociacion
entre los niveles gonadales de monoaminas (norepinefrina, dopamina, serotonina) y €
desarrollo de la gbnada, con importantes diferencias en funcion a la parte sexua de la
gonada (LoOpez-Sanchez et al., 2009), y también se ha demostrado la ocurrencia de
hormonas peptidicas similares a la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH) en
extractos de ganglios neuronales, asi como e efecto de la GnRH de mamiferos en la
proliferacion de células germinales (Croll y Wang, 2007; Nakamura et al., 2007; Ketata et
al., 2008). Més recientemente se identificaron y reportaron las secuencias de transcritos
correspondientes a GnRH en € ostion japonés Crassostrea gigas (Bigot et al., 2012) y en
la ameja Patinopecten yessoensis (Treen et al., 2012). Sin embargo, hoy en dia €
desarrollo de nuevas herramientas de andlisis gendmico y molecular, potencializan €l
estudio de aspectos particulares en este sentido (Piferrer et al., 2009). Por gjemplo, Dheilly
et al. (2012) identificaron recientemente, a través del uso de microarreglos, marcadores
potenciales de diferenciacion sexual y genes expresados diferencialmente entre
espermatozoarios y ovocitos en e ostion Crassostrea gigas, una especie protandrica con

alternancia de sexos.

2.2 Regulacion delameiosis durante la gametogénesis

La mayoria de la informacion existente sobre 10s mecanismos citogenéticos y moleculares
gue ocurren en lameiosis se han generado en modelos de relativa simplicidad en cuanto a
su manipulacion en laboratorio, como lo son la levadura Saccharomyces cerevisiae
(Roeder, 1997) y e nematodo Caenorhabditis elegans (Dernburg et al., 1998; Bhalay
Dernburg, 2005). Sin embargo, en préacticamente todo eucariota, la meiosis involucra dos
divisiones celulares secuenciales (meiosis | y 11) sin un periodo de interfase entre ellas. La

primera division nuclear incluye la segregacion de cromosomas homologos ya replicados, y



durante la segunda division, las cromatidas hermanas derivadas del Unico ciclo de
replicacion del ADN (interfase) son separadas 0 segregadas, resultando en la formacion de
cuatro nucleos haploides, seguido de la citocinesis (division celular) que conforma cuatro
células haploides. Al igual gue en la mitosis, tanto la meiosis | como la meiosis |l se
subdividen en cuatro estadios generales. profase, metafase, anafase y telofase.
Adicionalmente, la profase de lameiosis | (profase 1) se subdivide en 5 periodos exclusivos
(leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis), determinados en funcion al tipo y
avance de interaccion entre cromosomas homdélogos previo a su separacion. Es en la
profase | donde ocurren los eventos de recombinacion de cromosomas homdlogos, durante
la formacion de una estrecha union fisica entre homdlogos |lamada compleo
sinaptonémico (CS). La ocurrencia del complejo sinaptonémico se basa en la formacién de
puentes proteicos entre los bhivalentes (par de homdlogos), que permite € intercambio
recombinatorio mediante un complejo proceso de ruptura de dobles hebras, intercambio,
reuniony reparacion de ADN (Wyman et al., 2004; Wilkinsy Holliday, 2009) (Fig. 1).

]_epfofeno Paquiteno
_ "\_J @\ 1
Cromaotidas
hermanas : Ensamble de - \ Desensamble
patemas region central ‘ \" de axis pretéico
del complejo [elemenbs laterales)

sinaptonémicao

Cromatidas
hermanas
maternas

Interfase Cigoteno Diploteno/diaguinesis
] B Tlempo
Recombinacion
== e s :
DSB Invasion de Uniones fipo Recombinanies
cromatidas Holliday maduros

Fig. 1. Eventos de cambios morfol 6gicos propios de la profase 1. Durante la fase de paquiteno, los
pares de cromosomas homalogos se encuentran compl etamente cohesionados, y la recombinacion
ocurre mediante laformacién de uniones tipo Holliday. DSB: Double Srand Breaks. Figura
modificada de Alberts et al. (2008).



2.3 Efectos delatriploidia sobre la gametogénesis

En pectinidos, como en otras especies de moluscos, la triploidia se asocia a un severo
retardo en la reproduccion, y a una esterilidad parcia o total. Se propone que la esterilidad
asociada a la triploidia propicia una menor movilizacion de energia hacia la produccion de
gbnada, favoreciendo un balance fisiol6gico adecuado para € crecimiento del organismo
(Tabarini, 1984; Allen y Downing, 1990; Ruiz-Verdugo et al., 2001), aunque los factores
ambientales y propios de la biologia reproductiva de las diferentes especies no permiten
hacer generalidades a respecto (Madonado-Amparo et al., 2004; Racotta et al., 2008,
Ramirez-Arce, 2009). En la almegja mano de ledn se observa una esterilidad en triploides
préacticamente total (Maldonado-Amparo et al., 2004; Ramirez, 2009). Por otro lado, en la
almegja catarina (Argopecten ventricosus), también hermafrodita funcional, se ha notado
que laregionaizacion de la gbnada 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 region masculina de la gdnada de a gunos individuos
triploides (Madonado-Amparo y Ibarra, 2002b).

Adicionalmente, los organismos tetraploides de Argopecten ventricosus muestran un
cambio en la regionalizacion sexual-gonadal, reduciendo la parte masculina de la génada
mas de un 80% (A.M. Ibarra, comunicacion personal). Contrariamente, en especies de
bivalvos hermafroditas secuenciales, como € ostién japonés, se han documentado tasas de
machos/hembras similares entre diploides, triploides y tetraploides, aunque se observa
ademés en triploides un incremento en e numero de hermafroditas simultaneos (con

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

Estas observaciones sugieren que en algunas especies de moluscos los mecanismos de
determinacién sexual temprana o de la linea germinal que establecen € tipo de acino a
formar durante la proliferacion de células primordiales, se ve afectado por la ploidia.
Observaciones relacionadas a efecto de la triploidia no solo en la diferenciacion sexual
sino en el progreso meidtico no se restringen a moluscos, por gemplo, en algunas especies
de peces se ha documentado una respuesta diferencial en arresto gametogénico entre

hembras y machos por consecuencia de la triploidia (Benfey et al., 1989; Hussain et al.,



1995; Felip et al., 1999). Lo anterior resulta particularmente interesante, ya que € estudio
de los efectos reproductivos de la triploidia (arresto reproductivo diferencia entre regiones
masculina y femenina) en pectinidos hermafroditas funcionales permitiria aportar al
conocimiento de los mecanismos de determinacion sexual durante la diferenciacion de la
linea germinal, asi como a posibles mecanismos diferenciales del control de lafidelidad en

lameiosis asociados con |a recombinaci on.

2.3.1 Posibles causas dela esterilidad o de lainhibicion de lameiosis en triploides.

La causa de la esterilidad observada en triploides puede ser un resultado de procesos que
operan a distintos niveles. Desde e punto de vista cromosomico, 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 hibridos (Naishit et al., 2002; Li et al., 2009). Sin embargo, hasta €
momento no se han descrito cromosomas sexuales en bivalvos, aungue si en gasterépodos
(Thiriot-Quiévreux, 2003). Adicionamente, para hermafroditas funcionales como las
amgjas, la condicion de cromosomas sexuales heterogaméticos no es algo esperado,
incluso si los cromosomas sexual es estan presentes. Una segunda causa de la esterilidad, al
menos en plantas, se ha asociado a la desregulacion dependiente de metilacién de genes o
secuencias genodmicas como |os elementos transponibles (TEs) (Verhoeven et al., 2010). En
metazoarios, a pesar de la existencia de mecanismos de metilacion de DNA y formacion de
heterocromatina que previene la propagacion y transposicion de TES, se conoce que la
desregulacion de los TEs ocurre durante un periodo de la espermatogénesis (Zamudio y
Bourc his, 2010). Un mecanismo adicional se sabe que regula a los TEs: ARN peguefios
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 meidticos. La esterilidad de moluscos triploides ha sido asociada a un
checkpoint en paguiteno después de descubrir que e arresto ocurre en los estadios de
transicion cigoteno-paquiteno de la profase | en la ameja A. ventricosus (Maldonado-
Amparo e [barra 2002a; 2002b).



En forma general los checkpoints meidticos operan como mecanismos moleculares de
revision de lafidelidad en el proceso meiético mediante la activacion de genes que pausan
el progreso meidtico durante la replicacion de ADN, recombinacién, 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 formacion de meiocitos aneuploides. Los mecanismos de checkpoint han sido
detectados como diferenciales entre sexos, asi como entre especies (Sun y Kim, 2012), y
algunas especies son més tolerantes a la aneuploidia. Por gemplo, € ostion Crassostrea
gigas es solo 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 interaccion de cromosomas homaologos en la
profase de meiosis I, y tiene como funcidn evitar la progresion a diploteno-diacinesis
(posterior a paquiteno) hasta que los eventos de recombinacién de crométidas, que incluye
la reparacion de los rompimientos de doble cadena, hayan ocurrido de forma completa
(Dernburg et al., 1998; Roeder y Bailis, 2000; Meier y Gartner, 2006). Su activacion evita
la produccién de gametos con errores en la recombinacion, como translocaciones no
reciprocas con la pérdida de fragmentos cromosdmicos 0 gametos con un nimero 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 proteinas de reparacion de ADN,
y limita, aunque de forma reversible, la progresion del ciclo celular (Clémenson y
Marsolier-K ergoat, 2009). El checkpoint de paguiteno involucra la expresion de genes (y la
correspondiente sintesis-activacion) de proteinas especificas de meiosis (Bailis et al.,
2000). Se han descrito al menos dos mecanismos particulares de checkpoint en paguiteno,
uno de ellos dirigido a monitorear intermediarios de recombinacion meiotica incompleta, y
otro dedicado a revisar |la adecuada sinapsis entre homdlogos (Dernburg et al., 1998; San-
Segundo y Roeder, 1999, 2000; Bailis et al., 2000; Roeder y Bailis, 2000; Bhala y
Dernburg, 2005). En este sentido, y puesto que en la meiosis de triploides ocurre un

conflicto meidtico por interaccion desbalanceada de crométidas homologas durante la
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singpsis y recombinacion con la formacion de trivalentes (Ruiz-Verdugo et al., 2000;
Cunado et al., 2002) (Fig. 2), se hipotetiza que esta interaccion irregular activa algun
mecanismo de arresto, probablemente mediado por el checkpoint en paquiteno
(Madonado-Amparo e lbarra, 2002a y 2002b; Li et al. 2009).La activacion de este
checkpoint evitaria la segregacion de trivalentes, la cual resultaria en la generacion de
intermedios meidticos aneuploides, 0 con cargas cromosomicas desbalanceadas (Roeder
1997).

Fig. 2. Morfologia de complejo sinaptonémico (SC) en diploidesy triploides. En gametos de
diploides, se observan apareamientos de cromosomas perfectos (a); en triploides se observa un
gradiente de morfol ogias que va desde trival entes incompletos de homologos (b, ¢, d y €) asi como
trivalentes perfectos (f) (Cunado et al., 2001; Cunado et al., 2002).

2.4 Conocimiento genémico en e grupo de los moluscos

El grupo de los moluscos ha sido considerado como limitado en cuanto a la informacion
gendmica disponible (Song et al., 2006; Boutet et al., 2008). Con € reciente desarrollo de
tecnologias de secuenciacion masiva, esta tendencia ha sido contrarrestada, y actualmente
se cuenta con el genoma de un ostreido, el ostidn japonés (Crassostrea gigas) (Zhang et al.,
2012), y adicionalmente, se ha generado un genoma parcial de lalapa de California Lottia
gigantea (The Joint Genome Institute - Department of Energy of US), asi como de la ostra
perlera Pinctada fucata (Takeuchi et al., 2012).

El andlisis de expresion génica para € entendimiento de los mecanismos genético-

moleculares asociados a la gametogénesis, basado en e descubrimiento de genes con
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niveles de expresion génica diferencial en un contexto comparativo, p. §., entre diferentes
estadios de desarrollo gametogénico, y su posterior andlisis confirmatorio por metodol ogias
de andlisis cuantitativos, es una estrategia para ser aplicada en organismos no modelo,
incluyendo a Nodipecten subnodosus, para los cuales la informacién genémica de
secuencias de genes reportadas en bases de datos es limitada (Saavedra y Bachere, 2006,
Fleury et al., 2009). Esta estrategia involucra la generacion de genotecas por hibridacion
sustractiva (SSH) (Diatchenko et al., 1996) para e descubrimiento de genes nuevos cuya
expresion resulta modulada diferenciamente en un tegjido/drgano entre condiciones de
desarrollo, y es considerada como la méas adecuada cuando €l objetivo es que los genes
descubiertos tengan una relevancia en e contexto biol dgico/fisiologico especifico, ya que
maximiza la identificacién de genes diferencialmente expresados entre condiciones de
desarrollo contrastantes, ademas de que provee con un valioso cuerpo de informacién
transcriptomica primaria para otros trabgjos (Saavedra y Bachere, 2006). En cuanto a
genotecas SSH testiculo-especificas, éstas se han desarrollado para un numero de
organismos y se han basado en la técnica de secuenciacion 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). Adicionamente, €l uso de plataformas de
secuenciacion masiva (454-Roche) permite maximizar la capacidad de descubrimiento de
genes, aungue su uso en combinacion con genotecas SSH es incipiente; Unicamente se
conocen tres trabajos que incorporan esta sofisticacion en cuanto a la plataforma de
secuenciacion: 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 JUSTIFICACION

La investigacion en bivalvos pectinidos ha enfocado esfuerzos en el desarrollo de métodos
controlados para la produccion continua y suficiente de larvas (Arellano-Martinez et al.,
20113, 2011b; Mazon-Suastegui et al., 2011; Freites-Vabuena et al., 2011), posibilitando
asi la aplicacion de otras tecnologias encaminadas al control de diversidad y manipulacion
genética, asi como la produccion de poliploides (Petersen et al., 2007, 2008; Piferrer et al.,
20009; Ibarra et al., 2011). Sin embargo, uno de | os aspectos fundamentales para el dominio
de la tecnologia de produccién de larvas para acuicultura para €l cual se conoce poco es €
entendimiento de los mecanismos genéticos involucrados en la regulacion de la

gametogénesis.

Para lograr conocer los mecanismos de arresto meiético en la gametogénesis de amegjas
triploides, es necesario generar en un principio lainformacion gendmica que, através 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 gemplo, para la amega Argopecten purpuratus, Boutet et al. (2008) desarrollaron
genotecas de cDNA de tipo full-length sin normalizacion, y obtuvieron, a través de
secuenciacion capilar (Sanger), 418 secuencias Unicas de transcritos de genes expresados
en la génada de individuos en condicion de gametogénesis inactiva y en madurez. La
genoteca se desarroll6 en pool, o que impide reconocer si existe una relacion de la
expresion de los genes identificados con la condicion de gametogénesis. Ademas, para
Unicamente 80 genes se logré una anotacion parcia por andlisis de alineamiento local tipo
blastx contra bases de datos de proteinas (NCBI-Genbank, nr database). Por otra parte,
Ciocan et al. (2010) secuenciaron genotecas de cDNA sustractivas (SSH) de tgjido gonadal
de megjillon (Mytilus edulis) en maduracion temprana vs tardia, asi como en organismos
expuestos a estradiol vs organismos no expuestos; |os autores reportaron 47 secuencias con
similitud significativa a alguna proteina de bases de datos publica. Mé&s recientemente,
Dheilly et al. (2012) reportaron un andisis transcriptomico basado en microarreglos

especificos de la especie de ostion Crassostrea gigas, donde identifican 372 y 731
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transcritos con expresion diferencialmente modulada durante € transcurso de la
espermatogéenesis y la ovogenesis, respectivamente, en contraste a otros tejidos soméaticos.
Lo anterior sugiere que en moluscos bivavos, los intentos de identificar genes especificos
de la génada han sido limitados, y que existe ademas la necesidad y oportunidad de

incrementar e conocimiento gendmico de la gametogénesis en especies de moluscos.

En un contexto transcriptomico, la parte testicular de la génada resulta ideal para €
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, meosis y
recombinacion, asi como genes del periodo de post-meiosis y diferenciacion.
Adicionamente, genes de determinacién/diferenciacion sexual (Small et al., 2005; Xia et
al., 2007) y eementos transponibles (Zamudio y Bourchis, 2010) seran enriquecidos o
expresados especificamente durante la diferenciacion y desarrollo testicular. Es importante
mencionar que a pesar del condensamiento cromosdmico que ocurre durante el proceso
meidtico de la espermatogénesis, es conocido que la actividad transcripcional es activay la
expresion de los genes puede regularse a nivel transcripcional y post-transcripciona por
multiples mecanismos (Gan et al., 2013). El descubrimiento de genes reproductivos en una
especie de pectinido como N. subnodosus ofrecera la oportunidad de desarrollar futuros
estudios sobre la genética funcional de la condicion de hermafroditismo, desde €
mantenimiento de la diferenciacion sexual, asi como de la diferenciacion gamética durante

lameiosis.

Una vez identificados o conocidos los genes de interés, el andlisis de la expresion génica
especifica permite la identificacion de mecanismos funcionales de procesos celulares,
como los que operan durante la espermatogénesis. Como un primer paso para la
cuantificacion de la expresion géenica, es necesario identificar genes expresados en forma
estable durante la diferenciacion y desarrollo gonadal, particularmente en casos como € de
N. subnodosus, una especie hermafrodita funcional en la cua ocurren cambios
morfoldgicos y bioquimicos diferentes entre las regiones sexual es de su ovotestis (ovario y

testiculo). Esto es, e desarrollo gonadico modulara la actividad transcripcional, incluyendo
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genes potenciales de referencia, en una forma sesgada hacia el sexo desarrollandose (Lu y
Wu, 2011). Esto ha sido encontrado no solamente comparando machos y hembras en
especies dioicas, sino también en e caso de plantas y animales hermafroditas funcionales
(Jang et al., 2001; Silveiraet al., 2009).

La metodologia més robusta utilizada para €l andlisis de expresion génica es la conocida
como PCR en tiempo real y su deteccion por fluorescencia (o gPCR), en la cua la correcta
cuantificacion relativa de la expresion de genes de interés depende de mdltiples factores
metodol 6gicos durante el proceso mismo de generar € ADNCc, asi como de contar con
genes de referencia internos (generamente genes constitutivos) cuya expresion sea
constante entre diferentes condiciones experimentales o entre diferentes tgjidos para la
normalizacion 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 unafuncion celular basicay de la homeostasis celular,
y aungue algunos de estos genes son expresados a niveles relativamente constantes, otros
pueden variar su nivel de expresion dependiendo de las condiciones experimentales a las
cuales los organismos son sometidos. Debido a esta variacion dependiente de las
condiciones experimentales, 1os genes potenciales de referencia deben de ser evaluados
para su estabilidad antes de ser utilizados en la normalizacion de la expresion de genes de
interés. Para éste proposito, diversos modelos han sido desarrollados, como los algoritmos
de geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al.,, 2004), y
BestK eeper (Pfaffl et al., 2004). Estos algoritmos permiten categorizar a los genes con base
en la variacion de su expresion, sin embargo |o hacen bgo distintas estrategias, 1o cual
puede llevar a distintas conclusiones en cuanto a la estabilidad de los genes potenciales de
referencia siendo evaluados, por 10 que es deseable utilizar varios algoritmos buscando
encontrar resultados convergentes, asi como también es importante comprender las causas

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

Generar informacion gendmica asociada a la espermatogénesis, meiosis y mantenimiento
de linea germinal en Nodipecten subnodosus, validando la expresion 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 condicion triploide.

4.1 Objetivos particulares

Aidar y anotar un ato nimero de transcritos expresados a través de la
produccion de genotecas sustractivas (SSH) y secuenciacion masiva
(pirosecuenciacion) que permita la identificacion de genes especificos y/o
asociados ala meiosis durante la maduracion testicular y el mantenimiento de la

linea germinal en reposo reproductivo en diploides de Nodipecten subnodosus.

Establecer la mejor estrategia para €l andisis de expresién génica por PCR
cuantitativo, definiendo e impacto sobre la normalizacion de la expresion
génica al utilizar genes de referencia "a azar" versus genes validados como

estables para condiciones especificas.

Andizar la expresion génica en ovario y testiculo de genes identificados con
fines de conocer sus patrones de expresion durante lameiosis.

Caracterizar la secuencia completa de transcritos de genes selectos relacionados
a proceso meidtico, y establecer su relacion filogenética con sus

homaol ogos/ortdlogos en otras especi es.
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5 HIPOTESIS

1. Dado que la recombinacion existe en la region testicular de la ameja Nodipecten
subnodosus, entonces multiples genes involucrados en € proceso de meiosis pueden ser
aislados a través de secuenciacion masiva de genotecas de hibridacion sustractiva (SSH)

obtenidas en laregion testicular en espermatogénesis activa.

2. Los transcritos de genes aislados en la region testicular meiéticamente activa e inactiva
de N. subnodosus podran ser identificados por su funcién en la meiosis y/o mantenimiento
de lalinea germinal tanto por homologia con sus ort6logos en otras especies como por su

funcién ontol 6gica inferida.

3. La expresion de genes aislados y anotados como participantes en la meiosis de N.
subnodosus sera especifica para € proceso de gametogénesis tanto en la region ovarica
como en latesticular.
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6 MATERIALESY METODOS

6.1 Material bioldgico

6.1.1 Ultilizado en la generacion de genotecas sustractivas y caracterizacion de transcritos

de genes deinterés

Como materia biologico para la generacion de genotecas sustractivas, asi como para la
amplificacion de transcritos de interés por PCR degenerativay RACE-PCR, se utilizé una
poblacion experimental de N. subnodosus producida con reproductores de Bahia de Loreto,
Baja Cdlifornia Sur, y mantenida en e mismo sitio. Esta poblacion fue generada en €
Laboratorio de Genética y Megoramiento Anima Acuicola (LGyMAA), a partir de la
fertilizacion de ovocitos de una hembra con una mezcla de esperma de tres machos,
crecidas hasta su fase de semilla en € laboratorio, y |levadas a campo en bolsas de malla
fina para su posterior liberacién a canastas ostricolas en suspension. Las amejas fueron
colectadas en e mes de Julio de 2009, bgo una estrategia selectiva: un grupo de
organismos poseian gonadas incipientes, sin coloracion en la region femenina,
caracteristica de la condicion de inactividad gametogénica, y otro grupo fue seleccionado
por poseer gbénadas de color naranja intenso propio de una condicion 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 periodo de depuracion en agua de mar filtrada a 21° C por dos dias. Posteriormente, los
animales fueron sacrificados, y una porcién media de gbnada incluyendo ambas regiones
gonadales fue fijada en solucion de Davidson (4% Formaldehido, 10% etanol, en agua de
mar filtrada) para su posterior procesamiento histologico que incluyd la inclusion en
parafina, corte a5 micras y tincion con hematoxilina-eosina. Adicional mente, se disectaron
porciones de gonada de la region femenina y masculina de los organismos con gonadas en
gametogénesis activa, como se muestra en la figura 3. Para las gonadas inactivas, se
disectaron fragmentos de las mismas regiones evitando el tubo intestinal; las regiones son

evidenciadas por la transparencia ddl tejido gonadal al poseer acinos vacios. Los tgidos
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destinados para aislamiento de ARN total fueron preservados en solucion fijadora para
acidos nucleicos (sulfato de amonio a una proporcién de 70 g en 100 ml de citrato de sodio
25mM, EDTA 10 mM; pH 5.2) en una proporcion de 1:10 (tejido:solucién), mantenidos a
4° C durante lanoche, y amacenados indefinidamente a -20° C.

Fig. 3. Anatomia de laalmeja mano de ledn N. subnodosus en gametogénesis activa, donde se
muestra las porciones ovérica (¢) y testicular (<) delagénada, que fueron disectadas parala
generacion de genotecas de hibridacion sustractiva. Laregion delimitada por lineas paralelas
muestra la seccidn de la gbnada tomada para lainspeccion microscdpica de la condicién
gametogéni ca por observacion histol égica. Otros 6rganos internos: musculo aductor (ma), manto
(mto), branquias (br), nefridios (nef), glandula digestiva (dg).

6.1.2 Utilizado en & andlisis de validacion de genes de referencia 'y de expresion por
gPCR.

Para los andlisis de validacion de genes de referencia y de expresion génica en distintos
estadios reproductivos, se colectaron organismos a partir de una poblacion experimental
producida con reproductores de laguna Ojo de Liebre en e LGYMAA y mantenida en la

laguna costera de Rancho Bueno, Bahia Magdalena, situada en la costa del Pacifico de la
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peninsula 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 dimentacion y posteriormente sacrificados para obtener tejidos de ambas
regiones gonadales para histologia y para aislamiento de ARN total, como se menciona en
laseccion 4.1.1. Adicionalmente y con € fin de establecer la ubicuidad de uno de los genes
originalmente seleccionados como posible gen de referencia muestras de tejidos de
musculo aductor, glandula digestiva, manto, branquias y nefridios fueron preservados en
solucion fijadora para acidos nucleicos. Después de la examinacion histolégica, 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 tardio de la parte ovaricay su correspondiente porcion testicular.
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Fig. 4. Micrografias de | os estadi os reproductivos evaluados en éste trabgjo: estadio inactivo
(indiferenciado) de pre-gametogénesis (A) y post-desove (B); maduracion tempranadel ovario (C)

y delaregion testicular (D); maduracion tardiadel ovario (E) y delaporcion testicular (F). Los
tegjidos o tipos celulares son denotados como a continuacion: tejido conectivo (ct), acinos vacios (a),
fibras musculares (m), ovogonias (ovog), ovocitos previtel ogénicos (previt), ovocitos
previtel ogénicos primarios (vit-1), ovocitos previtel ogénicos secundarios (vit-11), espermatogonias
(spg), espermatocitos (spc), espermétidas (spm), espermatozoos (spz).
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6.2 Extraccion deARN

El ARN total fue aislado de muestras individuales mediante el procedimiento de extraccion
con solucién trifasica basada en fenol-guanidina (Scarpa et al., 1994), empleando un
reactivo comercial (TriPure, Roche), con menores modificaciones como se describe a
continuacion. Fragmentos de tejido de 50 mg fueron retiradas de la solucion fijadora de
acidos nucleicos retirando el exceso con papel secante, e inmediatamente sumergidas en 1
ml de TriPure, y homogenizados con perlas de vidrio de 435-600 um (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, e sobrenadante recuperado, y se agregé 200 pl de cloroformo, y agitados
manualmente 15 s. Los tubos se dgaron reposar por 15 minutos, para posteriormente
centrifugar por 15 min a 12,000 g. Se recupero la fase superior (acuosa) en tubos nuevos, y
se agregaron 500 pl 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 pl de etanol 75%, para después centrifugar a 7,600 g y
retirar el sobrenadante. EI ARN total fue resuspendido en 100 ul de agua, para luego
agregar 10 pl de LiCl 4M vy 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 a aire por 10 min, para
posteriormente resuspender el pellet en 50 pl de agua. La concentracion del ARN fue

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

Para e ARN destinado para la generacion de genotecas de hibridacién sustractiva y para
sintesis de ADNc para amplificacion de transcritos completos por RACE, se siguio €
mismo procedimiento de aislamiento de ARN total, pero empleando muestras en pool de
gonada en cada condicion reproductiva: inactividad (post-desove), madurez tardia de
region testicular, y madurez tardia de region ovarica (Fig. 4). Asimismo, los tejidos fueron
homogenizados utilizando un homogeneizador mecanico (Polytron, Kinematica) en tubos

falcon de 15 ml de volumen y empleando 10 ml de reactivo TriPure. La fraccion de ARN
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mensgero (ARNm) fue purificada empleando € sistema de purificacion 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 solucion de ARN total de cada muestra se
incub6 a 55 °C en presencia de un cartucho de oligo-dT-celulosa, para luego realizar
lavados en e conjugado ARNm/oligo-dT-celulosa y asi eiminar la fraccion no
poliadenilada del ARN total. EI ARN mensgjero (fraccion poliadenilada) fue eluido del
oligo-dT-celulosa con 100 ul de agua grado biologia molecular, y € rendimiento de ARNm
fue determinado por espectrofotometria UV, empleando e instrumento NanoDrop 1000
(Thermo).

6.3 Generacion de genotecas por hibridacion sustractiva

Se generaron genotecas reciprocas de ADNc de tipo SSH (suppression subtractive
hybridization) (Diatchenko et al., 1996), utilizando € kit comercial PCR-Select® cDNA
substraction (Clontech), de acuerdo a protocolo proporcionado, y utilizando 2 pg de
ARNmM por muestra (gonada en maduracion de la region testicular; gonada inactiva). A
partir del ARNm, se sintetiz6 ADNc de doble cadena de cada grupo (ADNc-dc) empleando
la enzima transcriptasa reversa SMARTScribe (Clontech), y se reaizd una digestion
completa con la enzima de restriccion Rsal para la posterior ligacion de los adaptadores en
ambos sentidos del ADNc-dc. Puesto que la eficiente ligacion de adaptadores es un paso
crucial para € correcto desarrollo de genotecas, éste paso fue corroborado mediante
reacciones de PCR con oligonucledtidos dirigidos a cada adaptador y oligonucledtidos
especificos para una reaccion control, con las instrucciones proveidas en el kit. EIl ADNc-
dc ligado a adaptadores (denominado por e protocolo como tester) fue doblemente
hibridado de forma reciproca con ADNc-dc de una condicién bioldgica contrastante
(driver) paraluego ser amplificado por reacciones de PCR anidadas; este paso es [lamado
PCR sustractiva. Por gemplo, para obtener Unicamente fragmentos de ADNc cuya
abundancia es relativamente mayor en la region testicular en gametogénesis activa en
comparacién ala gonada inactiva, e ADNc-dc tester corresponde a obtenido a partir de la
génada madura y €l driver corresponde al obtenido de la génada inactiva, y la PCR

sustractiva resultante generara unicamente fragmentos de ADNc de transcritos que son en
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principio Unicamente expresados 0 méas abundantes en la gonada testicular (Fig. 5). Un
disefio reciproco (usando ADNc-dc de génada inactiva como tester y de gonada testicular

en gametogénesis como driver) permitiria entonces obtener fragmentos de ADNc
correspondientes a transcritos mas abundantes en gonada inactiva.

ADNCc de condicién

ADNCc de condicién
"espermatogénesis

"espermatogénesis
activa" ADNCc de activa"
(tester) condicion (tester)
“inactiva"
1 (driver) l
Restriccion Restriccion
Rsal Rsal
Ligacién con Ligacion con
adaptador A [C3) adaptador B (mm)
e | iisimelaol |l
Hibridaciones con
ADNe driver
-:-
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Mezcla, segunda hibridacion
/

Oy -, T@rminacion de
(entre ofros exfremos adoptodores ~
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——.
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= et ok primers
\ Genes

sobreexpresados
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Fig. 5. Esqguema de desarrollo de genotecas de hibridacion sustractiva. EI ADNc de ambas
condiciones es sometido a una digestion con endonucleasa Rsal, y el ADNc de las génadas en
espermatogénesis activa (tester) es ligado con adaptadores A, mientras que el ADNc de la génada
inactiva (driver) esligado a adaptadores B. Ambos ADNc son sometidos a doble hibridacion, y los
fragmentos (denotados con *) que no hibridan con ningin fragmento de driver por ser especificos
delacondicion tester son amplificados exponencia mente empleando oligonucletidos dirigidos a
los adaptadores A 'y B para ser secuenciados individualmente. Las secuencias obtenidas representan
entonces a los genes especificos de la condicion tester (espermatogénesis avanzada)
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6.3.1 Secuenciacion de genotecas obtenidas por hibridacion sustractiva

Las genotecas obtenidas por hibridacion sustractiva fueron secuenciadas mediante dos
estrategias. secuenciacion por €electroforésis capilar (método Sanger) y mediante
secuenciacion masiva en plataforma 454-FLX de Roche (método 454-FLX), como se

describe a continuaci on.

6.3.1.1 Secuenciacion capilar - método Sanger

Para la secuenciacion por electroforésis capilar - método Sanger - los fragmentos
producidos por PCR sustractiva anidada fueron ligados a vectores de clonacion pCR-4.0
(Invitrogen) para su clonacion en bacterias competentes DH-5a por transformacion por
choque térmico (Sambrook y Russell, 2001). El producto de la transformacion fue crecido
en placas Petri con agar LB (agar - bacto triptona - extracto de levadura; ampicilina 50
pg/ml como medio de seleccién) 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 compafia de secuenciacion (Genewiz, NJ), donde a partir de colonias bacterianas se
realiz6 una amplificacion por PCR de ADN plasmidico para su secuenciacion por guimica
BigDye Terminator (Applied Biosystems). Antes de enviar a secuenciar las genotecas, se
realiz6 una confirmacion de que las clonas seleccionadas aleatoriamente presentaban
insertos en el rango de tamafno esperado; de 200 a 1500 pb, como sefida el manual de
produccion de genotecas PCR-Select® cDNA substraction kit, mediante la estrategia de
colony-PCR. Para la colony-PCR, una pequefia muestra de cada colonia seleccionada al
azar fue tomada con un palillo, fue resuspendida en 10 pl de agua, hervida a 100° C por 10
min, y 1 pl de la suspension obtenida fue posteriormente usada como molde para PCR,
amplificando con oligonuclettidos 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 region de insercion del vector de clonacion. Mediante
electroforesis en agarosa, se comprobd |os tamafios de |os insertos contenidos en las clonas

ocurrian en un rango de tamafio esperado.
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6.3.1.2 Secuenciacion masiva - método 454

Con €l objetivo de incrementar el niUmero de secuencias de |os transcritos obtenidos con las
genotecas de hibridacion sustractiva, se evalud la secuenciacién masiva de las genotecas de
hibridacion sustractiva generadas. Una de las tecnologias de secuenciacion de Ultima
generacion mas populares es la ofrecida por la compafia Roche-Life, que mediante €
instrumento FLX genome sequencer, permite la secuenciacion de miles de fragmentos de

~400 pb simultaneamente a partir de ADN gendmico o de genotecas de ADNCc full-length.

Esta tecnologia se logro adaptar exitosamente para la secuenciacion de varias genotecas
sustractivas en una sola celda, mediante modificaciones de las técnicas de secuenciacion
orientadas a amplicones de PCR (GS FLX Amplicon DNA Library Preparation Method
Manual; Roche, 2007). Para esto, se sustituyeron los oligonucledtidos anidados del sistema
Clontech-PCRsdlect(R) por un set de oligonucledtidos (454-nested 1; 454-nested 2R) que
incluian la secuencia de los adaptadores Lib-L/A y Lib-L/B en & extremo 5' y gque son
requeridos para la PCR en emulson (emPCR) realizada durante e proceso de
secuenciacion; un identificador MID (Multiplex | Dentifier) de 10 bases nucleotidicas Unico
para la libreria especifica en @ oligonucledtido 454-nested 1, y las secuencias de los

oligonuclettidos anidados del sistema Clontech en e extremo 3' (Fig. 6).



26

454-nested 1

LIB-L/A MID Clontech SSH nested 1 MID-7: CGTGTCTCTA
5-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG[******+* TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3' MID-8: CTCGCGTGTC

Lib-L / A
Key Clontech SSH adapter B

MID
/—%

—
Clontech SSH adapter A key
7 EB

c €-199V900990901991929VOVILI19VIO91100919191003001V1LIDD-.5

zZ PaIsau HSS Uo81uo|D an-an

5"-CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAGAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'
LIB-L/B Clontech SSH nested 2R

454-nested 2R

Fig. 6. Disefio de oligonucledtidos 454-nested 1 y 454-nested 2R, empleados parala adicion de
adaptadores LIB-L en los extremos de | os fragmentos de PCR mediante la reaccion anidada. Se
muestran | as secuencias correspondientes alos oligonucledtidos anidados (nested) 1y 2R,
originales del sistema PCR-select SSH (Clontech), asi como las secuencias de los adaptadores L IB-
L Ay B requeridos para la secuenciacion por el sistema Roche-454 FLX. La secuencia
identificadora de cada genoteca se marca como la secuenciaMID en el oligonuclebtido 454-nested
1

La amplificacion de la genoteca se realizo bajo el protocolo de amplificacion anidada del
protocolo origina de librerias SSH de Clontech. De ésta forma, fue posible utilizar éste
tipo de tecnologia para la secuenciacion de distintas genotecas de forma simultédnea. Las
genotecas entonces obtenidas para genes especificos de goénada masculina (M) y de
indiferenciada-sustraidas con gonada masculina (ly) fueron preparadas desde la PCR
anidada usando los oligonucleodtidos modificados, ademéas de marcadas diferenciamente
con secuencias MID Unicas mediante e programa sffinfo y sfffile incluido en e software
Newbler 2.5.3 (Roche)

Las genotecas fueron enviadas y procesadas en el laboratorio de secuenciacion GenoSeqg-
UCLA, aplicando un esfuerzo de secuenciacion exploratorio (1/16 del total de muestras
incluidas en la corrida de secuenciacion estandar). Las secuencias obtenidas fueron
entregadas en archivos de secuenciacion 454 formato * .sff.
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6.3.2 Andlisis bioinforméticos de secuencias obtenidos en genotecas

Las secuencias de cada genoteca (testis e inactiva) obtenidas por 454-FL X en formato * .sff
fueron separadas con base en las secuencias MID de los adaptadores LIB-L/A y LIB-L/B)
(ver seccion 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 secuenciacion capilar tipo Sanger fueron
transformadas del formato *.abl a archivos de secuencia en fasta (*.seq y *.qual) usando el
programa Phred (Ewing et al., 1998) y procesadas para la remocion 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 conversion aformato * .fastq.

Para ambos sets de lecturas por cada plataforma de secuenciacion, se eliminaron las
secuencias con un indice de calidad en escala Phred menor a 20 y menores a 50 pb. Ambos
tipos de lecturas fueron importados a software Newbler 2.5 para realizar un ensamble de
lecturas hibrido. 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 Anotacién de secuencias obtenidas en genotecas

Tanto las lecturas obtenidas por secuenciacion Sanger como las obtenidas del ensamblaje
de lecturas de 454-FL X, que incluye las secuencias tanto tipo contigs como singlets, fueron
transferidas a un archivo multifasta € cual fue sometido a un proceso de anotacién
funcional empleando la plataforma bioinformética Blast2GO® (Gotz et al., 2008),
configurando los parémetros de BlastX con un valor E<10® contra la base de datos de
proteinas nr de NCBI. Los contigs construidos con lecturas especificas de cada genoteca de
hibridacion sustractiva (gonada de regién testicular en maduracion; gonada inactiva) fueron

identificados mediante la exploracion y andlisis de los archivos de ensamble que incluyen
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la informacién relacional de lecturas que conforman a cada contig, para posteriormente
realizar un andlisis de enriquecimiento en cada genoteca por la prueba exacta de Fisher
(opcién de andlisis en e software Blast2GO®), generando tablas de categorias funcionales
gue se encontraron mas representadas en cada genoteca.

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

aislados en genotecas de hibridacion sustractiva

Las lecturas individuales obtenidas por ambas plataformas de secuenciacién fueron
exploradas in silico con € programa QDD (Meglécz et al., 2010), €l cual esimplementado
en lenguaje Perl y utiliza ClustalW2 (Larkin et al., 2007) y blast+ (Camacho et al., 2009)
para ainear las lecturas flanqueantes de las repeticiones, y asi reducir la redundancia de
potenciaes microsatélites. También se incorporé Primer3 v1.1.4 (Untergasser et al., 2007)
para disefiar e meor par de oligonucledtidos para cada locus microsatélite en las
secuencias que flanquean a mismo. El nUmero minimo de repeticiones permitido fue de
cinco para los motifs di-, tri, tetra- y pentanucledtidos. Este programa también fue
empleado para determinar aquellos microsatélites que eran polimorficos, basados en las
variaciones observadas en la extensién de 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 evaluacion y estandarizacion de los genes de referencia a utilizar en la
normalizacion de la expresion génica, se reaizé la amplificacion parcia por PCR de punto
fina de transcritos identificados como potenciales genes de referencia (18S-RNA,
riboproteina ‘rp-18°, alfa-tubulina ‘tub-a’, beta-actina ‘act-f’, y factor de elongacién 1-
alfa ‘ef-1a’) asi como de dos genes selectos a utilizar como genes a normalizar durante la
validacion de estabilidad (DEAD-box helicase ‘ddx’ y vitelogenina ‘vtg’).

Adicionalmente, con e fin de obtener las secuencias completas de algunos de los
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transcritos de genes descubiertos en |as genotecas asi como de otros genes conocidos por su
funcién en lameiosis, se utilizo 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 (dmcl), RAD51 homolog
(rad5l), aislados en la genoteca de hibridacion sustractiva de génada-region testicular en
maduracion, asi como de los genes meiotic recombination homolog 11 (mrell) y pachytene
checkpoint protein 2 (pch2) cuyos fragmentos parciales fueron primero aislados por PCR
degenerativa.

6.4.1 Sintesis de ADNc para obtencion de transcritos parciales

Antes de la sintesis de ADNc, € ARN total aislado fue cuantificado por espectrofotometria
UV utilizando un instrumento NanoDrop-1000 (Thermo), y 2 pug de ARN fueron
resuspendidos en 10 pl de mezcla de reaccion con 1 U de DNAsa RQ1 (Promega) y fueron
incubadas a 37 °C por 30 mins, seguido de una incubacién a 65 °C por 10 min para
inactivar la DNAsa. Una vez realizado e tratamiento con DNAsa, la sintesis de ADNc fue
realizada a partir de 500 ng de ARN tota tratado con DNASsa, y agregando 500 ng de cada
primer de transcripcién reversa (oligo-dT), e incubando ésta mezcla a 70 °C por 5 min,
25°C por 5 min, y seguido inmediatamente de una incubacion en hielo. Posteriormente, la
mezcla enzimatica para transcripcion reversa fue agregada obteniendo una reaccion con 1
I de transcriptasa reversa, 0.5 mM de dNTP’s, 40 U de RNAsin, MgCl; 5.6 mM y DTT 10
mM, en un volumen final de 20 pl. La transcripcion reversa se llevo a cabo a42° C durante
60 min, incubandose posteriormente a 75 °C por 5 min para inactivar a la transcriptasa
reversa. El ADNc generado fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacion en la obtencion de

transcritos parciales por amplificacion por PCR de punto final.

6.4.2 Sintesisde ADNc para amplificacion de transcritos por RACE

La sintesis de ADNCc para la secuenciacion compl eta de transcritos de interés se realizo por
medio de la técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), descrita por Zhu et al.
(2001), y que permite la amplificacion independiente de los extremos 3’ y 5’ a partir de un
primer fragmento intermedio de ADNc de secuencia conocida (Fig. 7). Para la sintesis de
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ADNCc y la amplificacion de los extremos 3' y 5' en los transcritos de interés, se empled 1
Hg de ARN mensgjero (fraccion poliadenilada) purificado como se indica en la seccion 5.2,
y se siguié € protocolo proporcionado en e kit comercial SMARTer RACE cDNA
Amplification Kit (Clontech). En resumen, el ADNc parala amplificacion por RACE de los
extremos 3' fue sintetizado con la enzima SmartScribe (Clontech), y se empled un oligo-dT
(5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CTgN.1N-3; N=A,C, G oT; Ny = A,
G 0 C) con la secuencia del adaptador SMART de Clontech, mientras que el ADNc parala
amplificacion de los extremos 5' fue generado con un oligo-dTss Yy un adaptador
SMARTer 1IA (5-AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CXX XXX -3 (las X
muestran una secuencia desconocida protegida por propiedad intelectua de Clontech) que
resulta ligado en e extremo 5 del ADNc por la actividad deoxinucleotidil transferasa
intrinseca de la transcriptasa reversa SmartScribe. Ambas reacciones se realizaron en un
volumen final de 20 pl, y empleando una concentracion de 10 mM de dNTPs, 40 U de

RNAsinyl0 mM de DTT paralareaccion de transcripcion reversa.

6.4.3 Amplificacion por PCR de punto final para obtencion de secuencias parciales de

genes

La estrategia empleada para obtener fragmentos parciales especificos de secuencias de
ADNCc para los genes pch2, mrell, vtg, ddx, asi como para los potenciales genes de
referencia 18S, rp-18, tub-a, act-f, ef-1a, se basd en un aislamiento por PCR empleando
oligonucledtidos degenerativos. Para e disefio de oligonucledtidos, se redlizaron
alineamientos de secuencias completas de nucleotidos/proteinas descargadas de la base de
datos en GenBank en diversas especies de invertebrados y vertebrados, buscando
identificar regiones conservadas de al menos 7-8 aminoacidos. Las regiones conservadas en
aminoacidos fueron posteriormente realineadas incluyendo las secuencias nucleotidicas
para la eleccion manua de oligonucledtidos con multiples variaciones de bases en
determinadas posiciones, empleando la nomenclatura IUPAC, y comprobando que las
diferencias en temperatura de disociacion para cada par de oligonucleétidos, asi como la
estabilidad de dimeros fuera minima, utilizando e calculador de termodindmica para

oligonucledtidos de Sigma-Aldrich (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp).
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Las reacciones de amplificacion por deg-PCR se prepararon con las siguientes
concentraciones de componentes. 10 mM de dNTP, 1 U Taq (Platinum Tag, Invitrogen),
1.5a2.5 mM de MgCl,, y agregando de 10 a 20 pmol de oligonucledtidos degenerativos o
especificos y 1 ul de ADNCc; todo en reacciones de 50 pl. Las condiciones de amplificacion
incluyeron un paso de disociacion de 94 °C por 15 s, seguido de la hibridacion de los
oligonuclettidos a 4°C por debajo de su T°m (temperatura de disociacion media, calculada
en www.oligocal culator.com) durante 30 s, y su extension a 72 °C por 1 min/Kb. Después
de 30-35 ciclos de amplificacion por PCR, los productos fueron separados en geles de
agarosa a 1%, y los productos de tamafio 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-a. La amplificacion
serealizd a partir de una poza de ADNCc sintetizado como se describe en la seccién 6.4.1, a
partir de muestras de gonada en condiciones de inmadurez y madurez (incluyendo regiones
tanto femenina como masculina para la condicién de madurez) hasta obtener fragmentos de
amplificacion Unicos de tamafio esperado. En algunos casos, cuando se observé maés de un
fragmento, se purificaron las bandas obtenidas directamente del gel de agarosa, y se
clonaron independientemente. Para el aislamiento de ADN plasmidico, 1 ml de cultivo
bacteriano fue lisado en condiciones acainas y posteriormente extraido con fenol-
cloroformo (Sambrook y Russell, 2001). El ADN plasmidico fue enviado a secuenciar por
electroforesis capilar a la compafia Genewiz (NJ) o Macrogen (Cored). Las secuencias
obtenidas fueron editadas mediante la herramienta de limpieza de vector VecScreen

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

mediante un andlisis de alineamiento por blastx contra la base de datos no redundante de
GenBank-NCBI, registrando los mejores hits en similitud.

6.4.4 Amplificacion por RACE-PCR de extremos 3’ y 5’ para transcritos de interes

La técnica de Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) fue empleada para amplificar de
forma especifica los extremos 5' y 3' de una secuencia parcial de transcritos para los que
Unicamente se cuenta con una secuencia intermedia, a partir de la cua se disefian

oligonuclettidos que se orientan al sentido de cada extremo del transcrito. En lafigura7 se
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presenta €l esquema del uso de oligonucledtidos gen-especificos para la amplificacion de
extremos por RACE-PCR. Los oligonucledtidos especificos para algunos de los genes
seleccionados fueron disefiados a partir de la secuencia especifica de fragmentos parciales
obtenidos en las genotecas de hibridacion sustractiva; para € caso de los transcritos
aislados por PCR degenerativa, se empleo la secuencia asi obtenida. Los oligonucledtidos
obtenidos a partir de secuencias especificas se disefiaron 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 e sistema Advantage
cDNA amplification (Clontech), también siguiendo la recomendacion del sistema de
amplificacion RACE. Las reacciones fueron preparadas en volumen de 20 ul, empleando
0.4 pl de enzima polimerasa, asi como 10 pmol de oligonucledtidos de amplificacion
especificos y 10 pmol pl de la mezcla de oligonucledtidos UPM dirigidos a la secuencia de
adaptador SMARTer agregado durante la sintesis del cDNA (5-CTA ATA CGA CTCACT
ATA GGG C-3 y 5-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA TCA
ACG CAG AGT-3; ambos en proporcion 1:0.2). Las reacciones se condujeron con un
programa de amplificacion propuesto por el fabricante del kit (desnaturalizacion a 94 °C x
30 S, alineamiento de oligonucledtidos a 55-60 °C por 30 Sy una extension a 72 °C por 2
min, amplificando a 25-35 ciclos). Los productos fueron analizados en electroforésis de
agarosa para larevision de la amplificacion de fragmentos de tamafio esperado, y cuando la
amplificacion era tenue, se agregaron 3-5 ciclos adicionales. Los fragmentos amplificados
fueron aislados a partir de bandas cortadas en €l gel de agarosa, €luidas con un sistema de
adsorcion en silica (PCR gel purification & Clean-Up Kit; MO BIO, CA), y posteriormente
fueron clonados con el sistema TOPO/TA en células competentes DH5a como fue descrito
anteriormente para la posterior purificacion de ADN plasmidico y su secuenciacion capilar
por el método de Sanger (Genewiz, NJ).
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Fig. 7. Esquema de amplificacion de extremos 5’ y 3’ por RACE en ADNc SMART. La
amplificacion de cada extremo se basa en unareaccion de PCR con oligonucl edtidos especificos del
geny oligonucledtidos dirigidos al adaptador SMART que previamente fue incorporado al ADNc
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durante la transcripcion reversa (no mostrado en € esquema). EI ensambl e de la secuencia completa

se basa en el traslape de ambas regiones (5’ y 3’) en la region intermedia conocida. Cada secuencia
RACE es amplificada por PCR anidadas (dobles flechas) para asegurar la especificidad de las

reacciones PCR.



Las secuencias obtenidas fueron editadas, ensambladas y verificadas con los
cromatogramas correspondientes para obtener una Secuencia Unica, nombrada
generadmente como full-length cDNA o ADNc de secuencia completa, la cua incluye
ambos extremos no traducidos (UTRs) y/o desconocidos dentro del marco de lectura, asi
como e fragmento intermedio originamente conocido. Posteriormente se condujeron
andlisis bioinforméticos en la secuencia Unica obtenida para determinar la region
correspondiente al marco de lectura de traduccion proteica y su traduccion conceptual en
aminoé&cidos (ORFinder, NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html), para

posteriores andlisis filogenéticos.

6.4.5 Analisis filogenéticos y estructurales de genes *full-length’

Para corroborar |a correcta identificacion de los transcritos de interés (pch2, rad51 y dmrtl)
y determinar la posicion filogenética gue guardan con respecto a otros grupos filogenéticos,
se obtuvieron secuencias completas de proteinas ortélogas identificadas en diversos grupos
de metazoarios a partir de las bases de datos Entrez-GenBank de NCBI. Las secuencias de
aminoacidos de ortdlogos, incluyendo la traduccién conceptual de cada transcrito obtenido
en N. subnodosus, fueron alineadas mediante el programa MUSCLE ver. 3.8 (Edgar, 2004)
en configuracion por defecto. Después de los aineamientos, las regiones ambiguas (con
gaps o pobremente alineadas) fueron removidas mediante la construccion de bloques de
alineamientos mediante e software GBlocks v.0.91b (10 posiciones como tamafio minimo
de cada block posterior a la limpieza de gaps, maximo 8 posiciones no conservadas
permitidas dentro de cada blogue) (Castresana, 2000). Para las secuencias de PCH2, se
generaron arboles a partir de los aineamientos se generaron mediante distintas
aproximaciones. se empled e software PhyML ver.3.0 con la funcion aLRT (approximate
likelihood ratio test for branches) activada, e incluyendo una matriz de sustitucion de
aminoacidos tipo WAG, derivada de casi 4000 secuencias agrupadas en 182 familias
proteicas y disefiada para analizar proteinas globulares bajo métodos empiricos de maxima
verosimilitud (Whelan y Goldman, 2001). Los arboles obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante un método aproximativo basado en maxima verosimilitud

(Anismova y Gascuel, 2006). El andlisis se condujo en la plataforma Phylogeny.fr
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(Dereeper et al., 2008), la cua aberga las herramientas de anadisis anteriormente

mencionadas en un servidor web (http://www.phylogeny.fr/iversion2 cgi/index.cgi). Para

los arboles filogenéticos de RAD51/DMC1 se generaron arboles por maxima verosimilitud,
empleando € software MEGAS (Tamura et al., 2011), con las matrices de sustitucién de
aminoacidos determinadas como maés apropiadas con la funcion MODELTEST (Posada y
Crandall, 1998) incorporado en MEGADS, y con un soporte estadistico de bootstrap con

1000 iteraciones.

La secuencia de aminoacidos de RAD51 fue contrastada mediante comparacion estructural
en model os protei cos generados in silico, empleando el servidor web Swiss-Model (Arnold
et al., 2006). Los model os obtenidos para la secuencia de N. subnodosus, asi como de las
referencias descargadas de GenBank, fueron exportados en formato *.PDB y aineados
mediante el servidor web FATCAT (Yey Godzik, 2004).

6.5 Analisisde expresion génica.

6.5.1 Sintesisde ADNc parala validacion de genes de referencia.

A partir de ARN total de muestras de gonada individuales, se sintetiz6 ADNc mediante dos
estrategias de priming, empleando: a) oligonucledtidos hexanuclebtidos aleatorios y b)
oligo-dT como iniciadores de transcripcion reversa, con el objetivo de definir el método de
priming més adecuado para el uso de genes de referencia potencialmente no poliadenilados
(p.g., fragmento de la subunidad 18S del ARN ribosomal). Se siguié € mismo
procedimiento que e descrito en la seccion 6.4.1, pero en este caso se sintetizaron dos
ADNc, agregando 500 ng de cada primer de transcripcion reversa (oligo-dT o

hexanucledtidos aleatorios) en reacciones independientes preparadas de forma simultanea.
5.5.2 Sintesis de ADNc para andlisis de expresion de genes de meiosis.

El resto de andlisis de expresion de genes de interés fue realizado Unicamente en ADNc
sintetizado con oligo-dT, y siguiendo el mismo procedimiento que el descrito en la seccion
6.4.1. El ADNCc asi generado fue almacenado a-20 °C hasta su andlisis por gPCR.
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6.5.2 Cuantificacion de expresion de genes de interés

La cuantificacion de expresion se realizo mediante la sintesis de ADNc (ImProm |1 reverse
transcription kit, Promega, EU), con un tratamiento posterior con DNAsa | (Promega) y la
amplificacion mediante PCR en tiempo real (JPCR) de fragmentos especificos de cada
mensgjero a analizar, empleando el sistema de deteccion fluorescente con EvaGreen en una
mezcla de reaccion de PCR (Hernandez-Arteaga y Lopez-Revilla, 2008; Llera-Herrera et
al., 2012). La reaccion de PCR se realizd por duplicado o triplicado en cada muestra, y
adicionalmente se analiz6 de forma paralela los genes de expresion constitutiva como
referencia de normalizacion entre reacciones. Las reacciones de amplificacion se realizaron
por triplicado o duplicado, en placas de 96 pozos con cubiertas adheribles plasticas,
empleando € instrumento CFX96 (Bio-Rad). La mezcla contuvo 2.5 mM de MgCl,, 200
UM de cada deoxinucledtido, 0.46 uM de cada primer (sentido y antisentido), 0.45 U de
Taq polimerasa GoTag (Promega) y compuesto intercalante fluorescente EvaGreen
(Biotium) a una concentracion final 1X, todo en un volumen final de 15 pl. En cada
andlisis de expresion, se preparé mezcla de reaccion suficiente para todas las reacciones,
evitando asi que exista variacion técnica en los resultados por efecto de la variacion en
concentracion y calidad de los componentes, y en un inicio se comparo el desempefio de la
mezcla realizada contra un sistema comercial de gPCR (SsoFast EvaGreen gPCR
SuperMix 2x; Bio-Rad), obteniendo resultados casi idénticos cuando se compard la
amplificacion de diluciones seriales (1:5) idénticas en términos de pendiente e interseccion
en y (donde x es e Ct registrado, y es € logaritmo de la concentracion) de las curvas
estandar generadas (mix comercia: pendiente = -3.482, interseccion= 9.208; mezcla
preparada en laboratorio: pendiente= -3.505; interseccion= 9.288). Las condiciones de
amplificacion para la gPCR fueron en todos los casos: 94 °C 3 min (desnaturalizacion
inicial; 40 ciclos de: 94 °C (10 seg), 60°C (15 seg) y 72 °C (30 seg), adquiriendo la
fluorescenciaa 79 °C (2 seg). Al final del programa de gPCR, una disociacion de 60 a 94
°C fue llevada a cabo a un rampeo térmico de 1 °C/seg, para obtener una curva de
disociacion de los amplicones generados y asi inspeccionar la amplificacion especifica de

cadareaccion.
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La estimacion de la eficiencia de amplificacion se realizd para cada gen, mediante el
cdculo de la pendiente de la amplificacion sobre diluciones seriadas (1:5), comenzando a
partir de 0.5 pl de un pool de cDNA de distintos estadios/sexos. Para aquellos genes de
expresion baja (Ct ~ 28 o mayor), se empled unadilucién 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 funcién de la concentracion (log) sobre Ct (lineal), usando la ecuacion E = (10¢/pendients)
1), y empleados para la correccion de eficiencia de cada gen en los posteriores calculos de
expresion relativa como sugieren (Pfaffl, 2001).

Los valores de expresion relativa para cada gen de interés fueron determinados mediante el
caculo de expresion relativa (RE), con base en la comparacion de su amplificacion contra
un factor de normalizacién que integra la amplificacion de los genes constitutivos para
cada muestra, como se detalla més adel ante.

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

L as secuencias parciales de genes obtenidos en N. subnodosus con fines de utilizarlas como
genes de referencia, fue incluyeron los genes 18S, rpl8, ef1-a, y act-p. Adicionalmente se
incluyé un fragmento de un transcrito de un gen alfa-tubulina aislado en las genotecas, tub-
a. A partir de esas secuencias parciales se disefiaron oligonucledtidos apropiados para su
amplificacion por qPCR (amplicones de 150-200 pb; T°m ~ 60 °C), y se andizo la
estabilidad de estos genes en un contexto de desarrollo gametogénico en ambas regiones de
la gbnada. La estabilidad se analizé en muestras de gbnada en estadio de indiferenciacion
(n = 6), estadio temprano de espermatogénesis y ovogénesis (n = 6 por cada region sexual)
y estadio avanzado de espermatogénesis y ovogeénesis (n = 6 por cada region sexual). Los
andlisis de estabilidad se realizaron mediante los macros en Office Excel (Microsoft) de
andlisis de GeNorm (Pfaffl et al., 2004) y NormFinder (Vandesompele et al., 2002),
proporcionados por los autores. Debido a que en estos andlisis se encontré que €l gen afa-
tubulina presentaba la menor estabilidad de expresion entre los 5 genes de referencia
originalmente seleccionados, este gen fue considerado en adelante como un gen de interés
(blanco) para evaluar su expresion relativa. Para evaluar € empleo de los genes de

referencia finalmente seleccionados, se analizo la expresion de los genes ddx, tub-a y vit en
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contexto gametogénico como se detalla mas adel ante.

6.5.4 Andlisisde expresion de genes ddx, vit y tub-a durante la validacion de genes de

referencia

Se condujo un andlisis de expresién de los genes ddx, vit y tub-a (este Ultimo originalmente
seleccionado como potencial gen de referencia) utilizando ADNc sintetizado con oligo-dT.
Las secuencias parciales de éstos genes de interés fueron aisados mediante PCR
degenerativa en una estrategia similar a la empleada para e set de genes de referencia
(seccion 6.4.3). La expresion relativa fue calculada con base en distintas combinaciones de

genes de referencia como factores de normalizacion.

6.5.4.1 Ubicuidad de expresion de tub-a.

Se re-andiz6 la expresion de tub-a en ambas regiones sexuales en maduraciéon activa,
ademas de tejidos sométicos de musculo aductor, branquias, manto, glandula digestiva y
nefridios (n=6 muestras por tejido). De éstas muestras, se obtuvo ARN tota y se sintetizd
ADNc mediante priming con oligo-dT. Las reacciones de gPCR se readizaron por
duplicado, incluyendo todas las muestras en una placa de reaccion para cada gen, evitando
variaciones entre reacciones. Se analiz6 todo €l set de genes de referencia antes empleado
en la seccion correspondiente a la seleccion de genes de referencia entre estadios de
gametogénesis mediante los algoritmos de geNorm y NormFinder, y e mejor par de genes
de referencia fue empleado para la normalizacion de la expresion relativa, empleando €
software gBasePlus.

6.5.4.2 Andlisisde expresion de genes de meiosisy diferenciacion sexual.

Se realizo la cuantificacion relativa de la expresion de genes identificados en el proceso
meiotico: scp3, dmcl, rad51, mrell, horma, €3-ccnblipl, p33-ringo y dmrt-1. Los andlisis
se realizaron mediante qPCR en ADNCc sintetizado con oligo-dT de muestras de génadas
indiferenciadas, asi como en regiones sexuales de gonadas en estadio de maduracion
temprana y tardia. Para cada estadio, seis muestras individuales fueron analizadas en

duplicado. Los valores de expresion relativa fueron normalizados con la media geométrica
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de la expresion de los genes de referencia rp-I8 y 18S, y andlizados mediante la

comparacion de la expresion relativa (RE).

6.5.5 Determinacion de expresion relativa mediante cél culo de cantidad relativa (RQ) y
andlisis estadisticos.
La expresion genica relativa fue calculada a partir de las cantidades relativas (RQ) de cada

gen (dereferencia o deinterés), y fueron estimadas con la ecuacion:
RQ = (1+E)(Ct promedio — Ct) (ecuacion 1)

Los valores de expresion relativa (RE) fueron cal culados entonces a partir de la proporcion

delacantidad relativa (RQ) de cada muestraindividual con la ecuacion:
RE = RQ; / RQrs (ecuacion 2)

Dondei = gen de interés y nf = factor de normalizacion = media geométrica de los genes
de referencia determinado para cada caso). Los valores de Ct mayores a 35 fueron
considerados como amplificacion indetectable. Los andlisis estadisticos se realizaron
mediante ANOVA de una via, después de transformar a logaritmo natural. Las medias
fueron comparadas mediante la prueba post-hoc de Fisher, con € software Statistica
version 7 (StatSoft). Los resultados se presentan una vez re-transformados desde los
valores de logaritmo natural a escalalinea, y las diferencias significativas son presentadas

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

7.1 Generacion de informacidn gendmica asociada alareproduccion en N. subnodosus.

7.1.1 Identificacion de genes expresados diferencialmente en la gametogénesis mediante

generacion y secuenciacion de genotecas de hibridacion sustractiva.

Se desarrollaron dos genotecas de genes especificos o expresados diferencialmente entre
dos condiciones gonadales. estadio de inactividad (gonada entera) y estadio de maduracion
avanzada (region sexual testicular), y los fragmentos obtenidos fueron secuenciados
mediante dos plataformas. Durante el desarrollo de las genotecas, diversos controles de
reaccion fueron considerados para confirmar que €l flujo de reacciones y procedimientos
ocurrieron adecuadamente. ElI primer paso de revision fue la sintesis de ADNc doble
cadena fragmentado con la enzima de restriccion Rsal, y a cual se le agregaron
adaptadores en ambos extremos. Para esto, se realizé una PCR con combinaciones de
primers para actina humana (incluidos en € kit de generacion de genotecas) y primers
dirigidos a los adaptadores SMART, en una genoteca sustractiva "control” también
incluidos en € kit de generacién de genotecas (ARNmM de musculo esquelético humano
contra el mismo ARNm adicionado con 0.2% de fago ¢X174 - digerido con Haelll -)
realizada estrictamente en paralelo a las de las genotecas de génada (Fig. 8). Una vez
revisado €l hecho de que las genotecas fueron realizadas adecuadamente, se revisd que los
fragmentos de ADN obtenidos en las genotecas de hibridacion sustractiva se ubicaron en el
rango de 200 a 1500 pb (Fig. 9), lo que posibilita su andlisis mediante clonacién y
secuenciacion Sanger, y sugiere que € procedimiento de construccion de genotecas se
complet6 adecuadamente. Como confirmacion de la adecuada clonacion de los fragmentos
de las genotecas en € vector pGEM en medio selectivo con X-gal, se realizd unarevision
de la ocurrencia de insertos en 100 clonas seleccionadas a azar, de las cuales se determiné

gue el 96% de las clonas sel eccionadas tenian un fragmento de ADN inserto (Fig. 10)
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Fig. 8. Verificacion de la adicion de adaptadores en ADNc realizada en ADNc de musculo
esquel ético (reaccion control), y amplificando mediante PCR con combinaciones de
oligonucledtidos parael gen -actina de humano y oligonucleétidos dirigidos alos adaptadores A 'y
B en extremo 5' (primer actina-sentido + primer adapter; carriles1y 3) y 3' (carriles 2 y 4) (imagen
A). Para efectos comparativos, se muestra el resultado esperado proporcionado por el manua de kit
de genotecas SSH de Clontech (imagen B).
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Fig. 9. Reaccién de amplificacion primaria (carriles A) y anidada (carriles B) con oligonucleétidos

dirigidos alos adaptadores en productos de ADNc obtenidos después de la dobl e-hibridacién
sustractiva, representando aguell os fragmentos de transcritos expresados diferencial mente.
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Fig. 10. Amplificacién de clonas seleccionadas al azar de | as regiones insertadas oligonucl edtidos
M13, universales en el vector) de fragmentos obtenidos en la genoteca de hibridacion sustractiva de
g6nada de region testicular en maduracion - sustraida con gbnadainactiva. El carril 5 muestraun
producto de amplificacion de unaclona sin inserto (184 pb)

Para la preparaciéon de las genotecas para su secuenciacion en la plataforma 454, se
monitore0 mediante electroforesis en agarosa la amplificacion con oligonuclettidos
convencionales anidados dirigidos a los adaptadores de genotecas SSH, en paraelo a la
amplificacion con oligonucledtidos modificados que incluyen las secuencias adaptadores
para secuenciacion por 454-FLX (Lib-L) en & extremo 5'. Los resultados indican que la
adicion de oligonucledtidos modificados para la adicion de adaptadores Lib-L, no afecta e
patron electroforético de los fragmentos amplificados que conforman la genoteca, y de
hecho, la intensidad de la amplificacién increment6 en comparacion a la reaccién que
emplea oligonucledtidos 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 secuenciacion de amplicones.



43

Marcador A B
(Kb)

==
—
15 e
1_0 —
0.5 .
[y
0.3
0.2
01 |«

—
Fig. 11. Prueba de amplificacion con oligonucl ettidos anidados del sistema Clontech (carril 1) y de

oligonuclettidos anidados modificados con las secuencias de adaptadores Lib-L requeridos parala
secuenciacion en sistema 454-FL X.

7.1.2 Andlisis de secuencias de genotecas de hibridacion sustractiva.

Combinando las secuencias obtenidas mediante los métodos de electroforésis capilar
(Sanger) y secuenciacion masiva (454-FLX), se obtuvieron un total de 34,276 lecturas
vélidas mayores 50 pb y un valor de calidad Phred mayor a Q20. El nUmero de secuencias
obtenidas por Sanger fue 356 y 187 de las genotecas de region testicular en maduracién e
inactiva, respectivamente. Mediante 454-FL X, se obtuvieron 19,876 y 13,857 lecturas,
respectivamente. Las lecturas obtenidas por secuenciacion masiva fueron depositadas en el
European Nucleotide Archive del servidor EMBL-EBI, bago la clave de acceso
ERP002162; y las secuencias obtenidas mediante secuenciacion capilar (Sanger) fueron
depositadas en la base de datos dbEST de NCBI (accesos JZ199499 - JZ200027).
Posteriormente, con e software Newbler 2.5 (Roche) se realizd un ensamble hibrido con

las lecturas obtenidas en ambas plataformas, el cua resultdé en la generacion de 3,727



contigs y 8,279 singletons. El tamafio modal (N50) de los isotigs generados fue de 429 pb.

Como parte del proceso de anotacion funcional, se encontraron 2,037 transcritos con al
menos un hit significativo por blastx; y de éstos, 51% de los mejores hits fueron contra
proteinas de C. gigas, una especie cuyo genoma fue secuenciado y anotado recientemente.
En relacion a cada genoteca especifica, 1,153 y 833 transcritos de las genotecas de la
region testicular de la gbnada en maduracion y de la génada 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

ontolégico (GO) que fue asociado de forma significativa mediante la plataforma de

anotacion blast2GO (archivo suplementario 2)

La eficiencia de la sustraccion durante la generacion de las genotecas se observé cuando
solamente 91 isotigs (de un total de 3,727) fueron construidos con lecturas de ambas
genotecas, y de éstos, 48 tuvieron a menos un hit de blastx y a menos un GO asociado (3
tuvieron un hit por blastx pero no anotacion GO). Entre éstos transcritos construidos con
lecturas de ambas genotecas, se encontraron aguellos codificantes para proteinas
ribosomales (n = 13), asi 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 sustraccion
durante la generacion de las genotecas para la identificacion de genes especificos de las
condiciones biolgicas en comparacion se obtuvo mediante un andlisis de enriguecimiento
de términos ontologicos. Una comparacion entre isotigs y singletons de cada genoteca
mostraron los términos que estan enriquecidos especificamente entre las genotecas de
gbnada inactiva y la region testicular en maduracion. Los términos ontol 6gicos obtenidos
mediante blast2GO de Meiosis (GO:0007126), Meiosis-| (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 gbénada masculina en maduracion;
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 replicacion de ADN, sinapsis de cromosomeas,



45

recombinacion y checkpoint en meiosis (Tablal), asi como genes identificados dentro de la
espermatogenesis (Tabla 1) codificantes para antigenos de espermatozoides, cinasas
testicul o-especificas, asi como proteinas constituyentes del flagelo. Adicionalmente a genes
de meiosis y espermatogénesis, se identificaron genes con e término 'sex’ en su descripcion
(Tabla 11) como dnmrtl (doublesex and mab-3 related transcription factor 1), dual
specificity protein kinase clk2, y kelch-10 like. Finalmente, se identificaron transcritos
anotados con e prefijo 'transpos y 'retrotranspos para elementos transponibles y
retrotransposones (Tabla 111), 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-| retrotransposable element R2.
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Fig. 12. Andlisis de enriquecimiento de términos ontol égicos para genotecas sustraidas
reciprocamente entre gbnada en maduracién testicular y génada inactiva, sobrerrepresentados en la
porcion testicular en maduracion.
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Tablal. Genes asociados ala meiosis, expresados en la genoteca de region testicular de la gonada
en maduracion, con |os términos ontol 6gicos de meiosigmeiotic; recombination, repair y

checkpoint.

Descripcion de la anotacién

ATP-dependent DNA helicase Q1
ATP-dependent DNA helicase Q4
brain tumor protein

cell cycle checkpoint protein RAD1
cyclin dependent kinase 1
denticleless protein homolog

Citrate synthase

DNA ligase 1

DNA polymerase delta subunit 2

DNA repair protein RAD51 homolog 3
DNA replication licensing factor MCM6
dual specificity protein kinase TTK

€3 ubiquitin-protein ligase CCNB1IP1

histone 3
histone 3.2-like
HORMA domain-containing protein 1-like

importin subunit alpha-2
integrase family protein

meiotic recombination protein DMC1/LIM 15 homolog

p33 RINGO

RuvB-like protein 2

serine threonine-protein kinase PLK 1

synaptonemal complex central element protein 2
synaptonemal complex protein 3

TFIIH basal transcription factor complex helicase subunit
ubi quitin-conjugating enzyme e2 c isoform 2

Werner syndrome ATP-dependent helicase

zinc finger and BTB domain-containing protein 40

valor E

1.27 45
1.14e21
2.77 e-15
5.58 e-22
2.10e10
2.99 e-36
253 e-49
1.09 e-16
4.63 e-47
7.63 e-40
4.03e-34
3.29 e-60
1.06 e-62
291e15
1.59 €38

9.79e-19
1.28 e-36
2.92 e-57
2.48¢e-18
8.50 e-85
3.82e14
6.81 e-20
4.29 e-22
3.38e-14
3.17e8

1.89 94
5.91 e-45
5.66 -8

4.49 e-48
3.26 e-63
1.18 e-48
481l e11
1.32 e-45
1.84e11
7.40 e-6

210e11
1.48 e-13

mejor hit
(acceso
GenBank)

EK C18968
EKC33210
EGI57493
BAD86790
ADZ23998
EKC37484
EDS33990.1
XP_003127315
EKC32253
XP_002160108
EFN72821

EK C39895
EKC25786
BAG61268
EKC17444
XP_780975
XP_002588845
CAJ81662
EJT46200
XP_002168952
XP_003727321
EKC18904
XP_003390809
EK C22946

EK C28263
XP_003221056
XP_002831176
XP_001367929
EKC24735

EK C28232
EKC29729
XP_002591412
EK C40091
AEO89688
NP_861515
XP_003389810
XP_002735651
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Tablall. Genes expresados en la genoteca de region testicular de la génada en maduracion,
extraidos mediante la busqueda de términos ontol 6gicos (GOs) con los prefijos

sperm/spermatogenesi s/sper matid y sex.

Descripcion de la anotacion

adenosine deaminase domai n-containing protein 1-like isoform 2

C-Myc binding protein

coiled-coil domain-containing protein 135

DnaJ subfamily member 13

doublesex and mab-3 related transcription factor 1
dual specificity protein kinase

dynein heavy chain

growth arrest-specific protein 8

H1 histone member oocyte-specific-like
Kelch-like protein 10

motile sperm domain-containing protein 2
nucleoside diphosphate kinase homolog 5-like
outer dense fiber protein 3-like protein 2-like
parkin coregulated gene/ protein homolog

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4

predicted protein (DM domain)

probable ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase FAF-X
ropporin-1-like protein

sperm flagellar protein 2

sperm phosphodiesterase 5

sperm-associated antigen 16 protein

sperm-associated antigen 17
spermatogenesis associated 4
spermatogenesi s-associated protein 1
tektin 2

testis-specific serine threonine-protein kinase 1
testis-specific serine threonine-protein kinase 2
testis-specific serine threonine-protein kinase 3-like

valor E

1.14e-10
7.84 e-44
157 e23
5.88 e-51
4.69 e-22
1.86e7
5.06 e-90
6.30 e-64
3.75e21
1.92 e57
2.72 e-32
1.65e26
8.83 e-38
1.25e16
2.68 e-57
8.50 e-54
231le44
7.00 e-6
412e11
2.73 e-126
1.07 e7
181e-34
2.32e81
1.16e14
2.31le54
1.66 e-83

5.44 e-16
7.57 e73

1.06 e-14
553 e31
152e17
9.62e-24

mejor hit
(acceso
GenBank)

EKC39025
XP_002604299
EKC19048

EK C20056
CAC42778
XP_002432301
EKC20777

EK C37009
P22974

EK C42522
EFN76175
EKC28345
EKC43147
XP_ 002732801
EK C36429
XP_003215805
EKC41424
XP_001632590
XP_001627156
EKC31617
XP_001623400
EK C21406
EKC18115
XP_002591791
EK C26001

EK C20206

XP_002733667
EKC18085

XP_002591791
XP_002738751
EHA99087
EK C40940
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Tablalll. Genes expresados en la genoteca de region testicular de la génada en maduracién,
extraidos mediante la busqueda de términos ontol 6gicos (GOs) para transposable, transposase,
retrotransposon, retrotransposable y DNA-polymerase.

mejor hit
Descripcion de la anotacién valor E (acceso

GenBank)
DNA-mediated transposase 1.14e13 ABH09251
piggyBac transposable element-derived protein 3-like 471 e6 XP_003706354
tyrosine recombinase-like 6.04 e-9 DAA01995
pol-like polymerase (25 transcripts) 1.27e-30 XP_002160589
retrotransposon transcriptase 4.82 e-10 EFN57005
retrotransposon unclassified 5.10 e-25 BACB82624
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) 2.89e21 XP_002127101
RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey-like (20 7.50 e-27 XP003727887
transposable element TCB2 transposase 1.28e5 ABV31711

En contraste a la gbnada de la region testicular, en la genoteca de gonada inactiva diversos
términos GO fueron asociados a la maquinaria de traduccion proteica y la biosintesis de
ribosomas, asi como a respuesta a estrés e inmune (Fig. 13). Adicionalmente, se
identificaron otros genes involucrados en la diferenciacion sexua y en e control y
mantenimiento de la linea 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 el ectrénico anexo).

7.1.3 Identificacion de microsatélites en fragmentos de genes aislados en genotecas de

hibridacién sustractiva

Se identificaron 507 secuencias con microsatélites potenciales, y para 310 de éstas se logré
un adecuado disefio de oligonucledtidos para su amplificacion por PCR. Del total, 272
microsatélites puros y 38 compuestos fueron encontrados. Las secuencias microsatélites,

con oligonucledtidos disefiados, y con € mejor hit contra secuencias nucleotidicas en
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GenBank, son presentadas en e archivo suplementario 3. Un microsatélite encontrado en
una secuencia singleton (ERR224474.16682; SRA-NCBI) fué idéntico a microsatélite
NsubA1B12 reportado parala misma especie (acceso GenBank FJ986341.1).

7.2 Caracterizacion de transcritos de genes selectos por RACE.

7.2.1 Transcrito de mrell.

La secuenciacion de los extremos de ADNc 5’ y 3° mediante RACE del gen Mrell permitio
reconocer un ensamble de 1588 nucledtidos, que traducido en su marco de lectura +2,
muestra una secuencia de 498 aminoacidos. En éste marco de lectura no fue posible
identificar un codon de paro de traduccion, pero si una poliadenilacion potenciamente
prematura que comienza en la posicion 1549 de la secuencia nucleotidica (Anexo I). El
andlisis de ésta secuencia en bases de datos proteicos mediante e programa blastp
(secuencias proteicas nr) resultd en una estrecha similitud con la proteina MRE11 de C.
gigas (score=837; valor E = 0) (Anexo |). y mediante un andlisis de busgueda de familias

proteicas (Pfam 24.0; http://pfam.sanger.ac.uk/) dentro de la secuencia completa de la

proteina se identificaron dos familias PfamA, ambas rel acionadas con la arquitectura propia
de proteinas dd tipo MRE11: la familia de las fosfoesterasas similares a la calcineurina
(acceso Pfam PF00149.21, score = 90.8; valor E = 5.6%°) y lafamilia de enlace a DNA tipo
Mrell (acceso Pfam PF04152; score = 259.9; valor E=1.1").

7.2.2 Caracterizacion de transcritos de dmel y rad51

La secuencia completa del transcrito codificante para dmcl fue obtenida mediante la
amplificacion de extremos 3’ y 5’ por la técnica de RACE. Se obtuvo un ensamble de
secuencia de 1274 nucleotidos, con un marco de lectura (+1) de 341 aminoéacidos en la que
puede identificarse una region correspondiente la familia proteica RAD51 (clave Pfam
PF08423; score = 404.2, valor E = 1.41"%") (Fig. 10). La secuencia del cDNA de dmcl, asf
como su traduccion conceptual, fue depositada en GenBank, y esta disponible bagjo €
acceso KC119408.

Por otra parte, la secuencia completa del transcrito de rad51, también obtenida por PCR-
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RACE, posee unaregion codificante de 1861 nucledtidos (acceso GenBank KC119409). El
marco de lectura inferido por su traduccion conceptual muestra una secuencia de 360
aminoacidos, con un dominio conservado para la familia de recombinasas RAD51. Debido
a que éste dominio también se encuentra presente en la secuencia de dmcl, se realizé un
arbol filogenético de secuencias utilizando homologos tanto de la subfamilia DMC1 como
de RAD51 y XXRC3, y se utilizé el homdlogo ancestral de REC-A como grupo externo.
Las claves de las secuencias empleadas se muestran en e alineamiento multiple realizado
para la construccion del érbol, y fue recortado para eliminar las partes de las secuencias
altamente divergentes, incluyendo la parte correspondiente a las region comprendida entre
las posiciones 55 a 263 de la referencia de REC-A de Escherichia coli (ZP_06991525.1)
(Fig. 14). El &bol filogenético realizado muestra nombres estandarizados de los ortélogos
de Rad51-C (RAD51-3) y RAD51-A (RAD51; RAD51-1), y separa claramente a las
secuencias en grupos de RAD51 (A, C), XXRC3y DMCL. Lasecuenciade RAD51 aislada
en N. subnodosus se agrupa dentro del clado correspondiente aRADS51C (Fig. 15).



MUSCLE (3.8) multiple sequence alignment

ZP_06991525.1|_recA [Escherichia coli]

EKC37434.1| DNA repair protein XRCC3 [Crassostrea gigas]
NP_001013559.1| DNA repair protein XRCC3 [Danio rerio]
NP_001093589.1| DNA repair protein XRCC3_ [Homo_sapiens]
ART18906.1| xrcc3 protein [Xenopus_(Silurana) tropicalis]

XP 002123810.1] Dmcl _homolog_[Ciona_intestinalis]

NP_001037552.1| _Dmcl_homolog_[Bombyx mori]

XP_003729914.1| DMCL/LIMLS homolog_[Strongylocentrotus purpura
KC119408|DMC1_[Nodipecten subnodosus)

NP_001018618.T| DMC1/LIMI5 homolog_[Danio_rerio]

XP002933806.1| DMCL/LIMLS_[Xenopus_tropicalis]

NP001124039.1| DMCL/LIMI5_[Rattus_norvegicus]
14565.2|_DMC1/LIMI5 homolog_[Homo_sapiens]

BAA04580.1| Rad51 [Drosophila melanogaster]
ARB53330.1|_Rad51_homolog_[Bombyx mori]

XP 002126934.1| RAD51 _homolog_isoform 1_[Ciona intestinalis]
XP_788683.2|_RADS51_homolog_1-like [Strongylocentrotus purpuratus]
NP 998371.2| _RADS1 homolog 1 _[Danio rerio]

EKC33463.1| DNA repair protein RADSI-like protein A [Crassostrea gigas]
NP_001016393.1|_RAD51 homolog_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]
NP_001102674.1|_RADS1_1_[Rattus_norvegicus]

NP_002866.2|_DNA repair protein RAD51_homolog 1_isoform 1_[Homo sapiens]
XP_ 00213034171 Rad51 _homolog_c_[Ciona : intestinalis]

KCI194089| RADSI_[Nodipecten subnodosus)

NP 001006101.1| DNA \ repair protein RAD51 homolog 3 [Danio rerio]
NP_001016923.1| RAD51 C_[Xenopus_(Silurana)_tropicalis]
NP_001123249.1| Rad51 c_[Rattus _norvegicus]

NP 478123.1|_RADS1 3 [Homo_sapiens]

ZP_06991525.1|_recA [Escherichia coli]

EKC37434.1| DNA \ repair protein } XRCC3_[Crassostrea . gigas]
NP_001013559.1| _DNA. \ repair protein XRCC3_[Danio_rerio]
NP001093589.1| DNA repair protein XRCC3_[Homo_sapiens]
AAT18906.1| xrcc3 protein [Xenopus_(Silurana) tropicalis]

XP 002123810.1] Dmcl _homolog_[Ciona intestinalis]

NP_001037552.1| Dmcl_homolog_[Bombyx mori]

XP_003729914.1| DMCL/LIMLS homolog_[Strongylocentrotus purpura
KC119408 | DMC1 [Nodlpecten subnodosus]

NP_001018618.T| DMC1/LIMI5 homolog_[Danio_rerio]
XP_002933806.1|_DMC1/LIMI5_[Xenopus_tropicalis]

NP_001124039.1| I]VlCl/LIMlS [Rattus_norvegicus]
Q14565.2|_DMC1/LIMI5 homolog_[Homo_sapiens]

BAA04580.T| Rad51_[Drosophila melanogaster]
AAB53330.1|_Rad51_homolog_[Bombyx mori]

XP 002126934.1| RAD5L _homolog_isoform 1_[Ciona intestinalis]
XP_788683.2| RADS51 homolog 1-Tike [Strongylocentrotus purpuratus)
NP 998371.2| RADSI ._homolog 1 [Danlo rerio]

EKC33463.1| DNA \ repair j protem RAD51-like protein A [Crassostrea gigas]
NP_001016393.1|_RAD51 homolog [Xenopus_(Silurana)_tropicalis]
NP_001102674.1| RAD51_1_[Rattus »_norvegicus]

NP_002866.2| DNA repair protein RAD51 homolog 1_isoform 1 [Homo sapiens]
XP_002130341.1| Rad51 _homolog ¢ [Ciona : intestinalis]

KC1194089| RADSI_[Nodipecten subnodosus]

NP_001006101.1| _DNA repair protein RADS51 homolog 3 [Danio_rerio]
NP_001016923.1| RAD51 C >_[Xenopus_ (Silurana) troplcalls]

NP 001123249.1| Rad51 c [Rattus »_norvegicus]

NP 478123.1| RADS1 3 [Homo sapiens]

GGLPMGRIVEIYGPESSGKTTLTLOVIAAAQRE -=——=— -GKTCAFTDAEHAT DPTYATDNLI CSQPDTGEQALETCDALA-—~=-] -RSGAVDVIVVDSVAA
GGILSQGITEISGESASGKTQFCLQLCLTVQLPPEEGGLAAGAAY ICTEDAFPSKRLGDNIFIEHVADLDSLNSCIHOKLPHLL-SSGSVKLVIVDSVAA
GGLPLRGITELAGESAAGKTQFCLOLCLSVQY PORHGGLNSGAVY ICTEDSFPIKRLSDNTY TEHAADLEAT QVCVSQRVPVLL-KRGLVRLLVVDSVAA
GGLPLDGITELAGRSSAGKTQLAIQLCLAVQFPROHGGLEAGAVY ICTEDAFPHKRLGSQIFIEHVADVDTLLECVNKKVPVLL-SRGMARLVVIDSVAA
GGVPLVGITEIAGESSAGKTQIGLOLCLSVQYPVEYGGLASGAVY ICTEDAFPSKRLGDSTFVEHTADVDTLTECITKKVPVLL-LRGSIRLVIIDSIAA
GGIESMATTEVFGEFRTGKTQLSHTLSVTTQI PGAKGYMGGKVVY I DTENTFRPDRLLDNVMYARAY TSEHQMELLDHVAAKFHEEAGT FKLLIVDSVMA
GGIESMAITEVEGEFRTGKTQLSHTLCVTTQI PNSKGYQGGKVMELDTEHTFRPDRLLDNVLYARAY TSEHQAELLDYVAAKFHEEAGVFKLLIIDSIMA
GGIESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVCTQLPGSNGY PGGKVIFIDTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQFELLDYAAGKFHEEPGVFKLLIIDSIMA
GGLESMSITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTTQLPGANGY TGGKVME T DTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQFELLDFVAAKFYEEPGVFKLLI IDSTMV
GGVESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQL PGEYGY TGGKVIFIDTENTFRPERLLDNVLYARAYTSEHQMELLDFVARKFHEEGGVFKLLI IDSIMA
GGIESMATTETFGEFRTGKTQLAHTLCVTAQLPGPNGYTGGKT IF T DTENTFRPDRLLDNVLYARAYTSEHQMELLDYVAAKFHEEPGT FKLLIIDSTMA
GGIESMAITEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQLPGADGY SGGKI IF I DTENTERPDRLLDNVLYARAYTSEHQMELLDYVAAKFHEEAGI FKLLIVDSIMA
GGIESMATTEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTAQLPGAGGY PGGKT TF I DTENTFRPDRLLONVLYARAYTSEHOMELL DYVARKFHEFAGT FKLLITDSIMA
GGIETGSITEIFGEFRCGKTQLCHTLAVTCQLPISOKGGEGKCMY I DTENTFRPERLLDNVAFTRAHNSDOOTKLIQMAAGMLFESR--YALLIVDSAMA
GGIETGSITEIFGEFRTGKTQLCHTLAVICQLPIEQSGGEGKCMY I DTEGTFRPERLLDNVAYARAYNT DHOTQLLVOACAMMAESR--YSLITVDSATA

GGIETGSITEIFGEFRTGKTOICHTTAATCOLPTEQGGGEGKCLY I DTEGTFRPERLLDNVAYARAYNTDHOSQLLIQAAAMMSETR -~ YAVIVVDSAT:
GGIETGSITEIFGEFRTGKTOLCHIMAVTCQLPT DNGGGEGKCLY I DTEGTFRPERLLDNVAYARAHNS DHOSQLLLOASAMMAESR-~YALLIVDSATA
GGIETGSITEMFGEFRTGKTOLCHTLAVTCQLPT DQGGGEGKAMY I DTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHOTQLLYOASAMMIESR -~ YALLIVDSATA
MGGGEGKAMY I DTEGTFRPERLLDN' RAYNSDHOSQLLIO! —~YALLIVDSATA
GGIETGSITEMFGEFRTGKTQLCHTLAVTCQLPTDRGGGEGKAMY I DTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHQTQLLY( -~YALLIVDSATA
GGIETGSITEMFGEFRTGKTQICHTLAVTCOLPIL ‘IDTEGTFRPERLLDNVAYARGENTDHQTQLLYQ --YALLIVDSATA
GGIETGSITEMFGEFRTGKTQICHTLAVTCQLPIL IDTEGTFRPERLLDNVAYARAFNTDHQTQLLYQASAMMVESR-~YALLIVDSATA

GGVKVGSI TEIAGESSTGKTQLCFQLATNAHIHTKYGGVGGETVY IDTEMTFKTERTLSGT YLFRCIKMVOLL A-VSYQLFEFVKSHPKVKLVIVDSIAQ
GGIPLCKITEFCGAPGTGKTQI CMQLAVDAQT PECLGGLEAEVVY IDTEGSFTVERLLSRTHYYRCHDY IELLATT -HLLPDFVKHHSKVRLVIVDSVAF
GGVPVGKTTEICGAPGVGKTQLCMOLAVDVOT PVFFGGLGGKALY IDTEGSFLVORVLSNLELVRCHDYVKLL AEV-YLLPDFLSEHPEVRLVVIDSIAF
GGIPVAKITEICGVPGVGKTOLCMOLAVDVQI PECFGGVAGETVE 1DTECSFRLERLLSQT Y YFSCHDYTELL AQT-NLLPDFLSSHPKVKLVVIDSIAF
GGIPLMKTTEVCGVPGVGKTOLCM)LAVDVQT PECFGGVAGEAVF TDTEGSFMVDRVLSHIY YFRCHDYTELLAQV-YLLPDFLSDHSKVQLVI IDGIAF
GGVPLMKTTEICGAPGVGKTQLCMOLAVDVQI PECFGGVAGEAVE I DTEGSEMVDRVLSHI YYFRCRDY TELLAQV-YLI PDFLSEHSKVRLVIVDGIAF

LTSHMGLARRMMSQAMRKLAGNLKQSNTLLI FINQTTGGNALKFYASVRRVKVVKNKI AAPFKQREFQT
VF-DMYKRSKHMASLAASLHRISSKYCLPTVCVNOPALGLAWSNQI TCRRTLEVVEAPNLENLSLMYVI
LF-EAVORSRHLLAFSSTLHRLSHTYAAPVLCVNOPALGI ARENOVMVRRKLEVVEAPHLPRSSCLCGY
PF-ASAPRARHLQSLGATLRELSSAFQSPVLCINQPALGI TWANQLLVRRTRVLSAPHLPPSSCSYTT
LF-DAATKAKHLQTLGAKLHSMSNRFLTPVLCINOPALGI SWSNOLLMRRTMEVVEAPHT POSSCY YTV
LFGELADROQKLA- IAKIYDSPDMPESEATFST
LEGELADROOKLAQVLSRLQKI SEEYNVAVF I TNOPTGGNI LAHASTTRRIAKI YDSPDLPESEATFAT
LFGELADRQOKI AQMI SKLOK I SEEYNVAVEVTNQPTGGHI LAHASTTRRIAKT YDSPDMPESEATFAT
LFGELVDRQORLAQMLSRLOK I SEEYNVAVEVTNQPTGGNI LAHASTTRRTAKI YDSPDLPENEATYAT
LFGELAERQQKT AQMLSRLQK I SEEYNVAVEVINQPTGGHILAHASTTRRIAKTFD: TFAT
LFGELAERQOKLAQMLSRLOK I SE---~GKFKTK-PIGGHI LAHASTTRRIAKI YDSP: TFAT
LEGELAERQOKLAQMLSRLQKI SEEYNVAVEVINOPTGGHI LAHASTTRRIAK I YDSPEMPENEATFAT
LFGELAERQQKT AQMLSRLOK I SEEYNVAVFVINQPIGGHILAHASTTRRIAKT YDSPEMPENEATFAT
LYGELARRONHLGLFLRMLORLADEFGVAVVI TNQPTGGHIMAHSSTTRRICKI YDSPCLPESEAMFAT
LYGELNSRQLHLGREMRVLLRLADEFGVAVI I TNQPTGGHI TAHASTTRRVCKI YDSPCLPETEAMFAT
LYGELSARQMHLGRFLRTLLRLADEFGVAVI ITNQPTGGHIMAHASTTRRICKI YDSPCLPESEVMECT
LYGELASRQMHLGRFLRTLLRIADEYGVAVVI TNQPTGGHIMAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAT
LYGELSARQGHLGRFLRVLLRLADEFGVAVVI TNQPIGGNILAHASTTRRICKI YDSPCLPEAEAMFAT
LYGELSARQMHLARFTRMLIRLADEYGVAVVI TNQPTGGNI IAHASTTRRICKI YDSPCLPEAEAMFAT
LYGELSARQMHLARFTRVLLRLADEFGVAVVI TNQPIGGNI TAHASTTRRICKI YDSPCLPEAEAMFAT
LYGELSARQMHI ARFLRVLLRLADEFGVAVVITNQPIGGNI IAHASTTRRICKI YDSPCLPEAEAMFAT
LYGELSARQMHLARFLRMLLRLADEFGVAVVI TNQPTGGNI IAHASTTRRICKIYDSPCLPEAEAMFAT
OEDMKTRNKLLNNLAANLRKIASLLNVAVVLVNQPAL GESWSNT PHTKRFALLTKSPTQPRRKVNYVI
HF-DMSLRTRLLTSTAQNLIKLATTYQLAVVLTNOPALGESWGHASTIRRYAWLYKSPSHREARVPYQV
PF-DLSQRTRLINGLAQQOLIQLATQHRVAVVLINQPAL GESHGHAATORRL ASLYKSPSQMEATVOYQT
PF-DLSIRTRLINGFGOOLI SLAHNCNLAVVLINQPAL GESHGHASTIRRFVTLCKSPSQKKATVEYGL
PF-DLFIRTRLLNGLAQOLISLANKHRLAVILTNQPAL GESHGHAATTRRFATLYKSPSQKESTVPFOT
PF-DLSLRTRLINGLAQOMI SLANNHRLAVI LTNQPALGESHGHAAT TRRLATLYKSPSQKECTVLEQT
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Fig. 14. Alineamiento multiple de las secuencias de ortdlogos de RAD51A, RAD51C, DMCly

XXCR3 de especies de invertebrados y vertebrados, incluyendo | as caracterizadas en el presente

estudio para N. subnodosus, y correspondientes alaregion de dominio conservado RAD51
(posiciones 55-263 de RecA de E. cali).



& | RADS1A Homo sapiens
RADS1A Xenopus tropicalis
RAD51A Danio rerio
® RADS1A Crassostrea gigas
— RADS1A Bombyx mori
—— RADS1A Ciona intestinalis

RADS51A Strongylocentrotus purpuratus
RADS51 Drosophifa melanogaster
- DMC1/LIM15 Ciona intestinalis
DMC1/LIM15 Bombyx mori

58 DMC1/LIM15 Strongylocentrotus purpuratus
DMC1/LIM15 Nodipecten subnodosus
DMC1/LIM15 Danio rerio
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RADS51 Nodipecten subnodosus

RADS1C Xenopus tropicalis
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Fig. 15. Arbol filogenético de secuencias de proteinas RAD51A, RAD51C, DMC1 y XXCR3, de
especies deinvertebrados y vertebrados, incluyendo las caracterizadas en € 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.



55

Como soporte adiciona de asignacion a subfamilias de RADS51, se reaiz6 una
comparacion estructural del modelo proteico de la secuencia en aminoécidos del transcrito
obtenido en N. subnodosus contra ortélogos de RAD51A (acceso GenBank
NP_001016393.1) y RAD51C (acceso GenBank NP_001016923.1) de Xenopus tropicalis,
mediante generacion de model os estructurales en Swiss-Model (Arnold et al., 2006), y un
posterior andlisis de comparacion estructural por superposicion: Flexible structure
AlignmenT by Chaining AFPs (Aligned Fragment Pairs) with Twists - FATCAT - (Yey
Godzik, 2004). De éste andlisis comparativo, se infiere que la secuencia obtenida en la
amejaes mas similar auna RAD51C, apartir 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 y 4.0™3, 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 Xenopustropicalis.
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7.2.3 Caracterizacion de transcrito de pch2

Mediante la amplificacion por RACE del homologo pch2 en N. subnodosus se obtuvo un
transcrito de 1861 pb (acceso GenBank KC904225), con una secuencia codificante con
similitud significativa a proteinas pch2 en invertebrados y con homdlogos en vertebrados
nombrados como tyroid receptor interacting protein 13. Los mejores hits contra proteinas
de bases de datos publicas se encontraron contra diversas secuencias de homologos de
PCH2/TRIP13 de invertebrados y vertebrados (valores de E = 0). Cuando se reaiz6 una
busgueda por blastx en las proteinas anotadas del genoma del ostion C. gigas, se obtuvo un
hit significativo contra Nuclear valosin-containing-like protein (score = 71.2, valor E = 6
%), Un é&rbol filogenético a partir de un blogue conservado de secuencias de ortélogos de
invertebrados y vertebrados (PCH2; TRIP13) (Fig. 17) permite ubicar a homdlogo
identificado en N. subnodosus entre secuencias homalogas de invertebrados, las cuales se
disponen en un clado basal en comparacion a clado de homdélogos PCH2/TRIP13 propios
de vertebrados (Fig. 18)

7.2.4 Caracterizacion de transcrito de scp3.

El transcrito correspondiente a scp3 aislado mediante RACE presentd 984 pb, y se detectd
un marco de lectura de 241 aminoécidos, los cuales presentan una similitud de 69% con la
proteina anotada como synaptonemal complex protein 3 en C. gigas, con un score = 297 y
un valor E = 2%, Dentro de la secuencia, se identificd un dominio conservado
Corl/XIr/Xmr (pFAM04803), con una similitud de 1.81% la secuencia del transcrito fue
depositada en GenBank-NCBI bajo e acceso KC119411.
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Toxoplasma gondii ME49{237837989
Trichoplax adhaerens{195996749}
Oreochromis niloticus{348534013}
Danio rerio{41053680}
Saccoglossus_kowalevskii{2912434
Amphimedon queenslandica{3403677
Branchiostoma floridae{260819230
Nodipecten subnodosus
Nematostella vectensis{156353324
Strongylocentrotus purpuratus{72
Strongylocentrotus purpuratus{11l
Xenopus_tropicalis{45361301}
Xenopus laevis{148229431}
Ornithorhynchus anatinus{3453265
Monodelphis domestica{126320866}
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Oryctolagus cuniculus{291390587}
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Callithrix jacchus{296194996}
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Fig. 17. Alineamiento multiple de | as secuencias de ortélogos de PCH2/TRIP13 de especies de

invertebrados y vertebrados, incluyendo la caracterizada en € presente estudio para N. subnodosus.
Se muestralaregion conservada del alineamiento correspondiente a rango de posicion 209 a 271
de la secuencia de N. subnodosus.
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Fig. 18. Arbol filogenético de secuencias de proteinas 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 €l soporte de bootstrap del clado en proporcién deO a 1.
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7.3 Definicion de estabilidad de genes de referencia paralanormalizacion dela

expresion génica

7.3.1 Secuencias parciaes de genes de referencia.

Mediante |la estrategia a clonacion parcial dirigida de genes por PCR degenerativa (deg-
PCR), se logré la obtencion de secuencias parcial es de transcritos para ser utilizados como
potenciales genes de referencia. Un fragmento de ARN ribosoma 18S de 168 pb fue
obtenido empleando oligonucledtidos especificos en regiones conservadas, y mediante
alineamientos multiples contra fragmentos 18S de otros pectinidos [Pecten jacobaeus
(AY070112.1), Pecten maximus (L49053.1), Chlamys farreri (AF526252.1) vy
Mimachlamys varia (DQ279939.1)] se identificO una similitud del 100% entre las
posiciones 913-1030 de las secuencias completas del 18SrRNA de secuencias
relacionadas. Por otra parte, € fragmento de act-$ obtenido fue de 206 pb, y presentd una
similitud nucleotidica arededor al 90% con transcritos de act-f de otras especies de
bivavos [Chlamys farreri (AY335441.2), Mizuhopecten yessoensis (DQ7878P),
Placopecten magellanicus (U55046.1) y C. gigas (AB071191.1)] (anexo 1). Del fragmento
obtenido para act-f3, se disefiaron oligonucledtidos especificos para su cuantificacion por
gPCR. Las claves de acceso GenBank de las secuencias depositadas, asi como los
oligonuclettidos disefiados para amplificacion por gPCR de los genes de referencia se

presentan en laTablalV.

Adicionalmente, se obtuvieron secuencias parciales para los genes constitutivos factor de
elongacion l-alfa (efl-a; acceso GenBank JN034909.1), proteina ribosomal L8 (rpl8;
acceso GenBank JN034908.1), tubulina alfa (tub-a; acceso GenBank JN034910.1), asi
como de genes de interés en e contexto gametogénico para validar los andlisis de
estabilidad de los genes de referencia: vitelogenina (vit; acceso GenBank JN034911.1) y
una helicasa de lafamilia DEAD-box (ddx; acceso GenBank JN034912.1). Los mejores hits
contra proteinasde referencia de GenBank mediante alineamientos por blastx se muestran
en la Tabla V). Un fragmento de 781 pb del transcrito ef1-a se obtuvo por amplificacién
PCR empleando oligonucledtidos degenerados, y fue confirmado como € transcrito

esperado cuando d resultado de Blastx mostré un hit de 83% con Placopecten magellanicus.
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Tabla V. Secuencias de primers parala amplificacion por gPCR de genes de referenciay genes de
interés. Las temperaturas de disociacion (T°m) fueron determinadas con el calculador de oligos de
SIGMA (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACal c.asp).

Gen acceso GenBank . ., . . eficiencia
orientacion secuencia de primers para gPCR T°m (0-2)
185 n.a. sentido 5-GAAATTCTTGGATCGCCGTA-3' 63.7 93%
antisentido 5-GCCGAGTCATTGAAGCAACT-3 64.3
ef-1a JN034909 sentido 5-GTGCCAGTGGGTAGGGTAGA-3' 63.9 82%
antisentido 5-CTCCAGCAACGTTTCCTCTC-3 63.9
act-B n.a. sentido 5-CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACC-3'  66.2 93%
antisentido ~ 5-GTTGAAGGTCTCGAACATGATCTG-3  65.8
rp-18 JNO34908 sentido 5-CGTCATGGATACATCAAGGGT-3' 63.5 96%
antisentido 5-CAAACAGTCCAGTGTACATGCC-3 643
tub-a JN034910 sentido 5-TTCAGCCTGATGGACAAATG-3 63.6 94%
antisentido 5-TCTGGATGAAACAGCTGACG-3' 64.1
ddx JINO34911 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 publica de GenBank, pero se presenta en la
seccion de Anexos ||

Tabla V. Resultados obtenidos en | os alineamientos por blastx de la traduccidn conceptual delas
secuencias parcial es obtenidas por secuenciacion dirigida contra bases de datos de proteinas de
referencia (refseq; NCBI-GenBank).

secuencias parcialesen N.

subnodosus descripcion de mejor hit especie Score valor E similitud
(acceso GenBank)
rp-18 putative ribosomal protein L Eurythoe complanata 317 14 99 %
JN034908 (AANO05596)
ef-1a elongation factor 1 alpha Placopecten magellanicus 452 51%8 89 %
JN034909 (AFS50747.1)
tub-a alphatubulin (XP_002580034.1) Schistosoma mansoni 222 1% 100 %
JIN034910
ddx pl10 (ABE27760.1) Azumapecten farreri 210 17 97 %
JN034911
vit vitellogenin (CAQ06469.1) Pecten maximus 193 5% 99 %

JIN034912
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La secuencia obtenida para rp-18 fue confirmada mediante la misma herramienta,
presentando una identidad de 99% con la secuencia del bivalvo Eurythoe complanata. La
traducciéon conceptual de vit presentd una identidad significativa con la secuencia de
vitedlogenina de Pecten maximus (92% de identidad; valor E de 1°7), 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 Andisisde abundanciarelativa de los genes de referencia en funcion a métodos

de sintesisde ADNCc (oligo-dT vs. hexanucledtidos al eatorios)

La estadistica descriptiva contrastando la expresion relativa de todos los genes de
referencia en muestras de ADNc sintetizadas con oligo-dT y hexameros aleatorios se
muestran en latabla V1. Los Cts promedios de todos |os genes traducidos (rp-18, ef-1a, act-
B, tub-0), fue siempre menor cuando e ADNC es sintetizado con hexanucledtidos al eatorios
en comparacion al ADNCc sintetizado con oligo-dT. Cuando la diferencia de Cts fueron
transformadas a abundancia relativa (RQ; seccion de métodos) ponderado por la eficiencia
de amplificacion, se denota que para éstos transcritos derivados de ARNmM se observan
relaciones de sobreabundancia que van de 1.7 a 3.1 veces en ADNc sintetizado con
hexanucleotidos aleatorios en contraste al sintetizado con oligo-dT. Para € fragmento 18S
éstarelacion esde 12.9 veces (Tabla V).

Cuando los genes transcritos en reverso a ADNc mediante ambos métodos (oligo-dT y
hexanucleotidos aleatorios) y analizados por gPCR fueron agrupados y analizados por
geNorm, € gen 18S fue denotado como & mas estable independientemente del método de
priming empleado en las muestras en e cual fue anadlizado (Fig. 19a). Los valores de
estabilidad M estimados para |8 (como una estabilidad pareada entre las muestras obtenidas
mediante sintesis de ADNc con oligo-dT y hexanuclebtidos aleatorios) fueron las menores
(menor valor = mayor estabilidad) (M = 0.68). 18S fue denotado como el segundo gen mas
estable, resultando en M = 0.86 y 0.96 cuando las muestras fueron sintetizadas con
hexanuucledtidos aeatorios y oligo-dT, respectivamente. De una forma similar,
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NormFinder indico que |os genes mas estables fueron 18Sy rp-18 (Fig. 19b).

Tabla V. Estadisticas descriptivas de los valores de amplificacion del set de genes de referencia
sobre ADNc sintetizado con oligo-dT y hexanucledtidos aleatorios.

Gen 18S rp-18 act-p ef-1a tub-a
Tipo deADNc 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 16.0 270 26.3 279 27.3 26.3 254 29.0 27.3
min [Ct] 184 14.8 250 24.3 235 229 239 232 21.6 20.6
max [Ct] 238 18.0 30.8 30.2 34.6 38.7 34.0 314 36.1 325
desv. est. [+ Ci] 0.9 0.7 12 14 2.8 2.7 22 17 35 2.9
CV [% Ct] 45 42 44 53 9.8 9.8 8.3 6.8 11.9 10.6
ACt 39 0.8 0.6 0.9 1.7
relacion de
abundanciarelativa -12.9 -1.7 -15 -1.9 -31

(oligo-dT / hexa)

Mediante € uso de geNorm, 18S'y rp-18 fueron los genes mas estables en las muestras de
ADNCc sintetizadas con oligo-dT; en contraste, para las muestras de ADNc sintetizadas con
hexanucleotidos aeatorios, rpl8 y ef-1a fueron los genes mas estables, seguidas por 18S
(Fig. 20). El gen mas inestable detectado por geNorm fue tub-a. De hecho, |a desviacién
estdndar y coeficiente de variacion (CF) fue menor para 18S(CV de 4.5y 4.2) y rp-18 (CV
4.4y 5.3), que parad resto de |los genes de referencia potenciaes. EI gen con € mayor CV
fuetub-a (CV de 11.9y 10.6) (Tabla V1).
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Fig. 19. Estabilidad de genes de referencia entre regiones gonadales y estadios (n = 30). se
muestran |os resultados por geNorm (a) y NormFinder (b) para cada gen y método de sintesis de
ADNCc en funcion a primer empleado paralatranscripcion reversa: oligo-dT, hexanuclettidos
aeatorios (random).

Los valores de estabilidad obtenidos por NormFinder para € mismo set de genes de
referencia también fueron registrados y analizados de forma separada para las muestras de
ADNCc sintetizadas con oligo-dT y hexanucledtidos aeatorios (Fig. 21). Tanto 18S como
rp-18 fueron encontrados como € par de genes mas estables en ambos sets de muestras de
ADNCc (valor de estabilidad de 0.032). Sin embargo, € gen més estable en ADNc/oligo-dT
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fue 18S (valor de estabilidad de 0.031), y en ADNc/hexanucledtidos aleatorios fue rp-18
(valor de estabilidad de 0.037). El gen menos estable, sin considerar € primer de sintesis de
ADNc, fue de nuevo tub-a, con valores de estabilidad de 0.133 y 0.138 en ADNc
sintetizado con oligo-dT y hexanuclebtidos aleatorios, respectivamente.
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Fig. 20. Vaores de estabilidad paralos genes de referencia obtenidos por geNorm en cada set de
ADNC sintetizado con oligo-dT (a) y hexanucledtidos aleatorios (b).
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Fig. 21. Valores de estabilidad paralos genes de referencia obtenidos por NormFinder en cada set
de ADNCc sintetizado con oligo-dT (a) y hexanucleétidos aleatorios (b).

La fuente de variacion bioldgica estimada para la expresién de todos los genes de
referencia, basada en la magnitud de la variacion entre cada condicién gonadal analizada, y
por cada método de sintesis de ADNC, se presenta en lafigura 22. Se puede notar que tub-a
muestra el mayor nivel de variacion entre-grupos estimada en Ln (Ct) (menor Ct = mayor
expresion), indicando que la expresion de este gen se encuentra sesgada hacia la region
testicular. Para los otros genes, incluyendo 18S, la tendencia de la variaciéon es positiva
hacia la region testicular, pero con una variacion notablemente menor que laregistrada para
tub-a. Cuando se comparan los patrones de variacion entre métodos de priming de ADNC,

lavariacion entre-grupos es relativamente similar.
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Fig. 22. Variacion relativa de los valores de amplificacion (Ct) de los genes de referencia entre
muestras de génadainactiva, y en testiculo y ovario en estadios de desarroll o temprano y avanzado
en ADNCc preparado con oligo-dT (a) o hexanuclettidos aleatorios (b).

7.3.3 Andlisisde expresion de genes ddx, vit y tub-a durante la validacion de genes de

referencia

Eligiendo los dos genes mas estables para normalizacion en tejido gonadal (rp-18 y 18S), se
analizo la expresion relativa de tres genes blanco. La expresion de los genes tub-a y vit
mostraron una clara asociacion hacia la region ovarica (Fig. 23). tub-a mostré una
sobreexpresion de 50 y 330 veces en los estadios temprano y avanzado de maduracion
testicular en comparacion a los estadios correspondientes de la region ovarica, y de 130 y

600 veces a la expresion detectada en la gonada inactiva. Aunque la expresion de tub-a fue
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aparentemente mayor (4.6 veces) en € estadio de madurez tardia vs e estadio de
maduracion temprana, ésta diferencia no fue estadisticamente significativa. Un patron
similar se encontré en la parte ovérica para vit, que mostré una expresion incrementada
desde d estadio de ovogénesis temprana hacia la avanzada (tardia), registrando niveles de
expresion de ~1000 veces en € estadio de ovogénesis avanzada en comparacion a la

gbénadainactiva.

El efecto de utilizar genes de referencia elegidos al azar para la cuantificacion de la
expresion 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 normaizar en esta
comparacion. Como se muestra en la figura 23, no se encontraron diferencias significativas
en la expresion relativa entre regiones sexuales o estadios de desarrollo de las gbnadas
cuando se usaron los dos genes mas estables para éste caso (18S + rp-18), ni se encontraron
diferencias cuando se us0O a cada uno de estos genes de referencia por separado (Fig. 24).
Sin embargo, cuando se normalizo con act-f3, tanto la region testicular como ovarica en los
estadios de maduracion temprana y avanzada muestran una aparente sobreexpresion de ddx
cuando se contrasta con la gonada indiferenciada. Cuando se emplea Unicamente a efl-a
como gen de normalizacion, observamos una aparente sobreexpresion de ddx en la parte
testicular en madurez avanzada. Cuando se utiliz6 la media geométrica de todos los genes
de referencia (rp-18+ 18S+ef1-a+act-f3), la interpretacion de las diferencias de expresion es
como a continuacion: génada indiferenciada < gonada femenina (sin importar el estadio) =
region testicular en estadio temprano de desarrollo < region testicular en estadio avanzado
de desarrollo (Fig. 24).
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indican diferencias significativas (p < 0.05); y las barras de dispersion representan el intervalo de
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7.4 Ubicuidad de expresion de tub-a en distintos tejidos.

Ambos andlisis de estabilidad, empleando geNorm y NormFinder, indicaron que los dos
genes mas estables para la normalizacion de expresion entre distintos Organos/tejidos
fueron ef-1a y rp-18, por lo que fueron entonces empleados para la normalizacion de la
expresion de tub-a en distintos tejidos. Este gen mostré una el evada expresion en testiculo,
y en menor grado, en musculo aductor; € resto de los tgjidos analizados mostraron un nivel
de expresion no detectable o despreciable. La posibilidad de que se estuvieran obteniendo
distintos amplicones en los dos tejidos analizados fue descartada por la secuenciacion de
los productos obtenidos y por € andlisis de disociacién de los amplicones en € paso final
de lagPCR; ambos resultados confirmaron amplicones idénticos (Fig. 25).
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significativas (p < 0.05); las barras de dispersion muestran el intervalo de confianza a 95%.

7.5 Andisisde expresion de genes asociados alameiosis

Se evaluo la expresion relativa por gPCR de siete genes involucrados en € proceso de
meiosis, asi como de un gen que participa potencialmente en la diferenciacion sexual de la
gbnada, comparando la expresion entre estadios de desarrollo y regiones sexuales de la
génada de N. subnodosus. Los accesos de las secuencias correspondientes a los genes

analizados, asi como |os oligonucledtidos disefiados, se muestran en latabla VII.

Cinco de éstos genes mostraron un incremento en e perfil de expresion desde € estadio
inactivo (ambas regiones sexuales de la génada indiferenciada) hacia los estadios de
maduracién; de estos, cuatro genes mostraron un incremento de su expresion en la region
testicular: Horma domain-containing protein 1 (horma), synaptonemal complex protein 3

(scp3), disrupted meiotic cDNA (dmcl) y meiotic recombination element (mrell). Por otro
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lado, doublesex and mab-3 related transcription factor 1 (dmrtl) Unicamente se encontro
expresado en la region masculina de la gdnada, tanto en estadio temprano como avanzado.
Aungue algo de expresién para €3 ubiquitin ligase ccnbllpl (e3-cecnbllpl) fue detectada en
los estadios de maduracion ovarica, no se observaron diferencias significativas de éstos
estadios con la gonada inactiva, mientras que en la region testicular la expresion de éste
gen fue significativamente mayor que en € resto de las condiciones, y mostré una
tendencia a incrementar desde € estadio temprano a avanzado de maduracion. El Unico
gen gue no mostré una expresion significativamente mayor en e estadio de madurez
avanzada tanto de la region ovarica como testicular fue p33-RINGO. La expresion de éste

gen sblo fue observada en la gdnada en maduracion temprana (ambas regiones sexual es).

Tabla VII. Secuencias de primers para la amplificacion por gPCR de genes de interés en meiosis. Las
temperaturas de disociacion (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 ala base de
datos publica de GenBank.

Gen acceso GenBank q > f q eficiencia

orientacién secuencia de primers para gPCR T°m (0-2)

dmel KC119408 sentido 5-AGGTGCCAATGGTTATACCG-3 63.4 0.96
antisentido 5-TGAAGACACCTGGCTCCTC-3' 63.1

radsl KC119410 sentido 5- CTTCACCCATTCGCACTTTT-3 63.8 0.98
antisentido 5- TAGCGTGGCCTTTCACTTTC-3 64.0

scp3 KC119411 sentido  5- CGCAGTTTTCAACCAGTGGGAAG-3 704 0.97
antisentido ~ 5- TTGTGGCAGGTCCCAAGATCC-3  70.4

p33-RNGO isotig01997™ sentido 5-ATGGGCTCTTGGTCACAAATGG-3 689 0.94
antisentido ~ 5-CCATTATCTCTTCACAGCATCGCT-3  67.2

e3-ccnblipl  G29Y TMO03GA46S6 sentido 5-TTTGCTTGGGTGACATCTTG-3' 63.5 10
(SRA-NCBI) antisentido 5-ACTGCTCATTTGGCTGAAGA-3 62.5

hormad isotig00711™ sentido 5-TTTCAAGCCAGCACAGAGTG-3 64.2 0.98
antisentido 5-TTCCTGCACAGGACTCTCAA-3 63.7

dnrt G29YTMOO03GFPXJ  sentido 5-GGAAGAACTGCACGTGCG-3' 65.8 0.96
(SRA-NCBI) antisentido 5-CGTAATGTTGTCCAGGGCT-3' 62.5

mrell n.a sentido 5-GCGAGACCGTTAAGAAGCAC-3 63.8 0.94

antisentido 5-CAATGCTGTGGTCTTGAGGA-3 64.0
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Fig. 26. Expresion relativa de genes seleccionados de la genoteca de testiculo en maduracién, en
distintas condiciones gametogénicas (n = 6 para cada estadio): ovogénesis temprana y tardiaen la
region ovérica, y estadio temprano y tardio en la region testicular. Distintas letras indican
diferencias significativas (p < 0.05; prueba post-hoc de Fisher para diferencias entre grupos). Las
barras de dispersién muestran €l intervalo de confianza al 95%.
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8 DISCUSION

8.1 Informacion transcriptomica asociada ala gametogénesis y obtenida de novo usando

como estrategia genotecas sustractivas y secuenciacion por 454-FLX.

La generacion de genotecas por hibridacién sustractiva y su secuenciacion ha sido una
técnica ampliamente utilizada para la obtencion de informacion transcriptomica de genes
gue se expresan especificamente bajo condiciones biologicas contrastantes, incluyendo el
testiculo vs. ovario, o testiculo en diferentes etapas de desarrollo en los vertebrados e
invertebrados marinos (Vandesompele et al., 2002). Esta metodologia se basa en
secuenciacion de novo, por 1o que es especiamente apta para los organismos no-modelo
gue carecen de informacion genOmica, que ademas de ser un método sensible para
discriminar genes diferencialmente expresados, permite el aislamiento de transcritos raros
0 que se expresan en un nimero bajo de copias (Andersen et al., 2004). Sin embargo, una
desventgja en su aplicacion mediante la estrategia de secuenciacion clasica (por €. por
metodol ogia de Sanger) puede ser que el esfuerzo y costo de secuenciacion requeridos para
obtener suficiente informacion de genes involucrados en un proceso bioldgico en cada
condicion comparativa especifica puede ser ato, ya que se requiere secuenciar
individualmente miles de clonas. En otros moluscos bivalvos un esfuerzo considerable de
secuenciacion usando genotecas SSH para generar informacion transcriptomica de novo se
realizo inicialmente para € ostion C. gigas, con la secuenciacion de 8.064 clonas de 6
bibliotecas reciprocamente sustraidas de los diferentes érganos (Fleury et al., 2009).

En € presente trabgo se demostr6 que mediante la implementacion de secuenciacion
masiva, y la combinacion de ambas estrategias [(1) genotecas de ADNc por hibridacion
sustractiva, y (2) pirosecuenciacion por la plataforma 454-Roche], es posible obtener una
gran cantidad de informacion de novo para transcritos expresados diferencialmente entre la
region testicular en maduracion vs génada inactiva de la almegja mano de ledn. De hecho,
en este trabagjo se obtuvo con éxito en el orden de 10 a 100 veces mas 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 secuenciacion masiva han tenido en el desarrollo de
metodol ogias para €l descubrimiento y la caracterizacion de genes, hasta la fecha solo dos
trabajos reportan € uso de plataformas de secuenciacion masiva para las genotecas SSH,
uno con un dinoflagelado toxico y empleando la plataforma 454-Roche, similar al presente
trabgjo (Toulza et al., 2010), y € otro con soya, empleando la plataforma de secuenciacion
[llumina (Rodrigues et al., 2012). Los resultados obtenidos indican que la estrategia de
combinar genotecas de ADNc dd tipo SSH con la secuenciacion masiva aumenta
significativamente la cantidad de informacin transcriptomica para genes muy raros en los

estudios comparativos de |os organismos marinos no modelo.

AUun mas, y s bien e objetivo principal de este trabgjo no incluyé € identificar
microsatélites -repeticiones de secuencias simples (SSRs), un producto de la secuenciacién
masiva fue e poder identificar la presencia de este tipo de locus en algunos transcritos de
las librerias. Las SSR identificados en ESTs tienen la ventgja de un mayor grado de
conservacion entre especies que las SSR gendmicas (también llamadas SSRs andnimas), y
por lo tanto son mas faciles de emplear simultdneamente entre especies cercanas para
estudios de gendmica comparativa estructural (Wren et al., 2000; Li et al., 2004; Ellisy
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 pectinidos, €l
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 trabgjo resulto ser idéntico a NsubA1B12
reportado en e grupo de ligamiento Nsubl por Petersen et al. (2012). Aunque se ha
documentado que los microsatélites en genes codificantes presentan la mayor densidad de
repeticiones de trinucledtidos en la region 5-UTR (Lawson y Zhang, 2008), los
microsatélites polimorficos localizados en genes codificantes son de interés en un contexto
fisiol6gico por considerarse como no-neutrales parala seleccién, ya que la expresion de los
transcritos que las contienen puede verse aterada por cambios en e nimero de
repeticiones, afectando potencialmente la region promotora, la estabilidad del UTR 3, asi
como &l marco de lectura de latraduccion (Wren et al., 2000; Li et al., 2004, Ellisy Burke,

2007). Interesantemente, para algunos de los microsatélites en los cuales se obtuvo una
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anotacion de la secuencia flanqueante, se encontré que la repeticion se localizaba en € 3'-
UTR del ARNm, como una repeticion tri-TAT en la region flanqueante a una secuencia
similar a la troponin-I del ADNc de Patinopecten yessoensis (GenBank AB008006.1). En
cuanto a microsatélites localizados en e marco de lectura de algunos genes, se ha
documentado que las expansiones o contracciones de los SSR localizados en la region
codificadora puede dar lugar a cambios de marco de lectura, codones de paro prematuros, y
cambios de secuencias de aminoécidos, aun cuando la repeticion més comuan en la regién
codificante del ARNm es de tipo trinucledtido (o sus mdiltiplos). Es importante mencionar
gue los microsatélites identificados en este estudio contribuyen con e panel de
microsatélites polimorficos generado inicialmente por Ibarra et al. (2006) y Petersen et al.
(2009) para la especie sujeto de estudio, y podria ayudar a refinar € mapa genético en €
gue se obtuvo un mapa consenso con 22 grupos de ligamiento (Petersen et al., 2012),

cuando & nimero haploide de cromosomas es de 19 (Ibarra et al., 2011).

Regresando al transcriptomay alas genotecas obtenidas, el ensamble *hibrido’ realizado, el
cual combina todas las lecturas obtenidas de ambas genotecas, pero mantiene la
informacion del origen de las lecturas individuales que conforman cada isotig (= contig) o
singleton, permitio ‘dividir' o separar los transcritos del ensamble final en conjuntos de
transcritos representados en cada genoteca, asi como los transcritos que son construidos
con lecturas de ambas genotecas. Este andlisis indicd que e nimero de isotigs que se
conformaron con lecturas procedentes de las dos genotecas comprendia solamente el 2.6%
de un total de 3,727, lo cua es evidencia de la adecuada "sustraccion” durante la
generacion de las genotecas SSH, eliminando aquellos transcritos que son comunes entre
ambas condiciones. Algunos trabgjos (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 generacion de
genotecas SSH ocurre un enriquecimiento de transcritos raros, pero que aquellos transcritos
muy abundantes en ambas condiciones pueden escapar de la normalizacion sustractiva.
Estos transcritos abundantes pueden incluir transcritos codificantes para proteinas
ribosomales -componentes de los ribosomas-, que poseen una alta tasa de transcripcion y
gue también estan implicadas en muchas funciones extra-ribosomales no relacionadas a la

propia maguinaria de traduccion (Warner y Mclntosh, 2009). Del mismo modo, agunos
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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 region testicular en maduracién como en la gbnada
inactiva. Sin embargo, a menos dos transcritos interesantes se encontraron conformados
por lecturas derivadas de ambas genotecas. Uno de €ellos codifica para una proteina
homdloga de MAGO NASHI, que en Drosophila melanogaster esta involucrado en el
establecimiento de la delimitacion del ge anteroposterior en € embrién a través de una
correcta localizacion de ARNm oskar hacia €l polo posterior (Boswell et al., 1991). En
Caenorhabditis elegans, también hermafrodita como |la especie de éste trabgjo, éste gen es
necesario para la morfogénesis embrionaria como en Drosophila, pero interesantemente
también es requerido para la regulacion de la transicion de esperma a ovocitos en
hermafroditas adultos. Esto fue demostrado por primera vez por estudios de silenciamiento
por iARN (interferencia de ARN) en e que los nematodos a los que se les silencié mago
nashi mostraron masculinizacion de la linea germinal (Li et al., 2000). Estos autores
propusieron que MAGO NASHI inhibe la expresion de genes masculinizantes como fog,
fem, y gld en lalinea germinal, 1o que permite que la ovogénesis progrese. El producto de
éste gen, junto con Y14, forma parte del complego EJC (splicing-dependent exon-exon
junction complex) relacionado a sistema de regulacion de ARNm llamado nonsense-
mediated mMRNA decay, pero su modo de accidn especifico en la promocién de latransicion
de esperma a ovocitos sigue siendo desconocido (Kawano et al.,, 2004).
Independientemente de su modo de accién, e involucramiento de MAGO NASHI en €
splicing de genes especificos ha sdo mas recientemente demostrado también en
Drosophila fuera de la linea germinal (Roignant y Treisman, 2010). Otro transcrito de
interés en e contexto de linea germinal, que fue identificado como expresado en ambas
genotecas, y anotado como proteina yellow, forma parte de la familia de proteinas
YELLOW, hasta ahora solo identificadas en artropodos, hongos y algunas bacterias
(Ferguson et al., 2011). Se sabe que las proteinas YELLOW estan implicadas en €
comportamiento de apareamiento y en mecanismos de melanizacion, y han sido también
reportadas como sobreexpresadas por el mecanismo denominado amplificacién génica en

las células del foliculo del ovario de Drosophila, donde es requerido para la formacion de
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la cubierta del ovocito (Claycomb et al., 2004). Adicionalmente, algunas proteinas
YELLOW han sido encontradas en asociacion con la proteina especifica de macho
FRUITLESS en las neuronas del sistema nervioso central (SNC), pero también estan
presentes en € SNC de hembras (Radovic et al., 2002). Considerando que la funcién
especifica de éste gen en la gonada de la ameja es desconocida, € hallazgo de este
transcrito tanto en la génada inactiva como en la region testicular en maduracion no es
exclusivo de la amega, ya que todas las proteinas YELLOW se han descubierto como
transcritos en multiples tejidos en Bombyx mori, incluyendo testiculo y ovario (Xia et al.,
2006). La funcion tanto de MAGO NASHI como de la proteina YELLOW en la amega
tendra que ser estudiada a futuro con fines de establecer su asociacion con € control de la

linea germinal.

8.1.1 Descubrimiento, caracterizacion y expresion de genes selectos e involucrados en la

meiosis, recombinacion y reparacion de ADN durante la gametogénesis.

La recombinacién meidtica es un proceso por € cual e cruzamiento genético o intercambio
de los cromosomas homdlogos se produce durante la gametogénesis. En algunas especies,
la recombinacion depende del sexo, por g emplo, la recombinacién es ausente en machos
de D. melanogaster; cuando la recombinacion no se produce, no se detecta la transcripcion
de algunos genes que codifican para funciones especificas en la recombinacion (McKee y
Ren, 1996; McKee et al., 2012). En la aimgja mano de ledn, se sabe que ocurre la
recombinacién meiética durante la produccion de gametos masculinos, ya que se determind
recientemente que las tasas de recombinacion de marcadores microsatélites cuando se
analizan a partir de ambos sexos fueron similares (Petersen et al., 2012). Los genes que
participan en la recombinacion meiética identificados en las genotecas SSH representan
una corroboracion funcional de que la recombinacion ocurre durante la meiosis masculina
en esta especie. Por gemplo, algunos de los genes implicados en la recombinacién y
formacion del compleo sinaptonémico (SC) se encuentran en la genoteca de testiculo de
maduracién. El complejo sinaptonémico es una estructura especifica de meiosis que consta
de dos eementos paraelos axiales (AEs), cada uno asociado a un par de crométidas

hermanas, y un filamento axial situado entre los cromosomas homologos en sinapsis. Dos
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genes que codifican para proteinas constituyentes del complejo sinaptonémico, SCP2 y
SCP3, se encontraron expresados en la genoteca de testiculo de maduracion. Las proteinas
SCP2 y SCP3 son dos de las tres proteinas que forman los filamentos axiales del complejo
sinaptonémico en la meiosis-I, y son esenciales para € apareamiento de cromosomas,
sabiéndose esto debido a que las mutaciones de |os genes codificando estas proteinas y que
causan su disfuncién o no-transcripcion en ratones muestran consecuencias fenotipicas
como la ausencia de AEs y de sinapsis entre pares de cromosomas homaologos (Pelttari et
al., 2001). Otra proteina que participa en la formacion de SC es HORMA-domain
containing protein 1 (HORMADY). Esta proteina se co-localiza con las SCP en el elemento
axial del SC, y es considerada como un componente estructural central en el complgo
Sinaptonémico ya que mutaciones en éste gen resultan en la alteracion de lalocaizacion de
SCP2 y SCP3 durante la recombinacion temprana, perdiéndose la estructura tripartita del
SC (axia y centrales), y dando lugar a la formacién de meiocitos aneuploides (Shin et al.,
2010). Los resultados de la expresion cuantitativa de scp3 y horma, mostrando un
incremento de éstas desde €l estadio de inactividad (génada indiferenciada) hasta el estadio
de maduracién tardia de la region testicular, indican que la formacién de compleos
sinaptonémicos, y por lo tanto la meiosis |, se estaba desarrollando hasta o que en este
trabajo se denomin6 ‘maduracion tardia’. De hecho, la diferencia principal entre los
estadios tempranos y tardios de la maduracion testicular fue € tamafio de los acinos:
mientras que en e estadio de madurez temprana testicular 1os acinos eran pequefios y se
encontraron rodeados de tejido de soporte y conectivo, en el estadio de madurez tardiade la
region testicular los acinos eran de mayor tamarfio, y se encontraron llenos de células en
todas las etapas de espermatogénesis, incluyendo espermatocitos en estadio inicia (Fig. 4).
La expresion de estos genes durante la meiosis | es interesante, ya que la diferenciacion
morfolégica de los espermatocitos primarios y secundarios no se ha observado en esta
especie de ameja. Estos genes podrian servir como futuros marcadores de esta etapa
meidtica y esto debe ser probado, de manera similar a lo realizado por Bannister et al.
(2007).

Ademas de la cohesion adecuada de los cromosomas homologos durante la meiosis en la

formacion de SC, e ADN debe ser reparado después de las rupturas de doble hebra



80

necesarias para que ocurra la recombinacion. En este trabajo € tercer gen cuya expresion
aumento durante la maduracion de la region testicular fue dmcl, que codifica para uno de
los dos recombinasas que participan en €l paso crucia de la reparacién de las rupturas de
doble-hebra del ADN que ocurre durante la recombinacién, DMC1 y RAD51. Aunque estas
proteinas comparten un alto nivel de secuencia y similitud estructural, se sabe que tienen
diferencias bioquimicas y funcionales. El gen dmcl se expresa exclusivamente en la
meiosis y su producto proteico es requerido para € adecuado apareamiento de pares de
cromosomas homaologos y la formacion del SC (Bishop et al., 1992). Por otro lado,
RAD51, e homdlogo eucariota de la enzima bacteriana RecA (Tarsounas et al., 1999), se
expresa tanto durante la mitosis como en la meiosis. DMCL tiene mayor afinidad para la
unién a ADN de cadena sencillay RAD51 forma filamentos nucleoprotéicos helicoidales
gue promueven la invasion de hebras durante e entrecruzamiento de ADN para la
formacion de estructuras heterodiplex de ADN (Li y Ma, 2006). Estas dos proteinas co-
localizan en sitios de recombinacion en una proporcion equimolar durante e subestadio
meiotico de paguiteno, y debido a que ambos tienen capacidades de interaccion ADN-
proteina y proteina-proteina equivalentes, se sabe que forman un complejo funciona con
actividad recombinasa (Tarsounas et al., 1999). En la almeja mano de ledn, la expresion de
dmcl se limito a aquellas fases de la maduracion ovotesticular donde se espera que ocurra
la meiosis |, 1o que confirma su papel de recombinacién meiético-especifica en esta
especie. En contraste, la expresion de rad51 estuvo presente en todas las etapas de
desarrollo de las gonadas, incluyendo la gbnada inactiva, lo que confirma que este gen es
necesario en otros procesos de reparacion del ADN, ademas de la meiosis. En este sentido,
se sugiere llevar a cabo andlisis posteriores para establecer su posible uso como marcadores
transcripcionales de arresto meiético durante € paguiteno de meiocitos de ameas
triploides. Ambos de estos genes fueron caracterizados para su transcrito completo, y el
andisis filogenético y estructural los coloca en clados separados entre si, asociando
RAD51A a DMC1l més estrechamente que a RADS5IC. La confirmacion de la
identificacion del transcrito de rad51 obtenido en Nodipecten subnodosus como
codificando para un transcrito de la subfamilia RAD51C se realiz6 por un andlisis de

superposicion de estructuras proteicas. Es importante mencionar que se carece de
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informacion relacionada a la distincion funcional de las isoformas A y C de RAD51 en €

contexto de recombinacidn meidtica.

Otro gen anotado como un gen asociado ala meiosis y que se encontrd sobreexpresado en
la region de testiculo fue ubiquitin ligase €3 ccnblipl (e3-ccnblipl; también conocido
como Human Enhancer of Invasion 10 o Hei10), que codifica para una proteina RING
(Really Interesting New Gene) con un dominio ‘de dedo de zinc’, ha sido reconocido como
esencia paralafertilidad en ratones ya que participa en la resolucion de intermediarios de
recombinacién mediante la formacion/maduracion del quiasma (Strong y Schimenti, 2010).
Este componente de la maguinaria de ubiquitinacién también participa en la maduracion
meidtica en la frontera profase-metafase I, regulando € equilibrio en la acumulacion y
degradacién de la ciclina B (Ward et al., 2007). Un ortdlogo se ha descrito recientemente
en € arroz, y se propone que presenta homologia con la ZIP3 de levaduras y con ZHP 3 de
Caenorhabditis elegans, con funcidn en la formacion de crossovers normales durante la
recombinacioén meidtica (Wang et al., 2012). En contraste con horma y scp3, la expresion
de e3-ccnbliplno aument6 durante la maduracion testicular, 1o que podria ser un indicador
de que su funcion principal ocurre durante la meiosis temprana similarmente a lo
observado en ratones. Ademas, € patron de expresion que se observo para €3-ccnbliplfue
especifico para la region testicular, con la expresion en tgido de la region ovérica sin
diferencias significativas con la expresion estimada en la gbnada inactiva, lo que sugiere

gue laregulacion de este gen es testicul o-especifica en N. subnodosus.

Entre los genes anotados con participacion en la meiosis y seleccionados para ser
analizados en cuanto a su expresion entre los estadios de la gametogénesis y region sexual,
p33-ringo fue & Unico con una expresion especifica en la maduracion temprana de ambas
regiones sexuales. La proteina codificada por este gen, también conocido como speedy,
primero fue implicada como un iniciador de la maduracion de ovocitos mediante la
induccion de latransicion G2-M en los ovocitos de Xenopus (Ferby et al., 1999, citado por
Yamashita, 2000). Posteriormente se demostré que induce a la progresion de G1-S cuando
se sobreexpresa en diferentes tipos celulares de humanos, y mas recientemente ha sido

asociada con la promocion de tumores, posiblemente debido a previene o limita la
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activacion de checkpoints (McAndrew et al., 2009). El hecho de que no se detecto
expresion en la region testicular en maduracion puede ser e resultado de que este gen
resulta expresado en niveles muy bagos y no es detectable por gPCR, incluso s la
sustraccion tuvo éxito en el aislamiento de dos lecturas idénticas que comprenden €l isotig
p33-ringo. Ademas, la nula expresion en la region ovarica en maduracion indica que este
gen posiblemente no estd implicado en la maduracion de ovocitos como en Xenopus.
Finalmente, es importante mencionar que un estudio reciente de la familia de proteinas
Speedy/Ringo en vertebrados ha encontrado que esta familia de genes se expresa
predominantemente en el testiculo, aunque niveles menores de expresion fueron detectados
también en otros tegjidos (Chauhan et al., 2012). La caracterizacion del transcrito de este
gen, aunado con experimentos de interferencia de la transcripcién, seran en conjunto
importante para entender la funcién del mismo durante la meiosis inicial en la ameja,

especialmente cuando |os triploides sufren un arresto mei ético.

Considerando que varias otras proteinas que estan implicadas en la sinapsis y
recombinacién cromosomica se expresaron durante la maduracion testicular, es importante
mencionar también otros genes que estan potenciamente implicados en la sincronizacion y
la revision de estos acontecimientos en un contexto de ciclo celular. En particular, los
denominados genes de ‘checkpoint’ (punto de control) (también incluidos en la Tablal), son
de interés para ser analizados a futuro en e 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 deladivision celular y la segregacion cromosdmica (Bailis et al., 2000).
En diversas especies tales como S. cereviseae, C. elegans y D. melanogaster, las células
meidticas con defectos en la recombinacion y sinapsis detonan un retraso o arresto en la
etapa de paquiteno de la profase | (checkpoint en paguiteno) (Li et al., 2009). Uno de los
genes de checkpoint meidtico descubiertos en las genotecas es HORMA domain-containing
protein 1 (horma), anteriormente discutido como un gen participante en la formacion de
SC, pero que se reconoce por su participacion en la direccion simultanea de varios procesos
meidticos. En C. elegans, HTP-1, el homdlogo del HORMA domain-containing protein 1,

participa en € control de la meiosis mediante la inhibicion del ensamble de SC entre
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cromosomas no homologos (Martinez-Perez y Villeneuve, 2005), induciendo una sefid de
"egpera’ en la progresion de la sinapsis hasta que la homologia de los cromosomas haya
sido verificada (MacQueen y Hochwagen, 2011). Otro gen de checkpoint de meiosis
identificado en la genoteca de la regiéon testicular fue denticleless protein homolog
(denticleless E3 ubiquitin protein ligase homolog), o Cdt2 en la levadura, se sabe que
participa en e control de re-replicacion durante la fase S mediante la promocion de la
degradacién de una proteina necesaria para la replicacion del complejo pre-replicacion:
CDT1 (chromatin licensing and DNA replication factor). CDT1 también es reconocida
como un componente esencial del checkpoint que opera en la transicion G2/M de
vertebrados (Sansam et al., 2006), de acuerdo con la observacion de una sobreexpresion de

éste gen en las génadas en desarrollo de Drosophila (Sloan et al., 2012).

Asi como agunas de las proteinas mencionadas antes con una doble funcion en diferentes
etapas de la meiosis, también se ha reconocido que existe una doble funcion de ciertas
proteinas que participan en larevision o reparacion del dafio 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 region testicular de la
goénada en maduracion. Uno de ellos es Radl, que codifica una proteina de checkpoint
implicada en €l arresto celular en G2 hasta que se completa la reparacion de ADN (Rowley
et al., 1992). En e humano, RAD1 es abundante en testiculo, y se asocia con los
cromosomas tanto en sinapsis como en asinapsis durante la profase meidtica | de la
espermatogenesis (Freire et al., 1998). Otro gen de checkpoint identificado como expresado
en la region testicular en maduracion fue dual specificity protein kinase TTK, la cua se
sabe que activa por fosforilacién a p53 cuando € huso mitético se interrumpe después de
un prolongado periodo en mitosis sin division celular. En respuesta a estrés, p53 modulala
expresion de genes blanco COMO P21, que son necesarios para e arresto del ciclo celular
(Huang et al., 2009).

Adicionalmente a genes tipo ‘checkpoint’ descubiertos en la genoteca de la regién
testicular, un gen aislado de novo fue pch2 (pachytene checkpoint protein 2) conocido por

su funcion especificaen el control de lafidelidad de la meiosis. Este gen fue originalmente



identificado en levaduras (San Segundo y Roeder 1999) pero que ha sido estudiado en
organismos modelo como C. elegans 'y D. melanogaster (Bhallay Dernburg 2005; Joyce y
McKim, 2009). Se sabe que la proteina codificada por e mismo actia en el monitoreo de
los intermediarios de la recombinacién y sinapsis, induciendo un arresto o retraso mei6tico
hasta que ocurra la reparacion completa de los rompimientos de doble cadena entre
cromatidas de cromosomas homologos por efecto de recombinacion. También se sabe que
en mutantes disfuncional es para este gen, no ocurre un retraso o arresto meiético 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 diferenciacion sexual y genes especificos de la

espermatogénesis.

En los organismos con una determinacion cromosomica del sexo, una vez que €l destino
sexual de la gonada se ha establecido, genes especificos de diferenciacion sexual son
transcritos para mantener €l sexo de la gonada (Lalli, 2003). En hermafroditas funcionales
como laamegja mano de ledn, los genes de diferenciacion sexua se espera que conduzcan a
la formacién de las regiones sexuales separadas, y que presenten un perfil de regulacion
especifica para cada region sexual. La evidencia de esto es € descubrimiento de varios
genes en la genoteca de region testicular cuya anotacion funcional sugiere que se
encuentran implicados en la diferenciacion sexual hacia macho. Uno de esos genes fue
anotado como dmrtl (doublesex and mab-3 related transcription factor 1), que se sabe que
regula la diferenciacion sexual masculina desde nematodos hasta los mamiferos. El
homadlogo de dmrt en Drosophila, dsx o doublesex, participa en la parte inferior de la
cascada de la diferenciacion sexual, siendo uno de los genes mejor caracterizados dentro de
aguellos participantes en e mecanismos de diferenciacion sexual hasta el momento; este
gen se encuentra finamente regulado por splicing aternativo y sexo-especifico (Shukla y
Nagargju, 2010). En C. elegans, € homdlogo de dmrtl, mab-3, es requerido también para
la diferenciacion de 6rganos sexuales y somaticos tanto en machos como en hermafroditas,
y su splicing sexo-especifico se regula por TRA-1 (Yi y Ross, 2000). El andlisis de

expresion de dmrt muestra un patron de expresion diferencial entre partes sexuales de la
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gbnada, 1o que justificainvestigacion futura en elucidar el rol funcional que posee este gen

en ladiferenciacion regiona de la gonada hermafrodita de N. subnodosus.

Otro gen descubierto en la genoteca y anotado con una funcion en la diferenciacion sexual
fue dual specificity protein kinase, clk-2, cuya proteina CLK2 se reconoce que determina e
uso aternativo de los exones 2 y 3 en el homdlogo humano de TRA-2 (TRA-2-BETA 1),
una proteina SR - nombradas asi por sus caracteristicos residuos de serina (S) y arginina
(R) - que regula el splicing alternativo de transcritos (Stoilov et al., 2004). En Drosophila,
las mutaciones en el homdlogo de clk conducen aladisrupcion del splicing sexo-especifico
del ARN mensgjero prematuro de doublesex, |o cua se sabe que depende de TRA 'y TRA-2
(Du et al., 1998). Finamente, un tercer gen anotado como implicado en la diferenciacion
sexual fue fkbop52 (peptidyl-prolyl cis-trans isomerase), que codifica para una co-chaperona
de HSP9O, y se sabe que es critico para € desarrollo adecuado y la diferenciacion de los

organos reproductivos masculinos en mamiferos (Neuer et al., 2000).

Adicionamente a los genes antes mencionados como involucrados directamente en la
diferenciacién sexual, genes cuya expresion esta limitada a tgjido testicular fueron también
identificados en este trabgjo. Estudios previos han establecido que en € nematodo
hermafrodita C. elegans, los perfiles transcripcionales de la gonada testicular y € tegjido
somatico son diferentes (Wang et al., 2009). Hoy en dia se sabe que la expresion especifica
de genes en testiculo pueden ser regulada ya sea por promotores especificos reconocidos
por factores de transcripcion expresados en tegjido testicular (Kleene, 2001; Chang et al.,
2011), o por un splicing sexo-especifico (Telonis-Scott et al., 2009), El conjunto de genes
descubiertos en N. subnodosus cuya anotacion funcional los supone como testiculo-
especificos (Tabla I1) incluye algunos de los genes que se expresan especificamente en
testiculo en otras especies. Por gemplo, mediante hibridacion in situ, Yan et al. (2004)
determinaron que Kelch-like 10 se encuentra expresado en las espermatidas de ratén; estos
autores también demostraron mediante andlisis realizados en base de datos UniGene que la
mayoria de las ESTs reportados (45 de 46 ESTS) de este gen se obtuvieron a partir de
bibliotecas de testiculo. Otros transcritos que codifican para proteinas especificas de la

espermatogenesis y que fueron encontradas en la genoteca de la region testicular en este
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trabajo fueron algunas proteinas estructurales de células de esperma, anotadas como sperm
antigen 16 y 17, o 'antigenos de esperma’ porque fueron descubiertos inicialmente como
proteinas inmunorreactivas en experimentos de proteinas diana para la anticoncepcion en
seres humanos (Domagala y Kurpisz, 2004). Por gemplo, € gen sperm antigen 16,
expresado en la fase meidtica, se localiza en € aparato centra de la cauda de los
espermatozoides y es esencia para la motilidad flagelar (Zhang et al., 2007b). Otro
constituyente de la cauda de los espermatozoides es e transcrito identificado como outer
dense fiber protein 3-like, que sdlo se expresa en células haploides y es también conocido
como SHIPPOL, codifica para una proteina especifica de testiculo localizado en los
flagelos de espermétidas elongadas y alo largo de toda la longitud de |os 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 (adadl), € cual codifica
para una proteina reconocida por su interaccion con ARN de doble hebra. Este gen es
también especifico de testiculo, y en ratones su expresion se limita a las células en
espermatocitos en etapa de paquiteno hasta la etapa de espermétida (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 especificos de la espermatogénesis en la induccion a una
esterilidad en ameja seran presentadas més adelante, en relacion a otro gen descubierto en
las genotecas, alfa-tubulina.

8.1.3 Descubrimiento de elementos transponibles y enzimas rel acionadas en la genoteca

de region testicular en maduracion

Los elementos transponibles (TEs, por sus siglas en inglés) son elementos méviles que
representan una gran parte del genoma en la mayoria de los eucariotas, incluyendo a del
grupo de los moluscos. Por gemplo, en el genoma publicado recientemente para € ostion
C. gigas, se estimO 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 solo en e 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 embrionicos para asegurar su
herencia (Zamudio y Bourc’his, 2010). Sin embargo, la relajacion del control epigenético
sobre la expresion de TES, junto con su integracion por de-metilacion del genoma, puede
conducir a una incorporacion potencialmente disruptiva de TEs en e genoma (Bao y Yan,
2012), lo cua 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 sdlo la
transcripcion de transposones, sino también de algunas de las enzimas necesarias para su
retrotransposicion y su integracion en e genoma, son expresados activamente durante la
espermatogenesis de la ameja. Entre esos TES, se encontraron transcritos de piggyBac
transposable element-derived protein 3-like, un transposon pequefio del tipo de
repeticiones invertidas de ADN, e cual fue aislado originamente a partir de un genoma de
lapolilla (Sarkar et al., 2003), pero cuya presencia no se habia reportado anteriormente en
otros moluscos, se utiliza en € presente como un vector para la transgénesis en insectos y

protozoarios parasitos (Su et al., 2012).

Otros TEs fueron encontrados en la region testicular de la génada en maduracion,
retrotransposon-like retr-1, asi 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 polimerizacién de ADN dirigida por ARN, y requerida
para la reinsercion de retrotransposones en e genoma (lvanov et al., 1991).
Sorprendentemente, aun con la cercania evolutiva con €l ostion C. gigas y dado que una
gran proporcion del genoma de éste posee TES como se menciond antes, ninguno de los
transcritos identificados como TEs en la ameja presentaron un "mejor hit" en blastn con
algun TE del ostion. Lo anterior se observé a pesar de que 11 proteinas asociadas con TES
fueron predecidas a partir del genoma del ostion C. gigas, y dos de ellos se encontraron
también en laameja: una proteina anotada como RNA-directed DNA polymerase from Bsy

otra anotada como transposase Tcb2.

En un futuro cercano resultara importante evaluar si algunos de los transcritos de elementos
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transponibles 0 sus enzimas, recientemente descubiertos en la almea, presentan una
alteracion en su regulacion durante la gametogénesis en triploides, de tal forma que su

posible falta de regulacion pueda explicar € arresto meiético en triploides.

8.1.4 Genes descubiertos en la genoteca de génada inactiva estén involucrados en €l

control y mantenimiento de lalinea germinal.

Con respecto a la genoteca de gonada inactiva, es importante denotar que las muestras
utilizadas para la preparacion de la genoteca se colectaron en Junio, cuando la temperatura
aumenta y la concentraciéon de clorofila estd disminuyendo en e ambiente de cultivo
(Ramirez-Arce, 2009). En la fecha de muestreo, €l 50% de la poblacion de almejas estaba
en fase reproductiva inactiva, mientras que €l otro 50% se encontraba en alguna fase de
maduracion o maduros, aungue los testiculos de algunas almejas hermafroditas (10%) ya
habian liberado gametos (JL Ramirez Arce, datos no publicados). Las observaciones
histol6gicas de las amejas muestreadas indican que algunos organismos inactivos podrian,
en algunos casos, superar un primer proceso gametogenico incompleto, con evidencia de
reabsorcion de las células gaméticas residuales dada por la presencia de hemocitos en todo
el tgido gonadal, tanto en € interior como rodeando los acinos rotos. Esta condicién
reproductiva puede explicar la ocurrencia de muchos de los transcritos que se encontraron
en las gonadas inactivas. Los andlisis de enriquecimiento de términos ontoldgicos
mostraron las categorias funcionales que son reguladas diferencialmente entre las
condiciones de reproduccién (gonadas inactivas vs testiculo en maduracién). En contraste
con la genoteca de region testicular en maduracion, en la cual genes con anotacion
funcional que incluye términos ontoldgicos relacionados a la meiosis y e desarrollo
espermdtico fueron notablemente sobrerrepresentados, en la biblioteca inactiva se
mostraron enriquecidos aquellos términos ontolégicos relacionados a funciones de
respuesta inmune y defensa, metabolismo de las proteinas y de la biogénesis de
ribonucleoproteinas, 10 que sugiere que el proceso de sintesis/degradacion de proteinas es

activo durante la regeneracion de los acinos en |os animal es después del desove.

Adicionalmente y como una sorpresa importante, algunos genes gque se descubrieron en la

gbnada inactiva fueron indicativos de la ocurrencia de procesos tales como € control y
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mantenimiento de lalinea germinal. Esto es, el mantenimiento de la linea germinal después
de la primera maduracion y desove se esperaria que ocurra durante esta condicion de
inactividad gametogénica ya gue una segunda maduracion se producira aproximadamente
un afno 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 gue se encontraron en la gbnada inactiva se identificé a notch homolog 2,
un gen que codifica para la proteina del tipo de receptor NOTCH, que se sabe es
responsable de mantener un equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis. Las
proteinas NOTCH son activadas por la interaccion con ligandos especificos, y
posteriormente son procesadas por protedlisis especifica que resulta en dos fragmentos,
dando como resultado un fragmento activo intracelular que activa la transcripcion de genes
blanco de NOTCH en € nucleo (Wang et al., 2010). En C. elegans, la proteina GLP-1 es
uno de dos receptores NOTCH en esa especie, la cual, junto con las proteinas FBF (fem-3
binding factors), funciona promoviendo las divisiones mitéticas continuas en la linea
germinal, previniendo simultineamente su entrada a la meiosis (Kimble y Crittenden,
2007). La proteinas FBF 1 y 2 también controlan a las células germinales mediante la
represion de la traduccion de dos reguladores de la meiosis (Crittenden et al., 2002). Estas
proteinas son homaologos de las proteinas PUMILIO o PUF, las cuales se caracterizan por
ser proteinas de unién a ARN y que inhiben o regulan la traduccion del ARNm por su
interaccion con elementos reguladores en & 3-UTR. Interesantemente, un segundo
transcrito encontrado en la gonada inactiva fue anotado como pumilio domain-containing
protein. Si bien no se conoce s la linea germinal de la aimgja utiliza un mecanismo de
represion similar al del nematodo hermafrodita, la identificacion de varios genes
homaologos a genes involucrados en e control de la diferenciacion de la linea germinal
permite proponer que tal probabilidad existe y debe ser investigada a futuro. Por gjemplo,
entre otros transcritos anotados e identificados como participantes en e control de lalinea
germinal, ccr4-not transcription complex subunit 10 es un gen conocido por ser parte de

los complgjos ARNm deadenylase dirigidos alas proteinas reclutadas por PUF, dando como
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resultado la represion de la traduccion o lainestabilidad del mensgjero ya que promueve el
acortamiento de las sefiales de poliadenilacion. También se ha descubierto que PUF forma
un complejo de represion traducciona junto con EF1la y AGO (Friend y Campbell, 2012).
Otro transcrito interesante encontrado en la génada inactiva fue btg member 2, una proteina
Tob/BTG que en vertebrados trabaja en e control del crecimiento y la diferenciacion, y en
C. elegans codifica para la proteina especifica de linea germinal FOG-3 (cuyo nombre
deriva del fenotipo de los mutantes. Feminization Of Germline) que regula e que las
células germinales se diferencien hacia esperma (Lee et al., 2011). Ademas, se encontrd
también en la gonada inactiva un transcription factor homolog btf3 4 (bicaudal-C en
Drosophila), que codifica una proteina de union a ARN implicada en e control de linea
germina, que regula la longitud de poliadenilacion de ARNm especificos de la linea
germina mediante el reclutamiento del producto de ccr4-not deadenylase (Chicoine et al.,
2007).

Otros dos transcritos encontrados y anotados como factores de transcripcion se encuentran
involucrados en vias de diferenciacion sexua en la linea germinal: e factor de
transcripcion hes-1 y e factor de transcripcion 21 o tcf21. Este dltimo, tcf21, es un gen que
en ratas ha sido identificado como un elemento regulado directamente por SRY, € gen de
determinacion testicular que promueve la diferenciacion de las células de Sertoli en ratas
(Bhandari et al., 2011). El otro factor de transcripcion, hes-1 (hairy and enhancer of split-1
en Drosophila), esta implicado en la regulacién negativa de la transcripcion, y se ha
encontrado que tiene una expresion estadio-dependiente también en células de Sertoli
(Hasegawa €t al., 2012). Otro transcrito encontrado en la genoteca de gbnada inactiva fue
nuclear receptor subfamily O group b member 1, también conocido como dax-1 por las
inicidles 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 produccién de hormonas
esteroides, que actlia por medio de la represion transcripcional de genes implicados en la
via esteroidogénica (Lalli y Sassone-Corsi, 2003), y también por antagonizar e inhibir la
funciéon del receptor de androgenos (AR), posiblemente mediante la modulacion de la

transcripcion de genes AR-dependientes (Holter et al., 2002). Tomados en conjunto, estos
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resultados muestran que e mantenimiento de la linea germinal a través de la transcripcion
de los genes encontrados en la ameja, es un proceso esencial, incluso durante el periodo de
reposo de la gbnada después del desove. Laimportancia del descubrimiento de estos genes
esta en su posible aplicacion sobre el control de la entrada ala meiosis en organismos tanto
diploides como triploides. En primera instancia se podria hipotetizar que su posible
sobreexpresion, por eemplo en triploides, resulta en € aresto del proceso de
gametogénesis comunmente visto en organismos de este tipo para esta especie. En segunda
instancia se puede hipotetizar que la induccion de la sobreexpresiéon de algunos de estos

genes en diploides resultara en organisSmos estériles.

8.2 Caracterizacion de secuencias completas de genes en meiosis por RACE

RADS5L.: El andlisis filogenético de las secuencias obtenidas en éste estudio se separaron en
los clados correspondientes a cada subfamilia DMC1 y RADSL, y se gustaron a la
topologia del arbol presentada por (Lin et al., 2006). Sin embargo, puesto que e andlisis
filogenético incluye un bloque conservado de secuencia donde los miembros de RAD51A y
C presentan una similitud muy elevada, se realiz6 una confirmacion estructural por
superposicién de modelos que confirma que la secuencia del transcrito aislada en este
trabajo corresponde alafamiliade RAD51C.

La secuencia de PCH2 inferida de la traduccidn conceptual del transcrito obtenido en éste
trabgjo también fue analizado en un contexto filogenético, en € cua se observa una
separacion de las secuencias en clados con concordancia filogenética, separando a los
invertebrados del resto de secuencias ortélogas propias de vertebrados; incluso dentro del
clado de secuencias de vertebrados, se observa una separacion clara entre aguellas
secuencias de peces, reptiles, aves y mamiferos. También es interesante mencionar que
mediante andlisis informaticos de alineamientos locales (blastn, blastx tblastn) no se
encontraron ortdlogos de éste gen en e genoma completo de C. gigas, o0 en la base nr de
GenBank acotada a especies de moluscos; sin embargo, si se identificaron transcritos de
genes en otras especies de cnidarios, anélidos, urocordados (incluidas en € andisis
filogenético), ademés 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 evolucion en algunas especies de moluscos

bivalvos, pero no en N. subnodosus.

8.3 Eleccién de genes de referencia parala normalizacién de la expresion génicaen

gbnada de N. subnodosus.

En este trabajo se propuso establecer la estabilidad de la expresion para diversos genes
potencialmente a utilizar como genes de referencia en la normalizacion de la expresion
génica entre regiones sexuaes de la gbnada en diferentes estadios de la gametogénesis.
Adicionamente se evaluo la pertinencia de utilizar dos métodos de transcripcion reversa
del ARN a ADNCc para la obtencién de transcritos de genes ribosomales presuntamente no
poliadenilados (p.g. 18S-RNA), pero que potenciamente pueden ser utilizados como
genes de referencia.

8.3.1 El transcrito del gen ribosomal 18Sen N. subnodosus si es amplificado utilizando

oligo-dT.

A pesar de la suposicién de gue la sintesis de ADNc en presencia de oligo-dT excluye al
ARN ribosoma en e proceso de transcripciéon reversa, ampliamente mencionado en
protocolos convencionales de RT-PCR (O’Connell, 2002) fue demostrada como incorrecta
paa € caso de la amega mano de ledn. La transcripcion reversa empleando
hexanucledtidos aleatorios en lugar de oligo-dT se recomienda cuando |os transcritos de los
genes blanco por amplificar mediante PCR son no poliadenilados, tal como el ARNm de
histonas, ARNm procariota, 0 ARN ribosomal como 18S o 28S. En este estudio se
demostro, mediante la comparacion de la estabilidad relativa del transcrito de este gen
(entre € resto de genes de referencia) en pooles de ADNc cebado por oligo-dT y
hexanucledtidos aeatorios, que € ARN ribosomal 18S puede ser utilizado como un gen de
referencia en N. subnodosus cuando € ADNCc es sintetizado con cebadores oligo-dT.
También se observd que la abundancia relativa del transcrito de 18S, aunque inferior en
ADNCc sintetizado con oligo-dT en comparacion al ADNc sintetizado con hexanucledtidos

aleatorios, fue mayor gque cualquiera de los genes de ARNm analizados. Puesto que una de
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las mejores caracteristicas de un gen de referencia es una ata abundancia (que
generalmente resulta en una minima variacion en las réplicas de gPCR), estos resultados
apoyan que € fragmento 18S en ADNCc oligo-dT es un gen potencial de referencia para la
normalizacion de la expresion por gPCR en la ameja 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 gemplo, Xue et al. (2010) evaluaron la
amplificacion de un fragmento del ARN ribosomal 28S en ADNCc sintetizado utilizando
oligo-dT o en combinacion de oligo-dT y oligos-antisentido para 28S en lineas celulares de
insecto en cultivo in vitro. Los autores observaron diferencias de 6 a 13 Cts (Ct = ciclo a
cua laamplificacion es detectada sobre un umbral de fluorescencia) en la amplificacion de
28S, con vaores de Ct més adtos (mayor Ct = menor abundancia del blanco de
amplificacion) cuando se amplifica el ADNc retrotranscrito solo con oligo-dT. Incluso con
esta menor abundancia de ARNr 28S en ADNCc sintetizado Unicamente con oligo-dT, se
observo que este gen era el més estable entre un conjunto de cuatro genes cuando las lineas
celulares fueron infectadas por virus. Zhu y Altmann (2005), también observaron que €l
18S es un transcrito que puede ser detectado por gPCR en oligo-dT/ADNc utilizando
diversos tegjidos de rata, incluso después de encontrar que en oligo-dT/ADNc habia una
cantidad 100 veces menor de éste transcrito cuando se compara con ADNC retrotranscrito
con oligonucledtidos antisentido para 18S y cebadores oligo-dT. En nuestro estudio, la
diferencia en la cantidad del retrotranscrito obtenido entre oligo-dT y cebadores a eatorios
fue sdlo de 13 veces, coincidente con |os resultados reportados por Xue et al. (2010) y Zhu
y Altmann (2005) que también encontraron que la transcripcion reversa de ARN ribosomal
es menos abundante en ADNCc sintetizado con oligo-dT que con hexanucledtidos al eatorios.
La diferencia podria 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 amplificacién con oligo-dT/ADNCc podrian estar las
siguientes. (1) la aparicién de poliadenilacién verdadera en e extremo 3' por su
transcripcion via ARN polimerasa |l o 111, 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 complgja durante la
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transcripcion reversa, y que resulte en la deteccion por PCR, incluso sin necesidad de
anadir ningun tipo de cebador en la reaccion RT como fue demostrado por (Tuiskunen et
al., 2010). En € primer caso, se ha documentado en la levadura Saccharomyces cerevisiae
gue los niveles bajos pero significativos de ARN ribosomal son de hecho poliadenilados en
el extremo 3' por laaccion de la Paplp poli-A polimerasa, probablemente como parte de un
mecanismo de control de biogénesisy reciclaje de ARN (Kuai et al., 2004). En e humano
se ha reconocido también la existencia de fragmentos de ARN ricos en regiones
poliadeniladas, no solo en & extremo 3, sino también en regiones intermedias de los
transcritos de ARN ribosomal (Slomovic et al., 2006, 2010). AlUn mas, una exploracion de
genotecas de ADNCc realizado por Gonzalez y Sylvester (1997) mostré que la presencia de
ARN ribosomal es un fenémeno comun, incluso después de realizada la seleccion de ARN
poliadenilado y sintesis de ADNc usando oligo-dT como cebador para la retrotranscripcion,
lo que sugiere que la poliadenilacion de regiones intermedias del ARN ribosomal es un
proceso generalizado. Mas recientemente Zhuang et al. (2013) documentaron que la
poliadenilacion de 18S es un fendmeno comin en diversas especies de algas,
probablemente como un mecanismo regulatorio transcripcional que ocurre en € nucleo.
Tomando en conjunto todos estos argumentos, es posible concluir que € uso del ARN
ribosomal 18S como un gen de referencia potencia cuando se amplifica en oligo-dT-ADNc
es posible, y no debe ser descartado de facto, sino hasta redlizar andlisis de estabilidad de
expresion en comparacion a otros genes de referencia en las muestras a analizar.

8.3.2 Ventgasy desventgjas de los programas GeNorm y NormFinder en la estimacion de

la estabilidad de genes de referencia.

En las especies con poca 0 ninguna informacién gendmica disponible, un andlisis de
expresion génica requiere del aislamiento y la secuenciacion dirigida (al menos parcial) de
la secuencia del ADNc de posibles genes de referencia, tomando en consideracion los ya
referidos en laliteratura como potencialmente estables en condiciones bioldgicas similares,
pero no considerarlos como estables de facto. En este trabajo se pre-seleccion6 un conjunto
de posibles genes de referencia junto con 18S, incluyendo cuatro genes codificantes para

proteinas, y se evalud cuales eran los més estables parala normalizacion de la expresion de
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los genes 'blanco’. Para la estabilidad de la expresion génica se compararon dos programas
para este analisis, ‘geNorm’ y ‘“NormFinder’, ya que se ha demostrado que en los pequefios
conjuntos de genes de referencia, especiamente cuando dos genes verdaderamente
inestables estéan en gran medida correlacionados en su expresion, la seleccion de los
mejores genes de referencia por el método de GeNorm podria resultar sesgada (De Santis et
al., 2010), con un alto riesgo de redizar una interpretacion erronea de la verdadera

expresion relativa de los genes de interés.

En una primera instancia de andlisis, y debido a la sensibilidad antes mencionada de
GeNorm para detectar genes correlacionados por su expresion, se utilizo este programa
para comprobar si la expresion de 18S y los otros genes eran equivalentes cuando se
anaizan simultdneamente los dos conjuntos de ADNc (oligo-dT y hexanucledtidos
aleatorios); es decir, para probar la hipétesis de que un gen particular deberia presentar una
estabilidad similar sin importar el método de priming utilizado parala transcripcion reversa
y la condicion biologica 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, a encontrar que la estabilidad de cada uno
de los genes ocurrié en forma de agrupacion por € método de priming. Esto confirmé 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 andlisis en donde se anaizo la estabilidad
relativa de cada gen dentro de cada conjunto de ADNc en forma independiente en funcion
de la estrategia de priming, el andlisis de geNorm detecto diferentes conjuntos de genes
como los més estables para cada método de priming: a 18Sy rp-I18 como los genes més
estables cuando se analizdé en e ADNCc obtenido con oligo-dT, y a efl-a y rp-18 para €
ADNCc obtenido con hexanucledtidos aleatorios. Esto podria ser debido a que el agoritmo
de GeNorm requiere un mayor conjunto de genes de referencia (al menos ocho) para
determinar con precision € conjunto de genes mas estable (Vandesompele et al., 2002). Si
es asi, y solamente se evallia un nimero reducido de genes de referencia, un resultado asi

podria ser tomado como evidencia de que ef1-a 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 andlisis por medio de NormFinder. Otro problema se deriva porque
GeNorm no detecta la variacion entre-grupos como una fuente de sesgo para andlisis de
cuantificacion relativa, ocultando diferencias cuando los genes estan en realidad
expresados diferenciamente. La condicion de inestabilidad de efl-a como un gen de
referencia para las condiciones especificas evaluadas en este trabajo fue evidenciada
también al contrastar los coeficientes de variacion (CV) para la expresion relativa de cada
gen, observandose que @ CV para ef1-a fue mayor que 5%, mientras que los CVsde 18Sy
rp-18 eran menos o igual a 5%, asi como al analizar los genes de referencia con € segundo
programa, NormFinder, el cua si considera la variacion entre-grupos. De Santis et al.
(2010) y Zhong et al. (2008) observaron que incluso cuando un par de genes de referencia
se expresan diferenciamente entre los grupos experimentales, GeNorm errbneamente
podria seleccionar como "estable" cuando su expresion Unicamente se correlaciona, porque,
como se ha indicado antes, este programa realmente elige |os genes expresados de manera
'més similar' y no necesariamente 'més estable', en algunos casos sin tener en cuenta las
posibles diferencias en expresion entre 10s grupos experimental es.

Finalmente, e independientemente del programa de andlisis utilizado, los andisis de
estabilidad de los genes de referencia pre-seleccionados permitieron establecer que € gen

con lamenor estabilidad de los cinco originalmente incluidos fue el de la alfa-tubulina.

8.3.3 Descubrimiento de un presunto gen de referencia, tub-a, siendo testis- y musculo-

especifico.

Una vez definidos los genes de referencia més estables para el andlisis de la expresion de
genes blanco o de interés, se evalud la expresion relativa de tres genes, vitelogenina, ddx y
el encontrado como més inestable de los cinco originales de referencia: tub-a, La expresion
de vit ocurrio durante la ovogénesis como era de esperarse, debido a que éste gen codifica
una lipoproteina expresada en las células del foliculo del ovario, y se acumula en los
ovocitos en crecimiento (Osada et al., 2004; Llera-Herrera et al., 2012b). Aunque la
expresion de vit fue 1.2 veces mayor durante la ovogénesis tardia en contraste con la

ovogénesis temprana no fue significativamente diferente. Por otro lado, cuando tub-a se
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analizé como un gen de interés (y no como un gen de referencia potencial) se observé que
se expresa solo en laregion de la gonada masculina durante la espermatogénesis temprana
y tardia, de manera que muestra una tendencia a aumentar a medida que avanzé la
espermatogénesis. Las proteinas TUBULIN-a y -B son proteinas estructurales de los
microtubulos (filamentos de citoesqueleto) y sus propiedades moleculares son diferentes
dependiendo de las modificaciones post-traduccionales que ocurren en las regiones C-
termina (Kierszenbaum, 2002; Hammond et al., 2008). Existen a menos dos tubulinas
especificas de testiculo que participan en la estructura del axonema en flagelos (Nielsen et
al., 2010). La expresion no detectada en la gbnada indiferenciada o en la regién femenina,
asi como una elevada expresion en la region masculina, en la que divisiones celulares se
estan produciendo continuamente (espermatogonias a espermatocitos y espermatidas) para
culminar con la formacion del axonema en 10s espermatozoides maduros, indican gque éste
transcrito tiene una expresion testicul o-especifica. El andlisis de expresion posterior en un
contexto somatico (tgjidos de musculo aductor, manto, nefridios, glandula digestiva y
branquias) confirmaron lo Ultimo, aunque cierta expresion - menor a la registrada en
testiculo - fue observada en musculo aductor.

8.34 Lastubulinastgido- o testiculo-especificas

Las tubulinas componen una familia de proteinas eucariotas estructurales que conforman a
los microtlbulos. Todas las células eucariotas requieren microtibulos, que son
componentes del citoesqueleto que participan en la division celular, forma, motilidad y
trafico intracelular (Nielsen et al., 2010). Particularmente en células espermaticas, isotipos
especificos de las tubulinas de la subfamilia B fueron inicialmente descritos por Kemphues
et al. (1980). Posteriormente, Theurkauf y Baum (1986), describieron cuatro a-tubulinas en
D. melanogaster, una de las cuales fue testiculo especifica (a3). En € raton, Villasante et
al. (1983) reportaron que los dimeros formados por las tubulinas a3/7 y 3 eran expresados
solo en testiculo maduro, conformando la mayor parte de |as estructura de |os microtubul os
en las células germinales masculinas, pero que un isotipo, la tub-a4 se expresa
exclusivamente en musculo. Posteriormente, Lewis y Cowan (1988), reportaron una nueva

tubulin-a (tub-a8) en humanos y en raton, que resulta expresada exclusivamente en
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musculo esquelético y en testiculo. En el artrépodo Bombyx mori, Kawasaki et al. (2003)
encontraron también que la tub-a3 era testiculo-especifica, y posteriores andisis
filogenéticos confirmaron que éste isotipo ocurre en algunos linges de artropodos, y se
relaciona a la familia del isotipo tub-al (Nielsen et al., 2010). En todos los casos, los
andlisis estructurales y por mutacion realizados en los isotipos testicul o-especificos
resultaron en ensambles de axonemas disfuncionales y en genotipos estériles para el sexo
masculino, confirmando e rol fundamental de la mayoria de las isoformas testiculo-
especificas para la adecuada funcion del esperma. Resulta interesante que la expresion
tejido-especifica de las tubulinas es mediada por sus regiones promotoras (Bo y Wensink,
1989), lo que ha sido de interés por su aplicacion en la tecnologia de transgénicos para €
control bioldgico de plagas y paralainduccién dirigida de la expresion tejido-especifica de
transgenes utilizando promotores nativos como los de las tubulinas a y . Hasta €
momento de este trabajo no existia informacion acerca de una tubulina testicul o-especifica
en moluscos. Para € megillon Mytilus edulis, dos tub-a 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 normalizacion de la
expresion genica; los mismos autores reportan una segunda tub-a aislada de testiculo
(acceso GenBank AEM36066.1), pero no se analizo su perfil de expresion para identificar
especificidad en agun tejido en particular, y por lo tanto no se confirmé o descartdé su
naturaleza de testiculo-especifica. 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 empled una
plataforma de microarreglos para definir genes expresados establemente entre distintos
tgjidos somaticos y germinales del ostion del Pacifico C. gigas para que sean empleados
como genes de referencia candidatos, Dheilly et al. (2011) identificaron que una tub-a
resulta expresada establemente. Lo anterior indica la necesidad de redlizar andlisis de
estabilidad de expresién para genes antes de que sean considerados como potenciales genes
de referencia. Finalmente, se recomienda redlizar investigaciones orientadas a desarrollo

de posibles aplicaciones biotecnologicas de la especificidad tisular de la expresion de la
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tub-a identificada en éste trabgo.

8.3.5 Consecuencias del uso de genes de referencia arbitrariamente elegidos en la
normalizacion de un gen de interés - ggemplo aprendido en el andlisis de la expresion de
ddx.

El andlisis de la expresion de un miembro de la familia ddx resultd ser un gemplo
interesante de |o que puede suceder cuando la normalizacion de laexpresion génicase lleva
a cabo con genes de referencia seleccionados arbitrariamente o basandose Unicamente en la
literatura disponible. Cuando se ssimul6 lo que ocurriria cuando se utilizan diferentes genes
0 combinaciones de genes, se encontraron multiples posibilidades para la interpretacion de
los resultados, pero la sobreexpresion de este gen durante la espermatogénesis masculina
tardia fue lainterpretacién mas frecuente. Sin embargo, cuando la expresion relativa de este
gen se evalud usando los genes encontrados como mas estables (rp-I18 y 18S), se hizo
patente que no hay diferencias entre las partes sexuales de la gonada 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 especificamente en las células germinales, y tiene un
papel funcional en la formacion de la linea germinal en e ostion del Pacifico C. gigas
(Fabioux et al., 20044, 2004b), € gen ddx parcial aislado en € presente trabajo tuvo un
mejor hit (empleando blastx contra bases de datos de proteinas de referencia de GenBank)
contra la subfamilia PL10 de las helicasas DEAD-box. En €l peneido Marsupenaeus
japonicus, un gen pl-10 se ha encontrado altamente expresado durante e desarrollo
embrionario y larvario, mostrando una expresion relativamente reducida pero mantenida en
las gonadas femenina y masculina adultas (Sellars et al., 2007), similarmente a lo
encontrado para ddx en este trabgjo. Su funcién en peneidos como moluscos es sin
embargo desconocida, y se requiere de realizar investigacion adicional a futuro con € fin

de evaluar su papel funciona y molecular.
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9 Conclusiones

Los resultados obtenidos han permitido tener un avance significativo en cuanto a
conocimiento gendmico asociado a la reproduccién en la ameja Nodipecten subnodosus,
identificando un alto nimero de genes involucrados en la gametogénesis y meiosis que, a
través del estudio de su expresion en condiciones comparativas de gametogenesis de
diploides y triploides, se espera que contribuira de formaimportante al conocimiento de su
funcién en el contexto de arresto mei6tico 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 € caso particular de pch2,
representa el primer registro de éste ortdlogo en cualquier especie de bivalvo, nunca antes
reportado siquiera en el genoma dd ostion C. gigas, recientemente secuenciado. El
descubrimiento de genes con funcién en la meiosis, recombinacion y reparacion del ADN
también permite la identificacion de marcadores transcripcionales para la meiosis y la
espermatogénesis, proporcionando un panel de genes para llevar a cabo caracterizaciones
funcionales mediante metodol ogias de genética inversa como la conocida por interferencia
de ARN, una herramienta ya utilizada en los bivavos marinos durante el proceso de
gametogénico. Adiciona mente, la combinacion de la estrategia de generacion de genotecas
por hibridacion sustractiva y metodologias de secuenciacion masiva como la que ofrece la
plataforma 454-Roche, posibilita la re-secuenciaciéon de genotecas ya desarrolladas por la
comunidad cientifica, con costos significativamente menores, y aumentando € potencial de
descubrimiento de nuevos genes especificos expresados diferencialmente entre distintas

condiciones biol égicas.

Adicionalmente, la anotacién de los genes obtenidos por secuenciacion, permitio identificar
un gen potencialmente involucrado con e mecanismo de decision en la diferenciacion
sexual (dmrt-1), €l cua ha sido extensivamente documentado en D. melanogaster. Se sabe
gue éste gen posee una capacidad de splicing aternativo (Burtis y Bake, 1988),
determinado por dosaje génico mediado por Tra (Hoshijima et al., 1991). La posible

participacion de este gen como parte de una cascada de determinacion sexua entre
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regiones gonadales, abre la posibilidad de profundizar en € conocimiento de como esta
especie hermafrodita funcional es capaz de generar gametos simultaneamente en el mismo
organo. La caracterizacion del gen (transcrito, organizacion gendmica), su regulacion y
funcion por estrategias de interferencia del ARN ya se encuentra en proceso. Por otro lado,
la anotacion de los genes aislados en la genoteca de génada inactiva permitio identificar
varios genes potencialmente involucrados en e control y mantenimiento de la linea

germinal.

El establecimiento de los mejores genes de referencia en el contexto gamético/reproductivo
permite una robusta interpretacion de la expresion génica, y también identifica un transcrito
especifico de testiculo/musculo (tub-a), o que posibilita que posteriores estudios puedan
desarrollarse con métodos de andlisis de expresion optimizados para la correcta
interpretacion de la expresion diferencial. En este estudio, se demostrd que e gen 18S
rARN de N. subnodosus es eficientemente retrotranscrito utilizando oligo-dT como
estrategia de cebado. Para las condiciones especificas evaluadas en este estudio, se
identifico a 18S como uno de los genes de referencia mas estables para los estudios entre
diferentes etapas gametogénicas y regiones sexuales en € tgjido gonadal, que junto con la
proteina ribosomal rp-18, proporcionan la meor condicion de normalizacion para los
andlisis de expresion de genes diana, permitiendo una interpretacion mas robusta de los

resultados.
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Secuencias parciales y alineamientos nucleotidicos obtenidas para e fragmento de ARN
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GATCCGCCGGAGT TGCTTCAATGACTCGEG - - - = === = === m o= - - - -

GATCCGCCGGAGT TGCTTCAAT GACT CGECGGEECAGCT TACGGGAAACCA

khkkhkkhhkhkkhkhhkhkhhkhkhkkhkhkkk*x



>Nodi pect en subnodosus actin-beta cDNA, partial sequence (209 pb)

AGAGCAAGAGAGGT ATCCTCACCCTCAAGT ACCOCAT TGAACACGGT AT CGTCACAAACT GCGATGATAT GGAGAAGATCTGGEC
ATCATACCT TCTACAACGAACT CCGT GT CGCCCCCGAGGAGCACCCT GT CCT CCTGACAGAGGCT CCCCTCAACCCCAAGGCCA
ACAGGGAAAAGAT GACACAGATCATGTTCGAGACCTTCAAC

CLUSTAL 2.0.12 nmultiple sequence alignment

Nodi pect en_subnodosus

Chl anys_farreri| AY335441. 2

M zuhopect en_yessoensi s| DQ7878
Pl acopect en_magel | ani cus| U5504
Crassostrea_gi gas| AB0O71191. 1

Nodi pect en_subnodosus

Chl anys_farreri| AY335441. 2

M zuhopect en_yessoensi s| DQ7878
Pl acopect en_magel | ani cus| U5504
Crassostrea_gi gas| AB071191. 1

Nodi pect en_subnodosus

Chl anys_farreri| AY335441. 2

M zuhopect en_yessoensi s| DQ7878
Pl acopect en_magel | ani cus| U5504
Crassostrea_gi gas| AB0O71191. 1

Nodi pect en_subnodosus

Chl anys_farreri| AY335441. 2

M zuhopect en_yessoensi s| DQ7878
Pl acopect en_magel | ani cus| U5504
Crassostrea_gi gas| AB071191. 1

Nodi pect en_subnodosus

Chl anys_farreri| AY335441. 2

M zuhopect en_yessoensi s| DQ7878
Pl acopect en_magel | ani cus| U5504
Crassostrea_gi gas| AB0O71191. 1

—————————————————————————— AGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
GGACAGCTATGT CGGT GAT GAGGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
AGACAGCTACGT AGGAGAT GAAGCT CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
AGACAGCTACGT AGGAGAT GAAGCT CAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC
AGACAGCTACGT CGGAGAT GAAGCCCAGAGCAAGAGAGGTATCCTCACCC

khkkkkkhkkhkkhkhkkhkhkxkkkkxk

TCAAGTACCCCAT TGAACACGGTATCGT CACAAACTGGGATGATATGGAG
TCAAGT ACCCCAT CGAACACGGCATCGT CACAAAT TGGGACGATATGGAG
TCAAATACCCAATTGAGCACGGTATTGT CACAAACT GCGATGATATGGAG
TCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGT CACAAACT GCGATGATATGGAG
TGAAGTACCCCAT TGAACACGGTATCGT CACAAACT GGGATGACATGGAG
* Xk KXk XkXkKX Xk KXk KXhkkkk *k khkkkkhkkkk *hkkhkkk K*k K*hkkkkk

AAGATCTGGCATCATACCT TCTACAACGAACT CCGT GTCGCCCCCGAGGA
AAGATCTGGCATCACACCT TCTACAACGAACT CCGT GT GGCACCCGAGGA
AAGATCTGGCATCATACCT TCTACAACGAGCT CCGT GTCGCCCCTGAGGA
AAGATCTGGCATCACACCT TCTACAACGAGCT CCGT GTCGCCCCTGAGGA
AAAATCTGGCACCACACCT TCTACAACGAGCT CCGT GT CGCACCCGAAGA

Kk khkkhkhkhkhkk kk KhkAkAkAkAkAkAkAkhkkhkkhkkhkk khkkhkkhkkhkkhkkhkkhk *k *k kk k%

GCACCCTGT CCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCAACAGSG
GCACCCTGTCCT CCTGACAGAGGCT CCCCTCAACCCCAAGGCCAACACSG
GCACCCCGT TCTCCTGACAGAGGCT CCCCTCAACCCCAAAGCCAACAGEG
GCACCCCGT CCTCCTGACAGAGGCTCCCCTCAACCCCAAGGCCAACAGSG
GCACCCCGT CCTCCTGACT GAGGCTCCCCTCAACCCTAAGGCCAACAGAG

khkkkkhkk Kk khkkhkkkkx khkkhkhkhhkhkhdhk *k *hkkhkkkx %

AAAAGATGACACAGATCATGT TCGAGACCTTCAAG - - - - - - === - - - -~

AGAAGATGACACAGATCATGT TCGAGACCT TCAACTCCCCTGCCATGTAT
AAAAGATGACTCAGATCATGT TCGAGACCT TCAACGCTCCCGCTATGTAC
AAAAGAT GACCCAGAT CATGT TCGAGACCT TCAACGCCCCCGCTATGTAC
AAAAGAT GACACAGAT CATGT TCGAGACCT TCAACGCT CCCGCCATGTAC

R R EEEEEIESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESESE]



Secuencias completas de ADNc traducidas caracterizadas por RACE y depositadas en la
base de datos publica GenBank - NCBI (fecha de liberacién: 01/Dic/2013)

LOCUs seql 1274 bp mRNA l'i near I NV 15- OCT- 2012
DEFI NI TI ON [ Nodi pect en subnodosus] DMC1/ LI ML5 honol og.
ACCESSI ON  KC119408

VERSI ON
KEYWORDS .
SOURCE Nodi pect en subnodosus
ORGANI SM  Nodi pect en subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Ml lusca; Bivalvia;
Pt eri onor phi a; Pectinoi da; Pectinoi dea; Pectinidae; Nodi pecten.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1274)
AUTHORS Llera-Herrera, R, Garcia-Gasca, A and lbarra, A M
TI TLE Identification and isolation of spernmatogenesis genes fromthe
scal | op Nodi pecten subnodosus by suppressive subtractive
hybri di zati on and 454-FLX sequenci ng
JOURNAL Unpubl i shed
REFERENCE 2 (bases 1 to 1274)
AUTHORS Llera-Herrera, R, Garcia-Gasca, A and lbarra, A M
TI TLE Di rect Submi ssion
JOURNAL Subm tted (15-0CT-2012) Aquacul ture Genetics and Breedi ng
Laboratory, Centro de Investigaci ones Biol ogi cas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico
COVVENT Bankit Comrent: ALT EMAI L: ai barra@i bnor. nx.
Bankit Commrent: TOTAL # OF SEQS: 4.
##Genone- Assenbl y- Dat a- START##

Sequenci ng Technol ogy :: Sanger di deoxy sequenci ng
Assenbly Met hod ;. CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genome- Assenbl y- Dat a- END##
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1274

/ or gani sm=" Nodi pect en subnodosus"
/ mol _t ype="nRNA"
/ db_xref ="t axon: 330909"
1..1274
1..54
55..1080
/ codon_start=1
/transl ati on=" MESEDQVVEEVL GNEDDDESLFQDI DMLQNHG NVADI KKLKQA
G CTl K@ QUTTKKRLCNI KG@ SEAKMEKI KEASGKL CDAGFLTALEYSDKRKQVFRI
STGSQEFDKL| GGALESMSI TEAFGEFRTGKTQLSHTLCVTTQL PGANGYTGGKVVFI
DTENTFRPDRLRAI ADRFNL DQSAVL DNVL YARAYT SEHQFEL L DFVAAKFYEEPGVF
KLLI I DSI MVLFRVDFSGRGEL VDRQORLAQWL SRLQKI SEEYNVAVFVTNQMIADPG
ATMSFQADPKKPI GGNI LAHASTTRL SLRKGRGENRI AKI YDSPDLPENEATYAI TAG
G ADAKE"
3' UTR 1081. . 1274

BASE COUNT 466 a 212 ¢ 269 ¢ 327 t
11
LOCUs seq2 1417 bp mRNA i near I NV 15- OCT- 2012
DEFI NI TI ON [ Nodi pect en subnodosus] DNA repair protein RAD51 honol og.
ACCESSI ON  KC1194089
VERSI ON
KEYWORDS .
SOURCE Nodi pect en subnodosus

ORGANI SM  Nodi pect en subnodosus

323



REFERENCE
AUTHORS
TI TLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COMMVENT

FEATURES
source

MRNA
5' UTR

3' UTR
BASE COUNT
/11
LOCUS
DEFI NI TI ON

ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE
ORGANI SM

REFERENCE
AUTHORS
TI TLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Ml lusca; Bivalvia;
Pt eri onor phi a; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.
1 (bases 1 to 1417)
Ll era-Herrera, R, Garcia-Gasca, A and lbarra, A M
Identification and isolation of spernmatogenesis genes fromthe
scal | op Nodi pecten subnodosus by suppressive subtractive
hybri di zati on and 454-FLX sequenci ng
Unpubl i shed
2 (bases 1 to 1417)
Ll era-Herrera, R, Garcia-Gsca, A, and |Ibarra, A M
Di rect Subm ssion
Submi tted (15-COCT-2012) Aquacul ture Genetics and Breedi ng
Laboratory, Centro de Investigaci ones Biol ogi cas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico
Bankit Comment: ALT EMAI L: ai barra@i bnor. nx.
Bankit Conment: TOTAL # OF SEQS: 4.
##Genome- Assenbl y- Dat a- START##
Sequenci ng Technol ogy :: Sanger di deoxy sequenci ng
Assenbly Met hod i1 CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genone- Assenbl y- Dat a- END##
Location/ Qualifiers
1..1417
/ or gani sm=" Nodi pect en subnodosus”
/ mol _type="nRNA"
/ db_xref ="t axon: 330909"
1..1417
1..198
199..1281
/ codon_start=1
/transl ati on="MJITQRELSSYPI APVHKTKLVAAGFL| VEDLKGVKPSELSKETG
| GVEESLEI LKLVL GTDGKGDNSGQVDKSALDI LKQEQSLPYI VTFSEQL DNM.GGG
PLCKI TEFCGAPGTGKTQ CMQLAVDAQ PECLGGLEAEVVYI DTEGSFI VERLVDI V
TASVEHCKQ AGGEQDSEDL QGFTPENVLSRI HYYRCHDYI ELLATI HLL PDFVKHHS
KVRLVI VDSVAFHFRHDFDDVSL RTRLLTSTAQNLI KLATTYQLAVWL TNQMVTTKVRM
GEASQLVPAL GESWGHASTI RVI LYWEGQKRYAW. YKSPSHREARVPYQVTMSG RDV
VTEEESNDDNDDI NTEENPTKRQRI T"
1282. . 1417
462 a 283 ¢ 331 g 341 t

seq3 1440 bp mRNA |'i near I NV 15- OCT- 2012
[ Nodi pect en subnodosus] DNA repair protein RAD51 honol og, extended
3'-UTR

KC119410

Nodi pect en subnodosus

Nodi pect en subnodosus

Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Ml lusca; Bivalvia

Pt eri onor phi a; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.
1 (bases 1 to 1440)

Ll era-Herrera, R, Garcia-Gasca, A and lbarra, A M
Identification and isolation of spernmatogenesis genes fromthe
scal | op Nodi pecten subnodosus by suppressive subtractive
hybri di zati on and 454-FLX sequenci ng

Unpubl i shed

2 (bases 1 to 1440)

Ll era-Herrera, R, Garcia-Gasca, A and lbarra, A M

Di rect Submi ssion

Submi tted (15-COCT-2012) Aquacul ture Genetics and Breedi ng



COMVENT

FEATURES
source

MRNA
5' UTR

3' UTR

BASE COUNT
I
LOCUS
DEFI NI TI ON
ACCESSI ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

CRGANI SM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COVMVENT

FEATURES
source

Laboratory, Centro de Investigaci ones Biol ogi cas del Noroeste,

S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa

Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico

Bankit Comrent: ALT EMAI L: ai barra@i bnor. nx.

Bankit Commrent: TOTAL # OF SEQS: 4.

##Genone- Assenbl y- Dat a- START##

Sequenci ng Technol ogy :: Sanger di deoxy sequenci ng

Assenbly Met hod i1 CAP3 v. 32-bit Linux version

##Genone- Assenbl y- Dat a- END##
Location/ Qualifiers
1..1440
/ or gani sm=" Nodi pect en subnodosus”
/ mol _type="nRNA"
/ db_xref ="t axon: 330909"
1..1440
1..198
199..1281
/ codon_start=1
/transl ati on=" MJTQRELSSYPI APVHKTKLVAAGFLI VEDLKGWKPSELSKETG
| GVEESLEI LKLVLGTDGKGDNSGQVDKSALDI LKQEQSLPYI VTFSEQLDNM.GCA
PLCKI TEFCGAPGTCKTQ CMQLAVDAQ PECLGGELEAEVVYI DTEGSFI VERLVDI V
TASVEHCKQ AGGEQDSEDL QGFTPENVLSRI HYYRCHDY! ELLATI HLLPDFVKHHS
KVRLVI VDSVAFHFRHDFDDVSLRTRLLTSTAQNLI KLATTYQLAVVLTNQMI TKVRM
GEASQLVPALGESWGHASTI RVI LYWEGQKRYAW. YKSPSHREARVPYQVTMGE RDV
VTEEESNDDNDDI NTEENPTKRQRI T"
1282..1440

470 a 288 ¢ 334 g 348 t

seq4 984 bp mRNA l'i near I NV 15- OCT- 2012
[ Nodi pect en subnodosus] Synaptonemal conplex protein 3.
KC119411

Nodi pect en subnodosus
Nodi pect en subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Ml lusca; Bivalvia;
Pt eri onor phi a; Pectinoi da; Pectinoi dea; Pectinidae; Nodi pecten.
1 (bases 1 to 984)
Ll era-Herrera, R, Garcia-Gsca, A, and |Ibarra, A M
Identification and isolation of spernmatogenesis genes fromthe
scal | op Nodi pecten subnodosus by suppressive subtractive
hybri di zati on and 454- FLX sequenci ng
Unpubl i shed
2 (bases 1 to 984)
Ll era-Herrera, R, Garcia-Gsca, AL and |Ibarra, A M
Di rect Subm ssion
Submi tted (15-COCT-2012) Aquacul ture Genetics and Breedi ng
Laboratory, Centro de Investigaci ones Biol ogi cas del Noroeste,
S.C., Instituto Politecnico Nacional, No. 195, Playa Palo de Santa
Rita, La Paz, BCS 23096, Mexico
Bankit Comment: ALT EMAI L: ai barra@i bnor. nx.
Bankit Conment: TOTAL # OF SEQS: 4.
##Genome- Assenbl y- Dat a- START##
Sequenci ng Technol ogy :: Sanger di deoxy sequenci ng
Assenbly Met hod i1 CAP3 v. 32-bit Linux version
##Genonme- Assenbl y- Dat a- END##

Location/ Qualifiers

1..984

/ or gani sm=" Nodi pect en subnodosus"

/ mol _t ype="nRNA"



MRNA
5' UTR

3' UTR

BASE COUNT
/11
LOCUS
DEFI NI TI ON
ACCESS| ON
VERSI ON
KEYWORDS
SOURCE

CRGANI SM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

COVMVENT

FEATURES
source

gene

BASE COUNT

/ db_xref ="t axon: 330909"

1..984

1..52

53..778

/codon_start=1

/transl ati on=" MPPARAQKKNNT GSPNQQKQQTKSKI EL DDHDDDDDI ESREHSL
DSSPARDETPI | PRQGKKRAAEDPGEFNTEMQKM_ECFGADI TKTLVNKRKRLEQFTQ
NSLKASNKKVEEI WKMQQL ERGKL HTEYCRQVNT VFNQAEADL EKTKEQEEKL VTLFK
QRAKL FQRARVWQSQRLKTI RQLHEQYTKGVEDL GTCHNSQQSNVQSEL KKEMTLL QK
Kl LMDT QQQREMANVRKSL QTMLF"

779..984

394 a 173 ¢ 203 ¢ 214 t

seql

1870 bp MRNA I'i near I NV 14- APR- 2013

Pachyt ene checkpoint protein 2 honolog (pch2), nmRNA

KC904225

Nodi pect en subnodosus
Nodi pect en subnodosus
Eukaryota; Metazoa; Lophotrochozoa; Ml lusca; Bivalvia

Pt eri onor
1 (bases
LI er a- Her
Identific

phi a; Pectinoida; Pectinoidea; Pectinidae; Nodipecten.
1 to 1870)

rera, R, Garcia-Gasca, A and |lbarra,A M

ation and isolation of spernatogenesis genes fromthe

scal | op Nodi pecten subnodosus by suppressive subtraction
hybri di zati on and 454- FLX sequenci ng

Unpubl i shed
2 (bases 1 to 1870)
Ll era-Herrera, R, Garcia-Gasca, A, and | barra, A M

Di rect Subm ssion

Subm tted

(14- APR-2013) Aquacul ture Program Centro de

I nvesti gaci ones Bi ol ogi cas del Noroeste, Mar Bernejo 195, La Paz
BCS 23090, Mexico

Bankit Comment: ALT EMAIL:raul .|l era@nmail.com

Bankit Conment: TOTAL # OF SEQS: 1.

550 a

Location/ Qualifiers
1..1870
/ or gani sm=" Nodi pect en subnodosus”
/ mol _type="nRNA"
/ db_xref ="t axon: 330909"
275..1579
/ gene=" PCH2"
/ gene_synonym="TRI P- 13"
275..1579
/ gene=" PCH2"
/ gene_synonym="TRI P- 13"
/codon_start=1
/ gene_synonym="TRI P- 13"
/transl ati on=" M5SI TMDQVSELGDGHSDSTAI SPVYHI El CQSPSSTAQGNI VK
EHVLNL LHRQKVAYGDFVL TEFDDPFLHEHVNSI ALCDSDL SGSNRQT| DLCGREL QL
HVFQLQEDGPG EEL DEEDL AAASHW. L PARDL HGWADSL VFDENVKSQLLNYATTTL
LFSDRQVDSNI | TWNKVVL LHGPPGT GKTSL CKALAQKL VVRLSDRYSYGQLI El NSH
SLFSKWFSESGKLVMKMFQKI QELI DDKEAI VFVLI DEVESL TSARKSAMSGSEPSDA
| RVWNALLTQLDQ KRQPNVM LTTSNVTGAI DLAFVDRADI KQYI GPPSPAAI FKI F
HSCl NELMRVDI | SPAQQL L DL RGL EAMRFMENDATKNSLVLRDI ANKSHGLSGRTLR
KLPFI AHAMFVQGASVTL EDFL VAL SRGVDRQFQEREDL TKE"

377 ¢ 426 ¢ 517 t



Secuenciatraducida de ADNc del transcrito mrell obtenida por RACE, y analisis por
blastp contra bases de datos publicas de proteinasy dominios conser vados

LOCUS Mell 1588 bp l'i near 17- APR- 2013
DEFI NI TION  Nodi pect en subnodosus MRE11l, parti al
ACCESSION M ell
VERS| ON
KEYWORDS .
SOURCE Unknown.

ORGANI SM  Nodi pect en subnodosus.

Uncl assi fi ed.

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1588
CDs 23..1588

/ note="predicted coding regi on"
/transl ati on="LTKKQYPSI | MPQTEDSEDI LKI | VATDI HLGYAEKDG RGNDS
LVAFEEI LENAKNHDVDFI LLGGDLFHENKPPRRI MHGCI SLLRKYCMGDKPVQFEYL
SDQSKDFNHCQFPYLNYEDPNLNI SI PVFS| HGNHDDPTGQGNLCTLDI LHTSGFVNY
FGKHTSLEKI EMSPLLLQKGSTKLAMYGLGSI RDERL HRMFLKKTVTM. RPRENPDEW
FNMFVI HONRSKHTTTNYI PEQFLDDFLDLVI WEHEHECRI EPEVWNSVONFYVSQPGS
SVATSLSEGETVKKHI GLLQ KGKNFKMTKI PLETVRPFYMEDVVL SDT SRNPQDHSI
AKKVEAFCSEKVEGL L EKAESEHSGNGKQPDMPLI RLRI DY SGGFEPFSAHRFGOKFI
DKVANPKDM QFQRKKVI STKNDSKEDKDAL GAI KADTL DTSRVEDMKDYFSSSDCK
MQLKLL TEKGVIGQAVQEFVDKEEREAI SELVKYQLQKTQTYLKQRNANEEI | DAEVTR
YKEEKKKKKKKKKK"

BASE COUNT 566 a 273 ¢ 340 ¢ 409 t

Deteccion de dominios conservados para la traduccion conceptual de mrell (Conserved
domains;, NCBI)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for datailed results.
1 73 pE1] pr-3 300 375 45¢ 522

Dery seq, s e e et e e |

ackive site oy b b L §
rebal Bindine 2ibe M b A b Y

CHA binding sibe ) N i i

Specific hits
superfanilies MPP_superfamily superfamily Mrell D¥A_bind superfamily

Hulti-donains mrell




Busgueda mediante blastp paralatraduccion conceptual de mrell contra base de datos de

proteinas (nr-GenBank)

Sequences producing significant alignments:

Eclect: All Nonc  Sclectec:U
11 Adignments

Diescription E::.‘Oa::
= - i MREH1 [Crassosiren gigas] 837
& ) ’ i1 MRE11Aclike [St- ot purpurzius] E83
 PREDICTED: doudle-strand oreak epair protein MRE11A [Drcings oreal E82
[ Double-strand break reseir protein MRCA1, patia [Columas ivia] ETE
C PREDICTED: dousle-strand oreak repair protein MRC11A [Dvia aries] E7S
[ PREDICTCD: dounle-strand oresk repair protein MREC11A isoform 2 [Callithriz jacchus] ETE
£ PREDICTED: dousle-sirand oreak repair protein MRE11-liks [Meleagrs gallopava] ET4
C PREDICTED: dousle-strand sresk repair protein MRC11A [Callithix accnus] ETA
[ Double-strand brask reoeir protein MRE11A4 [Bos grunniens mutus] ET4
[ PRCDICTED: dousle-strand oresk sepair protein MRC11A [Ddobsnus rosmarus dvergens] E73

Total Query E | Max

SCore
83
683
bEd
678
675
676
674
674
674
673

CoVer

b

value | ident

]
]
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

8%
B2
B3%
63%
64%
63%
62%
63%
64%
63%

o

Arcassion

CKC 92041
XP_758167.3
KP_004265514.1
EMC28261.1
XP 0040°6004.1
¥P 002754717.1
XP 003203558.1
XP 0037341041
ELR4E187 -

XP 00442484 1




Alineamiento multiple contra secuencias sel eccionadas a partir de latabla de resultados de

blastp paralatraduccién conceptual de la secuencia parcial obtenida para el transcrito
mrell (Muscle; ver 3.8). Los* indican identidad compl eta.

MJSCLE (3.8) nultiple sequence alignnment

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Honp_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1] Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Hono_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1[ Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Hono_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1[ Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Honp_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1] Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Hono_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1[ Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Hono_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1] Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Honp_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1] Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Honp_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1[ Cr assost r ea_gi gas]

ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Hono_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri o]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1[ Cr assost r ea_gi gas]

——————— NGTTTAEQD- - ADNVXRI LVATDNHL GYGEKDAVRGEDSFTAFEEI LELAVSE
MASSDDEVRQVPGNVDDVDENTI KI LVATDCHVGYMEKDSI RHSDSI NTFEEI LQLARKN
———————— MSTADALD- - DENTFKI LVATDI HLGFMEKDAVRGNDTFVTLDEI LRLAQEN
——————— MASAGSTVD- - DEDTFKI LI ATDI HLGYLEKDAI RGNDTFVTFDEI MKQAMON
MIKKQYPSI | MPQTED- - SEDI LKI | VATDI HLGYAEKDG RGNDSLVAFEEI LENAKNH
——————————— MPEES- - SEDVFKI | VATDI HLGYGEKDVI RGNDSLVTFEEI LENAKKH

Keookkk keke kkk -k Kook *

DVDM LLGGDLFHDAVPSQNALHKCI ELLRRYTFGDRPVSLEI L SDQGQCFHNAVNQSVN
KVDWL L GGDL FHENKPSRKSL HGVMT L L RKYCMGDRPVQ EFL SDQSVNFAASPFPSVN
EVDFI LLGGDLFHENKPSRKTLHTCLEL L RKYCMGDRPVQFEI L SDQSVNFGFSKFPW/N
EVDFVL L GGDL FHDNKPSRKTMHSCMEVVRKYCMGDRPI VFEI | SDQAVNFSHSKFPW/N
DVDFI LLGGDLFHENKPPRRI MHGCI SLLRKYCMGEDKPVQFEYL SDQSKDFNHCQFPYLN
EADFI LLGBDLFHENKPPRRI M-IGCI SLLRKFCFGDKPI LFEYLSDQSADFKHCQ:PTLN

Kok ok ok ok ok ok ok ok soikk ke ks okkk

YEDPNLNI Al PVFSI HGNHDDPSGFGRL SSLXXLXXXGLVXYFGRWIDL TQVEI SPVLIMR
YEDANLNI DMPVFSI HGNHDDPAGL GNL CALDMLSVSGLVNYFGKSTSLESVEI SPI LI Q
YQDGNLNI SI PVFSI HGNHDDPTGADAL CALDI L SCAGFVNHFGRSMSVEKI DI SPVLLQ
YLDDNLNI SI Pl FSVHGNHDDPTGSDGL CAVDL L SCAGLVNHFGRSRSVEKVEI SPVLLQ
YEDPNLNI SI PVFSI HGNHDDPTGQGNLCTLDI LHTSGFVNYFGKHTSLEKI EMSPLLLQ
YEDTNLNVSI PVFSI HGNHDDPSGQXBNLCSLDLLHSAGLNNYFGKT TSLEKI EI\/SPLLNQ

Kok Kk ke kkkkkkkkk. ok Ckk ek

KGESQLAL YGLSHI HDGRLARL | KDFKVKFNCPENVANGEDGNESKEEEDWFHL L VVHQN

KGTTKLATFGLGSI RDERLHRMFLSGKI SMLRPK- - - = - - - - - - - QNADSWNI FVI HON
KGSTKI ALYGLGSI PDERLYRMFVNKKVTMLRPK- - - - - - - - - - - EDENSWFNLFVI HQN
KGDTRI ALYGLGSI PDERLYRMFVNNQVTMLRPR- - - - - - - - - - - EDEDGAFNVFVI HQN
KGSTKLAMYGLGSI RDERLHRMFLKKTVTMLRPR- - - - - - - - - - - ENPDEWFNVFVI HQN
KGNTKLAL YGLGSVRDERLHRL FVHKN\/TNLRPK ——————————— ENQEDW:NVFVI HQN

**:':*:** ****: L * :* * % %k
RADRGPKNYLPEDL L PSFLHLVI WGHEHDCRI EPEENAKKRFYVSQPGSSVPTSL SEGEA
RAKHGEHNYI PEQFLDNFI DLVI WGHEHECL | DPVWNATONFFI SQPGSSI ATSLSPGEA
RSKHGSTNFI PEQFLDDFI DLVI WGHEHECKI APTKNEQQLFYI SQPGSSVVTSLSPGEA
RSKHGATNY! PEQFL DDFL DL VWWGHEHECKI APVRNEQQLFYVTQPGSSVI TSLSPGEA
RSKHTTTNY! PEQFL DDFLDLVI WGHEHECRI EPEVINSVONFYVSQPGSSVATSL SEGET
RAKHSTTSYI PEQFLDDFLDLVI WGHEHECRL EPEV\NSSQ\IFFVSQDGSSVATSLSEGET

Cekk Ko oKk okkkkke ok - Keoakkkkk: kkkk Kok

KKKHVGLLEI YKGKFKLKPL PLETVRPFVFESVVLADHADEL GL VEGDASTKVFKFAQER
EPKHVGALLQVRGKAMKCTKLKLETVRPFYI EDI ALQDTT- - LNPDDVKLAEKTSAFCTEK
VKKHVGLLRI KCRKMNIVHKI PLHTVRQFFMEDI VLANHPDI FNPDNPKVTQAI QSFCLEK
VKKHI GLLRVKGKKMNL QKI' PLQTVRQFFI QDVVL SDYPEL FSPEQPNTMLKVQAFCQEK
VKKHI GLLQI KGKNFKMTKI PLETVRPFYMEDVVLSDTS- - RNPQDHSI AKKVEAFCSEK
VKKHI GLLQI KG(NFKI TKI PLTTVRQ:YNEDVVLSETE— - LNPADHDI DRKVEAYCFEK

k- kkk - Cok Kk %

VEAM ERAVAQHTGHPKQPTLPLI RLRLLYTDESCMFNAI RFGEMFSTRVANVQDWQFS
VEAL| QRAEDEHTGNRKQPTLPLI RLRVDYSGGFDTI NVNRFGQKFVGRVANTKDLVRFT
| EEMLENAERERL GNSHQPEKPL VRL RVDY SGGFEPFSVLRFSQKFVDRVANPKDI | HFF
VEEMLEEAERERLGNPQ PEKPL| RLRVDYSGGFEVFNTVRFSQKFVDKVANPKDI LHFV
VEGLLEKAESEHSGNGKQPDVPLI RLRI DYSGGFEPFSAHRFGQKFI DKVANPKDM QFQ
VEAI LEKAALEHSGNRRQ’DKPLVRLRI DYTGGFEPFSGYRFGQKFVDKVANPKDM HFT

* - * Kkokkk k- . *k -k kkk ke Kk

KVWKRTKT- EAVNLDKEAL R- RAL EADNATRVEEL VDRYFEEAKSNKPL KL FHSKALAEM
KRRI QLKK- EDTKPGEDL GEFLKPEALETERVEDL VRKYFSETEETKQLEL L SEKGLGQA
RHREQKEK- TGEEI NFGKLI - TKPSEGTTLRVEDL VKQYFQTAEKNVQL SLL TERGMGEA
RHRETKGNI KDEDVDFEAL FSRPTSEVL QLRVEDL VKEYFQTAEKNVQL SLL TEQGMEKA
RKKVI STK- NDSKEDKDAL GAl KADTL DT SRVEDWKDYFSSSDCKMQL KL L TEKGMGQA
RRKI TKVK- TDEKDP- - VI GDVKVDNL DTSRVEDWKDI FSNADQ\N\Q_KLLTEKGNGDA

*kk sk

TYRLLEQRDADAAENI VKFYKEKAVDHL MEAMPN- - DENI DEELERFRALH- - - - - - - - -
VREYVDKEEKEAI QAL VKHQL SQTQGQLKNRKTT - - EEHI DDEL HRFKVERREMTEADVT
VQEFVDKEEKDAI EELVKYQLEKTQRFLKERHI DALEDKI DEEVRRFRETRKKKKKKKKK
VQEFVDKEERDAI EELI NYQLEKTQRYLRERRVDATEEKI DEEI RQFRDSKRNTAEEDEE
VQEFVDKEEREAI SELVKYQLQKTQTYLKQRNAN- - EEI | DAEVTRYKEE- - - - - - - - - -
VQEYVDKEEKEAI SELVKYQLEKTQTHLKQRNI S- - EDLI VDEVNRYKEERKKKKEDEAE



ACI 97143. 1] Dr osophi | a_nel anogast
XP_798167. 3[ Strongyl ocentrotus_p
AAH17823. 1[ Honp_sapi ens]
NP_001001407. 1[ Dani o_reri 0]
no_accessi on[ Nodi pect en_subnodos
EKC19294. 1] Cr assost r ea_gi gas]
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