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RESUMEN

El ostion japonés, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), es un molusco bivalvo de
gran importancia econémica a nivel mundial que se cultiva en el noroeste de
México. Actualmente, el cultivo de esta especie ha presentado altas mortalidades
debido a enfermedades infecciosas, principalmente en estadios larvarios. El
objetivo de este trabajo fue el estudio del gen SR-SF. Este gen ha sido estudiado
en otros organismos como modulador de la expresion de proteinas que
hipotéticamente estan involucradas en el reconocimiento especifico de patdgenos,
un ejemplo de esto es la expresion de miles de isoformas de Dscam (Down
Syndrome Cell Adhesion Molecule). El estudio se realiz6 en larvas infectadas de
Crassostrea gigas con bacterias del genero Vibrio e inducidas a estrés por
temperatura, para ello se utilizaron retos a diferentes dosis de infeccidon asi como
estrés térmico. La expresion de los genes SR-SF y Dscam fueron evaluados a tres
tiempos post infeccion. Los resultados obtenidos, mostraron que la expresion del
gen SR-SF se incrementaba proporcionalmente conforme la dosis de patdégeno
aumentaba asi como el tiempo de exposicion al patégeno. La expresion de Dscam
se incrementd significativamente a las tres horas post infeccidn, indicando una
respuesta de Dscam relacionada al posible reconocimiento de patdégenos, sin
embargo, también aumenté con el estrés térmico, por lo tanto se tendria que
determinar si la expresion es diferencial entre las variantes de Dscam e identificar
variantes especificas de cada condicion de estrés. En conclusion, Dscam se

expresa bajo condiciones de estrés térmico y con la exposicion a patégenos.
Palabras clave: Crassostrea gigas, splicing, SR-SF y Dscam.

Vo. Bo.

Dr.Ricardo Vazquez Juarez

Dra. Cristina Escobedo Fregoso



ABSTRACT

The Pacific oyster, Crassostrea gigas (Thunberg, 1793), is a bivalve mollusc of
great economic importance worldwide grown in northwestern Mexico. Currently,
the culture of this species presents high mortality due to infectious diseases,
mainly in larval stages. The aim of this work was the study of SR-SF gene. This
gene has been studied in other organisms as a modulator of expression of proteins
that are hypothetically involved in the specific recognition of pathogens, one
example is the expression of thousands of Dscam isoforms (Down syndrome cell
adhesion molecule). The study was conducted in Crassostrea gigas larvae infected
with Vibrio and induced by temperature stress, challenges for different doses of
infection as well as thermal stress were used. The expression of SR-SF and
Dscam genes were evaluated three times post infection. The results showed that
the expression of SR-SF gene was proportional to the pathogen dose and
exposure time to the pathogen. Expression of Dscam increased significantly at
three hours post infection, indicating a response of Dscam related to possible
pathogen recognition, however, it also increased after thermal stress, therefore it is
important to determine whether expression is spread between Dscam variants and
identify specific variants of each stress condition. In conclusion, Dscam is

expressed under conditions of thermal stress and after exposure to pathogens.
Keywords: Crassostrea gigas larvae, SR-SF and Dscam.
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1. INTRODUCCION

El ostion Crassostrea gigas es una especie de molusco bivalvo (Tabla I) que se
cultiva en las costas del Pacifico, noroeste de México (Ortiz-Arellano y Salgado-
Barragan, 2012). A nivel mundial, esta especie es extraida y cultivada, siendo uno
de los bivalvos con mayor importancia comercial, ya que se producen casi 500
millones de toneladas al afio con valor de $820 MDD (FAO, 2011). Es una especie
fértil y con amplia tolerancia a condiciones de variantes de salinidad y temperatura
(10-42 ups y 4-35°C) (Nehring, 2011), siendo un candidato ideal para la
acuacultura y para la produccion de semilla en laboratorio.

Tabla I. Taxonomia del ostion japonés Crassostrea gigas.

Reino Animalia
Filo Mollusca
Clase Bivalvia
Orden Ostreoidea
Familia Ostreidae
Genero Crassostrea
Especie C. gigas

Estados Unidos

N
B Callforpla ~ 94=trore
\ \Q \\
L
" L ®

Océano Pacifico 1 %
Baja Cdlifornig sur

{ —
"

Figura 1. Distribucion de cultivos de C. gigas en las costas del pacifico, noroeste
de México (Chéavez-Villalba, 2014).



C. gigas es nativa de Japon, sin embargo, ha sido introducida a paises como
México, Australia, Francia, Holanda, Espafia, Portugal, Tailandia, Estados Unidos
y Reino Unido. La especie C. gigas fue introducida en 1973 en lagunas costeras
de México en los estados de Sonora, Sinaloa, Baja California y Baja California Sur
(Fig. 1). Hoy en dia, el cultivo de esta especie de ostion en Baja California asi
como otros estados de la zona noroeste de México es una actividad econémica
importante la cual tuvo una produccién anual de 2127 toneladas en el 2012 (Tabla
II), generando aproximadamente 1800 empleos que sostienen esta actividad
(Anuario Estadistico de Pesca, 2011).

Tabla Il. Producciéon en toneladas de ostion Crassostrea gigas en el noroeste de
México (SAGARPA, 2013).

Estado/afio 2008 2007 2008 2009 2010 201 2nz2
Baja California 1.6 150 0 137 1584 1021 1324

Baja California 322 104 10 105 5&8 356 576
Sur

Sonora 82 95 0 3 647 106 116
Sinaloa 0 0 0 7 29 21 108
Jalisco 4 0 0 1 0.5 4 1
Guerrero 22
Mayarit 0 0 0 0.2 0 0 0
Total 409.6 49 10 2842 2858.5 1518 1772

1.1 Mortalidades causadas por agentes patdgenos

En él afio de 1997 se detectaron altos indices de mortalidad de ostién, incluyendo
semilla, juveniles y adultos en los estados de Sonora y Baja California Sur. Del
mismo modo, en abril de 1998, ocurrieron episodios similares de mortalidad en
Bahia Falsa, Baja California. La alarma del sector se hizo presente y se realizaron
tres reuniones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas y académicos
para tratar de determinar las causas de estas mortalidades y la forma de
controlarlas. Las reuniones se realizaron en Sonora, Baja California y Baja

California Sur, se determiné que las mortalidades podrian estar asociadas a



patdgenos (Caceres-Martinez, 2000). Los patégenos potenciales de C. gigas son
diversos, sin embargo, el herpesvirus es el que ha causado las mayores
mortalidades a nivel mundial (Tabla I11).

Tabla lll. Principales enfermedades registradas para el ostion Crassostrea gigas
en el mundo (Chavez-Villalba, 2014).

Nombre de la

Agente causal Caracteristicas Referencias

enfermedad

Herpesvirus

Enfermedad
viral del velo

de ostiones

Nocardiosis

Vibriosis

Enfermedad
del “pie”

Microcitosis

MSX

Ostreid herpesvirus

(OsHV-1)

Iridovirus (OVVD)

Nocardia
crassostreae

Vibrio splendidus

Ostracobable

implexa

Mikrocytos mackini

Haplosporidium

nelsoni

Distribuido ampliamente en el
mundo. Se asocia a muertes de
larvas en laboratorio y
mortalidades masivas.

Afecta a larvas y se considera el
causante de la desaparicion de
C. angulata en Francia

Se caracteriza por la presencia
de pustulas redondas amarillo-
verdosas (1 cm de diametro) en
la superficie del manto,
branquias, musculo aductor y
corazén

Es la enfermedad mas comun,
asociada a practicas intensivas
de cultivo. Puede producir
patrones anormales de
mortalidad.

Hongo que crece en la parte
interna de la concha en forma de
protuberancia, debilitando al
organismo.

Protista intracelular. Produce
infecciones por presencia de
lesiones en forma de pustulas o
abscesos (5 mm diametro) en
palpos labiales, manto y musculo
aductor.
Protista responsable de
mortalidades masivas. C.
virginica. C. gigas son
hospederos que no presentan
mortalidades

Renault et
al. (1994)

Héral &
Deslous-
Paoli
(1990)

Miossec et
al. (2009)

Le Roux et
al. (2007)

Miossec et
al. (2009)

Bower
(1988)

Sunila et al.
(2000)




Dermo o Perkinsus marinus El parasito puede estar presente Burreson et

Perkinsosis en C. gigas sin desarrollar al. (1994)
infecciones letales.

Enfermedad Marteilioides Protista que se encuentra en el Ngo et al.

de los huevos chungmuensis sistema reproductivo causando (2003)

destruccién de ovocitos maduros
y fallas en los desoves

Debido a lo anteriormente mencionado, y buscando con esto estrategias para la
optimizacion de cultivo de ostién, el presente trabajo se realizé en larvas de ostién
con una edad aproximada de 7 dias (etapa de fijacion) (Fig. 2), con el fin de
conocer los mecanismos de respuesta que se involucran ante el ataque de

agentes patdgenos.
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Figura 2. Relacién de larvas de ostion con respecto los dias de cultivo (FAO
2006).

1.2 Infeccidn por bacterias del género Vibrio en larvas de Crassostrea gigas

Dentro de los problemas principales para la produccion de ostién en la acuicultura,
los episodios repetidos de mortalidad causados por agentes patégenos como es el
las bacterias del género Vibrio, son las mas importantes ya que llegan ocasionar

grandes pérdidas en la produccién de este molusco bivalvo. Estos patégenos



pueden afectar a C. gigas tanto en estadios larvarios y post-larvarios en los

criaderos, asi como a juveniles y adultos cultivados en el medio ambiente natural.

En la produccién larvaria de ostion los episodios de altas mortalidades pueden
ocasionar pérdida total, son de frecuencia periédica y normalmente el agente
responsable no llega a identificarse (Brown et al., 1978,; Elston, 1984; Elston et al.,
1980; Garland et al., 1983; Prado y cols., 2005; Sugumar et al., 1998; Tubiash,
1975; Tubiash et al., 1965). Por otro lado, las condiciones 6ptimas para el cultivo
de moluscos también favorecen el crecimiento de bacterias y la acumulacion de
sus metabolitos (Murchelano et al., 1975; Prieur et al., 1979). El proceso de la
enfermedad se ve favorecido en muchas ocasiones por un aumento de la
susceptibilidad de larvas debido a factores de estrés externo, incluyendo mala
calidad de los alimentos, del agua o por contaminacién organica, entre otros.
Estos factores también facilitan el crecimiento de bacterias potencialmente
patogenas (Di Salvo et al., 1978). El estadio larval es uno de los mas vulnerables
debido a que durante la etapa de fijacion disminuye el sistema de respuesta

inmune porque utilizan la energia para crecer.
1.3 Mecanismos moleculares de respuesta inmune

Hoy en dia, el estudio de los mecanismos moleculares de infeccion y defensa en
moluscos desde estadios larvales hasta organismos adultos es muy limitada. Las
enfermedades causadas por bacterias, protozoarios o virus en moluscos pueden
generar diferentes respuestas entre las que destacan la fagocitosis, apoptosis y
necrosis (Bardach et al., 1972), sin embargo, los invertebrados pueden utilizar
mecanismos que hasta ahora son poco reconocidos como mecanismos de
defensa. Uno de estos mecanismos es el splicing alternativo que genera multiples
isoformas de un mismo gen, lo que con lleva a que un mismo gen puede generar
diferentes transcritos para reconocer una gran diversidad de patdgenos. Este
sistema de splicing se lleva a cabo por un amplio grupo proteinas entre las que

destacan las proteinas ricas en serina-arginina (SR).



En la regulacion post transcripcional realizada por corte y empalme participan
genes relacionados a proteinas SR involucrados en la interaccion de complejos
proteicos de reconocimiento para realizar el splicing de intrones y exones en el
primer transcrito de ARN. Un ejemplo es la regulacion del polimorfismo del gen
Dscam (Down Syndrome Cell Adhesion Molecule), el cual se piensa que las miles
de variantes de splicing de esta proteina pueden llevar a cabo funciones de
reconocimiento de patdgenos en algunos invertebrados (Hung et al., 2013). En
organismos como Drosohphila melanogaster se ha demostrado que el gen Dscam
codifica decenas de miles de proteinas de superficie celular via splicing alternativo
(Hattori et al., 2008).



2. ANTECEDENTES

2.1 Estudio de splicing constitutivo y splicing alternativo en organismos

modelo

El mecanismo de splicing es un proceso de maduracién que genera distintas
moléculas de ARNm maduro a partir de un transcrito primario de ARNm (Fig. 4),
de tal forma que un gen puede codificar mas de una proteina (Watson, 2006). En
este paso de maduracion, se eliminan los intrones siendo estos una region del
ADN que no codifica para una determinada proteina, y mantiene a los exones que
son las regiones codificantes (Fig. 3). Sin embargo, puede ocurrir que se
mantengan intrones y se excluyan alternativamente algunos exones, proceso
denominado splicing o empalme alternativo el cual puede generar isoformas de

una proteina cambiando su funcionalidad o su tamafio (Kelemen et al., 2013).
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Figura 3. Esquema de proceso de corte y empalme del primer transcrito de ARN y
la formacién de estructura de lazo en el ARN por medio de ruptura del enlaces
fosfodiester (Nelson et al., 2008).



Figura 4. Esquema general del proceso de maduracion del ARN, sefalando la
secuencia que delimita al intrén y al exon. Los extremos de los intrones se definen
por la regla GU-AG (Niklas et al., 2015).

2.1.1 Conformacion del spliceosoma: ejecutor del corte y empalme

El splicing se lleva a cabo por un gran complejo denominado spliceosoma, el cual
esta conformado por particulas de ribo nucleoproteinas (RNPsn), constituido a su
vez por un gran complejo de proteinas y RNAsn (Fig. 5). Los RNPsn, junto con
mas de 300 otros factores de empalme, se reunen en pre-mRNA para formar el
spliceosoma, y es esta maquina macromolecular la que se encarga de la escision
de los intrones y la ligadura de los exones a través de dos reacciones de
transesterificacion sucesivas (Patel et al., 2008). Las cinco RNAsn que se
requieren para conformar el spliceosoma son: RNAsn: Ul, U2, U4, U5 y U6,
nombradas de acuerdo en orden a los RNAsn presentes, cada RNPsnh contiene un
RNAsn y varias proteinas (Graveley et al., 2000), sin embargo, la U4/U6 suelen
encontrarse como una sola particula. Algunas de las proteinas de las RNPsn
pueden participar directamente en el corte y empalme, mientras que otras tal vez
sean necesarias para actividades estructurales o solo para el ensamblaje o

interacciones entre particulas de RNPsn (Patel et al., 2008).



Estas cinco RNAsn contribuyen con el 27% de la masa, y con sus 41 proteinas
vinculadas constituyen casi la mitad de la masa del spliceosma. Algunas de las 70
proteinas que se encuentran en el empalmosoma se describen como factores de
corte y empalme, e incluyen las proteinas necesarias para el ensamblaje del
spliceosoma y para su union al ARN, ademas de las implicadas en sucesos
cataliticos. Se ha sefalado que aproximadamente otras 30 proteinas vinculadas al

spliceosoma participan en otras etapas de la expresion génica (Park et al., 2004).

0 proteinas
adicionales

2.1 MDa 5 RNAsn
17% de la 33MDa

e

nasa 27% de la magsa

RNAsno Nucléolo
RNAsc Citoplasma RNPsc SCYRPS on RNPen

Figura 5. Componentes del empalmosoma. A la izquierda se observa una tabla
con los diferentes tipos de RNA y el tipo de unién en estado natural como
ribonucleoproteinas siendo las RNPsn una de las que conforman al spliceosoma
durante su etapa formacion como complejo proteico (modificada de Lewin, 2008).

En general el corte y empalme se lleva a cabo en dos etapas: 1) se reconocen las
secuencias del consenso del sitio 5° de corte y empalme, la secuencia de
ramificacion y la via adyacente de pirimidina, y 2) se ensambla un complejo que
contiene todos los componentes de corte y empalme. Las reacciones de escision y
ligadura cambian entonces la estructura del sustrato ARN. Los componentes del
complejo se liberan o reorganizan conforme avanzan las reacciones de corte y

empalme.
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La unién de la RNPsn U1l con el sitio 5' de corte y empalme es el primer paso de
dicho proceso. El reclutamiento de RNPsn U1l implica una interaccion entre una de
sus proteinas y la proteina ASF/SF2, la cual es un factor general de corte y
empalme de clase SR (Caceres et al., 1997). El RNPsn Ul aparea sus bases con
el sitio 5' mediante una regién de una sola cadena en su extremo 5', que suele

incluir una fila de cuatro a seis bases, complementaria al sitio de corte y empalme.

2.1.2 Reacciones de corte y empalme

La reaccion de corte y empalme incluye la formacién del spliceosoma, la cual esta
definida por la interaccion de componentes que reconocen secuencias consenso
de ARN. Esta reaccion inicia con la formacion del complejo E, seguida de los
complejos A, complejo B1, complejo B2, complejo C1 y complejo C2 (Fig. 6).

El primer complejo formado es el E (corte y empalme tempranos), suele
denominarse complejo de asignacion, debido que su formacion identifica a un pre-
ARNmM como sustrato para la formacion del complejo de corte y empalme. El
complejo E, contiene RNPsn U1, el factor de corte y empalme U2AF y miembros
de la familia llamada proteinas SR, que comprende un grupo importante de
factores de corte, empalme y reguladores. Las proteinas SR toman su nombre
debido a que tienen un sitio conservado de serina y dominios carboxi-terminal
ricos en arginina. En organismos como D. melanogaster existen al menos cinco
proteinas diferentes de masas de 20, 30, 40, 55, y 75 kD (Zahler et al., 1992).

En el complejo E, el U2AF se une a la region entre el sitio de ramificacion y el 3'
de corte y empalme. ElI nombre refleja su aislamiento original como factor auxiliar
U2. En casi todos los organismos, el complejo E contiene una subunidad grande
(UA2F65) que hace contacto con una via de pirimidina de flujo ascendente

respecto del sitio de ramificacion; una pequefia subunidad del mismo complejo
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(UA2F 35) hace contacto directo con el dinucle6tido AG en el sitio 3' de corte y

empalme.

El complejo E se convierte en complejo A cuando la RNPsn U2 se une con el sitio
de ramificacion, para lo cual se requieren tanto RNPsn Ul como U2AF/Mud2 (Wu
et al.,, 1993). El RNAsn U2 incluye secuencias complementarias al sitio de
reconocimiento dentro de la secuencia para el corte del primer transcrito de ARN
de esta manera una secuencia cercana al extremo 5' del RNAsn aparea sus bases

con la secuencia de ramificacion en el intrén.
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Figura 6. Resumen de las reacciones de corte y empalme en la que la formacion
del spliceosoma esta definida por la interaccion de componentes que reconocen
las secuencias consenso de ARN como proteinas, factores de corte y empalme
para la formacion de complejos en cada etapa del proceso (Lewin et al., 2008).
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2.2 Proteinas SR

Este grupo de proteinas comprende un grupo importante de factores de corte,
empalme y reguladores siendo proteinas ricas en arginina y serina (SR) y toman
su nombre debido a que tienen un sitio conservado de serina y dominios carboxi-

terminal ricos en arginina.

Las proteinas SR juegan un papel importante en los tratamientos post
transcripcionales del ARN, siendo estas las reguladoras y encargadas de dar
formacién al complejo proteico denominado empalmosoma (Long et al., 2009).
Este grupo de proteinas se encargan de atraer diferentes tipos de
ribonucleoproteinas (RNPsn) y complejos proteicos de sefalizacion de corte y
empalme en cada paso de la formacion del spliceosoma (Lewin, 2008).

En D. melanogaster, un transcrito que sintetiza a la proteina SR es denominado
B52, esta proteina funciona como un activador de splicing (Hoffman et al., 2000)
para la regulaciéon génica. En camaron blanco (Litopenaeus vannamei), LvB52
tiene un marco de lectura abierto de 1149 pares de bases y codifica para 382
aminoacidos. Este gen se expresa en la mayoria de los tejidos pero en mayor

cantidad en estdmago y musculo (Chiang et al., 2013).
2.3 Splicing de genes especificos como Dscam

Muchos genes en eucariotes superiores codifican ARN que pueden empalmarse
de modos alternativos para generar dos o mas ARNm diferentes y, en
consecuencia, productos proteicos diferentes. En algunos casos, la cantidad de
alternativas que pueden generarse a partir de un solo gen es asombrosa, cientos o
incluso miles isoformas, siendo el ejemplo clasico el gen Dscam de D.
melanogaster, en la cual se ha observado que puede llegar a producir
potencialmente mas de 150,000 moléculas de adhesién celular como proteinas de

uniéon transmembranal (Huang et al., 2011).
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En algunos organismos como D. melanogaster y L. vanammei, se han estudiado
los mecanismos encargados de generar variaciones en el proceso de maduracion
de un gen y como es que existen proteinas encargadas de esto, generando
diferentes tipos de corte por medio del reconocimiento de secuencias que
potencien esto a través de las proteinas SR. Existen vias alternativas en las
cuales algunos sitios de empalme se usan solo ocasionalmente logrando asi que
los complejos de corte guiados por las proteinas SR se salten secuencias
intrébnicas manteniendo secuencias de genes mas largas, lo que conduce a la
produccién de versiones de transcritos distintos del mismo gen. Este proceso
puede ser de tipo empalme alternativo o constitutivo. En el primer caso, siempre
se genera mas de un producto a partir del proceso de maduracion de un gen. En
el caso del empalme constitutivo en la maduracion de un gen este no sufre
alteraciones dentro del proceso de eliminacién intronica por tanto se da de forma
nativa, estos procesos son regulados por la familia de proteinas SR (Gross et al.,
1998), cuales puede influir en la expresion génica y ocasionar que se producen
isoformas proteicas en momentos diversos (bajo condiciones distintas) como es el
caso del gen Dscam cual puede tener miles de variantes por su alto indice de

polimorfismo.

En D. melanogaster el mecanismo por el cual se lleva a cabo este proceso, inicia
cuando los intrones dependientes de U12 tienen terminaciones GUAG, ademas
de un punto de ramificacion muy conservado, UCCUUPUAPY, que se aparea con
U12, motivo por el cual se usa la denominacion intrén dependiente de U12, en vez
de intrén AU-AC. Ambos tipos de intrones coexisten en una variedad de genomas,
y en algunos casos se encuentran en el mismo gen, si bien los intrones
dependientes de U12 tienden a ser flanqueados por intrones dependientes de U2.
Lo que se sabe acerca de la filogenia de estos intrones es que los dependientes
de AU-AG U12 tal vez fueron mas frecuentes en algin momento, pero tienden a

convertirse en extremos GU-AG y a la dependencia de U2 durante la evolucién.
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Figura 7. Interacciones entre las ribonucleoproteinas con el sustrato (ARN) y
union de los cofactores de corte y empalme (Lewin, 2008).

Estudios previos han revelado que pueden existir multiples vias para el
reconocimiento de los sitios 5° y 3" para el reconocimiento de la secuencia de
corte y empalme. Hay mas de una forma de constituir el complejo de corte dentro
de la secuencia del primer transcrito. La reaccién mas directa es que ambos sitios
de corte y empalme se reconozcan en el intron como se puede observar en la
figura 7. Esto ha sido mayormente estudiando en D. melanogaster donde se ha
observado que la presencia de RNPsn Ul en el sitio 5' de corte y empalme es
indispensable para la union de U2AF en la via de pirimidina en flujo descendente
respecto del sitio de ramificacion, lo cual hace posible que los extremos 5 del

intron se unan en ese complejo (Wang et al., 1995).
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Figura 8. Via para el reconocimiento inicial de los sitios 5" y 3" de corte y empalme
como vias de mecanismos alternativos de maduracion (Lewin et al., 2008).

Las proteinas SR pueden permitir a complejos de corte y empalme como lo es
U2AF/RNPsn U2 unirse in vitro sin que las ribo nucleoproteinas como U1l
intervengan en la ayuda para el reconocimiento de la secuencia de corte en el
primer transcrito, lo cual da lugar a la posibilidad de que hubiera una via
independiente de Ul para el corte y empalme. Por tanto podria con esto saltar
secuencias intronicas y generar que los factores de corte se liguen a otros
dominios para la formacion de interacciones proteina-proteina necesarios dentro
de la secuencia nucleotidica para que se logre empalme constitutivo y alternativo.
La prevalencia del dominio SR en factores de empalme sugiere que podria servir
como una forma util para la identificacion de nuevas proteinas (Boucher et al.,
2001).

A consecuencia de estos procesos alternativos se pueden obtener secuencias de
intrones largos y los sitios de corte y empalme débiles, y con esto pueden seguirse
una ruta alterna para formar el spliceosoma esto debido a que en consideracién de
la funcion de las proteinas SR en el anclaje de factores de corte y empalme en el

pre- ARNm, estudios sugieren que las cantidades en exceso de proteinas SR
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pueden pasar por alto la funcion de snRNP Ul a expensas unirse el complejo en
otro sitio de anclaje lo que ocasionan cambio en la secuencias del gen (Fu et al.,
1995). Como se muestra a la derecha de la figura 8, estudios en D. melanogaster
muestran que el sitio 5' de corte y empalme es reconocido por el RNAsn Ul en la
forma usual, no obstante que el extremo 3' se reconoce como parte de un
complejo formado a través del siguiente exdn, en cuyo caso, el siguiente sitio 5' de
corte y empalme también estd unido al RNAsn U1, el cual es conectado con el
complejo U2AF por las proteinas SR en la via de pirimidina, formando una
cascada de reacciones para las cuales la formacién del spliceosoma permite que
se formen secuencias de genes mas largos. Esto debido a que cuando se une
RNPsn U2 para generar el complejo A, hay una reestructuracion por la cual el sitio
5' de corte y empalme correcto el del extremo izquierdo desplaza al de flujo
descendente del complejo existiendo un salto de secuencias intronicas. La
caracteristica importante de esa via de corte y empalme es que se requieren
secuencias de flujo descendente respecto del intron mismo, que por lo general
incluyen el sitio 5' de corte y empalme. Este mecanismo no es universal, en
algunos organismos, por ejemplo en Saccharomyces cerevisiae, no se encuentran

proteinas SR ni el proceso de definicion de exdn.

Todo esto es mediado por secuencias adicionales para unir las proteinas SR, que
ayudan a U2AF en su union con la via pirimidina (Chen et al., 2010). Tales
secuencias se llaman "potenciadores de corte y empalme”, y se encuentran
frecuentemente en un exén en flujo descendente respecto del sitio 3' de corte y

empalme.

2.3.1 Formacion del spliceosoma en organismos modelos como Drosohila

menalogaster por conjunto de cinco ribo nucleoproteinas (RNPsn)

Dentro del proceso de maduracién de transcritos se ha estudiado que después de
la formacion del complejo E, las demas RNPsn y los factores involucrados en el

corte y empalme, se vinculan en los procesos en un orden definido. EI complejo
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B1 se forma cuando un primer conjunto que contiene las RNPsn U5 y U4/U6 se
une con el complejo A que contiene RNPsn Ul y U2; considerdndose este
complejo spliceosoma porque tiene los componentes necesarios para la reacciéon
de corte y empalme. Posteriormente, se convierte en complejo B2 después de que
se libera Ul, disociacion necesaria para permitir que otros componentes se
asocien con el sitio 5' de corte y empalme, sobre todo con el RNAsn U6. En
organismos como D. melanogaster, Caenorhabditis elegans, L. vanammei el
RNAsn U5 cambia de posicidn, pues inicialmente esta cerca de las secuencias
exonicas del sitio 5' de corte y empalme, pero se traslada cerca de las secuencias

del intrén.

Con la finalidad de entender los mecanismos moleculares que dan lugar a
polimorfismo de proteinas responsables del reconocimiento especifico de
patdgenos, el presente estudio evalla el transcrito de una proteina SR como factor
de maduracion del ARNm potenciando el corte y empalme alternativo y/o
constitutivo dentro del proceso de maduracion del ARN para la expresion
polimorfica de una proteina hipotética de reconocimiento de patégenos (Dscam),

bajo una condicion infectiva en larvas de C. gigas.
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3. JUSTIFICACION

La investigacion de los mecanismos moleculares involucrados en los procesos de
defensa ante patdgenos en moluscos bivalvos hoy en dia es muy limitada, por
tanto es importante generar estudios a nivel molecular de la interaccion de
patdgenos y su hospedero, con el fin de obtener informacién acerca de los genes
gue estén involucrados en los procesos de respuesta inmune ante enfermedades.
Existen genes involucrados en respuestas inmunoldgicas para reconocimiento de
patdgenos como es el caso de la proteina Dscam (molécula de adhesion celular
del sindrome de Down), la cual puede dar lugar a la expresion de miles de
variantes proteicas bajo condiciones especificas y que hipotéticamente se cree

gue estas variantes podrian estar relacionadas al reconocimiento de patégenos.

Se sabe que Dscam esta involucrado en una serie de procesos biologicos
importantes, tales como las conexiones neuronales y la inmunidad innata
(Schmucker et al., 2009), exhibiendo una extraordinaria diversidad debido al
polimorfismo generado por splicing alternativo. De igual forma en estudios
realizados en camaron blanco (Litopenaeus vannamei) en el cual fueron retados
con Vibrio harveyi, evaluaron la expresion de esta proteina asi como las diversas
isoformas inducidas frente a este patdgeno encontrando que entre mayor era el
tiempo de exposicion al agente patdogeno la expresion de las proteinas
aumentaba. Este tipo de estudios es de fundamental importancia para el

entendimiento de mecanismos moleculares de defensa contra patégenos.

Para lograr conocer los mecanismos involucrados en el polimorfismo de proteinas
involucradas en respuestas inmunes ante agentes patdgenos en C. gigas, es
necesario generar informaciéon de los genes involucrados en procesos de
maduracién de ARNm, lo cual nos permitird avanzar hacia el entendimiento de la
expresion de genes de reconocimiento inmunoldgico bajo condiciones infectivas

por patdgenos.
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En casi todos los artrépodos en donde se ha estudiado Dscam, el gen tiene
arquitecturas de dominio y conservacion evolutiva que corresponden a proteinas
unidas a membrana celular en las cuales se ha observado que algunas de las
multiples variantes de estas proteinas son capaces de cumplir con funciones de
reconocimiento especifico de patégenos a partir de la induccién de mecanismos

de respuesta inmune.

Estudios realizados a partir del analisis de hemolinfa de camardn blanco sugieren
gue Dscam presenta diversas isoformas y que dentro de estas existen algunas
gue conllevan funciones reconocimiento para patégenos particulares (Hung et al.,
2013), sugiriendo que existe una especie de respuesta inmune especifica en estos
organismos y que esto es modulado a partir del proceso de maduracion del ARN
para la generacion de polimorfimos proteicos como es el caso de las proteinas SR
codificadas por el gen LvB52 en camardn blanco. Estas proteinas SR juegan un
papel importante en la maduracion del ARNm dentro del proceso de corte y
empalme alternativo (Escobar et al., 2006). Por tanto, la finalidad de este estudio
es conocer si las proteinas SR y Dscam en C. gigas responden a la infeccion por

un patégeno.
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4. HIPOTESIS
4.1 Pregunta

¢ La expresion del gen SR-SF estara influenciada por la infeccién por patégenos y
estard relacionada a la expresion de Dscam en C. gigas?

4.2 Hipotesis

a) La sobre-expresiéon del gen SR-SF relacionado a proteinas SR como
moduladoras de splicing, ocurrird en respuesta a infeccion bacteriana en el ostién

C. gigas.

b) La sobre-expresion del gen SR-SF estara directamente relacionada a la

expresion del gen Dscam en C. gigas bajo condiciones de infeccion bacteriana.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Generar informacion de los mecanismos moleculares involucrados en la
regulacion via splicing alternativo, que dan lugar a polimorfismo de proteinas

hipotéticamente responsables del reconocimiento especifico de patdégenos.

5.1 Objetivos particulares

e Identificar la presencia del gen SR-SF en larvas de C. gigas por mediante

mineria de datos en repositorios publicos.

e Obtener secuencias homologas de este gen para el disefio de primers
especificos, con la finalidad de aislar la secuencia del gen para su posterior

analisis de expresion en condiciones de infeccion por patégenos.

e Cuantificar la expresion génica mediante PCR cuantitativa, y evaluar los
niveles de expresion del gen SR-SF y Dscam cual pudiera estar involucrado

en el reconocimiento de patdgenos en larvas de C. gigas.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Bioensayo de exposicion a Vibrio

Se realizé un bioensayo preliminar de reto con Vibrio con larvas de dos semanas
del ostion japonés C. gigas, proporcionadas por el laboratorio “Acuacultura Robles
SPR De RI" de La Paz B.C.S, México. Se determin6 que el tiempo de mortalidad a
causa de este patdgeno en larvas de C. gigas es a las 8 horas post infeccion, con

lo cual se estimaron los tiempos para evitar mortalidades en las larvas.

Al obtenerse las condiciones para realizar el bioensayo, un nuevo grupo de larvas
fueron transportadas a las instalaciones de laboratorio de microbiologia en el
Centro Interdisciplinario de Ciencias del Mar (CICIMAR). Las larvas se repartieron
en 15 matraces Erlenmeyer de 1 litro, a cada matraz se le agregaron 5000 larvas
(500 mL de larvas a con una densidad 10/mL). Posteriormente, se realizaron
infecciones con 1 ml del agente patogeno Vibrio, utilizando tres dosis infectivas por
triplicado: dosis alta (dosis letal) (1x108), media (1x10%), y baja (1x10%).
Adicionalmente, tres matraces con el mismo numero de larvas sin infectar fue
sometido a estrés por temperatura (34°C). Como control se mantuvieron tres
matraces con larvas a temperatura ambiente (25°C), y sin infectar montando el
experimento tal y como se muestra en la figuras 9 y 10. Se tomaron muestras (250
mL de larvas) de cada matraz a 10 minutos, 3, y 6 horas post infeccion
cosechandose por medio de un tamiz de dos micras (figura 11), utilizando la
técnica de decantacion para el vaciado de larvas. El contenido aproximado de
larvas fue de 2000 larvas por replica. Las muestras se almacenaron en RNAlater

para su posterior analisis molecular.
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Figura 9. Montaje del bioensayo de infeccién con dosis alta (1x108), media (1x10°)
y baja (1x10%), y estrés térmico.
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Figura 10. Disefio del bioensayo de infeccion con dosis alta (1x108), media (1x10°)
y baja (1x10%), y estrés térmico.
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Figura 11. Tamiz de 2 micras utilizado para la cosecha de larvas en los
muestreos.

6.2 Caracterizacién parcial del transcrito del gel SR-SF en C. gigas

Se realiz6 una mineria de datos dentro de la informacion transcriptémica de los
ostiones C. gigas y C. corteziensis con el fin de buscar transcritos relacionados a
proteinas SR y Dscam. Para el disefio de primers del gen SR-SF, se realiz6 la
busqueda en bases de datos de secuencias de nucledtidos relacionados a
proteinas SR, sin embargo, no existian secuencias reportadas para C. gigas, por
lo cual se realiz6é una busqueda de la secuencias de aminoacidos en la base de
datos de proteinas UNIPROT, encontrando secuencias de aminoacidos
correspondientes a diferentes subunidades de proteinas SR. Con las secuencias
obtenidas, se realizdé la traduccion inversa in silico con el programa online
EMBOSS backtranseq y se convirtieron las secuencias de aminodcidos a
secuencias mas probables de nucleétidos. Posteriormente se realiz6 un
alineamiento de estas secuencias con secuencias para proteinas SR del el
transcriptoma de C. corteziensis, encontrando homologias en algunas de las

secuencias reportadas como se muestra en la figura 12.
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GAAGATGAARRAGARRAC,

GAAAATARCAACARAGG

Figura 12. Alineamiento de secuencias para el gen SR-SF.

6.2.1 Disefio de cebadores (primers)

Se disefiaron cebadores redundantes y especificos utilizando el programa Primer3
(Rozen y Skaletsky, 2000; http//Frodo.wi.mit.edu/primer3) y el programa en linea
Oligo Analizer v.3.1 de integrated DNA tecnologies, Inc.

(http://www.idtdna.com/analizer/applications/oligoanalizer/). Para el disefio de los

primers se tomaran en cuenta 3 factores importantes: temperatura de
alineamiento, porcentaje de guanina citosina (50%), y el nimero de nucleétidos
por primer (20-22 nucleétidos). Se obtuvieron siete juegos de primers para su

posterior envié a sintesis a la empresa MACROGEN.

Los diferentes primers obtenidos fueron evaluados por PCR y gPCR para
establecer su eficiencia de amplificacion para los genes SR-SF y Dscam en C.
gigas (Tabla 1V). Los cebadores M13 forward y reverse fueron utilizados para la

identificacion de las clonas obtenidas.


http://www.idtdna.com/analizer/applications/oligoanalizer/
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Tabla IV. Cebadores utilizados para el aislamiento e identificacion de los genes
SR-SF y Dscam en C. gigas por medio de PCR punto final.

Ta Tamario del

Cebador Secuencia o
(°C) producto (pb)
Cg01B52F 5-TGATCTTCCTCCACCACCTC-3 60 189
Cg01B52R 5-ATGCGAGAAGCAGGAGATGT-3’ 60
Cg4B52F 5-GGAGGACCAAGAGGAGGAAG-3’ 60 248
Cg4B52R 5-TGTCCATTTCTTGGTGGTGA-3 60
Cg7B52F 5-TCAAGAGATGCTTGTGAAAAAGA-3’ 58 152
Cg7B52R 5-CCATCCATTCCTCTAACAGCA-3 58
Cgl0B52F 5-CTTCTGCTCCTGGACCTACG-3 60 169
Cgl0B52R 5-GAATGGAACTCGAGGTGGAA-3’ 60
Cgl7B52F 5-TTGCTTTCCTTTGTGTTGC-3’ 60 60
Cgl7B52R 5-CCCAATCATGTTGTGATGG-3’ 60
Cgl8B52F 5-GGAGGAGGACCAATTCAACA-3’ 60 483
Cgl18B52R 5-CTCCATTAGCTGGTGGTGGT-3 60

F=forward; R=reverse; Ta Temperatura de alineamiento

6.2.2 Extraccion de ARN

Se realiz6 la extraccion en los cuatro ostiones C. gigas, utilizando TriPure Isolation
Reagen (Roche Applied Science) siguiendo el procedimiento recomendado por el
proveedor (Anexo I). EI ARN se resuspendio en 30 pL de H>O tratada con DEPC
(Invitrogen). La concentracion del ARN de cada individuo se cuantificd utilizando
un espectrofotometro (Thermo Scientific NanoDrop 1000). Se elimind el ADN
gendmico presente en cada muestra utilizando DNAsa | (RQ1 Dnase, Promega)
(anexo II) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante y posteriormente
se realiz6 la retro transcripcio con el kit improm Il reverse Transcripcion System

(Promega) (Anexo lII).
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6.2.3 Amplificacion por PCR punto final

Los cebadores SR-SF (forward) y SR-SF (reverse), fueron utilizados para la
amplificacion del transcrito del gen SR-SF bajo una mezcla de reaccion de PCR de
la siguiente manera: reacciones de un volumen total de 12.5 pyL con Buffer 1X de
ADN Taq polimerasa, 2.5 uM de MgCl> ,0.2 uM de DNTPs, 0.48 puM de primer
forward, 0.48 pM del primer reverse, y 2 pL de ADNc de cada muestra. Las
reacciones de PCR se realizaron en el termociclador GeneAmp PCR system 9700
bajo el siguiente programa; 95°C 4 min, 95°C 30 seg, 60°C 30 seg, 72°C 1 min,
72°C 3 min. Los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en
gel de agarosa al 2% con TAE, utilizando 5 pul de muestra y 2 pL de buffer de
carga/gel red (Biorad modelo mini-sub cell gt cell), y se carg6 el marcador de peso
molecular de 100 pb (DNA ladder de promega). El producto se corrié a 70V por 40
min y el gel fuevisualizado en fotoducumentador (UVP BioDoc-It 3-Door Imaging
System).

6.2.4 PCR de gradiente para transcritos del gen SR-SF

Se realizé un PCR de gradiente para evaluar la amplificacion de los primers
utilizando ADNc como templado. Se evaluaron las siguientes temperaturas de
alineamiento: 58, 59, 60°C. El resto de las condiciones fue similar al apartado

anterior.

6.2.5 Purificacion de los fragmentos obtenidos por PCR

A partir del gel de agarosa, se cortaron los fragmentos visualizados mediante un
transiluminador (BioDoc-it imaging System, UVP), los cuales fueron colocados en
un tubo de 2 mL con 10 uL de la solucién Binding por cada 10 mg de agarosa. Se

incubo a 65°C hasta su disolucioén, se insert6 la columna en el tubo de recoleccion,
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se transfirid la agarosa disuelta a la columna, y se centrifugdé a 14000 x g por un
minuto, se agregaron 500 pL de la solucion de lavado y se centrifugd a 14000 x ¢
por 5 minutos. Finalmente se eluy6 de la columna con 30 pL de agua libre de
nucleasas y se almaceno a -20°C.

Los productos obtenidos fueron cuantificados en el espectrofotometro NanoDrop™
1000 (Thermo Scientific) en el cual se coloc6 1 pL de cada muestra para
determinar la pureza y concentracién del ADN. Debido a la baja concentracién

obtenida, los fragmentos fueron clonados.

Tabla V. Cuantificacion de los fragmentos obtenidos PCR del gen SR-SF.

Primer Concentracion del Concentracion del

producto de mayor producto de menor
tamano (ng/uL) tamafno (ng/pL)

SR-SF 17.5 42.5

SR-SF 22.5 20

SR-SF 17.5 25

SR-SF 17.5 14.8

SR-SF 45 NA

SR-SF 20 32.5

6.2.6 Clonacién de los productos de PCR

Los fragmentos obtenidos (~300 pb) de la reaccion de PCR de cada muestra,
fueron ligados y clonados utilizando el vector plasmidico TOPO TA Cloning
(Invitrogen) (Anexos IV y V). Estos fueron transformados en bacterias
competentes E. coli DH5a (Invitrogen) (Anexo V), crecidas durante ~24 h en medio
LB-Agar con ampicilina. Se tomaron 500uL de bacterias en medio liquido
adicionandole 250 uL de glicerol con 250 uL de medio LB para su resguardo en -
80°C. De los medios liquidos de LB cultivados se realiz6 la cosecha celular

mediante centrifugacién en un tubo Eppendorf (1.5 mL). Se centrifug6 a 14000 x g
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a 4°C por un minuto, esto se repitié hasta eliminar completamente el sobrenadante
y formar un botdn celular seco en el fondo del tubo.

De cada colonia levantada (Anexo V) se realiz6 la amplificacion por PCR utilizando
los cebadores M13-F (forward) y M13-R (reverse) en el mismo termociclador
(Applied Biosystems Thermal Cycler 9700), utilizando las mismas concentraciones
de para la reaccion la PCR mencionadas antes, y las condiciones de amplificacién
fueron: 4 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de: 30 s a 94°C, 30 sa 50°C y 45 s a
72°C, con una extension final a 72°C durante 10 min. Los productos de
amplificacion fueron separados por electroforesis horizontal en un gel de agarosa
como se describié anteriormente. De las colonias que presentaron amplificacion,
se obtuvieron 11 clonas que presentaron un fragmento ~> 300 pb como se
muestra en la tabla VI. La purificacion del ADN plasmidico se llevo a cabo por
medio del protocolo Miniprep RPM Kit (BIO 101) (Anexo VI), para su posterior

secuenciacion.

La secuenciacion se realiz6 en ambos sentidos (5'-3’ y 3’-5’) por MACROGEN
(Corp. Korea). Se utilizé el programa BioEdit v7.0.9 (Hall, 1999) para la edicion de
las secuencias obtenidas, se limpid la secuencia del vector por medio del
programa en linea VecScreen: Screen a Sequence for Vector Contamination. El
analisis de similitud se realizé con el programa BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool (Altschul et al., 1997;http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), se realizaron
busquedas con otras secuencias nucleotidicas y de aminoacidos (blastny blastp)
del gen SR-SF ya existentes en la base de datos de la NCBI (National Center for

Biotechnology Information).
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Tabla VI. Tamafo de los productos de PCR amplificados a partir de las clonas
obtenidas.

Muestra Cebador Tamaiio del Concentracion
producto (pb) Mg
1 CGo1 189 10.15
2 CGo1 10.92
3 CG04 248 17.78
4 CG04 12.46
5 CGO07 152 11.2
6 CGO07 10.78
7 CG10 169 11.55
8 CG10 10.36
9 CG17 160 10.57
10 CG18 11.69
11 CG18 483 10.78

6.3 Identificacion y evaluacion de expresion del gen SR-SF y Dscam

6.3.1 Disefio de cebadores para el gen SR-SF, y Dscam

A partir de la secuencia obtenida de la secuenciacion, se realizé la busqueda de
homologia y se encontré0 una nueva secuencia para el gen de C. gigas SR-SF
(XR_9001109.1), para el cual se disefiaron primers especificos. Adicionalmente se
disefiaron primers para Dscam. Los nuevos primers fueron disefiados para RT-
gPCR, considerando una temperatura de alineamiento entre 59 y 60°C, y que el
tamafo de productor a amplificar fuera maximo de 200 pb. Cada primer fue
evaluado por PCR de punto final. Las secuencias de los cebadores finalmente

seleccionados se presentan en la Tabla VII.
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Tabla VII. Secuencias de los primers utilizados para el analisis de expresion de los
genes SR-SF, Dscam, y genes de referencia en C. gigas (SR-SF=serine arginine
splicing factor; Dscam; factor de elongacién Fe; GAPDH).

Gen Acceso Secuencia de cebadores T.P Ta Tamafo
GenBank pb °C

SR-SF XR_9001109 5 TCATTTTCCAGGGTTCTTTATCA3 125 60 1963
5 AAGAAGACGAGTCGCACCAT3’

Dscam JQ433974 5’CCAGTCATTTCAGGCTAAGTTCI 200 60 7167
5GTGTATCATGAAGTCCGGGTGCT3’

Referencia Escobedo-Fregoso et al.
(por publicar)

F=forward; R=reverse; Ta Temperatura de alineamiento; TP Tamafo del Producto;

Ta Temperatura de alineamiento.

6.3.2 Identificacion del gen SR-SF y Dscam en diferentes tejidos de C. gigas

De cuatro ostiones adultos de la especie C. gigas, se muestrearon: glandula
digestiva, manto, génada y musculo. Adicionalmente se realiz6 un muestreo de
larvas. Las muestras fueron preservados en RNAlater (Ambion) mantenidos a 4°C
por 24 horas y almacenados a -20°C hasta su analisis mediante PCR punto final

utilizando los primers mencionados en la tabla anterior.

6.3.3 Estandarizacién de la reaccion por PCR cuantitativo (RT-qPCR)

Se extrajo el ARN total de las larvas del bioensayo por cada tratamiento (un total
de 45 muestras), se realizo el tratamiendo con DNAsa y la retrotranscripcion. Una
vez obtenido el ADNc se verificé el ADNc mediante la amplificacion por PCR de
punto final del gen de referencia S-Actina.

Para generar la curva estandar para cada gen amplificado por gPCR, se realizaron
diluciones seriales de ADNc de cada muestra del bioensayo (para SR-SF de 1:10,
1:50, 1:100, 1:500,1:1000; para Dscam de 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000; Fe de
1:10,1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000; para GAPDH de 1:10,1:100, 1:1000,
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1:10000, 1:100000; para Beta actina de 1:10,1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000;
para TUBULINA de 1:10,1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000). Para cada gen y sus
diluciones, se evaluaron tres réplicas por amplificacion de gqPCR en un
termociclador de tiempo real de la marca Biorad modelo CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System. La reaccion de qPCR se realiz6 en un volumen total
de 15 uL con el siguiente contenido: 3 pyL de Buffer Tag 5X color less, 1.8 yL de
MgCl2,1.2 pL Dntps, 0.12 uL de Taq (1U), 0.75 uL de Eva Green Dye (20x), 0.63
pL de H20, 1.25 uL de cada primer (0.625um) y 5 pL de muestra. Las condiciones
de amplificacion por qPCR fueron: 94°C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de:
94° 10 s a y 60°C 30 s. En todas las muestras se evaluaron los genes de
referencia: Beta-Actina, Tubulina, Factor de elongacion y GAPDH asi como el gen
de la SR-SF y Dscam.

6.3.4 Anélisis de estabilidad de los genes de referencia
Los valores de Cq fueron analizados bajo los algoritmos, geNorm, Best Keeper,

Normfinder y Delta CT (Vandesompele et al., 2002) con el software en linea de

East Caroline University (http://www.ecu.edu/cs-cas/biology/zhang_baohong.cfm).

6.3.5 Cuantificacion de la expresiéon del gen de SR-SF y Dscam

El andlisis cuantitativo de la expresion de la SR-SF y Dscam se realizo en larvas
de C. gigas expuestas a Vibrio a dosis baja, media y alta, y expuestas a estrés
térmico, en tres tiempos de muestreo De cada pool de larvas por matraz, se
analizaron cuatro réplicas por RT-gPCR para cada gen, utilizando las mismas
condiciones de qPCR y volumen de reaccion utilizados en la obtencion de la curva

estandar para cada gen.

Se estimo el valor de expresion génica del gen SR-SF y Dscam por medio del

método de ciclo umbral comparativo 6 Cq comparativo (del inglés quantification


http://www.ecu.edu/cs-cas/biology/zhang_baohong.cfm
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cycle). Los valores de expresion relativa para el gen SR-SF y Dscam se
normalizaron con los genes de referencia Factor de Elongacion y GAPDH. La
expresion relativa se determind con la ecuacién (224C9) propuesta por Livak y
Schmittgen (2001).

Para conocer las diferencias entre los condiciones de infeccion y la exposcion a
estrés térmico, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) (tiempo vs tratamiento),
anidando a los individuos dentro de la infeccion con fines de separar y estimar el
efecto de variacion observada entre tratamientos en andlisis preliminares de la
expresion de los genes de las SR-SF y Dscam. Asi como analisis de medias para
los factores tiempo y tratamiento dentro del bioensayo con el método de Tukey y
Pearson, estableciendo la significancia en P < 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y caracterizacion del gen SR-SF

La amplificacion con los cebadores especificos SR-SF (F) y SR-SF(R) permitieron
la obtencién de una secuencia de 1963 pb (Fig. 13) y para Dscam (Fig. 14). El
analisis in silico mediante Blastn, indicd que la secuencia de nucle6tidos (Anexo
VII) obtenida de Crassostrea gigas tiene un 82% de similitud con la secuencia de
la proteinas rica en serina-arginina (SR-SF) del raton Jalucus jalucus (GenBank
XM_004668763.1) y un 91% con las secuencias de dos variantes del transcrito SR
splicing factor de C. gigas XR_900109.1 y XM_011428506.1. Debido a este nuevo
registro de SR-SF para C. gigas, se decidio disefiar primers especificos para C.

gigas con las secuencias actualmente registradas en GenBank.

7.2 ldentificacion por tejidos de la presencia de los genes SR-SF y Dscam en

organismos adultos de Crassostrea gigas

Utilizando los primers especificos para SR-SF y Dscam para C. gigas, se obtuvo
amplificacion a 60°C. El transcrito SR-SF se presentd en musculo, glandula
digestiva, branquias, manto y génada, y el tamafio del producto obtenido fue del
mismo tamafio para todos los tejidos. La presencia de Dscam se identificO en
musculo, glandula digestiva, branquia, manto, génada y larvas, sin embargo, en
musclo y glandula digestiva se obtuvieron fragmentos mas grandes respecto al

tamafo esperado (Figura 15).

GULAL I AAATAALATICUITTCAAIGOATAATLALAAATAAT TALLTTATTAATICOLAALTICTICAAGLATIATIATTIAIGOLLTIIIGATILAL IOAA

SATCATTTCTTAAACATGGAAGGAGTCTTTTGTCAATGCAGGATAAAACTGGGATGAAATTATCCGTATATGCTTGAGATTGCTCATTTCTCAGAGTAL
SATTACATGTTCTGGAAAGGATTG TMCAGTCAWCAGGCTMGUC AATGAAARATCGTAAGCAATTTTAARATGAGTAGTTTAGTATCAGCTTT
SR-SF-F
ATCCTTTTAGTTTAGGGGAAAAAGTGTCIGATAAAGAACCCTGGAAAATGATTTGTTGAGCTTTGTGCTCAATGTTACTCATGAATAACATTTTAAA
SR-SF-R
GTATGGTCTTGCTTCACAGGCCTGT TG TAATGCATGACTAGTTAACATTTITAAGTTGGACTCGAGGTTACTGGTATTGGATCGTTGTCTTGAATTCTA
AGGAGGATTCTAGTTGGAGTTACCCTTTGGATAGGGATTTGGTAAGTTGAGGGAGGTTTTGATCAATGATTTTAAGGGGTTGTCCAGCTATGTGGAG
AAGGAAGACTAATAGTAAALTAALTTGAGGTTTAAATGGCATTTTTTGTTCCCTTAAAAGTTAACTTCTATTTGTTTITACGCAAAATGTGTGGTTTTAT

AAACGATTGATGGATGTGTGCTATGATAATCATGTTTCTTTTCAGCATAATCAATAAAACATCACAAA

Figura 13. Localizacion de los cebadores especificos para gPCR del gen SR-SF.
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SAATGCAGTCTTAGCCATGAG ATTAGTTGTGCTGG-\AC-\ACCAG-\GTC-\:CCCAGAACHMCCWGGTCAAGMGACGAGYCGCACO\(EMAGTG-‘\
OUscom-F -
ATGGCAGCCTCCTTATGALGGAAATAGTCCGATATTGTTCTACTCCGTCCAGTACAAAGAGCAAAAAGCGOTCTGGCAAGGTGTTATACCARATGTG
TG TAAGTTCTGATCAGCTGATCGCATCCATATCTGACCTACATCCTGLCTATGTGTATGAAGTCCGGGTGLTAGCARATAALTCTATTGGATATGGTA
-
Dscom-R
AAGCCAGTGGAAGTCTCATCATCAAATTGGATGAAGACAAALCATCAGGGCCACCCACAGAGGTCAATGTCAAGGLTATAGGGTCCGAATCTCTIGG

ATATCATGGATGCCTCCTTTACCAGATCATCAAAATGGAGAGATTTTAGGATACTACATAGGATACAAGGAGAAGGACAGTCAGTCCCGATTTATCTAL

Figura 14. Localizacion de los cebadores especificos para del gen Dscam.

M 12 3 45 6 7 8 9 10

Figura 15. Productos de amplificacién obtenidos por PCR punto final del gen (A)
SR-SF en: 1) masculo, 3) glandula digestiva, 5) branquia, 7) manto, 8) gbnada. (B)
Dscam en: 1) masculo, 2) glandula digestiva, 3) branquia, 4) manto, 5) génada, 6)
larva. Control negativo (-, C-) y control positivo (C+). M=marcador de peso
molecular 100 bp.



7.3 Estandarizacion de la RT-gPCR
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La amplificacion de las diluciones seriales de ADNc permiti6 generar curvas

estandar para cada gen (Figs. 16 y 17), obteniendo amplificaciones adecuadas
con valores de eficiencia del 90-102% y R? de 0.86 a 0.99 (Tabla VIlI).

Paccescence (log scale)
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11 )
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Figura 16. Curvas de amplificacion de diluciones seriales de ADNc de larvas de C.
gigas para el gen de GAPDH.

Tabla VIII. Eficiencia de amplificacién y valores de R? para los primers que
amplifican los genes de referencia y los genes de interés.

Gen Eficiencia Valor de R?
GAPDH 102% 0.994
FE 100.9% 0.991
SR-SF 90% 0.997
Dscam 99.6% 0.86
TUBULINA 91.9% 0.98
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Figura 17. Curvas logaritmicas de amplificacién de diluciones seriales de ADNc de
larvas de Crassostrea gigas para los genes A) SR-SF, B) Dscam, C) Fe, D)
GAPDH y E) TUBULINA. Los Cq (del inglés quantification cycle) de cada dilucién
se muestran en las abscisas y el Log base 10 del nimero de copias de cada
dilucién se muestra en las ordenadas.
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7.4 Anédlisis de estabilidad de los genes de referencia.

El andlisis de estabilidad con los algoritmos, geNorm, Best Keeper, Normfinder y
Delta CT (Fig. 18), muestra que el gen mas estable es GAPDH, por lo tanto este

gen se utilizd posteriormente para normalizar la expresion relativa.
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Figura 18. Valores de estabilidad obtenidos en GeNorm, Best Keeper, Normfinder

y Delta CT, a partir de valores de Cq o expresion de los genes de referencia Fe,
GAPDH y Tubulina analizados.

7.5. Expresion de SR-SF y Dscam en larvas de C. gigas en expuestas a un
patdégeno y a estrés térmico

El analisis estadistico fue utilizado para determinar las diferencias significativas de

la expresion de los genes SR-SF y Dscam (normalizados con GAPDH) en cada

condicion respecto al tiempo.

Como se puede observar en la figuras 19, 20 y 21, existe una mayor expresion de

Dscam a las 3 hrs post infeccién. Se observo una disminucion en la expresion de
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Dscam en cada dosis infectiva a las 6 hrs de infeccion cuando se presentaron
indicios de mortalidades de larvas. Dscam presentd el mismo patron de expresion
en el ensayo de estrés térmico y en los ensayos de exposicion a las diferentes

dosis infectivas.

Los resultados de expresibn para SR-SF y Dscam muestran diferencias
significativas (P < 0.05) respecto al tiempo en las tres condiciones infectivas. La
expresion de SR-SF en la dosis baja fue mayor a las 3 horas post exposicion (Fig.
20), a diferencia de lo observado en la dosis media y alta, en donde la mayor
expresion ocurrié a las 6 horas post exposicion (Fig. 21 y 22). Asi mismo, la
expresion de SR-SF fue mayor a las 6 horas de exposicion a estrés térmico (Fig.
23y 24).
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Figura 19. Expresion relativa (222¢9) del gen SR-SF (A) y Dscam (B) respecto al
tiempo de exposicion en larvas de Crassostrea gigas bajo una dosis BAJA de
patdgeno. Las diferencias significativas se muestras con letras minusculas.
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Figura 20. Expresion relativa (2"22¢9) del gen SR-SF (A) y Dscam (B) respecto al
tiempo de exposicion en larvas de Crassostrea gigas bajo una dosis MEDIA de
patogeno. Las diferencias significativas se muestras con letras minusculas.
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Figura 21. Expresion relativa (2-22¢9) del gen SR-SF (A) y Dscam (B) respecto al
tiempo de exposicion en larvas de Crassostrea gigas bajo una dosis ALTA de
patdgeno. Las diferencias significativas se muestras con letras minusculas.
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Figura 22. Expresion relativa (2"22¢9) del gen SR-SF (A) y Dscam (B) respecto al
tiempo de exposicion en larvas de Crassostrea gigas bajo estrés por temperatura.
Las diferencias significativas se muestras con letras minusculas.
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Figura 23. Niveles de expresion del gen SR-SF (2-4¢9) con respecto a la condicion
infectiva y al tiempo de exposicion al patégeno y a temperatura. Los resultados del
analisis ANOVA completo se incluyen dentro de la grafica (letras minuUsculas
diferentes en la parte superior indican diferencias significativas por grupo de dosis
infectiva).
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Figura 24. Niveles de expresion del gen Dscam con respecto al tratamiento de
cada muestra en los diferentes tiempos de infeccion, Los resultados del analisis
ANOVA completo se incluyen dentro de la gréafica (letras minUsculas diferentes en
la parte superior indican diferencias significativas por grupo de dosis infectiva).
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8. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue el estudio del gen SR-SF el cual sintetiza a las
proteinas SR. Estas proteinas cumplen con funciones de reconocimiento y
reclutamiento de factores de corte y empalme dentro del proceso de maduracion
de genes y cumplen con acarrear a los de complejos en los sitios de
reconocimiento en las secuencias nucletidicas de un gen. Un ejemplo de las
funciones que llevan a cabo estas proteinas como potenciadoras en Drosophila,
es el anclar a complejos como SF2/ASF en los sitios de reconocimiento para corte
y empalme (Gabut et al., 2007) para iniciar el proceso de maduracion de
transcritos a partir de genes especificos ya sea de manera constitutiva y/o

alternativa.

El presente estudio estad dirigido a conocer si el gen SR-SF (relacionado a
proteinas SR) se expresa en larvas de C. gigas y si esta relacionado con el
splicing como un modulador de la expresion de proteinas relacionadas a
mecanismos moleculares de respuesta inmune, y Si ciertos estresores promueven
la expresion de variantes de proteinas a partir de mecanismos splicing. El
experimento se llevd a cabo con organismos en estadio larval, debido a que
antecedentes sefialan que en los procesos de cultivo esta es la etapa en la que se
presentan una alta cantidad de mortalidades en los laboratorios de produccion
debido a que es en la etapa de fijacion en concha donde el organismo se debilita

debido a la energia que requiere para el crecimiento.
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8.1. Caracterizacion del gen SR-SF

Las proteinas SR tienen dominios evolutivos conservados tanto en vertebrados
como invertebrados (Shepard et al., 2009), sin embargo, la secuencia nucleotidica
del gen SR-SF en este estudio para C. gigas fue de 1963 pb, indicando que es
mas grande que lo reportado por Chiang et al., (2013) quienes obtuvieron una
secuencia de un tamafio de 1149 pares de bases para el gen LvB52 (SR-SF)
relacionado a la expresion de una variante de LvDscam. De igual manera se
observa que el tamafio es variante con respecto a lo reportado para el gen SR de
1500 pb de D. melanogaster que interviene en la formacion de isoformas. De
acuerdo a una analisis de confrontacion realizado por medio de base de datos,
encontramos que la secuencia de 1963 pb present6 homologia del 96% con
secuencias reportadas para de proteinas SR con funciones reguladoras de
factores de corte y empalme alternativo de C. gigas y con una 88% con
secuencias reportadas para la especie jalucus jalucus, indicando que hay

diferencias entre ambas secuencias.

8.2. Identificacion de SR-SFy Dscam en tejidos de C. gigas

Mediante la evaluacion del gen SR-SF en diferentes tejidos de C. gigas adultos, se
identificd la expresion de este gen en mdasculo, branquia, manto, génada y
glandula digestiva, coincidiendo con Chiang et al., (2013) que reportan que este
gen se expresa en todos los tejidos de camardn, encontrado niveles de expresion

mas altos en estémago.

De igual forma se puede observar en la figura 16-B, que Dscam se expresa en
todos los tejidos evaluados para C. gigas, sin embargo, se obtuvieron fragmentos
mas grandes a los esperados en musculo y glandula digestiva con respecto al
resto de los tejidos. Esta diferencia de tamafios se le atribuye a la formacion de

isomorfas de Dscam como se ha sugerido para otros organismos como L.
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vannamei, siendo esta la primera evidencia de la presencia de isoformas de
Dscam en C. gigas. Debido a que las isoformas de Dscam de C. gigas variaron
entre tejidos, estas pudieran tener funciones especificas (Chiang et al., 2013)
como se ha pronosticado para LvDscam de camaron.

8.3. Expresién de SR-SF y Dscam

Se esperaba que la larvas expuestas dosis bajas de Vibrio respondieran posterior
a las larvas expuestas a dosis altas, sin embargo, los organismos expuestos a
dosis bajas de patdgeno presentaron mayor expresion del gen SR-SF en las
primeras tres horas. Las larvas expuestas a dosis bajas de patdégeno presentaron
las menores diferencias de expresion entre cada tiempo, lo que sugiere no
presentaron altas variaciones en la potenciacion de la maquinaria de splicing, e

incluso a las seis horas se estabilizé la expresion respecto al tiempo inicial.

Las larvas expuestas a dosis media y alta de Vibrio, mostraron que la expresion de
SR-SF aument6 de manera gradual respecto al tiempo de exposicion al patdégeno,
siendo mayor la expresion a las seis horas post infeccion. Debido a que las
proteinas SR son factores de activacion de la maquinaria de splicing, y que se
presentd una relacion de expresion de SR-SF respecto al tiempo de exposicion, se
sugiere que a la activacion del splicing fue gradual respecto al tiempo. Este
mecanismo de activacion de splicing se ha sugerido como sistema de respuesta a
diversas condiciones ambientales desfavorables para el organismo, en donde los
organismos que carecen de una respuesta inmune adaptativa 0 generacion de
anticuerpos especificos, presentan estrategias como la generacion de multiples
isoformas de proteinas con funciones diferenciales como el reconocimiento de

patégenos.

El patron de expresién de SR-SF encontrado en C. gigas expuesto a dosis media

y alta de Vibrio, se ha observado en L. vannamei expuesto al virus de la mancha
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blanca, en donde los niveles de expresion de proteinas SR aumentan en relaciéon
al tiempo de infeccion y a su vez se relaciona al aumento en los niveles de
expresion de una proteina de respuesta inmune en camaron denominada
LvDscam (Chiang et al., 2013).

La expresion de Dscam fue mayor a las tres horas post exposicidén al patdégeno y a
las tres horas de exposicion a estrés térmico, por lo tanto se considera que Dscam
es un gen de respuesta a corto plazo en C. gigas, lo que coincide con la
disminucion de la expresion a las seis horas. Una de las funciones sugeridas para
Dscam es el reconocimiento de patdégenos, sin embargo, la expresiéon de Dscam
se incremento al elevar la temperatura de las larvas como se muestra en la figura
23 y 24, lo que sugiere que Dscam pudiera responder a diferentes estresores
debido a su gran polimorfismo. Sin embargo, el incremento de la temperatura en el
bioensayo, pudo propiciar la proliferacion de bacterias y posibles virus que

pudieran contener las larvas desde su origen en laboratorio de produccion.

La respuesta temprana de C. gigas pudo observarse mediante la sobre-expresion
de Dscam a las tres horas, esta temprana respuesta indican que tal como se ha
planteado, la funcion temprana de ciertas variantes de Dscam pudieran estar
ligadas al reconocimiento de patdégenos (Hung et al.,, 2013). En moluscos los
mecanismos de defensa son muy efectivos y rapidos contra bacterias, hongos,
protozoos y metazoos (Gonzélez y Arenas., 2002) por tanto podriamos pensar que
en C. gigas Dscam tiene funciones de reconocimiento en respuesta inmune a
corto plazo. En C. gigas se ha observado que la respuesta a exposicion a Vibrios
es de manera rapida, en donde las integrinas una familia de moléculas de
adhesion celular juegan un papel importante en la regulacion de la adhesién

celular, la migracion, la proliferacion, la apoptosis y la fagocitosis (Jia et. al., 2015).
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8.4 Relacién entre SR-SF y Dscam

En larvas expuestas a una dosis baja de Vibrio se observo que a las tres horas
post-exposicién, los niveles de expresion del gen SR-SF y Dscam estuvieron
relacionados porque la expresion de ambos genes aumentd. Esta relacién sugiere
gue el gen SR-SF podria ser un modulador de la expresién de algunas isoformas
de Dscam relacionadas al reconocimiento de patdgenos, ya que como se ha
estudiado con anterioridad Dscam exhibe una extraordinaria diversidad en cuanto
isoformas debido a su alto polimorfismo generado a partir splicing alternativo
(Schmucker et. al., 2000). Este resultado coincide con lo descrito Chiang et al.,
(2013) en el cual L. vannamei infectado con el virus de la mancha blanca aumenta
los niveles de expresion de los genes LvB52 y LvDscam respecto al tiempo,
obteniendo los mayores niveles de expresion después de la 72 horas post

infeccion.

En las larvas expuestas a Vibrio con dosis media y alta, y a estrés térmico, no se
presentd una relacion directa entre los niveles de expresion de los genes SR-SF y
Dscam, por lo tanto el gen SR-SF no actia como modulador de splicing de Dscam
porque la sobre expresion de Dscam se presenté a las tres horas, siendo previa la

respuesta a la sobre-expresion de SR-SF que fue mayor a las seis horas.

El que no exista una relacion directa entre SR-SF y Dscam en los experimentos
realizados en este estudio, indican que el incremento de la expresion de Dscam en
respuesta a los dos estresores puede asociarse a un transcrito sin modificaciones
postranscripcionales el cual no requiere de splicing alternativo. Una de las
posibilidades de no encontrar esta relacion directa, se debe a que bajo estas

condiciones el organismo no necesitaba generar variantes de splicing.

Para corroborar que la sobre-expresion de SR-SF genera multiples isoformas, es
necesario evaluar la respuesta transcripcional de forma global mediante
tecnologias como es la secuenciacidbn masiva, este andlisis permitiria cuantificar

todas las isoformas generadas bajo cierta condicién. Esta aproximacion también
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aportaria informacion relacionada a las posibles variantes de Dscam que se

estuvieran generando.

Los resultados obtenidos en este trabajo se resumen de la siguiente manera: el
gen SR-SF en larvas de C. gigas, se expresa de manera diferencial en organismos
gue son retados ante agentes patdgenos, él gen se expresa tanto en tejido de
manto, musculo, branquia, glandula digestiva y génada en organismos adultos,
para Dscam se obtiene que el gen estd presente en C. gigas se expresa
diferencialmente en larvas sometidas a infecciébn por patégeno y estrés por
temperatura, dentro de la cual puede generar miles de isoformas que pueden estar
relacionadas a estas condiciones particulares asi como para organismos adultos,
el gen cuenta con diferentes subunidades del mismo y siempre se expresa de
igual manera en tejido de manto, musculo, branquia, glandula digestiva y génada
en organismos adultos, con esto concluyendo que ambos genes se expresa en
larvas y adultos de C. gigas, su expresion se incrementd al ser sometidos los
organismos ante infecciones por patdgeno en larvas de C. gigas de manera
exponencial conforme la dosis suministrada de patégeno aumentaba, se demostro
gue los niveles de expresion tanto del gen SR-SF y Dscam se encuentra
relacionados ante la infeccion en dosis baja por agentes patégenos en un plazo de
hasta 3 horas post infeccion por medio del agente patdgeno (Vibrio) debido al
contacto e interaccion del patdgenos con su hospedero cuales pudieron estimular
la modulacion en la expresion de isoformas de Dscam ligadas a respuesta inmune
y posterior a las 6 horas las tasas de mortalidad ocasionada por el patégeno

contribuyeron a la disminucioén en los niveles de expresion del gen Dscam.
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9. CONCLUSIONES

Se obtuvo una secuencia de 1963 pb con similitud del 96% con el gen de
proteinas SR como factores de corte y empalme alternativo de C. gigas.

Los genes SR-SF y Dscam se identificaron en muasculo, branquias, manto,
glandula digestiva, gonada y larvas.

Los tamafios de los fragmentos de Dscam fueron mayores a lo esperado en
musculo y glandula digestiva, siendo la primera evidencia del polimorfismo de
Dscam en C. gigas.

Se encontrd que hay relacion entre la expresion de los genes SR-SF y Dscam a
exposiciones bajas del patdgeno.

El incremento de la expresion de SR-SF y de Dscam indica que la funcion de

ambos genes es en respuesta a exposicion a Vibrio y a estrés térmico.
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10. RECOMENDACIONES.

1. Llevar a cabo analisis de secuenciacion masiva para evaluar las isoformas

generadas cuando se sobre expresa SR-SF.

2. Realizar un bioensayo utilizando diferentes patdgenos para evaluar como estos

influyen en los niveles de expresion de los genes SR-SF y Dscam.

3. Realizar un bioensayo en organismos adultos para evaluar los niveles de
expresion de los genes de interés en diferentes tejidos.
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12. ANEXOS
ANEXO I. Extraccién de ARN total de larvas de ostiéon

Pesar entre 50-100 mg de tejido y cortar. (en hielo)

Colocar el tejido en un tubo con 800 pL de trizol.

Llevar a bioruptor a 2 ciclos de 30 segundos.

Colocar en hielo.

Centrifugar a 12000 x g por 5 min a 4°C.

Transferir la fase acuosa superior (~800 uL) a un nuevo tubo sin tocar fondo y

tejido.

7. Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

8. Afadir 300 puL de cloroformo.

9. Vortexear 10 segundos.

10.Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

11.Centrifugar a 12000 x g por 5 min a 4°C.

12. Se transfirio la fase acuosa a un tubo de 1.6 ml (aprox. 450 yL) sin tocar la
interface.

13. Anadir 500 pL de Isopropanol.

14.Mezclar por inversion 5 veces.

15.Incubar 15 min a temperatura ambiente.

16.Centrifugar a 12000 x g por 15 min a 4°C.

17.Eliminar sobrenadante.

18.Se agreg6 500 pL de Etanol al 70%(preparado con agua Milli Q).

19.Incubar en hielo 10 min.

20.Centrifugar a 7500 x g por 5 min a 4°C.

21.Retirar exceso de alcohol.

22.Repetir los pasos.

23.Retirar exceso de alcohol.

24.Secar a temperatura ambiente aprox. 20 min.

25.Finalmente suspender el pellet en ~50 pL de agua Milli Q.

26.Reposar 10 min a temperatura ambiente.

27.Re-suspender el pellet por pipeteo suave.

28.El ARN se almacené a -80C.
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ANEXO II. Tratamiento con DNAsa

1.- Poner los tubos con los 50 yL de ARN en hielo.
2.- Agregar 15 pL de la siguiente reaccion a cada tubo:
e H0 estéril 2.0 uL
e RQ1 Buffer 10x 6.5 yL
e RNAsin 0.5 pL
e RQ1 DNAsa 6.0 yL
e Total 15 L
3.- Incubar a 37° C por 30 min.
4.- Adadir 6.5 uL de LiCl 4M a cada tubo.
5.- Adicionar 65 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y agitar con vortex.
6.- Centrifugar a 12000 x g velocidad por 10 min a temperatura ambiente.
7.- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1.6 ml (~50 pL).
8.- Agregar 2.5 vol de etanol absoluto (125 pL).
9.- Precipitar a -20° C toda la noche.
10.- Centrifugar a 12000 x g a 4° C por 15 min y descartar sobrenadante.
11.- Adicionar 500 uL de etanol al 70%.
12.- Centrifugar a 12000 x g a 4° C por 15 min.
13.- Descartar el sobrenadante totalmente con pipeta.
14.- Resuspender el pellet en 50uL de H>O DEPC.



ANEXO Ill. Sintesis de ADNc

1.- Mezclar 5 yL de ARN digerido con DNAsa y 1 uL de oligo (dT) en un tubo
limpio de 1.6 ml y colocar en hielo.
2.- Incubar a 70° C por 5 min.
3.- Poner en hielo por 2 min.
4.- Ahadir 14 pL de la siguiente reaccién a cada tubo:
e H20 DEPC 3.0 yL
e MgCl> 4.5 uL
e dNTP's 1.0 pL
e RNAsin 0.5 pL
e Enzima RT 1.0 uL
e Total 14 pL
5.- Incubar a 42 ° C por 1 h.
6.- Desactivar la enzima a 70° C por 10 min.

7.- Almacenar a -20° C.



ANEXO IV. Ligacién

a) Ligacién con TOPO-TA Cloning.

1.- Preparar la siguiente reaccion:

Salt solution 1.0 yL
Vector 1.0 uL

Producto de PCR 4.0 pyL
Total 6.0 pL

2.- Mezclar suavemente.

3.- Incubar por 5 min a temperatura ambiente.

4.- Poner en hielo los tubos e incubar por 30 min.

5.- Almacenar a -20° C toda la noche.

b) Ligacion con pGEM-T Easy Vector.

1.- Preparar la siguiente reaccion:

2.- Incubar por 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4° C.

Buffer 2x ligation 10.0 uL
pPpGEM-T Vector 1.0 uL
Fragmento purificado 8.0 yL
DNA ligasa (T4) 1.0 L
Total 20.0 pL

3.- Almacenar a -20° C.
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ANEXO V. Transformacion de ligacion con el vector TOPO-TA

a) Transformacion
1.- Preparar 1 dia antes cajas Petri con medio LB-Agar con ampicilina y
almacenarlas a 4° C (25 g de LB y 15 g de Agar para 1 L; 2.4 uL de
ampicilina por 1 ml de LB; 20 ml por caja)
2.- Poner las cajas a 37° C al iniciar la transformacion.
3.- Descongelar las bacterias en hielo.
4.- Mezclar 2 uL de ligacion en 1 vial de células competentes.
5.- Incubar en hielo por 30 min.
6.- Dar choque térmico a 42° C por 20 s.
7.- Poner en hielo por 2 min.
8.- Adicionar en 250 pl de medio SOC a temperatura ambiente.
9.- Incubar con rotacion a 37° C por 2 h, colocando los tubos de manera
horizontal.
13.- Inocular 3 cajas Petri con LB-ampicilina de cada transformacion:
Caja 1: con 10uL, caja 2: con 30puL y caja 3: con 50uL
14.- Incubar toda la noche a 37° C.

b) Levantamiento de colonias
1.- Preparar 1 dia antes cajas Petri con medio LB-Agar con ampicilina y
almacenarlas a 4° C
(25 gde LBy 15 g de Agar para 1 L; 2.4 yL de ampicilina por 1 ml de LB; 20
ml por caja).
2.- Poner las cajas a 37° C, 30 min antes de iniciar el levantamiento de
colonias.
3.- Levantar las colonias mas aisladas con un palillo de madera, pasar a
caja Petri con LB ampicilina nueva (debidamente numerada) y poner el
palillo en tubo con reaccion para PCR (uno por colonia).
4.- Marcar las colonias levantadas en caja Petri.
5.- Incubar a 37° C toda la noche.
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ANEXO VI. Purificacién del producto de PCR a partir de gel de agarosa
(Wizard sv gel and clean up system, Promega)

a) Purificacion de producto de PCR
la.- Juntar el producto de PCR en un tubo (~50 pL).
2a.- Afiadir 1 volumen de Membrane binding solution.
b) Purificacion de gel de agarosa al 1%
1b.- Pesar tubo de 1.6 mL antes de cortar el gel.
2b.- Cortar fragmento con navaja estéril.
3b.- Ahadir 10pL de membrana binding solution por cada 10 mg de gel.
4b.- Incubar de 50-65° C por 10 min o hasta que se disuelva el gel por
completo; agitar en vortex cada 2-3 min.
Continuacion de protocolos a) 0 b):
3.- Colocar una columna en un tubo colector por muestra.
4.- Transferir el producto de PCR/gel de agarosa disuelto a la columna e
incubar por 1 min.
5.- Centrifugar a 14,000 x g por 1 min.
6.- Descartar lavado.
7.-Lavar con 700uL de membrane wash solution.
8.- Centrifugar a 14000 x g por 1 min y descartar lavado.
9.- Lavar con 500 uL de membrane wash solution.
10.- Centrifugar a 14000 x g por 5 min y descartar lavado.
11.- Colocar la columna en el tubo colector y centrifugar en seco por 1 min.
12.- Transferir la columna a un tubo eppendorf limpio.
13.- Aiadir 25-50 uL de agua libre de nucleasas.
14.- Incubar 1 min a temperatura ambiente.
15.- Centrifugar a 14000 x g por 1 min.

16.- Retirar columna y almacenar a -20° C.



ANEXO VIl.Secuencia nucleotidica del gen SR-SF de Crassostrea gigas

1 acaagcgttt cgatgatcga gacaaggatc gatgaaagcg ttcaaccaga aaagttagag
61 aggacggaga agtcagaaga ctacactagc ctactgattg gaagaatatt tctacagaat

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921

aatgtccaga
gagggacatt
aaggcgaggg
tgtccacgaa
aggtggagga
gggtcgtgga
tttagtctct
agcaggagat
caggaaagaa
tgagggagaa
aaggtcccgce
accagtcagg
aaggatcata
tggtttttgc
ggatgaattg
tatcttggat
aaaaggaatc
atctatgtag
cagtaaataa
tgaagcatta
agtcttttgt
tcatttctca
taagttcaat
cttttagttt
tgtgctcaat
tctgtaatgce
ttgtcttgaa
gttgagggag
gactaatagt
tctatttgtt
ataatcatgt

ggaaatgacg
gaggatttgt
ccgccatttt
agagatggct
ccaggcggtt
ccaccaggtg
ggattaccac
gtgtgttaca
gacatgaaac
gtgtcttaca
agcagaagca
ggtcgatcaa
aagaaatgaa
tctgtgggaa
gatttatcat
caattgggat
tggatggatc
gcaaaataat
cattgcttca
ttatttatgg
caatgcagga
gagtaccgat
gaaaaatcgt
aggggaaaaa
gttactcatg
atgactagtt
ttctaaggag
gttttgatca
aaactaactt
tttacgcaaa
ttcttttcag

tgcgagttta
tctacaagtt
gttttgttga
acaactatga
ctagatctag
ggagaggagg
catctggcag
cagatgtcta
atgctgtcag
tccgtgtgaa
tcacaccccc
ggtctaggtc
agatgacaag
agtttggatc
gtttggataa
caagggatga
cttagaccct
catcagggtt
atggataatc
ccttttgatc
taaaactggg
tacatgttct
aagcaatttt
gtgtctgata
aataacattt
aacattttaa
gattctagtt
atgattttaa
gaggtttaaa
atgtgtggtt
cataatcaat

tgttggaaac
tggaaaaatt
attcgaggac
tggatataca
agggggtgga
acccccatcc
ctggcaggat
caaagatgga
caaactggat
agaagattac
aagacgatcc
cagatcttaa
cattggcaag
attatgatga
taggatacaa
ggatttggat
aactggaatt
aagatttaac
acaaataatt
actgaatgat
atgaaattat
ggaaaggatt
aaaatgagta
aagaaccctg
taaaatgtat
gttggactcg
ggagttaccc
ggggttgtcc
tggcattttt
ttatgaaacg
aaaacatcac

cttccaccag
gcctttgtcecg
ccaagagacg
ctgagggtgg
ggagggtatg
agaagatctg
ctgaaagatc
actggagttg
gacaccaagt
agaggaggcg
agggcatccc
atgtaacaaa
catttaaaaa
caagcttgga
acatggataa
tttttcagtc
attttggaat
ctctgtttta
accttattaa
catttcttaa
ccgtatatgc
gtaaaccagt
gtttagtatc
gaaaatgatt
ggtcttgcectt
aggttactgg
tttggatagg
agctatgtgg
tgttccctta
attgatggat
aaa

acataagggc
acctgaaaac
catcagacgc
agttcccgceg
gcttccgtgg
aatacagagt
acatgaggga
ttgaatttct
ttaggtctca
gaggaaggtc
ccagatattc
caagtggtgc
agacggttca
aatttgggat
ttaggataac
ccctctcaat
tcatgaatcc
aaagaattgg
tggcaagttg
acatggaagg
ttgagattgc
catttcaggc
agctttaatc
tgttgagctt
cacaggcctg
tattggatcg
gatttggtaa
agggaaggaa
aaagttaact
gtgtgctatg
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