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RESUMEN

La enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) cataliza la oxidacion
ireversible de betaina aldehido a glicina betaina (GB), un eficiente
osmoregulador acumulado en diversos organismos. GB es acumulado en
camaron Litopenaeus vannamei en respuesta a estrés osmaotico. Sin embargo,
no existen investigaciones enfocadas al estudio de la BADH en este organismo.
El objetivo de este estudio fue la caracterizacion molecular y evaluacion de la
expresion de BADH en tejido de camardn L. vannamei bajo diferentes
condiciones salinas. Se obtuvo una secuencia parcial nucleotidica del cDNA
para la BADH de L. vannamei (LvBADH), mediante la superposicion de las
secuencias de dos fragmenios obtenidos por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). La secuencia nucleotidica de LvBADH fue de 1244 pb, con
un codon de terminacion en ia posicion 649. En LYBADH se identificaron 460 pb
de la region no codificante del extremo 3 y 648 pb correspondientes al marco
de lectura abierto, codificante para 216 aminoacidos. La secuencia
aminoacidica deducida de LvBADH posee alta identidad con secuencias de
proteinas homologas de organismos marinos y presenta residuos involucrados
en la formacion del dominio catalitico y oligomerizacion, en las posiciones 7-164
y 176-216, respectivamente. El anélisis filogenético clasifica a LvBADH en el
clado de ALDHS9 de invertebrados. Mediante RT-gPCR, se determino el nivel de
expresion de la BADH en los tejidos de hepatopancreas, branquias y masculo
de L. vannamei. El nivel de expresion de LVBADH en hepatopancreas fue
mayor, respecto branquias y musculo (2.43 y 3.16 veces respectivamente) bajo
condiciones de salinidad optima (35 ppt) (P<0.05). En hepatopancreas, los
niveles de transcritos de LvBADH aumentaron 2.18 y 1.87 veces en salinidad
baja (25 ppt) y alta (40 ppt) respectivamente, comparado con salinidad normal
(P<0.05). En branquias, la expresion de BADH fue 2.76 y 1.72 veces mayor en
condiciones de salinidad baja y alta respectivamente, en relacion al control
(P<0.05). Por el contrario, el nivel de transcrito en musculo disminuyé 3.97

veces en salinidad baja y 13 veces en salinidad aita, comparado con la

xii



expresion en salinidad normail (P<0.05). Estos resultados, demuestran que la
expresion LvBADH en L. vannamei es regulada de manera tejido especifico por
variaciones en la salinidad y sugieren que esta implicada en los mecanismos de

regulacion osmotica.

Palabras claves: Betaina Aldehido Deshidrogenasa, Glicina Betaina,
caracterizacion molecular, Litopenaeus vannamei, niveles de expresion, estrés

osmdotico.
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ABSTRACT

Betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) catalyzes the irreversible oxidation of
betaine aldehyde to glycine betaine (GB), an efficient osmoprotector
accumulated in different organisms. There is an increase in GB levels in the
white shrimp Litopenaeus vannamei during osmotic stress. However, there are
no studies of the BADH in this organism. The aim of this study was the
molecular characterization of BADH from the shrimp L. vannamei and tissue-
specific expression under salinity variations. Two fragments were obtained by
polymerase chain reaction (PCR) and were sequenced. A partial nucleotide
sequence of the cDNA for BADH from L. vannamei (LvBADH) was obtained by
overiapping two PCR fragments. The partial LvBADH sequence is 1244 bp long
and the stop codon was identified at position 649. The open reading frame
(ORF) is 648 pb long and encodes a predicted protein of 216 residues and a 3’
untranslated region (UTR) of 460 pb long. The LvBADH predicted amino acid
sequence shares high identity with homologous sequences in marine organisms
Moreover, the amino acid sequence of LVBADH possess conserved residues
from catalytic aﬁd oligomerization domains at positions 7-164 and 176 a 216,
respectively. Furthermore, the phylogenetic analyzes classified LvBADH in a
clade that includes ALDHS sequences from marine vertebrate and invertebrates.
The expression level of BADH was determined by RT-gPCR, in
hepatopancreas, gills and muscle of L. vannamei. In normal salinity of 35 ppt,
LvBADH transcripts were 2.4-fold and 3.1-fold higher in hepatopancreas than in
gills and muscle, respectively (P<0.05). LvBADH transcripts increased 2.2 and
1.8 fold relative to the control condition in the hepatopancreas after 7 days of
low and high salinity, respectively (P<0.05). Similarly, LvBADH transcripts
increased 2.8 and 1.8 fold in gills after 7 days at low and high salinities,
respectively, compared to control salinity (P<0.05). In muscie, LvBADH
transcripts decreased 4 and 15 fold after 7 days at low and high salinities,
respectively, compared to normal salinity (P<0.05). The BADH expression levels

in white shrimp L. vannamei are modulated in tissue-specific manner during
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salinity variations. These results suggest that LvBADH is involved in the cellular

response of L. vannamei to address changes in environmental salinity.

Keyswords: betaine aldehyde dehydrogenase, glycine betaine, gene

expression, Litopenaeus vannamei, molecular characterization, osmotic stress
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INTRODUCCION

El camardn blanco Litopenaeus vannamei durante su ontogenia presenta un
patron de distribucién ecoldgica definido, el desarrollo 1aNario ocurre en
6céanos, mientras que el desarrolio postiarval se lleva a cabo en franjas
costeras (estuarios y lagunas) donde alcanza la forma juvenil o adulta (Wyban
et al., 1995; Samocha et al., .1998; Chong-Robles et al., 2014). Debido a esto, el
camaron durante su desarroflo, se encuentra en constante exposicion a
cambios en los parametros fisicos del agua como salinidad, temperatura y pH
(Castille y Lawrence, 1981; Samocha et al., 1998; Diaz et al., 2001; Chong-
Robles et al., 2014). Las variaciones en ias condiciones salinas pueden resultar
en estrés osmotico (Gomez-Jiménez et al.,, 2004). El camardn L. vannamei
presenta una gran capacidad de osmoregulacion, lo que le proporciona
resistencia y adaptacidon a amplios intervalos de salinidad (Castille y Lawrence,
1981; Diaz et al., 2001; Chong-Robles et al., 2014).

Un mecanismo comin en diferentes organismos para el mantenimiento del
volumen celular en condiciones de estrés osmotico es la acumulacion de
solutos organicos, que no intervienen con el metabolismo celular (Yancey y
Somero, 1979; Pequeux, 1995; Rathinasabapathi, 2000; Jahn et al., 2006). kn
crustaceos y moluscos, como el camarén blanco existe un incremento en jos
niveles de glicina betaina (GB) en respuesta a la exposicion a condiciones
variables de salinidad (Dragolovich y Pierce, 1992; Deaton, 2001, De Vooys y
Geenevasen, 2002; Gémez-Jiménez et al., 2004; Ray et al., 2010).

En fa mayoria de los organismos, GB es el producto de dos reacciones de
oxidacion de colina, donde el ultimo paso es catalizado por fa enzima betaina
aldehido deshidrogenasa (BADH E.C. 1.2.1.8) (Weretiinyk y Hanson, 1990,
Rhodes y Hanson, 1993; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994). La BADH



cataliza la oxidacién irreversible dependiente de NAD(P)" de betaina aldehido a
GB (Mufioz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008).

La BADH juega un papel importante en la tolerancia a condiciones de estrés
abidtico, como la salinidad (Hulse y Henderson, 1980; Falkenberg y Stram,
1990, Weretiinyk. y Hanson, 1990; Kurys et al., 1993; McCue y Hanson, 1992;
Chem y Pietruszko, 1995; Wood et al., 1996; Guzman-Partida y Valenzuela-
Soto, 1998; Legaria et al,, 1998; Chern y Pietruszko, 1999; Vaz et al., 2000;
Valenzuela-Soto et al., 2003). En plantas, el aumento en la expresion del gen de
la BADH, en paralelo con el incremento en los niveles de GB, se ha relacionado
con la adaptacion a condiciones de salinidad y sequia (Weretiinyk. y Hanson,
1990; McCue y Hanson, 1992; Legaria et al., 1998; Oishi y Ebina, 2005).

£n organismos eucariotas, como plantas y mamiferos, existen diversos reportes
de genes y de la secuencia aminoacidica de la BADH (Hulse y Henderson,
1980; Weretiinyk y Hanson, 1990; McCue y Hanson, 1992; Kurys et al., 1993,
Chern y Pietruszko, 1995; Wood et al., 1996; Legaria et al., 1998; Chern y
Pietruszko, 1999; Vaz et al., 2000). En cambio, en animales marinos la
secuencia aminoacidica completa de ia BADH, se ha determinado Gnicamente
en 4 organismos (Johansson et al., 1998; Wang et al., 2007; Zhang et al,, 2012;
Tatusova et al., 2013).

A pesar de la importancia de fa BADH en su papel en la respuesta a estrés y
produccion de GB en crustaceos, no existen reportes de la regulacion a nivel de
genes de la BADH en crustaceos. Por todo lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue determinar la secuencia nucleotidica del ¢cDNA y la evaluacion la
expresion de la BADH en tejidos de camarén blanco L. vannamei, sometido a

condiciones variables de salinidad.



CAPITULO Il. ANTECEDENTES

I1.1.-Superfamilia de Aldehido Deshidrogenasas

Las enzimas que integran a la superfamilia de las aldehidos deshidrogenasas
(ALDHSs) (EC 1.2.1) catalizan la oxidacion irreversible de compuestos aldehidos
a sus correspondientes acidos carboxilicos, con la concomitante reduccion del
NAD* o NADP" (Vasiliou et al., 2000). Esta superfamilia, comprende una gran
variedad de enzimas involucradas en la detoxificacion de compuestos aldehido
derivados de la exposicién exdgena o produccion endogena (Lindahl, 1992;
Vasiliou et al., 2000).

Los aldehidos son compuestos altamente reactivos gue pueden interactuar con
grupos tiol o amino de proteinas, lo que puede causar alterar funciones
celulares y perturbar la homeostasis celular (Vasiliou et al., 2000). La actividad
citoprotectora de las ALDHs en condiciones de estrés oxidativo, es una de las
principales funciones de estas enzimas. £n condiciones de estrés oxidativo, las
AlLDHs representan la principal ruta de detoxificacion de compuestos aldehidos
(Brocker et al., 2013).

Ademas de la funcién citoprotectora, la actividad de las ALDHs es requerida
para la sintesis de moléculas vitales en el organismo como: el acido retinoico,
ligando de receptores nucleares involucrados en los procesos de crecimiento y
desarrollo de vertebrados (Duester, 2013); el acido y-aminobutirico(GABA), el
principal neurotransmisor inhibitorio en mamiferos (Melcangic y Bowery, 1996);
y la produccion de folato necesario para la formacion de coenzimas
involucradas en mecanismos de transferencia de carbono (Strickland et al,,
2011). |

Algunas integrantes de la familia ALDH son capaces de realizar interacciones

no cataliticas con diferentes compuestos, actuando como proteinas de union a



hormonas y moléculas pequefias. Dentro de la familia ALDH2 algunas proteinas
se unen a acetominofeno y nitrobenceno (Reeve y Miller, 2002). En humano, el
gen ALDH1A1 codifica proteinas de unidon a androgenos (Pereira et al., 1991) y
en tejido ocular de bovino, a proteinas de unién a esteroles (Cenedella, 2001).
Algunas proteinas ALDHs realizan la absorcion de la radiacion ultravioleta (UV),
lievando a cabo la irradiacién en la cérnea actuando como cristales (Estey et al.,
2007; Estey et al.; 2010).

i1.2 -Clasificacion Filogenética de las ALDHs

La superfamilia de ALDHs es un grupo ancestral de enzimas presente en la
mayoria de los organismos, lo que resalta la importancia de la funcion
fisiologica de estas enzimas. Los genes de ALDHs estan presentes en los
dominios taxonomicos de Archaea, Eubacteria y Eukarya (Sophos y Vasiliou,
2003; Brocker et al., 2013). En un reciente analisis en la base de datos Pfam
(version 24.0) se encontraron 16,765 secuencias de genes y proteinas de
ALDHs (Finn et al., 2010).

En organismos eucariotas, los genes de ALDHs estan clasificados en 24
familias diferentes de ALDHs, de acuerdo al porcentaje de identidad de una
proteina con respecto a las ofras. Las secuencias aminoacidicas consideradas
pertenecientes a una misma familia, presentan al menos 60% de identidad entre
ellas (Vasiliou et al., 1999).

Las enzimas de diferentes familias de ALDHs, pueden presentar afinidad por un
cierto tipo de compuestos aldehido en especifico. Debido a esto, las ALDHs se
han categorizado también de acuerdo por su especificidad por sustrato como: 1)
semialdehido deshidrogenasas (E.C. 1.2.1.16; E.C. 1.2.1.24, EC. 1.21.27, E.C.
1.2.1.31; E.C.1.2.1.32; E.C. 1.2.1.41), 2) ALDHs no especificas (E.C. 1.2.1.3}, 3)
betaina aldehido deshidrogenasas (E.C.1.2.1.8), (4) gliceraldehido 3- fosfato
deshidrogenasas (E.C. 1.2.1.9), 5) fenilacetaldehido deshidrogenasas (E.C.
1.2.1.39), (6) lactato deshidrogenasas (E.C. 1.2.1.22) y 7} proteinas ALDHs
(Sophos y Vasiliou, 2003).



[1.3.-Betaina Aldehido Deshidrogenasa: Relacion Filogenética

Especificamente, la enzima betaina aldehido deshidrogenasa (BADH) cataliza
la oxidacion irreversible dependiente de NAD™ 6 NADP™ de betaina aldehido a
GB, un eficiente osmoregulador acumulado en diversos organismos en
respuesta a estrés osmotico (Mufioz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008) (Figura
1). La BADH es uno de los miembros mas antiguos de la superfamilia de las:

ALDHs y se encuentra presente en la mayoria de los reinos de la vida. En base
& estudios filogenéticos se ha propuesto que la actividad de la BADH pertenece
a diferentes familias de ALDHs y aparecidé de manera distinta en plantas,
bacterias y animales (Julidn-Sanchez et al., 2007).

FGE s B o
AR DEREINR

Figura 1.-Reaccion catalizada por la BADH (Munoz-Clares y Velasco-Garcia, 2004)

Las enzimas con actividad de BADH se encuentran principalmente en tres
familias diferentes, las cuales no son filogenéticamente cercanas una de la otra
(Perozich et al., 1999; Vasiliou et al., 1999, Incharoensakdi, 2000). En la familia
ALDHSO se han clasificado secuencias de BADHs pertenecientes a mamiferos
(Hulse y Henderson, 1980; Chemn y Pietruszko, 1995; Chern y Pietruszko, 1899,
Vaz et al., 2000; Gruez et al. 2004) vertebrados e invertebrados marinos
(Johansson et al., 1998), proteobacterias (Gonzélez-Segura et al, 2009) y del
reino Fungi, estas secuencias presentan >90% de identidad entre ellas (Julian-
Sanchez et al., 2007).

Dentro de la familia ALDH10 se incluyen secuencias de la BADH de plantas y
proteobacterias que presentan >90% de identidad entre ellas (Brocker et al.,
2013; Kopedny et al., 2013). Existe una tercera familia la cual no ha sido

nombrada, con secuencias que poseen >70% de identidad entre ellas, dentro
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de esta familia se incluyen BADHs de firmicutes, actinobacterias,
proteobacterias y del hongo Ustilago maydis (Rosenstein et al., 1999; Vasiliou
et al.,, 1999). Recientemente se ha identificado tres nuevas familias ALDH25,
ALDH26 v ALDH27 que comprenden ortdlogos de la BADH en bacterias gram

positivas {(Riveros-Rosas et al., 2013).

iI1.3.1.- Estructura de la BADH

Entre las diferentes familias de las BADH se presentan diferencias
estructurales, en el estado de oligomerizacion. Las enzimas pertenecientes a la
familia ALDHO de mamiferos, peces y bacterias presentan una estructura
tetramérica activa (Falkenberg y Strem, 1990; Johansson et al., 1998, Guzman-
Partida y Valenzuela-Soto, 1998; Hjelmqvist et al., 2003; Valenzuela-Soto et al,,
2003), con excepcion de la proteina dimérica reportada en mucosa intestinal de
rata (Testore et al., 1999). La mayoria de las BADHs de plantas y bacterias de
la familia ALDH10 presentan una estructura activa homodimérica (Weretilnyk y
Hanson, 1990; Valenzuela-Soto y Mufioz-Clares, 1994, Incharoensakdi, 2000;
Livingstone et al., 2003).

A pesar de la lgjania filogenética y de las diferencias en el estado de
oligomerizacic’)n de las BADHs de diferentes familias, éstas presentan
caracteristicas estructurales conservadas por subunidad. la secuencia
aminoacidica de la BADH se ha determinado principalmente a partir de los
diversos reportes de genes y del cDNA de ta BADH de diferentes organismos,
identificandose residuos altamente conservados como: (1) los residuos
cataliticos como cisteina, agente nucleofilico esencial en la catalisis de la
enzima (Pietruzsko et al.,, 1991) (2) el glutamico catalitico y una asparagina
(Johansson et al., 1998; Gruez et al., 2004; Gonzalez-Segura et al., 2009); (3)
El decapéptido VTLELGGKSP, altamente conservado en ALDHs y presente en
todas las BADHSs, implicado en el sitic de union de NAD"; (4) residuos de
glicina, presentes en todas las secuencias ALDHO, involucradas en la formacion

del tetramero (Mufioz-Clares et al., 2010).



A la fecha se han cristalizado las BADHs de higado de bacalac Gadus morfiua
(Johansson et al., 1998), de Escheria coli (Gruez et al., 2004), Pseudomona
aeruginosa (Gonzalez-Segura et al., 2009) y de espinaca Spinacia oleracea
(Diaz-Sanchez et al., 2012). La BADH presenta caracteristicas de plegamiento
por subunidad similares a las enconiradas en enzimas ALDHSs tetraméricas y/o
diméricas (Cobessi et al. 1999;Gonzalez-Segura et al., 2009; Gruez et al.; 2004,
Brocker et al.; 2010). En las proteinas cristalizadas se distinguen tres dominios
por subunidad; dominio de union a la coenzima, dominio de oligomerizacion y el
dominio catalitico. El dominio de union a NAD" presenta una estructura o/f con
un plegamiento tipo Rossman; el dominio catalitico esta formado por 6 laminas
B paralelas, donde al final de un funel hidrofébico se sittan los residuos
cataliticos; el dominio de oligomerizacidn es una extension del dominio de unién
a la coenzima y esta formado por 3 laminas B antiparalelas (Johansson et al,,
1998) (Figura 2).

Doming de unbn
de NAD &

Dominio da &
olighmeri

b Caminic de unidn
ded sustrato

Figura 2.- Dominios de la subunidad de la BADH (Johansson et al., 1998)

1.3.2.-BADH en Mamiferos

La actividad de BADH se detectd por primera vez en el higado de rata por Klein
y Handler en 1942. En higado de rata, la actividad de la BADH se localiza
principalmente en el citosol y aproximadamente el 7% de la actividad total se

encuentra en mitocondria (Pietruszko et al., 1991, Chern y Pietruszko, 1999;



Vaz et al, 2000). En este organismo se identifico la existencia de dos
isoenzimas de la BADH (citosdlica y mitocondrial), codificadas por el mismo gen
(Chern y Pietruszko, 1999; Pietruszko et al., 2001), lo cual coincide con la
presencia de una sola secuencia de la BADH en mamiferos.

En humano la actividad de la BADH esta presente en higado, rifién y muscuio,
principalmente en citosol. La ALDH?2 isoenzima £3, en humano actualmente se
sabe que es una BADH {Chern y Pietruszko, 1995). En mamiferos, la BADH ha
sido nombrada de distintas maneras, debido a que presenta afinidad por
diferentes sustratos aminoaldehidos. Por lo cual esta enzima se encuentra
involucrada en diversas rutas del metabolismo como en: el catabolismo de
poliaminas, sintesis del neurotransimisor GABA, sintesis de carnitina y
metionina (Hulse y Henderson, 1980; Vaz et al., 2000).

Sin embargo, la principal funcién de la BADH es la formacion de GB, este
compuesto es compatible con fas funciones celulares y no interfiere con el
metabolismo. GB permite a la célula bajo condiciones de estrés osmotico,
mantener una presidn osmotica equivalente a la del medio externo, sin
necesidad de acumular aitas concentraciones de sal interna (Yancey y Somero,
1979; Rathinasabapathi, 2000). Este compuesto cuaternario de amonio,
ademéas puede desempeiiar diferentes funciones. Puede actuar como un
eficiente citoprotector, protegiendo a enzimas de desestabilizacion por altas
temperaturas e inactivacion por elevadas concentraciones salinas (Lou et al,,
2011).

Se ha demostrado que GB actia como una importante fuente de metilos,
debido a que GB reacciona con homocisteina en una reaccion catalizada por la
enzima betaina homocisteina metil transferasa (BHMT) formando dimetilglicina
y metionina, la que es después convertida a S-adenosiimetionina (SAM), el
principal donador de metilos que utilizan las metilasas las cuales adicionan
estos grupos al DNA, RNA, lipidos y proteinas (Niculescu y Zeisel, 2002; Lever
y Slow, 2010).



11.3.3.-BADH en Organismos Marinos

La primera caracterizacion cinética de la BADH respecto a organismos marinos,
se realizd a partir de tejido mitocondrial de corazdn de cangrejo cacerola
(Limulus polyphemus). En L. polyphemus, 1a actividad de la BADH se encuentra
exclusivamente en mitocondrias y presenta alta especificidad para betaina
aldehido con una K, de 133 uM (Dragolovich y Pierce, 1994). De {a misma
manera, en la ostra (Crassostrea virginica), la actividad de ta BADH se encontrd
principalmente en la matriz mitocondrial de tejido de branquias, con una mayor
afinidad por betaina aldehido (K, 360 uM) (Perrino y Pierce, 2000a). En higado
de bacalao, la BADH presenta valores bajos de K, para betaina aldehido (140
uM) vy K.a elevada, similares a los encontrados en la BADH de humano
(Johansson et al., 1998). |

La secuencia aminoacidica completa de la BADH se ha determinado
Gnicamente en 4 organismos marinos: de bacalao Gadus morhua (Johansson et
al., 1998; GenBank No. P56533.1), de la bacleria marina Sneathiella
glosssodoripedis (Tatusova et al., 2013; GenBank No. WP_025839561.1), del
pez del arroz Oryza latipes (Wang et al., 2007; GenBank No. NP_001098318.1)
y de la ostra Crassostrea gigas (Zhang et al, 2012; GenBank No.
XP_011430866.1). En los organismos marinos estudiados, el mondmero de la
BADH es de ~500 aminoacidos (Johansson et al., 1898; Wang et al., 2007,
Zhang et al., 2012; Tatusova et al., 2013).

i.3.4.-BADH en la Osmoregulacion de Organismos Marinos

Los animales marinos se encuentran constantemente expuestos a condiciones
variables de salinidad, especialmente aquellos que viven cerca de la costa
debido a la proximidad a los estuarios y rios (Negro et al., 2011, Tomanek,
2011). La mayoria de estos organismos tienen una alta capacidad de regulacion
osmdtica en los tejidos, basado principalmente en el transporte de sales para
evitar perturbaciones osmdéticas (Pequeux, 1995).

Uno de los principales mecanismos de adaptacion en respuesta a estrés

osmotico de diferentes organismos, es la acumulacion de osmolitos organicos,
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los cuales no interfieren con el metabolismo celular. Los mas comunes son
aminoacidos libres como glicina, alanina, prolina, y compuestos cuaternarios de
amonio como dimetilsulfoniopropionatc y GB (Yancey y Somero, 1879
Rathinasabapathi, 2000). *

En animales marinos, no existen reportes de la capacidad de Ja BADH de
utilizar diferentes sustratos aminoaldehidos como en el caso de homologos en
mamiferos (Dragolovich y Pierce, 1994, Chern y Pietruszko, 1995; Guzman-
Partida y Valenzuela-Soto, 1998; Perrino vy Pierce, 2000a). La anica funcion
descrita de la enzima en estos organismos es la de sintesis de GB {Dragolovich
y Pierce, 1994; Johansson et al., 1998, Perrino y Pierce, 2000a}.

Existen diversos reportes, en crustdceos y moluscos del mantenimiento del
volumen celular por la acumulacion de GB, principalmente en tejidos expuestos
a estrés hiperosmotico (Dragolovich y Pierce, 1992; Deaton, 2001; De Vooy y
Geenevasen, 2002; Jahn et al., 2008). En tejido de masculo de la almeja Mytilus
galloprovincialis, se presenté un incremento del 87.2% en el nivel de GB, en
respuesta a estrés hiperosmotico (De Vooys y Geenevasen, 2002). En tejido de
branquias, del molusco Geukensia demissa se encontré un rapido incremento
en los niveles de GB (de 45 a150 mmol/ gr de peso seco) despues de ser
sometido a estrés hiperosmético, por un periodo de 12 hr. (Deaton, 2001).
Estudios previos reportan un aumento en los niveles de GB en ostra (C
virginica), sometida a procesos de aclimatacién a estrés hipoosmdtico {Pierce et
al., 1995).

Fn el tejido cardiaco de cangrejo L. polyphemus, la sintesis de GB en
mitocondria, es regulada por la taza de captacion de colina del medio externo
(Dragolovich y Pierce, 1994). En ostra C. virginica, se demostré que las
caracteristicas cinéticas de la BADH, explican las diferencias en la tasa de
sintesis de GB de dos pobtaciones (Perrino et al., 2000a; Perrino et al., 2000b}.
La BADH de la poblacion de C. virginica del Atlantico presenta una afinidad 3
veces mayor por betaina aldehido, comparado con la enzima de la poblacion de

la Bahia de Cheseepeake (Perrino et al., 2000a). Estos resultados coinciden
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con la acumulacion 3 veces mayor de GB en ostra del Atlantico (Perrino et al,,
2000a).

Il.4.-Camaron Blanco Litopenaeus vannamei

El camaron blanco L. vannamei, es un crustaceo decapodo marino, nativo de la
costa oriental del Océano Pacifico. Durante su desarrollo el camarén peneido
presenta patrones de distribucion ecolégica definidos; el desarroflo larvario
ocurre en océanos, mientras que el desarrollo postlarval se lleva a cabo en
franjas costeras (estuarios y lagunas) donde alcanza la forma juvenil o adulta
(Chong-Robles et al., 2014). El camaron en su ambiente estuario natural, se
encuentra expuesto a considerables cambios de salinidad, debido al patrén de

distribucion diverso durante la ontogenia (Figura 3).

ESTUARIC MAR ABIERTO

Figura 3.- Ciclo de vida de L. vannamei (Chong-Robles et al., 2014)

1.4.1 Morfologia de Camardn Blanco L. vannamei

En el camaron se distinguen 3 segmentos principales: el cefalotorax, el
abdomen vy el telson. Los apéndices del cefalotérax son las anténulas, antenas,
mandibulas, maxilas, maxilipedos y pereidépodos. EI abdomen estd constituido
por seis segmentos y en cada uno hay un par de apéndices llamados pledpodos
cuya funcion es natatoria. En el telson se encuentran los urépodos, que sirven
también para la natacion. La mayoria de los 6rganos que tienen alta actividad

metabdlica se encuentran en el cefalotérax, encontrandose tambien aqui, las
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extremidades que utilizan para su movimiento (peridépodos), ademas del
sistema respiratorio, sistema nervioso y sistema digestivo (Martinez-Cdérdova, et
al., 2008) (Figura 4).

Figura 4.- Morfologia externa de L. vannamei (Martinez-Cordova, et al., 2009)

La capacidad de osmoregulacion de L. vannamei se ha relacionado con rasgos
interactivos asociados con las condiciones fisiolégicas del camaron blanco. El
musculo es el tejido mas abundante, necesario para los movimientos del cuerpo
que son realizados por medio de contracciones y durante los cuales, se utiliza
energia en forma de ATP. Por su parte, fas branquias son un tejido altamente
permeable v son consideradas el principal sitio de regulacion osmética y/o
ibnica (Ponce-Palafox et al., 1997; Alvarez et al., 2004). Este tejido posee
células especia!izadas en el transporte activo de iones y aproximadamente el
75% de la actividad de la ATPasa se localiza en branquias (Palacios et al,,
2004). El hepatopancreas se encuentra involucrado en diversos procesos
metabdlicos, como sintesis, absorcion y almacenamiento de nutrientes, ademas
estd involucrado en la sintesis de hemocianina la principal proteina en Ila
hemolinfa (Yepiz-Plascencia et al., 2000). Se ha demostrado que este tejido se
encuentra involucrado en la regulacion del volumen del liquido corporal, la
concentracion de solutos organicos y/o iones divalentes (Morris v Edwards,
1995; Jahn et al. 2006).

1.4.2. Mecanismos de Osmoregulacion de L. vannamei

El camaron L. vannamei puede Hevar a cabo distintfos mecanismos de
reguiacién osmotica y/o idnica; con tolerancia a amplios intervalos de salinidad

de 0.5 a 45 ppt, considerandose un intervalo de salinidad ideal para su
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desarrolio de 7-34 ppt (Chong-Robles et al., 2014). Los crustaceos acuaticos,
como el camaron blanco poseen diferentes estrategias adaptativas para
mantener la hemolinfa de acuerdo al medio ambiente donde se encuentran
(Charmantier et al.,, 1988). En la mayoria es comin un mantenimiento de la
concentracion de iones en el plasma sanguineo, dado por un equilibrio pasivo
con el medio exierior (Palacios y Raccota, 2007).

En L. vannamei un mecanismo de osmoregulacion es la acumulacion de
osmolitos en compartimentos intracelulares {Gémez-Jiménez et al., 2004).
Estos compuestos reducen el gradiente osmotico a través de la membrana,
reestablecen el volumen celular y estabilizan a las macromoléculas biolégicas.
En camardn L. vannamel expuesto a condiciones variables de salinidad existe
un incremento en los niveles de trimetilamina-N-oxido {TMAO) y GB (Gomez-
Jiménez et al., 2004, Ray et al., 2010).

Recientemente, Mufioz-Bacasehua (2014) detectd la actividad de la BADH en
branquias, hepatopancreas y musculo de camarén. Ademas, en una busqueda
en la base de datos GenBank se encontraron dos secuencias nucleotidicas
parciales de camardn blanco, identificados como ALDHS (Valverde et al., 1994;
GenBank No. FE048019.1143 y FE049020.1). A pesar de esto, en L. vannamei
no existen reportes de los mecanismos de regulacion de la BADH. Por todo lo
anteriormente descrito, el objetivo del presente trabajo fue identificar la
secuencia nucleotidica del cDNA y evaluar la expresion tejido-especifico de la

BADH de L. vannamei bajo diferentes condiciones salinas.
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JUSTIFICACION

Dado que la BADH es una importante proteina involucrada en los mecanismos
de osmoregulacion, la determinacion de la secuencia nucleotidica del cDNA de
la BADH permitira determinar sus caracteristicas moleculares, las cuales son
importantes en la funcién y regulacion de fa enzima. En crustaceos, no exisien
reportes enfocados en la regulacion de la expresion de la BADH por
condiciones de salinidad, por lo que el andlisis de la expresién en tejido de
camardn L. vannamei, permitira generar conocimientos basicos sobre el rol de

fa BADH en los mecanismos de regulacion osmdtica en crustaceos.
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HIPOTESIS

lLa secuencia nucleotidica del cDNA de la betaina aldehido deshidrogenasa de
camaron blanco L. vannamei es similar a la BADH de organismos marinos y
posee dominios localizados en regiones equivalentes. La expresidn del gen de
la BADH del camardn L. vannamei es inducida por variaciones en la salinidad

de manera tejido especifico.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar la secuencia nucleotidica del cDNA y evaluar la expresion del gen

de la betaina aldehido deshidrogenasa en tejido de camarén blanco L.

vannamel bajo condiciones variables de salinidad.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Disefiar otigonuciéétidos especificos para la secuencia nucleotidica de la
BADH de camarén blanco L. vannarnei.

Obtener ta secuencia nucleotidica del cONA para la BADH.

Caracterizar molecularmente la secuencia codificante obtenida mediante
analisis bioinformatico.

Cuantificar el mRNA de la BADH en los tejidos de hepatopancreas,
branquias y musculo de camardon L. vannamei, bajo condiciones de

salinidad variable.
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CAPITULO [ll DETERMINACION DE LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA DEL
cDNA DE LA BADH DE L. VANNAMEI

iI1.1 ~introduccion

~ La BADH es una oxido-reductasa que cataliza la reduccion de betaina aldehido
a GB en presencia de NAD(P)" (Mufioz-Clares y Valenzuela-Soto, 2008). Las
BADHs pertenecen a la superfamilia de las ALDHs, la cual incluye diversas
enzimas evolutivas y estructuralmente relacionadas, presentes en eucariotas y
en procariotas desde levaduras hasta mamiferos (Lindahl, 1992; Vasiliou et al.,
2000; Sophos y Vasiliou, 2003; Finn et al., 2010).

En animales, como rata Rattus novergicus se ha reportado {a presencia de dos
isoenzimas de la BADH, que se diferencian principalmente por su localizacién
subcelular. La BADH citosdlica y mitocondrial provienen de un solo gen
especifico ALDHOA1 (Chern y Pietruszko 1999; Pietruszko y Chern, 2001). En
mamiferos existe una sola secuencia nucleotidica de la BADH que va de 1480 a
1500 pb, que codifica para enzimas con subunidades de ~52 kDa. En
mamiferos la BADH se expresa en higado, rifidn y musculo, principalmente en
citosol (Hulse y Henderson, 1980; Chem y Pietruszko 1995; Chern y Pietruszko,
1999; Vaz et al., 2000).

En cuanto a animales marinos, solo existe informacion de la expresion del gen
de la BADH, en ia ostra C. gigas y el pez O. latipes. El franscrito de la BADH, en
O. fatipes se detectd principalmente en cerebro, branquias, corazon, higado y
rifndn (Wang et al., 2007). Ademas, existen reportes de la actividad enzimatica
de la BADH en mitocondria del crustdceo cacerola (L. polyphemus)
{Dragolovich y Pierce, 1994), de bacalao (G. morhua) {Johansson et al., 1998),
ostra (C. virginica) (Pertino y Pierce, 2000a) y mantarraya (Leucoraja ocellata)

(Treberg y Driedzic, 2007). En animales marinos, la informacion sobre los

18



genes, transcritos y estructura de la BADH son limitados. La secuencia
aminoacidica completa de la BADH, se ha determinado Unicamente en 4
organismos. El cDNa de la BADH del pez O. fatipes es de 1602 pb y codifica
para 506 aminoacidos (Wang et al., 2007; GenBank No. NP_001098318.1); en
la bacteria marina S. glossodoripedis es de 1464 pb, codificante para 490
aminoacidos (Tatusova et al., 2013; GenBank No. WP_025898561.1) y en ostra
C. gigas es de 1437 pb codificante para 477 aminoacidos (Zhang et al., 2012;
GenBank XP_011430866.1). La secuencia aminoacidica de la BADH de
bacalac G. morhua es de 494 aminoacidos (Johansson et al., 1998).

En crustaceos, solo hay reportes de secuencias nucleotidicas parciales o de
ESTs de la BADH. En L. vannamei, se identificaron en la base de datos
GenBank dos ESTs de secuencias de ALDH9, pero no han sido identificados
como BADH (Valverde et al, 1994; GenBank No. FE049019.1143 vy
FE049020.1). Por ello uno de los objetivos del presente frabajo fue identificar la
secuencia nucieotidica del cDNA de la BADH de camardn L. vannamei, con el
fin de identificar residuos conservados que pueden estar implicados en la

funcion, evolucion y caracteristicas estructurales de la BADH.

{H.2.-Materiales y Métodos

{1.2.1.- Extraccion de RNA y Sintesis del cDNA

El RNA total se extrajo a partir de 0.2 g de muestras de tejido de
hepatopancreas, branguias y musculo de L. vannamei, en condiciones normales
de temperatura (28-30°C) v salinidad (35 ppt). La extraccion se realizé usando
el reactivo de TRIizol (Invitrogen), que inactiva RNasas, permitiendo mantener
su integridad. La extraccidn se realizd siguiendo las especificaciones del
fabricante, haciendo las modificaciones que se describen a continuacion. Los
tejidos congelados se homogenizaron usando un Polytron® Pt 10-35 GT
(Kinematica) se aplicaron 10 pulsos de 5 segundos {en hielo) en 0.5 mL de
TRIizol mas 100 ul. de cloroformo. Este homogenizado se incubd por 5 miny se
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centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4°C. Posteriormente se separd la fase
acuosa (superior) en un tubo nuevo, teniendo especial cuidado de no tomar la
interfase que contiene el DNA, se le agregd 250 pL de isopropanol frio y se
centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4°C. Finalmente, la pastilla formada fue
lavada con 500 uL etanol frio al 75% y resuspendida en 50 uL de agua tratada
con DEPC.

La concentracién de cada una de las muestras se determiné midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm; a la par se determind la pureza
de las muestras mediante la relacion de las absorbancias 260/280 nm. Todas
las cuantificaciones se realizaron por triplicado utilizando 1 yl de muestra en el
espectrofotémetro de gota Nanodrop ND2000c ™ (Thermo Scientific). Ademas,
se verifico la integridad del RNA por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Posteriormente, en cada una de las muestras se elimind el DNA genomico por
digestion utilizando el kit comercial DNasa | (Roche). La limpieza se realizé
calculando que la concentracion final de RNA total fuera de 100 ng/pl,
utilizando 5 unidades de DNasa, en una reacciéon que se llevé a cabo por 15
min a 37°C. Para detener {a reaccidn se agregé 2 pL de EDTA (0.2 M) vy se
calenté a 75°C por 10 min. Posteriormente, se uso 1 pg de RNA total como
templado para la sintesis del cDNA, utiizando 1 pL Oligo dT (50 uM) vy el kit
comercial QuantTitect Reverse Transcription (QIAGEN) y se siguieron las
recomendaciones del fabricante. La sintesis de cDNA se realizd individuaimente

para cada muestra de tejido de camaron.

111.2.2.-Diseno de Oligonucledtidos

El disefio de oligonucledtidos especificos se realizo utilizando el programa
~Primer3 {(http://ffrodo.wi.mit.edu) (Rozen y Skaletsky, 2000) en base a dos
marcadores de secuencias expresadas (EST por sus siglas en ingles) de L.
vannamei (Valverde et al., 1994; GenBank No. FE049019.1143 y FE049020.1).
Para el disefio de los oligonucledtidos se tomaron las siguientes

consideraciones: 1) temperatura de fusion (Tm) de 58 a 60°C; 2} 50% de
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guaninas (G) y citosinas {C); 3) un tamafio de 18 a 21 nucledtidos y 4} que no
formaran estructuras secundarias. Todos los oligonuctedtidos fueron
sintetizados de manera comercial por el IBT (instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México) e IDT (integrate DNA

Technologies), las secuencias se muestran en la tabla 1.

Tabla 1.- Oligonucledtidos especificos utilizados para determinar la secuencia de
LvBADH

AHILVRZ GGGTGCATCTGTTITGTGY FE043020.1

AHOLVFw CGAGTGCAGTCTAATCCA FE040018.1143
LvBADHRZ CTACTCTAATCCCTGGTAAG FE049020.1
LvBADHR4 CCTGCTTCAATGGCGTTAGC FEQ0498020.1
LvBADHR3 ACACAAAACAGATGCACCC FE049020.1

lil.2.3.-Amplificacion por PCR y Clonacién

La amplificacion del cDNA de la BADH se realizé por PCR convencional con
oligonucledtidos especificos, en un termociclador Veriti® 284 (Applied
biosystem). La estrategia general consistio en obtener por PCR dos fragmentos
que se traslapen en una pequefia region. Para obtener el fragmento 3, se
realizd la amplificacién por PCR en un volumen de 25 ul, utilizando como
templado 3 4l de cDNA de branquias (100 ng/ul), 12.5 pl. de SuperMix Platinum
PCR (Invitrogen) y 1 ui de los oligonucledtidos LYBADHF1 (20 uM) y AHOLvFw
(20 uM). Las condiciones del PCR fueron 3 minutos a 94°C, 36 ciclos (94°C,
30s; 55°C, 1 min y 72°C, 2 min) y 5 minutos a 72°C. Posteriormente, para
obtener el fragmento 5°, se utilizaron oligonucledtidos especificos (LvBADHRZ,
LvBADHR4 y LYBADHR3) y el kit comercial DNA Walking SpeepdUPTM Premix

Kit (Seegene), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los productos de
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PCR se almacenaron a 4°C para analizarse en un gel de agarosa al 1% tefido
con SYBR-SAFE (invitrogen).

Se clonaron fos productos de PCR obtenidos, provenientes de reacciones de
amplificacion con la enzima Tag ADN polimerasa en el vector de clonacion
TOPO Cloning® (Invitrogen). La clonacién se inicié con una reaccion de ligacion
utilizando como templado el fragmento 5° del cDNA de la BADH. La ligacion se
Hleva a cabo debido a que el producto de PCR con una adenina en 3" se une al
nucledtido timina en 5° del vector linearizado y unido covalentemente a la
enzima Topoisomerasa | del virus Vacccina.

Posteriormente se realizd la transformacion en células competentes de E. colf
TOP10 siguiendo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen). Las colonias
se analizaron por PCR para identificar el fragmento de interés, utilizando los
oligonucledtidos universales M13 sentido y M13 antisentido. Las colonias
positivas se resembraron en 5 mi de caldo LB con 5 uylL de ampicilina (100
pg/ml), se incubaron de 12-18 h a 37°C. Posteriormente el caldo LB con el
inoculo se centrifugd a 13 500 xg por 5 min. Se recolecto el peliet bacteriano
para el aislamiento del DNA plasmidico por el método de lisis alcalina
(Sambrook y Russell, 2001).

Los plasmidos recombinantes se purificaron utilizando el kit QlAprep Spin
Miniprep (QIAGEN) de acuerdo siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
determind la concentracién del DNA plasmidico purificado por absorbancias a
260 y 280 nm.

11.2.4.-Analisis de la Secuencia Nucleotidica

Los productos de PCR se enviaron a secuenciar por el método de terminacion
de cadena de didedxidos (Sanger et al., 1997), en un secuenciador automatico
Perkin Eimer ABI3730 en el IBT. La deduccién de la secuencia aminoacidica se
realizd en el sitio de internet htitp://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/transiate/ and
aligned. Las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se compararon con

bases de datos de proteinas y ESTs de BADH y ALDHSs, usando los programas
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ClustalW y BLAST N/X (Altschul et al., 1990) del Nacional Center for
Biotechnology Information Bethesda, MD (hifp:/ncbi.nim.nih.qov/BLAST/). En
este programa se realizaron alineamientos multiples de la secuencia
nucleoctidica del cDNA de la BADH respecio a ALDHs y BADHs.

[f1.2.5.-Analisis Filogenético

Se analizd la cercania filogenética de LvBADH a nivel de aminoéacidos,
utilizando el programa MEGA (Version 6.02), utilizando el método de Neighbor-
Joining y el modelo Jones-Taylor-Thornton, en un andlisis de maxima
verosimilitud. Para realizar un amplio andlisis filogenetico, se incluyd la
secuencia aminoacidica de LvBADH y algunas secuencias cercanas a las
BADHMs como la TMBA-DH. Un grupo adicional de proteinas de {a familia
ALDH2 fue incluido, debido a que existen diversas proteinas caracterizadas que
presentan caracteristicas estructurales conservadas con las BADHs (Hjelmqvist
et al., 2003). La secuencia de Gamma-aminobutiraldehido deshidrogenasa de

£. coli fue incluida en el analisis como un grupo control externo.

111.3.-Resultados y Discusién

A partir del cDNA de branquias sintetizado con el oligo dT y utilizando los
oligonuciedtidos AHELVRZ2 y AHILVFw y las condiciones de PCR anteriormente
descritas, se obtuvo un fragmento de ~1000 pb que corresponde a la region 3’
del cDNA (Figura 5A). Este fragmento se intentd clonar en el vector TOPO 2.1
pero no se tuvo éxito. En el andlisis de 21 colonias no se encontrd ninguna con
el inserto de interés, por lo que se optd por obtener mayor cantidad de DNA del
amplicon por PCR, el cual se purifico por columna GFX segun las
recomendaciones del fabricante y se secuencid directamente. Al analizar la
secuencia de este fragmento, se encontrd, que este presentaba identidad con
proteinas homdélogas de BADHs en organismos marinos.

Posteriormente, se obtuvieron dos fragmentos de ~350 pb correspondientes al

extremo 5°, utilizando como templado el cDNA de branquias sintetizado con el
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oligo dT y se utilizaron los oligonucledtidos especificos (LvBADHRZ, LvBADHR4
y LVvBADHR3) y los del kit comercial DNA Walking SpeepdUPTM Premix Kit
(Seegene), siguiendo las recomendaciones del fabricante (Figura 5B). Estas
bandas se clonaron usando el vector TOPO 2.1 y se analizaron 13 colonias de
las cuales 5 fueron positivas. EI DNA plasmidico se aisld y purifico utilizando el
kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN) y se secuencio con los oligonucledtidos
universales M13F y M13R. La secuencia obtenida fue analizada y presento

identidad con proteinas homologas de la BADH en animales marinos.

Figura 5.-Amplificacion de los extremos 5 y 3' de LvBADH a partir de c¢cDNA de
branquias de L. vannamei. Panel A: en el carril 1 se muestra el marcador de peso
molecular 1 kb plus DNA Ladder y en el carril 2 se muestra el fragmento amplificado
correspondiente al exiremo 3°. Panel B: en el carrit 1 se muestra el marcador de peso
molecular 1 kb plus DNA Ladder y en el carrit 4 y 5 se observan los fragmentos
amplificados correspondientes al extremo 57,

A partir de la superposicion de la secuencia de los dos fragmentos de PCR
obtenidos y mediante un andlisis bioinformatico, se determiné la secuencia de
nucledtidos parcial del cDNA para la BADH de camardn L. vannamei, la cual se
nombré LvBADH (Figura 6). La secuencia obtenida fue de 1244 pb y el codén
de terminacion se identificé en la posicion 649. En la secuencia nucleotidica de
LvBADH no se identificd el coddn de inicio ATG (Met) vy la region no codificante
el extremo 5° (5'UTR por sus siglas en ingles). En LvBADH se identificaron 648

pb correspondientes al marco de lectura abierto deducido, codificante para 216
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aminoacidos. Ademas, se identificaron 460 pb correspondientes at 3'UTR, sin

embargo Ia cola poliadenilada tampoco se identifico.
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CACRTATATTTIGTGCTGTTT TG T TATAAACTCTATATGARATATTTT TATACTTTUATAGRTGTATAC
AGTATAGT TTAAGATTARAGTGAACCTTGTATCTICATACT T T TCTTCAT Y TATTETTCATTTATGTATA
AAGAAAATAAGTGAMAATCAGTTAGRAATTTAGTAATRARTCATCGIGCCATATTTTAGTGTARTTTACA
TAAATGAATTAAGGAGARAGTCTGCATATCACTGC TARGGTGARAGCTCAGTGETGAGGARTATETCCG
AGARAATGGAGTTARATTTTTCAACGTCCARTARGGCAGATACTTGTGAARATATCAGATIT TAACCGAA
AGTGGATGTRGETCTGTE TG TAATCOCTACTGACAGTAGGAT AWGRGT TCCAT TAGAMTGCACYISYCT
THHRTCAAGAC TEAATATTAGTCTTET T TG T TATGEGTTETCTCAGTATATTIGACATTCCTTTTCTTG

TTATPGTTTTCE P ACTATTTAATGTGCATGT TATGT TRATGTGAAGATT TTARTAAATATTAAT

Figura 6. - Secuencia de nucledtidos y de aminodcidos deducida de LvBADH. La
secuencia deducida de aminoédcidos se muestra sobre la secuencia de nucledtidos de
LvBADH. El coddn de terminacion se muestra con un asterisco (¥}
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La secuencia aminoacidica deducida se compard con bases de datos de ESTs
y proteinas, utiizando los programas BLAST X/N (Altschull et al.,, 1990). La
proteina deducida presento una identidad de entre 57% y 52 %, con secuencias
de homdlogas de vertebrados e invertebrados marinos (Knudsen et al., 2006,
Van-Zee et al., 2007; Freeman et al., 2008; Leong et al., 2010; Zhang et al,,
2012; Tatusova et al., 2013) (Tabla 2).

Tabla 2. ldentidad de LYBADH a nivel de aminoéacidos con proteinas homodlogas de

57% ALDH putativa Ixoxedes scapularis XP_02410773.1
57% ALDH9A1-1 Salmo salar NP_001133574 .1
55% TMBA-DH Aplysia californica XP_005091798.1
55% ALDHIA1-A Saccoglosssus kowalevskii XP_002736595.1
54% BADH Crassostrea gigas EKC236101

52% BADH Sneathiella glossodoripedis WP_(0258985661.1

La secuencia aminoacidica parcial de LvBADH de 216 aminoacidos,
corresponde al ~40% de la secuencia completa, comparada con los reportes de
las BADHs en animales marinos de bacalao G. morhua de 509 aminoacidos
(Johansson et al., 1998), de la bacteria marina S. glossodoripedis de 490
aminoacidos (Tatusova et al.,, 2013), del pez del arroz O. /atipes de 506
aminoacidos (Wang et al., 2007) y ostra C. gigas de 477 aminodcidos {Zhang et
al., 2012).

En organismos marinos la Gnica BADH cristalizada hasta el momento es la de
bacalao (Johansson et al., 1998). La secuencia aminoacidica de LvBADH no
presenta alta identidad con la BADH de bacalao. Sin embargo, la proteina
deducida de la LvBADH corresponde a ia regién cercana a C-terminal. Para
examinar con detalle y poder identificar residuos y estructuras secundarias

conservadas, se compart LvBADH con el 50% de la secuencia aminoacidica de

26



la BADH de G. morhua hacia la region C-terminal. La proteina deducida de
LvBADH, presenta una similitud del 55% a partir del residuo Thr-297 de la
BADH de bacalao (Johansson et al., 1998).

Se realizé un alineamiento de la secuencia aminoacidica de LvBADH con
BADHs de organismos marinos (Johansson et al., 1998, Wang et al., 2007,
Freeman et al., 2008; Zhang et al., 2012). A partir, del cual en LvBADH se
identificaron residuos conservados involucrados en el dominio catalitico y de

oligomerizacion (Figura 7).
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L. vannamel 119
5. glossodoripadis 396
g, laripes 412
G. morhua 410
. ogligas 174
L. vannamei YNLYPTEVPFGGYK 179
5. glossoderipedis YNLTPAGVPFGGSK 456
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G. morhua FDf Y3TSPVEVPEGGYE 470
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s 4 A X

Figura 7.- Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre LvBADH y BADHs de
organismos marinos. Los asteriscos (*) representan los aminoacidos idénticos de las
BADHSs de los diferentes organismos, mieniras que los dos puntos (:) representan a los
reemplazos conservados y un punto () los reemplazos semiconservados. En
secuencia, los dominios de laminas B y hélices q, estan marcados por una flecha y
recuadro negro por encima de la secuencia determinada, respectivamente. Los
residuos involucrados en dominio catalitico y de oligomerizacidon estan marcados en
gris y con un recuadro, respectivamente.

27



La proteina deducida de LvBADH presenta estructuras secundarias
conservadas en posiciones equivalentes en comparacion con las BADHs de
animales marinos (Johansson et al., 1998; Wang et al., 2007; Freeman et al,,
2008; Zhang et al., 2012).

En LvBADH se identificaron 158 residuos implicados en la formacion del
dominio de unidn al susirato aldehido, a partir del residuo 7 al 164. En LvBADH
se detectaron residuos conservados de 5 laminas B del dominio catalitico, en
posicioneé equivalentes con las otras secuencias de las BADHs en animales
marinos (Johansson et al., 1998; Wang et al.,, 2007; Freeman et al, 2008;
Zhang et al., 2012). En la proteina deducida de LvBADH, en la region entre fas
laminas BB’ y BC’, se identificd entre los residuos 16-135, una estructura
éecundaria de 100 residuos de dominios irregulares, que contiene una horquilla
de laminas B y dos regiones largas de hélices «, tal como se ha descrito en
otras BADHs cristalizadas (Johansson et al., 1998; Cobessi et al., 1999; Gruez
et al., 2004; Gonzalez-Segura et al., 2009).

En la secuencia de LvBADH, los aminoacidos involucrados en el dominio de
oligomerizacion estan localizados en la posicion 176 a 216. Se identifico en
LVBADH la altima lamina B del dominio de oligomerizacion, en los residuos
2RTIYVEMG?®, con dos sustituciones de Arg-201 por Lys-491 y Tyr-203 por
lle-493 comparado con la secuencia de BADH de bacalao (Johansson et al.,
1998). En las BADHs cristalizadas, la Ultima lamina B del dominio de
oligomerizacion es altamente conservada y se encuenira involucrada en la
formacion de enlaces con el dominio catalitico por puentes de hidrogeno
{(Johansson et al.,, 1998; Cobessi et al., 1999; Gruez et al., 2004; Gonzalez-
Segura et al., 2009).

La presencia en LvBADH de residuos involucrados de los dominios cataliticos y
de oligomerizacion, en posiciones equivalentes a BADHs de organismos
marinos, indica que efectivamente la secuencia parcial obtenida corresponde a
la BADH de camaron L. vannamei. Las regiones codificantes de las BADHSs

presentan baja tasa de divergencia de la secuencia aminoacidica en las
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regiones importantes para la actividad catalitica, tales como los que forman el
dominio catalitico.

El porcentaje de aminoacidos conservados en LvBADH que forman el dominio
catalitico y de oligomerizacion de la enzima, sugieren una funcién y estructura
similar a la descrita en BADHs de organismos marinos (Johansson et. al., 1998;
Dragolovich y Pierce, 1994; Perrino y Pierce, 2000a; Treberg et al., 2007). En
animales marinos, la BADH se encuentra como un homotetramero con aita
especificidad para betaina aldehido y la Onica funcion descrita de la enzima es
la sintesis de GB {Johansson et al., 1998; Dragolovich y Pierce, 1994; Perrino y
Pierce, 2000a; Treberg y Driedzic., 2007).

El analisis filogenético mostro que la proteina deducida LvBADH se encuentra
en el clado de la familia ALDH9, con un 99% de soporté para este nodo (Figura
8). La LvBADH se agrupa con 66% de soporte en el clado de vertebrados e
invertebrados marinos, que incluye secuencias como: ALDH9ata de S.
kowalevskii (Freeman et al., 2008; GenBank No. XP_002736595.1); ALDHSa1a
de erizo de mar Sfrongylocentrotus purpuratus (Valverde et al., 1994; GenBank
No. XP_011676578.1); BADH de ostra C. gigas (Zhang et al., 2012; GenBank
No. XP_011430866.1) y TMBA-DH de A. californica (Knudsen et al., 2006;
GenBank No. XP_005091798.1). Por otra parte, la LvBADH se encuentra
separada del grupo ALDH2 de animales y bacterias.

Los resultados del analisis filogenético de LvBADH concuerdan, con la alta
identidad encontrada a nivel de aminodcidos con secuencias de animales
marinos y con los reportes en animales donde se sabe que la BADH pertenece
a la familia ALDH9 {Hulse y Henderson 1980; Chern y Pietruszko 1995; Chern y
Pietruszko 1999; Vaz et al., 2000; Gruez et al. 2000). La LvBADH presenta una
mayor cercania a secuencia de vertebrados e invertebrados marinos, lo que
sugiere que la aparicion del gen de la BADH pudo ser de manera distinta en

mamiferos y organismos marinos.
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Figura 8.-Arbol filogenético de LvBADH con secuencias de BADHs, ALDHZ y ALDH2
de diversas especies. El arbol se obtuvo utilizando el programa MEGA version 4.0 por
el método de Jones-Taylor-Thornton.
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1.4 .-Conclusion

Se obtuvo una secuencia parcial nucleotidica del cDNA de la BADH de L
vannamei (LvBADH). La LvBADH presenta caracteristicas estructurales

conservadas y alta identidad con proteinas homologas de organismos marinos.
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CAPITULO IV EXPRESION TEJIDO ESPECIFICO DE LA BADH EN
CAMARON L. VANNAME! EN CONDICIONES VARIABLES DE SALINIDAD

v.1.-Introduccion

La enzima BADHM es una proteina de respuesta a estrés que radica su actividad
en la sintesis del osmolito GB, uno de los osmolitos mayoritariamente
acumulados en diversos organismos para brindar proteccién contra ias
condiciones hiperténicas de la célula o tejido (Mufioz-Clares y Valenzuela-Soto,
2008). Para lograrlo, utifiza la coenzima NAD" y el sustrato betaina aldehido,
siendo este dGltimo el que es transformado al osmolito.

Las investigaciones enfocadas en el estudio de la regulacién del gen de la
BADH, son principalmente en plantas. En plantas, el aumento en la expresion la
BADH en paralelo con el incremento de GB, se ha descrito como un mecanismo
de adaptacion a condiciones de salinidad variables (Weretilnyk. y Hanson,
1990; McCue y Hanson, 1992; Legaria et al.,, 1998; Qishi y Ebina, 2005). En
hojas de pifion (Jarthopa curcas), los niveles de mRNA de la BADH se
incrementaron 79%, después de 7 dias de ser sometidas a tratamientos de
salinidad alta (300 mM NaCl) (Zhang et al., 2008).

Plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabaccum) con el gen de ta BADH,
presentaron acumulacion de GB y una mayor tolerancia a ambientes salinos
(Holmstrom et al., 2000). Ademas, el gen gque codifica para la BADH se ha
identificado en el genoma de algunas plantas, incapaces de acurnular GB y se
ha propuesto que la enzima desempefa una funcion en la detoxificacion de
compuestos aldehido en lugar de un papel en la respuesta osmotica (Missihoun
et al., 2011).

En animales marinos, como C. gigas el gen de la BADH es expresado cuando

el organismo es expuesto a condiciones de estrés abiodtico como: salinidad y
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temperatura (Zhang et al., 2012). Sin embargo, en el pez del arroz O. fatipes la
expresion de la BADH, se da de forma constitutiva principalmente en cerebro,
branguias, corazoén, higado y rindn (Wang et al., 2007). En el pez del arroz, la
BADH se encuentra involucrada en el metabolismo de detoxificacion de
aldehidos (Wang et al., 2007).

En camaron blanco la actividad de la BADH se detectd en los tejidos de
hepatopancreas, branquias y misculo (Mufoz-Bacasehua, 2014). Ademas, en
L. vannamei existe un incremento en los niveles de GB condiciones variables de
salinidad (Ray et al., 2010). Actualmente en crustdceos, no hay estudios
enfocados en los mecanismos de regulacion de gen de {a BADH por ias
condiciones safinas. Por lo cual, se evalué el efecto de diferentes
concentraciones salinas, en la expresion de BADH en los tejidos de

hepatopancreas, branquias y musculo de camardn L. vannamei.

V.2 -Materiales y Métodos

iV.2.1.-Bioensayo

36 camarones L. vannamei de ~12 g, en fueron proporcionados por el Centro
de Investigaciones Biologicas del Noroeste (CIBNOR). Los camarones se
mantuvieron en aclimatacion durante 7 dias en 3 acuarios plasticos de 60 L
(cada uno con 12 camarones) con agua de mar (35 ppt) filtrada y esterilizada
por UV. Los organismos se alimentaron ad fibitumn con alimento comercial
(Camaronina 35, purina) dos veces al dia. Los restos de alimento y las excretas
se retiraron por sifoneo. Una vez transcurrido este periodo, gradualmente se
modificd la salinidad de un par de acuarios. La salinidad de los tanques fue
monitoreada utilizando un refractémetro portatil. En un acuario se adicioné agua
dulce hasta alcanzar una salinidad de 25 ppt, mientras que en el otro, el agua
de mar se evapord hasta alcanzar una salinidad de 40 ppt. Lo camarones se

mantuvieron en estas condiciones durante 7 dias, y al finalizar el ensayo se
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realizo la diseccion de hepatopancreas, branquias y musculo, los cuales fueron
rapidamente congelados por inmersion en nitrogeno liquido y almacenados para

los andlisis posteriores a -80°C

IV.2.2.-Extraccion del mRNA y Sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total se realizd a partir de 0.5 g de tejido colocados en
microtubos. De los diferentes tratamientos se realizaron nueve alicuotas por
cada uno de los tejidos (hepatopéancreas, branquias y misculo). Cada alicuota
contenia 0.5 ¢, con fres porciones de 0.16 g de un mismo tejido,
(hepatopancreas, branguias y musculo). Posteriormente, el RNA total se extrajo
de cada una de las alicuotas utilizando el reactivo TRizol® (Invitrogen),
siguiendo las especificaciones del proveedor y haciendo las modificaciones
anteriormente descritas. A partir de 100 ng de RNA total se sintetizo cDNA por
medio de transcripcion reversa utilizando el oligo dT y el kit comercial
QuantTitect Reverse Transcription (QIAGEN).

IV.2.3.-Cuantificacion del mRNA de la BADH por Tejido

Se cuantifico la expresion de LvBADH y el gen constitutive L8 por RT-qPCR en
un termociclador StepOne Real Time PCR Systems (Applied Biosystems). Para
evaluar la expresion de LvBADH, se utilizaron jos oligonucledtidos especificos
disefiados en base a la secuencia parcial obtenida (LvBADHF3 y LVvBADHR4).
Los oligonuciedtidos L8F2 y L8R1 se usaron para la amplificacion del gen L8 y
se utilizd como un estandar interno para normalizar los datos de expresion de la
BADH (Tabla 3).
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Tabla 3.- Oligonucledtidos utilizados para evaluar la expresion de LvBADH

LvBADHF3 GGATGGTACCTTTCACCTGC FE049020.1
LvBADHR4 CCTGCTTCAATGGCGTTAGC FE048020.1
L8R1 TAGGCAATGTCATCCCATT ABC48600.1
Lar2 TCCTGAAGGAAGCTITACACG ABC48600.1

Las reacciones de PCR se prepararon para tener un volumen final de 20 pbL
conteniendo 2 ul de cDNA (equivalente a 200 ng de RNA total), 0.5 ul. de cada
uno de los oligonucledtidos (20 pM) v 10 pL de Supermix SYBR ® green
(Sigma-Aldrich). Las condiciones de amplificacion y deteccion de los
amplicones fueron las siguientes: 94°C por 10 min; 94°C por 15 seg, 60°C por 1
min (40 ciclos) con una unica medicién de fluorescencia y finalmente la curva de
fusion disminuyendo 0.3°C cada 20 s de 95 a 60°C.

Para determinar la eficiencia de la amplificacion, se ulilizd e cDNA como
templado y se realizaron curvas estandares de BADH y 1.8 utilizando diluciones
de 5% a 5% ng pL™". Las curvas de BADH y L8 fueron usadas como controles
positivos, mientras que las reacciones sin templado y solo con los
oligonucledtidos fueron usadas como control negativo. El nivel de expresion de
la BADH (ng/yl) fue normalizado a L8 y reportado como valor de expresion
relativa (BADH/LS).

IV.2.4.-Analisis Estadistico

El disefio estadistico fue un disefio completamente al azar para cada uno de los
tratamientos de salinidad (25 ppt, 35ppt vy 40 ppt). Los datos obtenidos fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA). Para verificar la normalidad de
los datos, éstos se sometieron a la prueba de Kolmogorov-Smirnov y para
evaluar diferencias entre cada uno de los tratamientos, se usd la prueba de
comparacion multiple de Tuckey a un nivel de probabilidad del 95%, usando el
programa Origin Pro 0.9 (OriginLab).
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IV.3.-Resultados y Discusién

Mediante RT-gPCR y utilizando los oligonucledtidos especificos LvBADHF3 y
LVvBADHR4, se evalud la expresidn de LvBADH en los tejidos de
hepatopancreas, branquias y misculo de camarén L. vannamei, sotmetido a tres
concentraciones de salinidad (25, 35 y 40 ppt). El transcrito de LvBADH se
detectd en los tres tejidos analizados de camardn blanco L. vannamei (Figura
8). En condiciones de salinidad normal (35 ppt), el nivel de expresion de
LvBADH en hepatopancreas fue 2.43 y 3.16 veces mayor, respecto al nivel de

expresion en branquias y masculo respectivamente (P>0.05).

“

Nivel de Expresion Relativo
(BADH/A8X10™

Hepatopancreasl Branquias Musculo
Tejido
Figura 9.- Expresion relativa de LvBADH en hepatopéancreas, branquias y musculo de
L. vannamei en condiciones de salinidad control. Las barras representan la media %

error estandar, n=9. Literales diferentes indican diferencias significativas (ANOVA
P<0.05}).

La presencia del transcrito de LVBADH en los tejidos de camaron blanco en
condiciones de salinidad normal, coincide con lo descrito en el pez O. latipes

por Wang vy colaboradores (2000), donde la expresion de la BADH se detecio
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en la mayoria de los tejidos de este organismo de manera constitutiva. Ademas,
sugiere que la BADH en L. vannamei, puede estar involucrada en ofras rutas
del metabolismo y en los procesos de detoxificacién de compuestos aldehido
como se ha descrito el pez del arroz y mamiferos (Vaz et al., 2000; Hulse y
Henderson, 1880; Wang et al., 2000).

En hepatopancreas, los niveles de transcritos de LvBADH aumentaron 2.18 y
1.87 veces en salinidad baja (25 ppt) y alta (40 ppt) respectivamente,
comparado con el grupo control (35 ppt) (Figura 10). El analisis de expresion de
LvBADH muestra que la mayor cantidad de transcrito se encontro en el tejido de

hepatopéancreas en las tres condiciones salinas evaluadas.

12 3

Nive| de Expresion Relativa
(BADH/LI)x10™
.

ND[‘H’E] ’ Baja Alta
Condiciones de salinidad
Figura 10.- Expresion relativa de LvBADH en hepatopéncreas de L. vannamei bajo

condiciones variables de salinidad. Las barras representan la media + error estandar,

n=9. Literales diferentes indican diferencias significativas (ANOVA P<0.05).

En crustaceos como L. vannamei, el hepatopancreas presenta un incremento
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos como parie de la respuesta
osmotica para satisfacer las demandas energéticas (Gibson y Barker, 1979,
Morris y Edwards, 1995; Yepiz-Plascencia et al., 2000, Jahn et al. 2006). Por lo

cual, requiere de mecanismos de proteccion a macromoléculas en condiciones
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de estrés osmético, para contrarrestar fa acumulacion de agentes
desnaturalizantes toxicos como el amoniaco (Chen y Chen, 2000). Los altos
niveles de expresion de LvBADH en hepatopancreas pueden estar relacionados
con la necesidad de la sintesis de GB, necesario para los mecanismos de
osmoregulacion e integridad proteica (Kumar, 2009; Auton et al., 2011).

En branquias, la expresidon de BADH fue 2.76 y 1.72 veces mayor en
condiciones de salinidad baja y alta respectivamente, con respecto al control
{(P>0.05) {Figura 11).El incremento del transcrito de LvBADH en.branquias de L.
vannamei, coincide con la funcidn de osmoregulacién descrita para branquias
en éste organismo (Ponce-Palafox et. al., 1997, Alvarez et. al., 2004; Freire et
al., 2008).

Nivel de Expresion Relativo
(BADH/L8)x10”

Baja
Condiciones de salinidad

Figura 11.- Expresion relativa de LvBADH en branquias de L. vannamei bajo
condiciones variables de salinidad. Las barras representan la media * error estandar,
n=9. Literales diferentes indican diferencias significativas {ANOVA P<0.05).

En el mismo sentido, en branquias de ostra C. gigas sometida a condiciones de
salinidad variable (5-40ppt) durante 7 dias, el transcrito de la BADH es
detectado (Zhang et al., 2012). Ademas, existen diversos reportes del aumento
en los niveles de GB en tejido branquial de crustaceos y moluscos en respuesta
a estrés osmdtico {Dragolovich y Pierce, 1992; Neufeld y Wright, 1996; Perrino
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y Pierce, 2000a; Jahn et al., 2006). Estos resultados sugieren que la BADH esta
implicada en el mantenimiento del equilibrio en el medio intracelular en
respuesta al estrés osmatico.

Por otra parte, la disminucion de la expresion de LvBADH en condiciones de
salinidad alta, sugiere una regulacion hiperosmética en beriodos prolongados
(dias) en branquias de camardn blanco a través de mecanismos de transporte
activo de iones (Lucu y Towle, 2003; Freire et al., 2008; Freire et al., 2013).

La expresion de LVBADH en misculo disminuyo 3.97 y 13 veces en camarones
bajo condiciones de salinidad alta y baja respectivamente, en contraste al

conirol {Figura 12).
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Condiciones de salinidad

Figura 12.- Expresion relativa de LvBADH en masculo de L. vanname/ bajo condiciones
variables de salinidad. Las barras representan la media + error estandar, n=9. Literales
diferentes indican diferencias significativas (ANOVA P<0.05}.

A pesar, de que se detectd una disminucién en la expresion de LvBADH en
tejido muscular de L. vannamei, no se puede descartar la acumulacion de GB
en este tejido. Por otra parte, crustaceos y moluscos se ha descrito que la
actividad de proteinas transportadoras de GB, es regulada por las condiciones
de osmolaridad (Petty y Lucero, 1999; Wright et al., 1992; Freire et al., 2013).

Por o cual, en musculo de camaron blanco, la acumulacién de GB puede
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involucrar mecanismos de transporte en lugar de la sintesis in sifu, como se ha
descrito en ofros organismos marinos {Petty y Lucero, 1999; Wright et al., 1992;
Freire et al., 2013).

iV .4.-Conclusion

En L. vannamei la expresion de la BADH es regulada de manera tejido
especifico, por las variaciones en las condiciones de salinidad. Los mayores
niveles del franscrito de la BADH, se detectaron en los tejidos de
hepatopancreas y branquias, los cuales son los principales tejidos involucrados

en la regulacion osmotica.
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