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RESUMEN

El camardn blanco Litopenaeus vannamei es el crusticeo mas importante para la
acuacultura a nivel mundial. Frecuentemente, el desarrollo del camaron en su hébitat y en cultivo
puede afectarse por la incidencia de hipoxia. L. vannamei responde a la hipoxia ajustando el
metabolismo energético y activando la glucolisis anaerobia. La hexocinasa (HK) cataliza la
fosforilacion de glucosa para generar glucosa-6-fosfato (G-6-P), un metabolito central en el
metabolismo de carbohidratos. La HK estd presente en la mayoria de los organismos en varias
isoformas tejido-especificas con propiedades caracteristicas. Anteriormente, nuestro grupo de
trabajo report6 una secuencia de HK de L. vannamei, que corresponde a la isoforma HK-1, segun
la reciente anotacion del genoma del camardn, y se encontré anotada una segunda isoforma
denominada HK-2. El objetivo del presente estudio fue caracterizar las isoformas de la HK de L.
vannamei, evaluar su expresion por tejido en condiciones normales y evaluar el efecto de la hipoxia
y la reoxigenacion sobre su expresion en branquias y hepatopancreas. Se amplificaron mediante
PCR dos secuencias de la HK-1 del camardn denominadas HK-1 larga y HK-1 corta, asi como una
secuencia de la isoforma HK-2 identificada como la variante X3 en las bases de datos de GenBank.
Las isoformas de la HK del camardn estan altamente conservadas en secuencia y estructura con las
HKSs de otras especies, tienen un peso molecular similar a las de otros homoélogos de invertebrados
y son filogenéticamente méas cercanas a las HKs conocidas de otros crustaceos. Los resultados de
expresion génica indicaron que la isoforma HK-1 se expresa mayormente en hepatopancreas,
mientras que la isoforma HK-2 predomina en branquias. Estos resultados sugieren que la expresién
de las isoformas de la HK es tejido-especifica. Ademas, la hipoxia disminuyd la expresion total de
HK-1 en hepatopancreas y branquias, pero después de 1 h de reoxigenacion se restauré a los niveles
detectados en normoxia. Por otro lado, la expresion total de la HK-2 fue afectada diferencialmente
en ambos tejidos. En hepatopancreas, la expresion de HK-2 aumento en respuesta a la hipoxia, pero
volvié a niveles de normoxia después de 1 h de reoxigenacion. En branquias, la HK-2 disminuyd
significativamente por la hipoxia, pero también se restauro después de 1 h de reoxigenacion. Estos
resultados indican que la expresion de las isoformas HK del camardn responde a la hipoxia y

reoxigenacion, de manera tejido-especifica.

Palabras clave: Hexocinasa, Litopenaeus vannamei, Hipoxia, Glucdlisis, Expresion génica
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ABSTRACT

The white shrimp Litopenaeus vannamei is the most important crustacean for aquaculture
worldwide. Frequently, the growth of shrimp in its natural habitat and in aquaculture ponds can be
affected by the occurrence of hypoxia. L. vannamei responds to hypoxia by adjusting its energy
metabolism by activating anaerobic glycolysis. Hexokinase (HK) catalyzes the phosphorylation of
glucose to generate glucose-6-phosphate (G-6-P), a central metabolite in carbohydrate metabolism.
HK is present in most organisms in various tissue-specific isoforms with distinctive properties.
Previously, our group reported an HK sequence from L. vannamei, which corresponds to the HK-
1 isoform, according to the recent annotation of the shrimp genome, and a second isoform named
HK-2 was identified in the genome. The aim of this study was to characterize the HK isoforms
from L. vannamei, evaluate their expression under normoxia in gills, hepatopancreas and muscle,
and evaluate the effect of hypoxia and reoxygenation on its expression in gills and hepatopancreas.
Two shrimp HK-1 sequences named HK-1 long and HK-1 short, as well as the sequence of the
isoform HK-2, were amplified by PCR. Shrimp HK isoforms are highly conserved in sequence and
structure with HKs from other species, have a similar molecular mass to their invertebrate
counterparts, and are phylogenetically closer to other known crustacean HKs. Gene expression
results indicated that the HK-1 isoform is expressed mostly in hepatopancreas, while the HK-2
isoform prevail in gills. These results suggest that the expression of HK isoforms is tissue-specific.
Furthermore, hypoxia decreased the expression of total HK-1 in hepatopancreas and gills, but after
1 h of reoxygenation it was restored to normoxia levels. On the contrary, the total expression of
HK-2 was differentially affected in both tissues. In hepatopancreas, expression of HK-2 increased
in response to hypoxia but returned to normoxia levels after 1 h of reoxygenation. In gills, HK-2
expression was significantly decreased by hypoxia, but was also restored after 1 h of reoxygenation.
These results indicate that the expression of shrimp HK isoforms responds to hypoxia and

reoxygenation, in a tissue-specific manner.

Key words: Hexokinase, Litopenaeus vannamei, Hypoxia, Glycolysis, Gene Expression
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1. INTRODUCCION

El camardn blanco Litopenaeus vannamei es una de las principales especies de crustaceos
que se producen a nivel mundial (FAO, 2018), es originario de la costa del Pacifico y se encuentra
desde las costas de Sonora, México, hasta Pert en Sudamérica. En México, la produccion de este
peneido se realiza principalmente en el noroeste, cerca de las zonas costeras donde se encuentran
esteros y lagunas o bahias (Comision Nacional de Acuacultura y Pesca, 2017). Sin embargo, el
desarrollo y reproduccion de esta especie marina pueden ser afectados en su habitat natural y en
condiciones de cultivo debido a diversas situaciones de estres como la disminucion en la
concentracion de oxigeno disuelto (OD), condicion conocida como hipoxia (Vaquer-Sunyer y
Duarte, 2008). Las variaciones en los niveles de OD son comunes en los ecosistemas marinos, con
ciclos de hipoxia seguidos por periodos de reoxigenacion. Sin embargo, durante los ultimos afios
se ha registrado el aumento de zonas hipoxicas en mar abierto y en zonas costeras, causado
principalmente por la eutrofizacion de los mares debido a actividades antropogénicas, aunado al
aumento de temperatura ocasionado por el cambio climéatico (Breitburg et al., 2018; Diaz y
Rosenberg, 2008).

La exposicion prolongada a concentraciones de OD menores a 2 mg O/L puede afectar
negativamente el desarrollo de las especies marinas. A pesar de que el camaron se considera una
especie tolerante a la hipoxia, debido a que sobrevive durante periodos de tiempo relativamente
largos, se ha demostrado que la hipoxia tiene consecuencias perjudiciales en su tasa de crecimiento,
reproduccion y sistema inmune (Han et al., 2017; Racotta et al., 2002). Sin embargo, L. vannamei
puede recurrir a diversas estrategias en respuesta a la hipoxia, como la supresion de la actividad
metabolica, la reduccidn en el consumo de oxigeno y la aceleracion de la produccion de energia
por medio de la glucolisis anaerobia (Seibel, 2011; Ulaje et al., 2019).

Debido a la importancia de la via glucolitica en el metabolismo de los organismos, se deben tener
mecanismos de control para regular la ruta eficientemente. Las reacciones catalizadas por la
hexocinasa (HK), la fosfofructocinasa (PFK) y piruvato cinasa (PK) son irreversibles, por lo que
son puntos clave en la regulacion de la via. La HK (ATP: hexosa-6-fosfotransferasa, E.C. 2.7.1.1;
HK) cataliza el primer paso del metabolismo de oxidacion de las hexosas al fosforilar a la glucosa
utilizando ATP, y se obtiene glucosa-6-fosfato (G-6-P) como producto. Esta reaccion es de gran
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importancia ya que la G-6-P es un metabolito central en el metabolismo (Stryer et al., 2013). Esta
enzima pertenece a una familia conservada presente en la mayoria de los organismos que difieren
en sus propiedades cataliticas y reguladoras, en su masa molecular y en su distribucién tisular. En
mamiferos, las isoformas de la HK han sido ampliamente estudiadas en distintas condiciones
(Cérdenas et al., 1998; Wilson, 2003), sin embargo, las HKs de invertebrados, y mas ain de
crustaceos marinos, han sido poco estudiadas en comparacion con las de mamiferos.

En la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, se encontraron cuatro isoenzimas expresadas en
diferentes etapas de desarrollo y en diferentes tejidos (Jayakumar et al., 2001). En crustaceos se ha
reportado la actividad de la HK en el cangrejo Neohelice granulata (Lauer et al., 2012), y en las
especies de langostas Homarus americanus y Homarus vulgaris (Stetten y Goldsmith, 1981). En
el 2017, Sun et al., reportaron la secuencia de la HK en el camardén Macrobrachium nipponense,
asi como el aumento en su expresion relativa en respuesta a la hipoxia en los tejidos de
hepatopéancreas y musculo.

Por otra parte, en el camaron blanco L. vannamei, Sofianez-Organis et al., en el 2011 reportaron
una secuencia de la HK, asi como su regulacion mediante el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-
1) en condiciones de bajo OD. En este estudio, la exposicion por 1y 24 h a la hipoxia (1.5 mg/L
de O2/L) aumentd la expresién y actividad de HK en branquias, sin embargo, en musculo hubo una
menor expresion de HK, pero aumento la actividad. Esto sugiere la presencia de isoformas en los
diferentes tejidos. Aunado a esto, el genoma del camaron blanco L. vannamei fue recientemente
publicado en la base de datos del GenBank en el NCBI, donde se encuentran anotadas 3 variantes
de transcrito del gen la HK-2 que codifican a 3 proteinas deducidas de diferente tamafio (Zhang et
al., 2019). Ademas, en el transcriptoma publicado por Ghaffari et al., (2014) también estan
presentes las secuencias de estas variantes de transcrito de la HK-2, asi como la HK-1 reportada
por Sofianez-Organis et al. (2011).

Las respuestas metabolicas a la hipoxia en crustaceos incluyen diversos mecanismos. Debido a que
existen muy pocos estudios en crustaceos que describan a las enzimas clave que participan en la
regulacion de estos procesos, es necesario la generacion de este conocimiento. En particular, la HK
juega un papel importante en la regulacién de la glucdlisis y, en consecuencia, en la estrategia
metabolica del camardn para adaptarse a bajas concentraciones de OD. Por lo que, el presente
trabajo tiene como objetivo identificar y caracterizar las isoformas de la HK del camaron blanco L.

vannamei y evaluar el efecto de la hipoxia y reoxigenacion sobre su expresion génica.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cultivo de Importancia Econdmica: Camaron Blanco Litopenaeus vannamei

Durante el 2016, se report6 una produccién en la acuacultura a nivel mundial de 7.8 millones de
toneladas de crustaceos, con un valor de 57,100 millones de USD. En particular, los camarones
peneidos dominan por mas del 50% la acuacultura de crustaceos. EI camar6n blanco L. vannamei
es el crustaceo que mas se produce a nivel mundial, seguido del cangrejo de las marismas
Procambarus clarkii, el langostino jumbo Penaeus monodon, el camarén M. nipponense, entre
otros. La produccién y consumo de crustaceos estdn ampliamente globalizados y su cultivo es un
componente significativo en el crecimiento del sector de la acuacultura. Ademas, los crustaceos
son considerados de gran valor econémico en la exportacion a nivel mundial, por lo que su cultivo
se considera de gran importancia tanto para paises desarrollados como en vias de desarrollo
(Bondad-Reantaso et al., 2012; FAO, 2018).

Como se menciond anteriormente, los camarones peneidos son las principales especies de
crustaceos que se producen. En México, la produccion de camarén se realiza en el Pacifico, el
Golfo de México y el Caribe, tanto por pesca de captura como de cultivo. El camarén es el producto
pesquero mas importante a nivel nacional en términos de exportacion, valor econémico y
generacion de empleo (Comision Nacional de Acuaculturay Pesca, 2017; FAO, 2018). El camaron
blanco es originario de la costa del Pacifico y se encuentra desde las costas de Sonora, México,
hasta Per(l en Sudamérica. Su cultivo se desarrolla generalmente cerca de las costas donde se
encuentran esteros y lagunas costeras o bahias. Actualmente también es cultivado en otras regiones
del mundo, siendo la principal especie cultivada (Gillett, 2008). La razon de esto es porque el
cultivo de L. vannamei no presenta grandes complicaciones durante el desarrollo larvario, tiene
una alta tasa de crecimiento en comparacion con los cultivos de otras especies de camardn, ademas
de tener bajos requerimientos de proteina en la dieta. Asimismo, se ha mostrado su tolerancia a
amplios intervalos de temperatura y salinidad (Martinez-Cérdova et al., 1999; Sanchez-Paz et al.,
2006). Lo anterior, ha posicionado al camarén blanco como la principal especie de interés para

cultivo.
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A pesar de que el cultivo de camarones peneidos ha aumentado notablemente durante las Gltimas
décadas, tanto en el Pacifico como en paises asiaticos, existen diversos factores que limitan la
produccion de estas especies, especialmente en términos de productividad, asi como en pérdidas
de los cultivos. Se ha reportado que factores externos comprometen el crecimiento del camaron,
ademas de aumentar la tasa de mortalidad en los cultivos y en habitats naturales (Han et al., 2017,
Racotta et al., 2002). Por esto es importante identificar y estudiar las causas y consecuencias de los

estresores que afectan al camaron y a otros crustaceos de importancia para la acuacultura.

2.2. La Hipoxia como Mayor Estresor en Crustaceos

Las especies marinas pueden estar expuestas a diversos factores de estrés en condiciones de cultivo
y en su habitat natural. Para los organismos acuéticos se define como estrés a la condicion donde
se presente una alteracion de la homeostasis del organismo en respuesta a estimulos externos. Los
organismos desencadenan una serie de respuestas y cambios, tanto en comportamiento, como
bioquimicos y fisiologicos, que tienen como objetivo la adaptacion del individuo a la situacion de
estrés (Wendelaar Bonga, 1997). Dependiendo de la intensidad del estresor, la respuesta puede ser
de dos niveles. En el primer nivel la respuesta es con fines adaptativos donde el organismo puede
recuperar la homeostasis. El segundo nivel resulta en la supresion del metabolismo energético,
inhibicion del crecimiento, afectacion en la reproduccion y susceptibilidad a infecciones (Carrefio
Mejia, 2009). Entre los principales agentes estresantes que pueden afectar al camaron, en su medio
natural y en cultivo, estan los cambios bruscos de temperatura, alteraciones en la concentracion de
ODy en la salinidad, y la presencia de microorganismos patdgenos (Han et al., 2017).

El nivel de OD es considerado uno de los factores méas importantes en el cultivo de crustaceos y
otras especies marinas, en especial de L. vannamei, ya que es un sustrato esencial para el
mantenimiento de las funciones fisiologicas de los organismos aerobios (Pérez-Rostro et al., 2004).
En los ecosistemas marinos, el oxigeno presente en la atmdsfera o el originado por fotosintesis, se
disuelve en las aguas superficiales y las del fondo, ayudando asi a satisfacer las necesidades
respiratorias de todos los organismos que habitan el ecosistema. Sin embargo, cuando se corta el
suministro de oxigeno en la superficie y/o en el fondo del océano o cuando la tasa de consumo

supera al reabastecimiento, la concentracion de oxigeno cae por debajo del punto en el que se

17



sustenta la vida de la mayoria de los organismos. Esta condicién de bajo OD es conocida como
hipoxia (Gobler y Baumann, 2016; Keeling et al., 2010).

Las zonas con bajo OD son una caracteristica comun en los ecosistemas marinos (Fig. 1). Esta
situacion puede ser ocasionada por factores naturales como el aumento en la demanda bioldgica
del oxigeno, una disminucion en las corrientes de agua, cambios en la marea o fluctuaciones de
temperatura. Sin embargo, existen otras situaciones derivadas de actividades antropogénicas, que
han exacerbado la disminucion de OD en los oceanos durante las Ultimas décadas. Las
concentraciones bajas de OD en costas y mar abierto pueden tener corta duracion, siendo
restablecidas a los niveles de OD normales, lo que se conoce como reoxigenacién. Sin embargo, la
hipoxia puede persistir por tiempos prolongados y extenderse hasta miles de kilometros cuadrados
afectando a una gran variedad de especies (Breitburg et al., 2018; Diaz y Rosenberg, 2008).

El punto en el que los organismos acuaticos son afectados por la hipoxia varia ampliamente, en
general este inicia cuando la concentracion de OD se encuentra por debajo de 2 mg/L. Aunque se
ha reconocido que, a una concentracion de oxigeno dada, que puede ser critica para una especie
bajo ciertas circunstancias, puede no serlo para esa misma especie en otra situacion, o tampoco
serlo para otra especie (Seibel, 2011). EI camardn L. vannamei se considera una especie tolerante
a la hipoxia, ya que sobrevive durante periodos relativamente largos, sin embargo, no esta definida
una concentracion de oxigeno letal en especifico. A pesar de esta tolerancia, se ha demostrado que

la hipoxia tiene consecuencias negativas para el camardn en distintos niveles (Racotta et al., 2002).
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Figura 1. Niveles de oxigeno bajos y en descenso en océano abierto y aguas costeras. EI mapa
indica las zonas donde los nutrientes antropogénicos han causado disminuciones de Oz a <2 mg/L
(puntos rojos), asi como las zonas de minimo de oxigeno del océano a 300 m de profundidad
(regiones sombreadas en azul). Fuente: Breitburg et al., 2018.
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2.2.1. Consecuencias de la Hipoxia en el Camaroén Blanco

Los ajustes fisioldgicos y bioquimicos que las especies realizan como una estrategia ante el estrés
pueden repercutir eventualmente de forma perjudicial en el organismo (Wu, 2002). Las alteraciones
en la concentracion d6ptima de OD pueden ocasionar en el camarén una disminucién en el
crecimiento, reduccién de la locomocion, mayor riesgo a infecciones y el aumento en la tasa de
mortalidad (Han et al., 2017; Martins de Lima et al., 2021; Pérez-Rostro et al., 2004).

Diversos estudios reportan que cualquier nivel de hipoxia puede causar un deterioro en el
crecimiento, aunque no se vea afectada la sobrevivencia del organismo (Wu, 2002). Para el
camarén L. vannamei se ha reportado que la hipoxia reduce la ingesta de alimento, y es probable
que esto sea la principal causa de la disminucion del crecimiento. Se ha demostrado que niveles
bajos de OD reducen el consumo de alimento debido a la debilitacion del sistema digestivo (Han
et al., 2017). En este estudio, Han et al. (2017) reportaron una baja actividad de tripsina, lo que
probablemente resulte en el descenso del suministro de energia metabdlica, provocando una
reduccion de la supervivencia y el crecimiento del L. vannamei. Ademas, los autores también
reportaron que la hipoxia ciclica durante 28 dias aumenta la mortalidad y reduce la resistencia a
Vibrio parahaemolyticus como resultado de las deficiencias en el mecanismo de osmorregulacion
y de la inhibicién de enzimas digestivas. La hipoxia tiene un efecto directo en el sistema inmune
del organismo haciéndolo mas propenso a infecciones por patégenos, lo que probablemente
conduce a brotes de enfermedades infecciosas y al aumento en la mortalidad. Por esto, es

fundamental estudiar las repercusiones de las bajas concentraciones de OD en el camardn.

2.2.2. Estrategias del Camaron Blanco en Respuesta a la Hipoxia

Las especies de crustaceos que habitan los ecosistemas marinos, como el camarédn blanco, son mas
propensas a experimentar fluctuaciones de la concentracion de OD, por lo que deben responder
mediante adaptaciones morfologicas, fisiologicas y de comportamiento. Para poder responder
fisiologica y conductualmente a los cambios de la concentracion de OD, el camaron debe tener
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sistemas sensoriales capaces de detectar estos cambios y activar los sistemas motores apropiados
para responder adecuadamente. Los sistemas de ventilacion y circulacién permiten al camarén
responder al cambio en los niveles de OD del medio. La tasa de ventilacion y el volumen de oxigeno
que ingresa al organismo puede regularse rapidamente, ademas de la induccion del aumento en la
afinidad de la hemocianina por el oxigeno, disminucion del metabolismo energético y la activacion
de rutas anaerobias. La mayoria de estos cambios tardan en producirse, por lo que los cambios
conductuales, que pueden ser casi instantaneos, suelen ser la respuesta mas eficaz y rapida a la del
organismo frente a la hipoxia (Martins de Lima et al., 2021). Sin embargo, cuando se prolonga la
exposicién, o el camardn no es capaz de transportarse a sitios con mayores niveles de oxigeno, el
cambio en el metabolismo energético es esencial para su sobrevivencia.

Existe una relacién directa entre el OD, el consumo de oxigeno, la produccion de energia y el
metabolismo aerobio, indicando la interaccion entre el metabolismo y el sistema respiratorio en
crustaceos (Semenza, 1998). Un punto clave en la estrategia frente a la hipoxia en animales es la
presencia del factor de transcripcion HIF-1 (factor inducible por hipoxia) que confiere una
respuesta adaptativa multifacética a bajas concentraciones de OD y se considera el maximo
regulador de la homeostasis del oxigeno al inducir la expresion de genes especificos, aquellos que
contienen en los promotores elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) (Gorr et al., 2006). HIF-1
es una proteina heterodimérica compuesta por las subunidades o y B expresadas constitutivamente.
En presencia de oxigeno, HIF-1a es hidroxilada en residuos conservados del dominio de
degradacion dependiente de oxigeno (ODD), después interactta con la proteina von Hippel-Lindau
(pVHL) y reconocen al complejo proteina-ubiquitina ligasa que marca a HIF-la para su
degradacidn por el proteosoma. En condiciones de hipoxia, HIF-1a no es hidroxilada, por lo que
se dimeriza con HIF-1B e interactta con los HRE ubicados en la regién promotora de genes
implicados en la respuesta a la hipoxia (Gorr et al., 2010; Sofianez-Organis et al., 2009). Todos los
sitios de union de HIF-1 contienen la secuencia consenso 5'-(A/G)CGTG-3' (Semenza, 1996). En
L. vannamei se reporto la expresion tejido-especifica de HIF-1 (Sofianez-Organis et al., 2009), y
se encontr0 que esta involucrado en la regulacion de genes del metabolismo energético en
camarones sometidos a hipoxia, en particular de genes de enzimas glucoliticas (Camacho-Jiménez
et al., 2019; Cota-Ruiz et al., 2016; Sofianez-Organis et al., 2011, 2012).
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2.3. Cambios en el Metabolismo Energético del Camaron Inducidos por Hipoxia

El camardn responde al estrés hipoxico mediante el uso y movilizacion de glucosa de las reservas
de glucogeno como una estrategia metabolica para mantener la homeostasis y demanda de energia
(Martins de Lima et al., 2021; Ulaje et al., 2019). En especifico, debido a la exposicidn a la hipoxia,
en L. vannamei se presentan cambios en el nivel de expresion de genes que codifican a enzimas
glucoliticas, asi como en su actividad, como se ha reportado para la hexocinasa (HK) (Sofianez-
Organis et al., 2011), fosfofructocinasa (PFK) (Cota-Ruiz et al., 2015), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (Camacho-Jiménez et al., 2018) y lactato deshidrogenasa (LDH)
(Sofianez-Organis et al., 2012); y gluconeogénicas como fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBP) (Cota-
Ruiz et al., 2015) y fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) (Reyes-Ramos et al., 2018). La
regulacion de las enzimas del metabolismo energético es clave para la sobrevivencia del camarén
durante las fluctuaciones en el nivel de OD.

Durante la hipoxia, en L. vannamei se ha reportado el aumento en la concentracion de glucosa en
branquias y masculo, lo que sugiere una estrategia para sustentar la alta demanda de energia para
el mantenimiento de la tasa de ventilacion y la locomocion, respectivamente. Por otro lado, la
disminucion de glucdgeno en el hepatopancreas indica que este tejido funciona como reserva.
Debido a que el hepatopancreas es responsable de diversos procesos metabolicos como la
degradacion, absorcion y almacenamiento de nutrientes, es probable que la disminucion en
glucdgeno se deba a la degradacion de reservas de glucosa facilmente movilizables, para satisfacer
la demanda de energia en respuesta al estrés (Pérez-Rostro et al., 2004; Ulaje et al., 2019).

2.4. Glucolisis Anaerobia en Respuesta a la Hipoxia

Se report6 que en el camardn, las concentraciones de glucosa en la hemolinfa aumentan durante el
estrés hipdxico demostrando que las reservas de glucosa son movilizadas con el fin de proporcionar
sustratos para la obtencion de energia de diferentes tejidos (Pérez-Rostro et al., 2004; Ulaje et al.,
2019). Aunado a esto, en L. vannamei se demostro que durante la hipoxia (1.45 mg de O2/L) hubo
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un aumento en la expresion de los transportadores de glucosa GLUT-1y GLUT-2. Cabe mencionar
que GLUT-1 es ubicuamente expresado en condiciones de normoxia y predomina en branquias,
mientras que GLUT-2 s6lo se detecto en hepatopancreas (Martinez-Quintana et al., 2014, 2015).
El aumento de los transportadores de glucosa en respuesta a la hipoxia sucede debido a la necesidad
del organismo de movilizar la glucosa para satisfacer las demandas de los distintos 6rganos. Por
otra parte, en musculo y branquias, la hipoxia induce la acumulacion de lactato (glucolisis
anaerobia) que después es transportado por la hemolinfa a la glandula digestiva o hepatopancreas,
donde es utilizado como sustrato gluconeogeénico para la generacion de glucosa de novo. Después,
la glucosa regresa a otros tejidos o es metabolizada en el hepatopancreas (Racotta et al., 2002;
Ulaje et al., 2019).

Por otro lado, se report un aumento en los transcritos de PFK en el camaron durante el estrés por
hipoxia, sugiriendo que la enzima aumenta su actividad para hacer frente a la demanda de
degradacidn de glucosa acelerando la produccion de ATP (Cota-Ruiz et al., 2015). También se ha
reportado el aumento en la expresién de LDH1 y LDH2. Es importante mencionar que el cambio
en laexpresion de la LDH es considerado un marcador para seguir el cambio de la glucdlisis aerobia
a anaerobia (Sofianez-Organis et al., 2012; Ulaje et al., 2019), ya que esta enzima cataliza la sintesis
de lactato a partir de piruvato en células donde la disponibilidad de oxigeno es limitada (Stryer et
al., 2013). Por otra parte, se ha observado una respuesta similar en la expresion de la HK en
branquias en el camardn en respuesta a bajas concentraciones de OD, indicando que la activacion
y/o aumento en la glucdlisis anaerobia es provocada por este estresor (Sofianez-Organis et al.,
2011). Lo anterior sugiere que hay una aceleracion en la glucdlisis anaerobia incrementando asi la
movilizacién de glucosa en el camarén.

Estos mecanismos de respuesta a la hipoxia exponen la importancia de la expresion de las enzimas
glucoliticas y gluconeogénicas de manera tejido-especifica. Los diferentes tejidos tienen funciones
particulares en la respuesta al estrés, por lo que es posible suponer la existencia de isoformas de
estas enzimas, con niveles de expresion y actividad especificos. Las respuestas de regulacion del
metabolismo energético forman parte de la estrategia para el uso de la energia por el camarén para
contrarrestar al estrés por hipoxia. En el cultivo de camaroén, estos resultados implican que el
camaroén esta preparado para responder a los bajos niveles de OD de los estanques. Sin embargo,

la exposicion a condiciones de estrés compromete el crecimiento del camaron.
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2.4.1. Primer Punto de Control en la Glucélisis: Hexocinasa

La glucdlisis es una via metabolica central en los organismos donde se oxida a la glucosa para
generar energia en forma de ATP e intermediarios para usarse en otras rutas metabdlicas. La
glucdlisis sucede en el citoplasma de la célula donde una molécula de glucosa es oxidada para
generar dos moléculas de piruvato. La glucdlisis puede ocurrir en condiciones aerdbicas o
anaerdbicas, ya que el destino del piruvato depende de la presencia o ausencia de oxigeno en las
células. La oxidacion completa de la glucosa en condiciones aerdbicas, incluyendo el ciclo de
Krebs y fosforilacion oxidativa, da como resultado 32 moles de ATP por mol de glucosa (Fig. 2).
Sin embargo, en condiciones anaerobicas, solo se pueden producir 2 moles de ATP (Stryer et al.,
2013). Esto es significativo para la célula desde el punto de vista energético, ya que la condicion
de oxigeno determina cuantos ATP se obtiene durante la oxidacion de glucosa.

Tanto en la glucolisis aerobia como en la anaerobia, las reacciones catalizadas por las enzimas HK,
PFK 'y PK son irreversibles, por lo que son puntos clave en la regulacion de la via (Fig. 3). Cada
una de estas reacciones sirve como un punto de control, ya que las actividades enzimaticas estan
reguladas por efectores alostéricos o modificaciones covalentes (Stryer et al., 2013). Ademas,
como se ha mencionado anteriormente, la expresién de estas enzimas varia en funcién de la
regulacién en la transcripcion, que tiene cambios con el fin de satisfacer las necesidades
metabolicas de la célula ante una situacion dada (Hantzidiamantis y Lappin, 2021; Melkonian y
Schury, 2021). Siendo la HK la primera enzima de esta ruta metabolica, su caracterizacion en los
distintos niveles moleculares es de interés en todos los organismos, asi como los cambios en su
expresion y actividad debidos a factores de estrés que comprometan el correcto funcionamiento del

metabolismo.
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Figura 2. Glucdlisis: destino del piruvato en presencia o ausencia de oxigeno. Las enzimas que
catalizan las reacciones irreversibles se muestran en color morado. Stryer et al., 2013.

La primera reaccion de la glucélisis ocurre cuando una molécula de glucosa entra a la célula y es
inmediatamente fosforilada por la HK obteniendo glucosa-6-fosfato (G-6-P) como producto,
mediante la hidrdlisis de ATP. Por su parte, la G-6-P tiene maltiples destinos metabolicos (Fig. 3):
puede catabolizarse mediante la glucdlisis y el ciclo de Krebs para satisfacer las necesidades
energéticas del organismo. También en ciertos tejidos y 6rganos como el higado, la G-6-P puede
oxidarse a través de la via de las pentosas fosfato para proporcionar precursores de azucar fosfato
y NADPH para diversas vias biosintéticas, también se puede convertir en uridina difosfato (UDP)-
glucosa para la polimerizacion de glucdgeno, la principal forma de almacenamiento de
carbohidratos (CHOs) en la fisiologia animal, y es precursor de la via biosintética de las
hexosaminas (Rajas et al., 2019). La HK es clave para el metabolismo ya que es responsable de la
produccion de G-6-P, que representa un punto de ramificacion para procesos anabolicos y
catabolicos.

La glucosa entra a la célula a través de proteinas de transporte especificas, como GLUT-1. Este
paso es importante porque la G-6-P no puede difundirse a través de la membrana por sus cargas
negativas, evitando que salga de la célula, facilitando asi su catabolismo adicional. Se ha descrito
que la HK tiene una amplia especificidad y es capaz de fosforilar hexosas. La HK es inhibida por
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altas concentraciones de su producto, G-6-P, lo que sirve como sefial para indicar que la glucosa
ya no es requerida para la obtencion de energia (Irwin y Tan, 2008; Stryer et al., 2013).

Glucogeno

Glucogenogénesis I l Glucogendlisis

Glucosa-6-fosfatasa o” 80
(higado) o Via de las pentosas
Glucosa <— o ——> Ribosa-5-P
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Piruvato

Figura 3. Destinos metabolicos de la glucosa-6-fosfato (G-6-P). Rajas et al., 2019.

En una misma especie pueden expresarse varias isoformas de la HK con diferentes actividades
cataliticas y propiedades reguladoras. En mamiferos, la isoforma HK-1V, también denominada
glucocinasa (GCK), tiene como sustrato especifico a la glucosa. Tanto la HK-IV como las otras
isoformas de la HK realizan la misma funcion de fosforilar la glucosa en G-6-P y atraparla en la
célula, la diferencia entre los dos radica en su ubicacion y afinidad por la glucosa. La HK-IV esta
presente en el higado y en las células B del pancreas, mientras que el resto de las isoformas de la
HK estés presentes en diversos tejidos. La HK-IV tiene una afinidad mucho menor por la glucosa
y funciona s6lo cuando los niveles de glucosa son altos. Cuando aumentan los niveles de glucosa
en sangre, la HK-1V dirige la sintesis y el almacenamiento de glucogeno en el higado. Por el
contrario, cuando los niveles de glucosa son bajos, las otras HKs con mayor afinidad por glucosa,
inician la glucolisis en las células que necesitan energia (Cardenas et al., 1998; Matschinsky &
Wilson, 2019). Esto demuestra que la existencia de isoformas de la HK es necesaria para la
regulacién del metabolismo energético en un mismo organismo.

Por otra parte, se sabe que la glucosa es el sustrato preferido para las HKs, pero también pueden

fosforilar otras hexosas. S0lo unas pocas especies, especialmente en organismos procariotas, tienen
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verdaderas glucocinasas (ATP:D-glucosa-6-fosfotransferasa EC 2.7.1.2), que son enzimas
especificas para glucosa y no puede fosforilar otras hexosas, o contienen HKs que sélo acttian sobre
una hexosa en especifico. Pero otras especies como los animales presentan HKs con baja
especificidad de fosforilacion de hexosas, es decir, pueden actuar sobre glucosa, manosa o fructosa
(Wilson, 1995). En la rata Rattus norvegicus, uno de los organismos méas estudiados, las cuatro
isoenzimas de la HK tienen esencialmente la misma especificidad para la glucosa y la fructosa
(Cardenas et al., 1998).

Otro punto importante en las caracteristicas de las HKs es la regulacion de su actividad mediante
modificaciones postraduccionales. Por ejemplo, la fosforilacion reversible actia como un control
de encendido y apagado (activacién y desactivacion), y por ende, regula los cambios en el flujo
metabdlico mediante diferentes vias al mediar el cambio en el estado de actividad de las enzimas
(Derouiche et al., 2012). Uno de los mecanismos adaptativos de regulacion de la HK en respuesta
al estrés ambiental en diversos organismos es la fosforilacion reversible (Dieni & Storey, 2011).
Las proteinas cinasas PKA (proteina cinasa dependiente de AMPc) y PKC (proteina cinasa C que
fosforila especificamente residuos de serina/treonina) (Lim et al., 2015; Taylor et al., 2004) fueron
identificadas como las enzimas responsables de la posible fosforilacidn de las isoformas de la HK
del camardn. Se ha reportado que estas proteinas cinasas fosforilan a la HK en diversos organismos
como forma de regulacién enzimética (Abnous & Storey, 2008; Childers & Storey, 2016; Dawson
& Storey, 2012; Dieni & Storey, 2011; Holden & Storey, 1997; Lama et al., 2013). En condiciones
de estrés, el organismo debe producir cambios en distintos niveles metabdlicos para dar respuesta
a las nuevas necesidades, como la depresion o induccién de la tasa metabolica. En este sentido, la
fosforilacion reversible representa un punto de control esencial a nivel postraduccional de las

enzimas para la regulacién del metabolismo.

2.4.2. Isoformas de la Hexocinasa en Vertebrados e Invertebrados

En vertebrados se han identificado y estudiado cinco tipos de HKs conocidas como HK-I, 11, 1l 'y
IV 0 GCK (Céardenas et al., 1998; Wilson, 1995). La quinta secuencia génica de HK fue identificada
mas recientemente por Irwin y Tan (2008), adyacente al gen que codifica a la isoforma HK-I, en el
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cromosoma 10. Este gen fue nombrado HKDC1 dentro de la base de datos del genoma. Los genes
HK-1 y HKDC1 estan organizados de forma cabeza-cola sugiriendo que son el producto de un
evento de duplicacion génica en tandem. Ademas, la busqueda en la base de datos del NCBI de
etiquetas de secuencias transcritas (EST) indica que HKDC1 se expresa en humano en tejidos de
faringe, timo, colon, es6fago y 0jo, y debido a que su secuencia codifica un marco abierto de lectura
de 917 aminodcidos. En 2018, Khan et al. demostraron que HKDCL1 es altamente expresada en
humano en intestino, pancreas y pulmon.

Como se menciono anteriormente, las isoformas de la HK tienen diferentes roles en el metabolismo
de la glucosa basados en sus propiedades y patrones de expresion. Por ejemplo, en vertebrados, la
HK-1 es una enzima activa expresada ubicuamente, principalmente en cerebro y rifién, y tiene un
papel en la funcion generalizada del catabolismo de la glucosa para la generacion de energia. La
isoforma HK-I1I es la principal isoforma presente en musculo y tejido adiposo, mientras que la
isoforma 11l predomina en bazo y linfocitos. En contraste, la isoforma IV es expresada en tejidos
sensibles a los niveles de glucosa como las células B del pancreas, y tiene un papel importante en
la deteccidn de glucosa en el organismo. A pesar de que estas isoformas provienen de un ancestro
comun y tienen una funcion conservada en fosforilar glucosa, difieren en sus propiedades cinéticas,
localizacion y patrén de expresion tisular. Por lo que, la expresion especifica de las isoformas en
los diferentes tejidos se correlaciona con su rol en determinar el patron de utilizacion de glucosa
en el metabolismo de mamiferos (Cardenas et al., 1998; Wilson, 2003).

El alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas de las HKs de vertebrados demuestra que
las isoformas estan altamente conservadas entre todas las especies estudiadas. Ademas, el analisis
filogenético de las secuencias de los genes de HK confirma la relacién entre las especies, indicando
gue son secuencias ortélogas. Debido a que los genes de la HK de invertebrados contienen solo un
dominio, se puede inferir que el gen de vertebrados ancestrales también contenia un tnico dominio.
La duplicacion de genes de la HK a través de duplicaciones del genoma podria explicar su presencia
en todas las especies de vertebrados y su distribucion en cuatro cromosomas diferentes. Se cree
que el evento de duplicacion del dominio HK, para dar lugar a las enzimas de 100 kDa, ocurrio
después del evento de divergencia entre urocordados y vertebrados (Irwin y Tan, 2008).

Por otra parte, las HKs de invertebrados han sido menos estudiadas en comparacion con las enzimas
de vertebrados. En la mosca de la fruta D. melanogaster se reportaron dos secuencias codificantes

de la HK de aproximadamente 45 kDa cada una, con dominios conservados con respecto a las HKs
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de mamiferos, y se encontro la expresion diferencial por tejido y por etapa de desarrollo (Jayakumar
et al., 2001). Cao et al., (2019) investigaron la expresion de algunas enzimas glucoliticas como
biomarcadores de toxicidad en la ostra del Pacifico Crassostrea gigas, y reportaron un aumento en
la expresion de la HK cuando el organismo esté expuesto a bajos niveles de pH y a iones metélicos
como el cobre. Ademas, diversos estudios han realizado analisis filogenéticos utilizando las
secuencias nucleotidicas o EST de invertebrados de HK como en los insectos Apis mellifera, Culex
quinquefasciatus, Glossina morsitans morsitans, Locusta migratoria, Drosophila simulans, Aedes
aegypti, entre otras (Sofianez-Organis et al., 2011; Sun et al., 2017). Sin embargo, hay muy pocos
reportes donde estas hayan sido caracterizadas y estudiadas a fondo. En su mayoria, s6lo se reporta
la secuencia de la enzima, pero no se han realizado estudios sobre su expresion por tejido o en
diferentes estados del desarrollo, ni se han descrito sus propiedades cinéticas. Como se ha visto en
mamiferos, puede haber variaciones en la expresion y actividad de la HK debido a la presencia de
isoformas que regulen al metabolismo energético segun la condicion en la que se encuentre el
organismo (Wilson, 2003).

Los estudios de la HK en crustaceos son ain mas escasos comparados con otros organismos. En el
cangrejo de estuario Neohelice granulata se reportd un cambio significativo en la actividad de la
HK en branquias cuando se expuso a diferentes concentraciones subletales de cobre (Lauer et al.,
2012). En el camar6on M. nipponense se caracterizo la secuencia codificante de la HK y se evalud
su expresion bajo condiciones hipdxicas, y se reportd que en normoxia, la HK se expreso
constitutivamente en corazon, branquias, musculo, hepatopancreas e intestino, con una mayor
expresion en los Gltimos dos tejidos (Sun et al., 2017).

Sofanez-Organis et al., (2011) clonaron y caracterizaron una secuencia codificante de la HK en L.
vannamei de aproximadamente 50 kDa. Ademas de la caracterizacion de la secuencia codificante
de la HK, también se reportaron los cambios en la expresion y actividad de la HK en respuesta a la
hipoxia. Como resultados se reportd que la hipoxia (1.5 mg de O2/L) indujo el aumento en la
expresion y actividad de la HK en branquias durante la primera hora, seguido de una disminucién
cercana a los niveles de normoxia cumplidas las 24 horas de exposicion. Sin embargo, en musculo
se encontrd una escasa correlacion entre la expresion y la actividad de HK, ya que en este tejido la
expresion disminuyo a medida que se prolongo el tiempo de hipoxia pero la actividad fue en
aumento. Lo anterior, sugiere la presencia de isoformas de la HK en L. vannamei, aunado a lo que
se ha encontrado en otras especies donde existen isoformas de la HK con distribuciones tisulares

especificas.
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Auln son muy pocos los estudios que proporcionan informacion relevante sobre los cambios en el
metabolismo energético de crustaceos en hipoxia, por lo que existe la necesidad de continuar con
las investigaciones para dilucidar la expresion diferencial de las isoformas de enzimas glucoliticas,
como la HK, de estas especies. Por lo tanto, surgen las siguientes preguntas de investigacion:
¢cuéntas isoformas de la HK existen en el camaron blanco L. vannamei? y ¢codmo es la expresion
de las isoformas de la HK de L. vannamei en los diferentes tejidos en condiciones de normoxia,
hipoxia y reoxigenacion? Debido a lo que se ha reportado para otras especies donde las isoformas
de la HK tienen un papel especifico en la regulacion del metabolismo de la glucosa y su expresion
es diferencial en cada tejido, es fundamental caracterizar a las posibles isoformas de esta enzima
en el camaron blanco. Ademas, se ha visto que el patrdon de expresion y actividad de la HK en
especies tanto de vertebrados como invertebrados es afectado por condiciones de estrés como la
hipoxia. La expresion de las isoformas de la HK cuando el camarén es expuesto a bajas
concentraciones de OD seguidos de reoxigenacién no ha sido evaluada, a pesar de que dichas
condiciones son comunes en cultivo e incluso en donde habitan naturalmente. Para contribuir al
conocimiento y elucidar las respuestas moleculares frente a la hipoxia en los diferentes tejidos de
L. vannamei, es esencial la caracterizacion de las posibles isoformas de la HK, asi como la

evaluacion de su expresion debido a su relevancia en la adaptacion al estrés hipoxico.
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3. HIPOTESIS

En el camarén blanco Litopenaeus vannamei existen al menos dos isoformas de la
hexocinasa y su expresion es afectada por condiciones de hipoxia y reoxigenacion de manera

tejido-especifica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Caracterizar las secuencias codificantes de las isoformas de la hexocinasa del camarén blanco L.
vannamei y evaluar el efecto de la hipoxia y la reoxigenacion sobre su expresion génica en

branquias y hepatopancreas.

4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar el genoma y el transcriptoma del camardn blanco L. vannamei en la busqueda de
isoformas anotadas de la hexocinasa.

2. Obtener las secuencias nucleotidicas codificantes de las isoformas de la hexocinasa
mediante clonacion y secuenciacién y caracterizar sus secuencias deducidas de
aminoacidos.

3. Predecir la estructura tridimensional de las isoformas de la hexocinasa de L. vannamei
mediante modelacion por homologia.

4. Evaluar la expresion relativa de las isoformas de la hexocinasa en branquias,
hepatopancreas y musculo de camarones en condiciones normales de oxigeno.

5. Determinar el efecto de la hipoxia y la reoxigenacion en la expresion relativa de las

isoformas de la hexocinasa en branquias y hepatopancreas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Analisis del Genoma y del Transcriptoma de L. vannamei en la Busqueda de Isoformas

Anotadas de la Hexocinasa

Se realizé la busqueda de secuencias de la HK anotadas en el genoma (Zhang et al., 2019) y en el
transcriptoma (Ghaffari et al., 2014) del camar6n L. vannamei utilizando la herramienta en linea
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para determinar la estructura de las variantes de
transcrito de la HK-2 identificadas en el genoma del camardn se analizé el gen de la HK-2
(LOC113805141) (BioProject: PRINA508983) en el software Unipro UGene V.33. Ademas, se
utilizé el programa Patch 1.0 (geneXplain GmbH, Alemania; http://gene-regulation.com/pub/
programs.html) para identificar posibles elementos de respuesta a hipoxia (HRE) presentes en la

region promotora del gen.

5.2. Caracterizacion Molecular de las Isoformas de la Hexocinasa

5.2.1. Disefio de Oligonucleotidos

Con base en los analisis del genoma y del transcriptoma de L. vannamei en la busqueda de
secuencias anotadas de la HK, se disefiaron oligonucleétidos especificos para amplificar las
secuencias codificantes completas de las isoformas de la HK mediante PCR. También se disefiaron
oligonucleotidos para evaluar la expresion relativa de las isoformas de la HK por RT-qPCR. Las
propiedades de los oligonucleétidos (longitud 18-24 pb, Tm 55-60 °C, contenido GC 40-60%,
autocomplementariedad y formacion de estructuras secundarias) fueron evaluadas en el programa

OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).
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5.2.2. Amplificacion y Clonacion

Se amplificaron mediante PCR las secuencias codificantes completas de las isoformas de la HK
usando como templado DNA complementario (cDNA) de branquias y hepatopancreas de
camarones en normoxia. Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 25 pL conteniendo
12.5 pL de HotStart PCR Master Mix 2X (New England BioLabs), 0.6 mM de cada oligonucleétido
(sentido y antisentido) y 2 pL de cDNA (correspondientes a 50 ng de RNA total). Las condiciones
de la PCR fueron 95 °C por 3 min (1 ciclo); 95 °C por 30 s, 57.5 °C por 30 s, 72 °C por 2 min (35
ciclos) y 72 °C por 10 min (1 ciclo). Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

Los productos de PCR fueron ligados en vectores plasmidicos que se usaron para transformar
celulas de Escherichia coli utilizando el sistema de clonacion pGEM-T easy System | (Promega).
Cada reaccion de ligacion se realizé en un volumen de 5 pL conteniendo 2.5 pL de buffer de
ligacidn, 0.5 pL del vector pPGEM-T easy, 1.5 pL del producto de PCR y 0.4 pL de la enzima ligasa
T4. Se realizo la transformacion de células E. coli TOP10 quimicamente competentes con 2 pL de
la reaccion de ligacion mediante choque térmico. Las bacterias transformadas se sembraron en
medio Luria-Bertani (LB) y se seleccionaron colonias resistentes a ampicilina que potencialmente
presentaron el plasmido recombinante identificadas por su coloracion blanca. La presencia del
inserto en las colonias seleccionadas fue confirmada mediante PCR con las mismas condiciones
utilizadas para la amplificacién y usando los oligonucleétidos especificos para cada gen. Los
productos se analizaron mediante electroforesis.

Se realizaron extracciones rapidas de DNA plasmidico (DNAp) de tres colonias por cada inserto.
Para esto, se cultivé cada colonia durante 18 h a 37 °C con agitaciéon de 200 rpm en 5 mL de medio
LB liquido con ampicilina (100 pg/mL). Por duplicado, se centrifugaron 1.5 mL de cada cultivo
por 5 min a 12,000 g para obtener un pellet de bacterias, se descarto el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 250 pL de solucién I (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0).
Las células fueron sometidas a lisis alcalina agregando 250 pL de solucion II (SDS 1%, NaOH 0.2
N) preparada en el momento e incubando por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
agregaron 250 pL de solucion III fria (K* 3 M, acetato 5 M) y se incubd en hielo durante 15 min.
Enseguida se centrifugd por 10 min a 12,000 g y se paso el sobrenadante a otro tubo al que se le
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afiadieron 700 pL de isopropanol, se centrifugd de nuevo por 30 min a 12,000 g y se descarto el
sobrenadante. EIl pellet resultante se lavé dos veces afiadiendo 500 pL de etanol 70% en cada
lavado, centrifugando por 5 min a 12,000 g y descartando el etanol sobrenadante después de cada
lavado. El etanol remanente se evapord al vacio centrifugando a ~40 °C en el concentrador de vacio
SpeedVac DNA 100 (Savant) por 10 min. El pellet obtenido se resuspendi6 en 50 pulL de buffer TE
con RNasa A (10 ng/ul) y se incubo en bano de agua a 42 °C por 10 min. La presencia y tamafio
de los insertos se confirmd con la digestion del DNAp con la enzima de restriccion EcoRl
(Fermentas). La digestion se llevo a cabo en un volumen final de 20 uLL conteniendo 2 pL de buffer
EcoRI 10X, 1 puL de la enzima de restriccion EcoRI y 0.5 ug de DNAp, durante 1 h a 37 °C. Luego,
el DNAp fue purificado mediante la extraccion con solventes orgénicos utilizando 1 volumen de
fenol equilibrado (pH 7.9) y un volumen de 1-bromo-3-cloropropano, se centrifugé por 5 min a
13,000 g, se transfirid la fase acuosa a un tubo limpio con 0.1 volimenes de acetato de sodio (3M,
pH 5.2) y 2.5 volumenes de etanol absoluto, se mezcld por inmersion y se incubé durante 10 min
a -20 °C. Después se centrifugo la mezcla por 15 min a 12,000 g, se lavé con 1 mL de etanol al
70% Yy se volvid a centrifugar por 10 min. Se decanto el etanol remanente y se sec el pellet al
vacio. El pellet se resuspendi6 en 40 uL de buffer TE. E1 DNAp purificado fue enviado a secuenciar
al Laboratorio de Servicios Gendmicos LABSERGEN-LANGEBIO (lrapuato, Guanajuato,
Meéxico).

5.3. Analisis Bioinformaticos de las Secuencias de las Isoformas de la Hexocinasa

5.3.1. Deduccién y Analisis de las Secuencias Aminoacidicas de las Isoformas de la

Hexocinasa

El andlisis de cromatogramas de las secuencias nucleotidicas y la obtencién de la secuencia
deducida de aminoéacidos se realizaron con el programa SnapGene 3.1.4 (GSL Biotech, LLC) y
Sequence Manipulation Suite 2.0 (http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html). El peso

molecular estimado y el punto isoeléctrico tedrico de cada proteina deducida se calcularon con el
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programa ProtParam (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam). Se utilizaron las plataformas
Pfam (http://pfam.xfam.org/), InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y NCBI Conserved
Domains (https://www.ncbi.nih.gov/Structure.cgi) para identificar dominios conservados y
motivos caracteristicos de HKs. Los posibles sitios de fosforilacion en las secuencias se

identificaron con la herramienta en linea NetPhos 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/).

5.3.2. Alineamiento Multiple de Secuencias

Se realizd una busqueda en la herramienta en linea BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar secuencias de aminoacidos homdlogas a
cada isoforma de la HK de diferentes especies disponibles en la base de datos de NCBI (Cuadro
1). Las secuencias aminoacidicas obtenidas, junto con las secuencias deducidas de las HKs de L.
vannamei se compararon entre si mediante alineamiento multiple de secuencias utilizando la
version en linea de Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Los alineamientos

multiples se editaron en el programa en linea ESPript 3.0 (https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

5.3.3. Analisis Filogenético

Se utilizaron secuencias de aminodcidos de la HK de diversas especies (Cuadro 1) para la
construccidn de un arbol filogenético con el software MEGA 10 empleando el método de maxima
verosimilitud y el modelo Jones-Taylor-Thornton para la substitucion de aminoacidos. Cada rama
del arbol fue determinada a partir de 1000 réplicas de bootstrap. Las secuencias de HK de
Deltaproteobacteria bacterium, Candidatus Omnitrophica bacterium y E. coli se utilizaron para

enraizar los arboles construidos.
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Cuadro 1. Secuencias aminoacidicas de isoformas de la HK de diversas especies utilizadas en el
alineamiento multiple* y/o analisis filogenético.

Secuencias HK tipo 1

Secuencias HK tipo 2

Nombre cientifico

No. GenBank

Nombre cientifico

No. GenBank

Penaeus monodon*
Penaeus japonicus®
Homarus americanus®

Pollicipes pollicipes*

Limulus polyphemus*

Zootermopsis nevadensis*
Vespa mandarinia*
Apis mellifera*
Amphibalanus amphitrite*
Orussus abietinus
Athalia rosae
Homo sapiens
Pan paniscus
Trachypithecus francoisi
Macaca mulatta
Cebus imitator
Pan troglodytes
Gorilla gorilla
Mirounga leonina
Castor canadensis
Ailuropoda melanoleuca
Mus musculus

XP_037782552.1
XP_042890745.1
XP_042211219.1

XP_037083762.1

XP_013776015.1

XP_035734406.1
XP_020706631.1
XP_016767150.1
KAF0291251.1
XP_012276575.1
XP_021920962.1
NP_000179.2
XP_008967167.1
XP_033065576.1
XP_015002976.2
XP_017404410.1
XP_016773955.1
XP_030870998.1
XP_034872507.1
XP_020017566.1
XP_011232564.2
NP_001139572.1

Penaeus monodon*
Penaeus japonicus*
Homarus americanus™
Macrobrachium
nipponense*
Portunus
trituberculatus*
Maylandia zebra*
Aedes aegypti*
Chionoecetes opilio*
Oncorhynchus mykiss
Hyalella azteca
Amphibalanus amphitrite
Pollicipes pollicipes
Aquila chrysaetos
Bufo bufo
Marmota monax
Numida meleagris
Falco peregrinus
Rana temporaria
Castor canadensis
Homo sapiens
Pan troglodytes
Macaca mulatta

XP_037776117.1
XP_042862107.1
XP_042212278.1

ASJ77422.1

MPC12833.1

XP_004556900.2
XP_011493158.1
KAG0722174.1
XP_021477603.2
XP_018013710.1
XP_043209946.1
XP_037094690.1
XP_029890597.1
XP_040270351.1
KAF7478625.1
XP_021230689.1
XP_027637978.1
XP_040201782.1
XP_020037415.1
CAAB86476.2
XP_001162535.3
XP_001111706.1

Rattus norvegicus NP_036866.2 Rattus norvegicus NP_036867.1

Bos taurus DAA14212.1 Escherichia coli MSL57368.1
Secuencias HK tipo 1

Nombre cientifico No. GenBank Nombre cientifico No. GenBank

Gadus morhua

Siniperca chuatsi

Cheilinus undulatus

Danio rerio

XP_030207574.1
XP_044044809.1

XP_041641698.1
AAHG67330.1

Cyprinus carpio
Deltaproteobacteria
bacterium
Candidatus
Omnitrophica bacterium

XP_042592786.1
MBN2687463.1

NQU94606.1
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5.3.4. Modelacion por Homologia de la Estructura Tridimensional de las Isoformas de la

Hexocinasa

Las estructuras terciarias de las isoformas de la HK de L. vannamei se determinaron mediante
modelacion ~ por  homologia con el  software en linea  SWISS-Model
(https://swissmodel.expasy.org). EI modelo fue refinado mediante la minimizacion de energia y
validado con gréaficos de Ramachandran. Se utilizaron como templado las estructuras
cristalograficas de la HK-1 (1.90 A) y HK-2 (2.45 A) de Homo sapiens, que fueron seleccionadas
alineando las secuencias deducidas de las isoformas de la HK de L. vannamei con las estructuras
depositadas en la base de datos del Protein Data Bank (https://www.rcsb.org) y estas fueron las
elegidas debido a que presentaron la mayor identidad de secuencia. La visualizacion de los modelos
tridimensionales se realizd6 con el software PyMOL Molecular Graphics System 2.0.7
(Schrodinger, LLC).

5.4. Bioensayo de Hipoxia e Hipoxia con Reoxigenacion

Se realizd un bioensayo con camarones juveniles en el Laboratorio de Fisiologia de Invertebrados
Marinos en CIAD. Los camarones fueron alimentados 3 veces al dia con una dieta comercial (35%
de proteina) correspondiente al 3% de su peso. Se seleccionaron 105 organismos sanos con un peso
promedio de 12.84 + 1.39 g y se distribuyeron aleatoriamente en 7 tanques independientes (15
camarones/tanque). Previo al bioensayo, los camarones fueron aclimatados por 24 horas en tanques
de 35 L con aireacion constante (5.0 mg de O2/L, 28 °C, salinidad 35 ppm). Los tratamientos fueron
normoxia (5.79 + 0.45 mg de O2/L), hipoxia (1.10 £ 0.08 mg de O2/L) e hipoxia seguido de una
hora de reoxigenacion (1.11 £ 0.10 mg de O2/L; 5.03 £ 0.46 mg de O/L). La condicion de normoxia
fue mantenida mediante aireacion constante utilizando piedras difusoras. En los tratamientos de
hipoxia, se bajo el OD gradualmente al bombear nitrégeno en los estanques. Para la reoxigenacion,
pasado el tiempo establecido de hipoxia, se aumentd la concentracion de oxigeno bombeando aire
hasta alcanzar los 5 mg de O2/L. Cada hora se monitore0 la temperatura y el OD de los tanques

37



utilizando un oximetro portable (YSI proODO, Yellow Spring, OH, EUA) para mantener las
condiciones de cada tratamiento.

Se muestrearon los camarones de cada tratamiento a las 0, 6 y 12 h. Para los tratamientos con
reoxigenacion, se muestred 1 h después de que se restablecio la normoxia. En cada muestreo se
obtuvieron tejidos de branquias, hepatopancreas y musculo de cada camarén y se colocaron
aproximadamente 50 mg de tejido en microtubos conteniendo 500 puL de TRI Reagent (Sigma-

Aldrich) y se almacenaron a -80 °C hasta la extraccion del RNA total.

5.5. Evaluacion de la Expresion Relativa de I1soformas de la Hexocinasa

5.5.1. Extraccion de RNA Total y Sintesis de cDNA

Las muestras de branquias y musculo almacenados en TRI Reagent a -80 °C se descongelaron en
hielo para posteriormente homogenizarlas con el sonicador ultrasénico Sonifier 250 (Branson,
EUA). El tejido de hepatopancreas se homogenizd con pistilos estériles utilizando el
homogenizador Kontes. Después, el homogenizado se centrifug6 a 12,000 g por 10 mina 4 °C para
eliminar el material insoluble, se transfirio el sobrenadante en un tubo limpio y se incub6 por 5 min
a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 50 pL de 1-bromo-3-cloropropano, se agitd
vigorosamente y se dejé reposar por 15 min. Posteriormente, se centrifugdé el homogenizado a
12,000 g por 15 min a 4 °C. Se transfirio la fase acuosa a un tubo limpio, se agregaron 250 pL de
isopropanol y se dejé reposar 5 min a temperatura ambiente. EI homogenizado se centrifugo
nuevamente a 12,000 g por 10 min a 4 °C, se removio el sobrenadante y se lavo el pellet con 1 mL
de etanol al 75%, se centrifugé a 7,600 g por 5 min. Se decantd el etanol y se seco el pellet en el
concentrador de vacio SpeedVac DNA 100 (Savant). El pellet se resuspendio en agua libre de
nucleasas, se cuantifico el RNA total mediante la absorbancia a 260 nm y se determind su pureza
mediante la relacion Azeo/Azeo en el espectrofotdmetro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific).
El RNA total se traté con DNAsa | (Roche, Mannheim, Alemania) para la eliminacion de DNA

genomico (DNAQ) residual. Se confirmo la integridad del RNA extraido mediante electroforesis
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en gel de agarosa al 1.5% y se evalud la descontaminacion de DNAg por gPCR utilizando los
oligonucleotidos especificos para la piruvato carboxilasa (PCF5/PCR5) que amplifican un
fragmento de 134 pb (Cuadro 3), las condiciones de reaccion y amplificacion se realizaron como
reportaron Granillo-Luna et al. (2022). Se sintetizé el cDNA por duplicado a partir de RNA total
de hepatopancreas, branquias y musculo de camarones. La sintesis se llevd a cabo mediante la
reaccion de transcripcion reversa (RT) utilizando el kit Quantitec Reverse Transcription (QIAGEN,
Valencia, CA, EUA) en un volumen final de 10 pL, utilizando 500 ng de RNA total, 2 puL de buffer
RT QuantiScript 5X, 0.5 uL RT primer mix y 0.5 pL de la enzima RT QuantiScript. Las reacciones
se incubaron a 42 °C por 30 min seguido de la inactivacion de la enzima a 95 °C por 3 min. El
volumen final de los cDNAs fue ajustado a una concentracion de 25 ng/uL equivalentes al RNA

total, agregando 10 pL de agua libre de RNasas.

5.5.2. Cuantificacion de la Expresion Relativa por RT-gPCR

Se evalu6 la expresion de las isoformas de la HK relativa al gen de referencia que codifica a la
proteina ribosomal L8 de L. vannamei utilizando oligonucle6tidos especificos en cada caso
(Cuadro 3). Para optimizar las condiciones de amplificacion para cada gen se realizaron curvas
estandar utilizando diluciones seriadas 1:5 de cDNA a partir de 5.0x10' a 8.0x102 ng/uL (R? >
0.974). La eficiencia de amplificacién se considerd aceptable en un intervalo de 90 a 110%. Se
utilizo el termociclador Real-Time PCR Detection System CFX96 Touch (Bio-Rad), con medicién
de fluorescencia en la extension. La expresion de la HK-1 se determin6 amplificando un fragmento
de 294 pb utilizando 350 nM de cada oligonucleétido (HK1F3/HKLvanR) (Cuadro 3). Para la
expresion de la HK-2 se amplifico un fragmento de 181 pb con 325 nM de cada oligonucle6tido
(HK2Fw3/HK2Rv1) (Cuadro 3). Todas las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
15 pL, conteniendo 7.5 pL de 2X Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) y 1 uL de cDNA (correspondiente a 25 ng de RNA total). Las condiciones de
amplificacion fueron 95 °C por 5 min (1 ciclo); 95 °C por 30 s, 59 °C por 35 s, 72 °C por 55 s (40
ciclos). Las reacciones se realizaron por duplicado para cada cDNA, incluyendo controles

negativos sin cDNA como templado y la curva estandar en cada corrida como control positivo.
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Para determinar la especificidad de las reacciones se generd una curva de disociacion como paso
final, donde la fluorescencia se detectd con incrementos de 0.5 °C cada 5 s de 65 a 95 °C. Los
resultados se reportaron como expresion relativa HK/L8 y la expresion fue calculada utilizando el
método 2“9, donde Cq se refiere al nimero de ciclos necesarios para que cada amplificacion

alcance un umbral en la sefial de fluorescencia (Schmittgen y Livak, 2008).

5.6. Analisis Estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la expresion relativa de las isoformas de la HK del
camardn blanco se realiz6 el anélisis estadistico mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de dos
vias (factores de variacién: condicion de oxigeno x tiempo), a un nivel de significancia p<0.05. La
normalidad de los datos e igualdad de varianzas fueron evaluadas con las pruebas de Shapiro-Wilk
y Levene, respectivamente. La comparacion de medias se realizo con la prueba de Tukey-Kramer
para determinar las diferencias entre los tratamientos. Debido a que los datos de los tratamientos
de hipoxia y reoxigenacion no se cumplié la normalidad de los datos e igualdad de varianzas, se
realizé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, a un nivel de significancia p<0.05. Los analisis
se llevaron a cabo en el software NCSS 2021. Los resultados se expresaron como media + error
estindar de la media (ES) y fueron graficados con el software GraphPad Prism

(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Las HKs Anotadas en el Genoma y Transcriptoma de L. vannamei

A partir de los andlisis de las bases de datos disponibles en el NCBI fue posible identificar las
secuencias anotadas de las isoformas de la HK en el genoma (Zhang et al., 2019) y en el
transcriptoma (Ghaffari et al., 2014) de L. vannamei (Cuadro 2). Se identifico un solo gen de la
HK-2 de L. vannamei (Gen ID: 113805141) en el GenBank (BioProject: PRINA508983) del que
derivan 3 variantes de transcrito X1-X3 (No. Acceso XM_027356086.1, XM _027356087.1,
XM_027356088.1) que codifican a 3 proteinas de diferente tamafio.

Las variantes de transcrito X1-X3 difieren en la composicion y longitud de los primeros 4 exones
en el extremo 5’°, pero son idénticas en los ultimos 9 exones (Fig. 4). La variante de transcrito X1
estd compuesta por los exones 2, 5-13, la variante de transcrito X2 se compone de los exones 1, 5-
13, y la variante de transcrito X3 se compone de los exones 3-13. Ademas, se identifico la secuencia
consenso 5’-ACGTG-3” donde se une HIF-1a a -69 pb corriente arriba del codon de inicio del
primer exon del gen. Esto sugiere que HIF-1 podria regular la respuesta transcripcional de la HK-

2 durante la hipoxia.

+1 417 pb 100 pb 137 pb 113 pb

135 pb 71 pb 163 pb 216pb  80pb 156 pb
‘ACGTG

69 HIF- 1'65 HK-2 variante de transcrito X1 -:I
HK-2 variante de transcrito X2 -:-:":l
HK-2 variante de transcrito X3 [_:-]D

Figura 4. Estructura del gen y de las variantes de transcrito de la HK-2 de L. vannamei y ubicacion
de un sitio de union de HIF-1 en laregion UTR-5". Los exones se muestran en recuadros de colores.
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También se identificaron dos secuencias anotadas como HK-1 (Gen ID: 113825393) y HKDC1
(Gen ID: 113814736) en el genoma del camardn, provenientes de genes distintos. Ambas
secuencias alinean parcialmente con una secuencia ubicada en el transcriptoma de Ghaffari et al.
(2014), y también alinean con la secuencia de la HK reportada por Sofianez et al. (2011), pero en
el genoma no estan claramente anotadas, por lo que no fue posible realizar el analisis de exones e
intrones.

El analisis de estas secuencias se utilizo como base para el disefio de oligonucleétidos para
amplificar por PCR convencional las secuencias codificantes de las isoformas de la HK y evaluar
su expresion por RT-gPCR (Cuadro 3). Para la amplificacion de las variantes de transcrito X1- X3
de la HK-2 se disefiaron oligonucledtidos sentido especificos debido a que estas secuencias
presentan diferencias en el extremo 5° (HK2Fw1, HK2Fw1, HK2Fw3), pero todas comparten el
oligonucleotido antisentido (HK2Rv1). Los oligonucle6tidos que fueron disefiados para evaluar la
expresion génica de la HK-2 fueron HK2Fw4 y HK2Rv1 que alinean en las 3 variantes de transcrito
de la HK-2 (producto de 181 pb). Para la amplificacion y evaluacion de expresion relativa de la
HK-1 se utilizaron los oligonucleétidos disefiados por Sofianez et al. (2011), con excepcion del

oligonucleotido HK1Fw1.
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Cuadro 2. Analisis de las secuencias de HK anotadas en el genoma y transcriptoma de L. vannamei.

Secuencia Longitud (pb) CDS (pb) Proteina (aa) No. Acceso Genoma Transcriptoma
HK-2 NW %28?6%%52 1
variante de 2078 226-1746 506 XM_027356086.1 - ' Si se identifico
. Gen ID: 113805141
transcrito X1 ,
Musculo
HK-2 NW %QSQG%ZSZ 1
variante de 1795 91 — 1464 457 XM_027356087.1 - " No se identifico
. Gen ID: 113805141
transcrito X2 ,
Musculo
HK-2 157 — NW %28?6%%52 1
variante de 1830 1500 447 XM_027356088.1 Gen ID: 113805141 Si se identificd
transcrito X3 i
Musculo
Gnomon Alinea
HK-1 830 52-807 251 XM_027378214.1 NW_020871341.1 arcialmente
Gen ID: 113825393 P
Gnomon
HKDC1 1173 601-867 88 XM 0273667931 NW_020870019.1 Alinea

Gen ID: 113814736
Musculo

parcialmente
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Cuadro 3. Oligonucleottidos para amplificar las secuencias de las isoformas de la HK de L. vannamei y evaluar su expresion por
gPCR.

Oligonucleotido Secuencia (5°—3°) GC % Tm (°C) * Referencia
HK2Fw1 ATGATGGAGATAGTCGCTGCGG 55 64.2 Este estudio
HK2Fw2 ATGAAGACTCTCTGTAATAACAAGG 56 60.9 Este estudio
HK2Fw3 ATGGCCAGTCAGAAGGTAAAG 50 62.1 Este estudio
HK2Rv1 CTATCTCATGGCTGAGGTCCTG 55 64.2 Este estudio
HK2Fw4 TGTTGCTGTGGATGGATCTGT 50 62.1 Este estudio
HK2Rv1 CTATCTCATGGCTGAGGTCCT 55 64.2 Este estudio
HK1Fwl ATGTCATCTATGACTGAGTTCCC 43 60.9 Este estudio
HKgenR CTAGATTTGGGGAGATGGATG 48 59.5 Sofianez-Organis et al., 2011

HK1F3 TCCAGTCCTGAGAGGAAAT 47 58.7 Sofianez-Organis et al., 2011
HKLvanR GAAACCGAGCTGTAAGTTTC 45 57.9 Sofianez-Organis et al., 2011
PCF5 AGTCTGTGATAGAGTTCTTCC 43 57.5 Granillo-Luna et al., 2022
PCR5 ATTCATCGGTGCCATTGACTC 48 59.5 Granillo-Luna et al., 2022

L8F2 TAGGCAATGTCATCCCCATT 45 56.4 Trasvifia-Arenas et al., 2013
L8R2 TCCTGAAGGGAGCTTTACACG 52 61.2 Trasvifia-Arenas et al., 2013

Las propiedades de los oligonucleétidos se evaluaron en http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html.
*Tm ajustada a sales.
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6.2. Secuencias Codificantes de las Isoformas de la HK de L. vannamei

Los productos obtenidos mediante PCR convencional se analizaron en electroforesis en gel de
agarosa (Fig. 5). Como templado se utilizo cDNA de branquias, hepatopancreas y masculo de
camarones en condiciones de normoxia. La amplificacion de la secuencia de la HK-1 se realiz
con los oligonucledtidos HK1Fw1/HKgen, las bandas obtenidas coinciden con el tamafio esperado
de 1,455 pb, sin embargo, s6lo se obtuvieron amplicones de cDNA de tejido de branquias y
hepatopéancreas (Fig. 5A). Para la HK-2 se usaron los oligonucleétidos HK2Fw3/HK2Rv1 y el
tamario de las bandas del gen coincide al producto esperado de 1,344 pb (Fig. 5B).

(A) (B)

M1 2 3 () M123(—)1

-
\ ’
1,500 pb—i
1,500 pb—tid d - '
| -
.
L

.

L

Figura 5. Electroforesis de los productos de PCR de las secuencias de las isoformas de la HK. (A)
Gel de los productos de PCR de la secuencia codificante de la HK-1. (B) Gel de los productos de
PCR de la secuencia codificante de la HK-2. En ambas, los carriles corresponden a: M) Marcador
de tamafio molecular GeneRuler 1 Kb Plus (Thermo Fisher Scientific), 1) cDNA de branquias, 2)
cDNA de hepatopancreas, 3) cONA de musculo, (-) Control negativo sin cDNA.

Los productos de PCR amplificados se ligaron al vector pPGEM-T Easy y se clonaron en E. coli
TOP10. Se seleccionaron las colonias utilizando el sistema de Blue/White screening del mismo

vector y mediante PCR de colonias, donde en todas las clonas positivas se obtuvieron bandas del
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tamarfio esperado en cada caso (1,455 pb para HK-1y 1,344 pb para HK-2) (Fig. 6). En el anélisis
de las clonas recombinantes correspondientes al producto de PCR de HK-1 de branquias se detectd
una diferencia de tamafo de las bandas, por lo que se seleccionaron las colonias 5y 6 para la
extraccion del DNAp (Fig. 6A). Asimismo, de las colonias correspondientes al amplicon de HK-1
de hepatopancreas, se seleccionaron las colonias 2 y 6 debido a que también presentaron bandas de
tamafio diferente (Fig. 6B). Las colonias seleccionadas contiendo el amplicon de HK-2 de
branquias fueron las clonas 1y 3 (Fig. 6C), mientras las correspondientes al amplicén HK-2 de
hepatopancreas se seleccionaron las colonias 1 y 4 (Fig. 6D). Después de la confirmacion por
digestion con enzimas de restriccion del tamafio del inserto en cada caso, se purifico el DNAp de

todas las colonias seleccionadas para su secuenciacion.

(A) (B) € (D)

M1 2 3 4 5 6 M1 2 3 4 5 6 M123 M1 M 2 3 4 5

Figura 6. Andlisis de clones recombinantes mediante PCR de colonia. (A) Clones recombinantes
con la ligacion correspondiente al producto de PCR de HK-1 de cDNA de branquias. (B) Clones
recombinantes con la ligacion correspondiente al producto de PCR de HK-1 de cDNA de
hepatopancreas. (C) Clones recombinantes con la ligacion correspondiente al producto de PCR de
HK-2 de cDNA de branquias. (D) Clones recombinantes con la ligacion correspondiente al
producto de PCR de HK-1 de cDNA de hepatopéncreas.

La secuencia obtenida de mayor tamafio fue denominada como HK-1 larga, y corresponde a la
reportada anteriormente por Sofianez-Organis et al., (2011) amplificada a partir de cDNA de
branquias y hepatopancreas. La isoforma HK-1 larga estd compuesta por 1,452 nucle6tidos que
codifican a 484 aminoacidos con un peso molecular estimado de 53.3 kDa y un punto isoeléctrico
teorico (pl) de 5.54 (Figura 7). La segunda secuencia obtenida de branquias y hepatopancreas fue

nombrada como HK-1 corta, ya que contiene 1,302 nucleétidos que codifican para 433
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aminoacidos, con un peso molecular estimado de 47.7 kDa y un pl teérico de 5.6 (Figura 8). Esta
isoforma presenta una delecion de 153 nucleotidos, correspondientes a 51 aminodcidos, ubicada
hacia el extremo C-terminal de la secuencia, con respecto a la secuencia de la isoforma HK-1 larga.
La HK reportada por Sofianez et al., (2011) y las isoformas HK-1 larga y HK-1 corta presentan un
99.73 y 99.38% de identidad a nivel de nucle6tidos y un 99.66 y 89.05% a nivel de amino&cidos,
respectivamente. Las diferencias en la longitud de las isoformas HK-1 larga y HK-1 corta
corresponden a los amplicones obtenidos mediante PCR de colonias en el andlisis de clonas
recombinantes (Fig. 6A 'y 6B).

En la Figura 7 se sefialan en un cuadro rojo los nucledtidos que estan presentes en la isoforma HK-
1 larga, pero que no se encuentran en la HK-1 corta (Figura 8). La isoforma HK-1 corta obtenida
en este estudio no esta reportada en el genoma del camardn (Zhang et al., 2019) ni en las secuencias
del transcriptoma del camaron publicado por Ghaffari et al., (2014). Sin embargo, en este trabajo
esta secuencia fue amplificada y secuenciada de los tejidos de branquias y hepatopancreas del
camaron. Es posible que la HK-1 corta sea generada a partir del corte y empalme de exones e
intrones en el proceso de maduracién de transcritos durante la transcripcion o que los individuos
estudiados para obtener la informacion del genoma y transcriptoma de esta especie presenten
diferencias a nivel genémico o transcriptémico.

Asimismo, se obtuvo s6lo una secuencia codificante completa de la isoforma denominada como
HK-2 de L. vannamei, obtenida a partir de tejido de branquias y hepatopancreas (Fig. 6C y 6D). La
secuencia de la isoforma HK-2 se compone de 1,344 nucle6tidos que codifican para una proteina
de 447 amino&cidos con un peso molecular estimado de 49.48 kDa y un pl tedrico de 5.26 (Figura
9). La secuencia nucleotidica de la isoforma HK-2 comparte un 99.85% de identidad con la
secuencia anotada en el genoma del camarén como HK-2 variante de transcrito X3 (No. GenBank:
XP_027211889.1) (Cuadro 2) y a nivel de aminodcidos las secuencias deducidas presentan un
100% de identidad.

La secuencia de la HK-2 del camaron obtenida experimentalmente en el presente trabajo
corresponde a la variante de transcrito X3. A pesar de que se intentaron amplificar y secuenciar las
variantes de transcrito X1 y X2 de la HK-2 de tejido de branquias, hepatopancreas o musculo de
camarones en distintas condiciones de oxigenacion (normoxia o hipoxia), no fue posible obtener
amplicones de estas variantes de transcrito en las condiciones utilizadas. Esto podria deberse a que
estas variantes de transcrito se encuentran en muy baja concentracion o que se expresan en

condiciones o tejidos distintos a los evaluados.
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>>>HK1Fwl>>> 1 to 23
1M § § M T E F P V L C I & D E H K K E K V K ¢ I L
1 ATGTCATCTATGACTGAGTTCCCTGTGCTCTGTATTGGAGATGAACATAARARRGAARLGGTARAGCAGATATTA

26 5 P L V L T K 8 ¢ ¢ ¢ E Vv 8 5§ VvV F L D E M UE L G L

76 TCTCCTCTCGTGTTAACAAAGTCGCAGCRACAGGRAGTTAGTAGTSTCTTCCTCGATGARATGCGTTTGGGCCTT
>>>HK1F3>>> 154 to 17

51A S 5§ P E R K S L L. M E N T F I P E L P D G T E

151 GCTTCCAGTCCTGAGAGGAAATCTTCCCTTTTGATGGAGAATACTTTTATCCCTGAACTTCCTGATGGTACAGRAA

7¢NW 6 E ¥ L A L D L & G T N F R V M Y V K M K D G S
226 ARTGGTGAATATTTGGCTCTAGACCTTGGAGGARCCAATTTTCGAGTCATGTATGTCAAGATGARGGATGGAAGT

0121 T & E I VvV D Y ¥ H V P E E R R L G P G A E L F D
301 ATTACGGAGGAGATTGTGGACTACTATCATGTGCCAGRAAGAGCGACGACTTGGACCTGGAGCAGRAACTCTTTGAT
>>>HKLvanR>>> 428 to 447
126 ¥ L A E C L G W F I K K R K L 6 G R N L ¢ L G F T
376 TATCTTGCTGAATGTCTTGGAAACTTTATAAAGARAAGARAAT TAGGAGGGCGARACTTACAGCTTGGTTTCACT

151 7 5 F P M T ¢ K 5 L D Vv 6 I L L \k w T K S F N C P
451 TTCTCATTCCCRATGACTCAGARAGAGTCTTGATGTTGGRATATTGTTATCTTGGACARARTCTTTCRAACTGCCCT

176 G v v 6 E b A V K M L N D A I @ K H G G L D I T V
526 GGIGTTGTTGGTGAGGATGCTGTTAAGATGCTTAATGATGCTATTCAGRAAGCATGGTGGATTAGATATTACAGTC

200T AV L W DT T GG T L V @ G A ¥ M D K R C A L G M
601 ACAGCAGTTCTTAATGACACTACAGGCACACTCGTACAAGGTGCTTATATGGACAAGCGATGTGCTCTEGGCATG

226 T L ¢ T G § N G ¢ ¥ I E K V E N I E K W H G K H Q
676 ATTCTTGGCACTGGCTCTAATGGCTGCTACATAGARARAGTTGAGARTATAGAGAAGTGECATGGARAGCACCAG

251 E A E M I vV D I E W G A F G D N G V L b F I K T 8
751 GAAGCCGAGATGATTGTGGACATAGAATGGGETGCCTTTGGGGATAATGGTGTACTAGATTTCATCARAGACAAGC

27¢e W D R A V D § K 5§ L L V K S F T f E K ¥ F A G K Y
826 TGGGACAGAGCTGTAGACAGCARATCACTGCTTGTTAAATCATTCACCITTGRARAGTACTTTGCTGGARAATAC

301]. ¢ b L ¥ R E I L L \k L 5§ K B G L F C 5 G N I G K
901 | TTAGGAGACTTATATCGTGAGATTTTACTCACTCTGTCCARAGRARAGGACTCTTCTGTTCTGGTARCATCGGCARG

32|L D T Q & A I T T T D V S N I E R p N M ¢ G D S5 E
976 | TTAGATACGCAGGGTGCRATTACTACCACTGATGTTTCTARCATTGAGAGHGATAATATCCAGGGCGACTCAGAG

35T T R K ¥V I E G ¥V 6 L T C D E E D L ¥ I A Qg ¥ V A
1051 ACTACTAGAAAGGTCATCGAGGGCGTCGGGCTTACGTGTGATGAGGAGGATTTGTACATTGCACAATATGTTGCT

37 s L I § ¥ R 6 V L L vV 5 L L T s I L L V R M E R P
1126 GGTCTCATTTCCTACCGTGGTGTCCTTCTCGTTTCCTTATTGACAAGCATCCTGCTGGETGCGCATGGAGAGGCCA

401 H ¢ T v A I D 6 § L F ¢ ¥ H P R F R P L M E R L I
1201 CACTGCACAGTTGCTATTGACGGATCCCTCTTCCAGTATCACCCGAGATTTAGACCGCTCATGGAARGGCTCATT

426 A E ¥F A P G R P F N L L L V H D G S G K G s A L A
1276 GCAGAGTTTGCTCCCGGCAGACCATTTAACCTGCTGCTGGETTCACGATGGCTCGGGGAAAGGATCAGCTTTAGCA

451 A 5 I A E R L Q@ K R L G K G K A N P L G G G S5 5 @Q
1351 GCTTCCATTGCTGAGAGACTGCAGARARGGCTGGGARAAGGAANGGCGAATCCACTTGGAGGAGGCAGCAGCCAA
>>>HKgenR>>> 1435 to 1455
47 G v P H P S§ P Q I *
1426 GGAGTCCCTCATCCATCTCCCCRAATCTAG

Figura 7. Secuencia de nucledtidos y deducida de aminoacidos de la isoforma HK-1 larga de L.
vannamei. Dentro del recuadro rojo se sefialan los nucledtidos/aminoacidos que no estan presentes
en la isoforma HK-1 corta. Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion y evaluacion de
la expresion génica se muestran sobre las secuencias. Las flechas (|) indican los posibles sitios de
fosforilacion.
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>>>HE1Fwl=>> 1 to 23
1M 5 § M T E F P V L C I G DD E H K EKE E K V K @ I L
1 ATGTCATCTATGACTGAGTTCCCTGTGCTCTGTATTGGAGAT GARCATARAAAAGARANGGTARAGCAGATATTA

26 s P L VvV L T K § @ @ ¢ E Vv 5 5 Vv F L D E M R L G L

76 TCTCCTCTCGTGTTRACARAGTCGCAGCAACAGGAAGTTAGTAGTGTCTTCCTCGATGARATGCGTTTGGGCCTT
>>>HK1F3>>> 154 to 172

51lA s 5§ P E R K S L L. Mm E N T F I P E L P D G T E

151 GCTTCCAGTCCTGAGAGGARAATCTTCCCTTTTGATGGAGRATACTTTTATCCCTGRACTTCCTGATGGTACAGAR

7&¢ N 6 E Y L A L D L G G T N F R V M Y V K M K D G S
226 AATGGTGAATATTTGGCTCTAGACCTTGGAGGAACCAATTTTCGAGTCATGTATGTCARGATGRAAGGATGGRAAGT

911 T E E I VvV D Y Y H V P E E R R L 6 P G A E L F D
301 ATTACGGAGGAGATTGTGGACTACTATCATGTGCCAGAAGAGCGACGACTTGGACCTGGAGCAGAACTCTTTGAT
>>>HKLvanR>>> 428 to 447
126 Y L. A E ¢C L G N F I K K R K L 6 6 R N L ¢ L G F T
376 TATCTTGCTGAATGTCTTGGARACTTTATARAGAARAGARRATTAGGAGGGCGARACTTACAGCTTGGTTTCACT

151 ¥ § F P M T @ K 8§ L D V G I L L w T K § F N C P
451 TTCTCATTCCCAATGACTCAGAAGAGTCTTGATGTTGGAATATTGTTATCTTGGACAARATCTTTCAACTGCCCT

176 G v v 6 E D A V K M L. N D A I Q K H G 66 L D I T V
526 GGTGTTGTTGGTGAGGATGCTGTTAAGATGCTTAATGATGCTATTCAGRAGCATGGTGGATTAGATATTACAGTC

200T AV L N DT T G T L V Q G A ¥ M D K R C A L G M
601 ACAGCAGTTCTTAATGACACTACAGGCACACTCGTACAAGGTGCTTATATGGACAAGCGATGTGCTCTGGGCATG

226 I L 6 T G §8 N 6 ¢ ¥ I E K V E N I E K W H G K H Q
676 ATTCTTGGCACTGGCTCTAATGGCTGCTACATAGARAAAGCTTGAGAATATAGAGAAGTGGCATGGARAGCACCAG

251 A E M I VvV D I E W G A F G D N G VvV L D F I K T S
751 GAAGCCGAGATGATTGTGGACATAGAATGGGGTGCCTTTGGEGATAATGGTGTACTAGATTTCATCAAGACAAGC

27 W b R A V D S K 5 L L VvV K 8 F T D N M @ G D S5 E T
826 TGGGACAGAGCTGTAGACAGCAAATCACTGCTTGTTARATCATTCACGGATAATATGCAGGGCGACTCAGAGACT

31T R K v I E 6 Vv 6 L T ¢ D E E D L Y I A @Q Y V A G
901 ACTAGARAGGTCATCGAGGGCGTCGGECTTACGTGTGATGAGGAGCGATTTGTACATTGCACAATATGTTGCTGGET

32 L. I 5 ¥ R 6 VvV L L v 8§ L L T s I L L VvV R M E R P H
976 CTCATTTCCTACCGTGGTGTCCTTCTCGTTTCCTTATTGACRAGCATCCTGCTGGTGCGCATGEAGAGGCCACAC

357 ¢ T v A I D G S L F Q Y H P E F R P L M E R L I A
1051 TGCACAGTTGCTATTGACGGATCCCTCITCCAGTATCACCCGAGATTTAGACCGCTCATGGARAGGCTCATTGCA

37¢ E F A P G R P F N L L L. Vv #H D G 8§ G K 66 & A L A A
1126 GAGTTTGCTCCCGGCAGACCATTTAACCTGCTGCTGGTTCACGATGGCTCGGGGARAGGATCAGCTTTAGCAGCT

401 s I A E R L @ K R L G K G K A N P L G G G S5 85 @Q G
1201 TCCATTGCTGAGRAGACTGCAGARAAGGCTGGGAARAGGARAGGCGAATCCACTTGGAGGAGGCAGCAGCCARGGA
>>>HKgenR>>> 1282 to 1302
426V P H P S P Q I *
1276 GTCCCTCATCCATCTCCCCARATCTAG
Figura 8. Secuencia de nucledtidos y deducida de aminoacidos de la isoforma HK-1 corta de L.
vannamei. Los oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion y evaluacion de la expresion

génica se muestran sobre las secuencias. Las flechas (|) indican los posibles sitios de fosforilacion.
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>>>HK2Fw3>>> 1 to 21

1M A ‘é Q K v K E I €C @ E L VvV L s @ E A L K E V C D
1 ATGGCCAGTCAGAAGGTAAAGGAAATCTGCCAGGAGCTGGTGCTGAGCCAGGAGGCCCTGAAGGAGGTGTGCGAC

26 R L. ¢ E E I N K G L 6 K E S N P E A T I K C F P T
76 CGCCTGCAGGAGGAGATCAACAAGGGTCTCGGCAAGGAGTCCAACCCAGAGGCAACCATCARATGTTTCCCAACG

51Y v R E L P N G K E K G R F L AULTDUILGG T N F R
151 TATGTCAGAGAACTCCCCAATGGCAAGGAAAAGGGAAGGTTCCTTGCCCTAGACTTGGGTGGCACCAACTTCCGC

76 V.. L I E L 6 D K C T M E S R I Y A V P Q P I M I
226 GTCCTGCTGATTGAGCTGGGTGATAAGTGTACGATGGAGAGCAGAATCTATGCTGTACCACAGCCTATTATGATT

16016 P G D G L F D H I A E C LA S F I K EURDNIL G T
301 GGACCTGGTGATGGGCTGTTTGACCACATCGCTGAGTGTCTCGCAAGCTTCATCAAGGAACGGAACCTAGGTACT

126 E L L P L G F T F *' F P C K Q E G L T K A R L A R
376 GAGCTCCTTCCCCTTGGTTTCACCTTCAGCTTCCCCTGCAAGCAAGAAGGGCTAACAAAGGCTAGATTAGCACGT

151w T K 6 F K ¢ E G VvV E GG R D V V E L L K K A I A K
451 TGGACCAAGGGATTCAAGTGCGAAGGAGTGGAAGGAAGAGATGTCGTTGAATTGCTCAAGARAGCAATTGCARAG

e R G DV K I K I ¢ A VvV L N D T T G T L M S C A W K
526 AGAGGGGATGTCAAAATCARGATTTGTGCTGTTCTGAATGACACTACAGGCACCCTCATGTCATGTGCCTGGAAG

200N H N C RV GL I V GT GTTDNATCYMUEZ K I E K V
601 AATCATAACTGTCGAGTTGGTTTGATTGTTGGCACTGGCACAAATGCTTGCTACATGGAGAAGATAGAGAAGGTA

226 E. L. wW D G D L E E P R @Q V I I N T E W G A F G D N
676 GAACTATGGGACGGAGATTTGGAAGAACCACGCCAGGTGATRAATCAACACTGAATGGGGTGCATTTGGAGACAAT

2516 ¢ L D F V R T EJY DN TIDZRE S L NP G K Q@ L
151 GGATGTTTAGACTTCGTCCGCACAGAATATGATAACACAATTGACAGAGAATCTTTGAACCCAGGAAAGCAACTG

216 F E K M I s G6M Y M GE VA URQV I V RUL V A E G
826 TTCGAGARAATGATTAGTGGTATGTACATGGGAGAAGTTGCAAGGCAGGTTATCGTGCGGCTGGTGGCAGAGGGT

30l . ¥Fr DG K S S DIUL Q@@ EXK G S F F T KUY I s E I
901 CTGCTCTTCGATGGAAAATCTTCAGATATTTTGCAAGAGAAAGGTTCTTTCTTCACTARATACATCTCAGAAATC

326 E s D E D G D F N N CY A I L EEUILGULNNDNA AT D
976 GARAAGTGATGAAGATGGAGATTTCAACAATTGCTATGCTATTCTGGAGGARACTTGGTCTTAACAATGCCACTGAT

33 D C A N VR HEV CE CV S R RAAY L A G A G V

1051 GCTGACTGTGCAAATGTCCGTCATGTGTGCGAATGCGTTTCTCGGCGAGCAGCATACTTAGCCGGAGCAGGTGTT
>>>HKZ2Fw4>>> 1164 to 1184

376 A L L L N R I N EE S WV S8 VAV D G S V Y R F H P

1126 GCTCTCCTCCTTAACCGTATCAATGAAGAAAGTGTATCTGTTGCTGTGGATGGATCTGTTTATCGTTTCCATCCA

40l H F H N L M V E @ VvV s ¢ L I K P G I K F D L M L S

1201 CACTTCCACAACCTTATGGTGGAGCAGGTATCACAGCTCATTAAGCCTGGAATTAAGTTTGACCTAATGTTGTCA
<<<HKZRvl<<< 1323 to 1344

426 E D 6 S G R G A A L V A AV A S R T S A M R *

1276 GAGGACGGAAGTGGCCGTGGTGCAGCCTTAGTGGCAGCTGTAGCTTCCAGGACCTCAGCCATGAGATAG

Figura 9. Secuencia de nucleotidos y deducida de amino&cidos de la isoforma HK-2 de L.
vannamei. Los oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion y evaluacion de la expresion
génica se muestran sobre las secuencias. Las flechas (|) indican los posibles sitios de fosforilacion.
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6.3. Andlisis Bioinformético de las Isoformas HK-1y HK-2 de L. vannamei

6.3.1. Comparacion de las Secuencias Aminoacidicas de las Isoformas de la HK por

Alineamientos Multiples

Las secuencias aminoacidicas de las isoformas de la HK de L. vannamei fueron alineadas junto con
secuencias homologas de diversas especies identificadas mediante la busqueda en BLAST (Cuadro
1). En la figura 10 se muestra el alineamiento maltiple de las HK tipo 1, donde se observa una alta
identidad entre las secuencias alineadas, ya que el porcentaje de identidad de la isoforma HK-1
larga de L. vannamei con las secuencias de otros organismos resultd entre el 93.06%, con el
camaron P. monodon, y el 50.11% con el avispon asiatico Vespa mandarinia. Como era de
esperarse, las isoformas de la HK-1 del camar6n comparten un alto porcentaje de identidad con las
secuencias de otros peneidos. La isoforma HK-2 del camaron se alineé con HKSs tipo 2 de otras
especies (Cuadro 1), de manera separada de las HKs tipo 1, ya que pertenecen a la subfamilia de
hexocinasas 2 (Profiles: PS51748). En este caso, el alineamiento multiple también mostré un alto
porcentaje de identidad entre la isoforma HK-2 del camar6n blanco con las secuencias alineadas,
se presentd entre el 99.11%, con el camardn P. monodon, hasta el 50.22% con el pez Maylandia
zebra (Fig. 11). Dos 0 mas secuencias aminoacidicas son consideradas homélogas si comparten al
menos el 30% de identidad (Pearson, 2013). Por lo que, las secuencias de las isoformas de la HK
alineadas de las diferentes especies son homologas y los altos intervalos de identidad mencionados
indican la conservacion evolutiva de esta enzima.

Las isoformas de la HK (HK-1 larga, HK-1 corta y HK2) identificadas en L. vannamei forman
parte de la superfamilia de hexocinasas (Pfam: IPR001312) asi como el resto de las secuencias de
la HK de otras especies. Se identificaron también los dominios N-terminal y C-terminal sefialados
en ambos alineamientos de las HKs resaltados en color azul y verde, respectivamente (Figuras 10
y 11). En otros organismos se ha identificado el sitio catalitico donde se unen los sustratos entre
estos dos dominios (Kuser et al., 2000). EI dominio N-terminal es la regién reguladora, aunque en
ambos dominios hay sitios de unién de sustratos (Tsai & Wilson, 1997). Ademas, todas las
secuencias de las isoformas de la HK alineadas (Figuras 10 y 11) pertenecen a la misma
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superfamilia de ATPasas (InterPro: IPR043129) que incluye diversas cinasas, proteinas de choque
térmico, entre otras (Wilson & Shwab, 1996).

Los aminoacidos involucrados en los sitios de union a glucosa, G-6-P, ATP y Mg?* identificados
en las HKs de mamiferos (Mulichak et al., 1998; Wilson & Shwab, 1996) también estan presentes
en las isoformas de la HK de L. vannamei y en el resto de las secuencias alineadas de HKs de otras
especies (Figuras 10 y 11). Los residuos implicados en la catalisis se encuentran en regiones
altamente conservadas en todas las secuencias alineadas de ambas isoformas de la HK. Estos
residuos también estan presentes en las enzimas de otros invertebrados como en las isoformas de
la HK (DM1y DM2) de D. melanogaster (Jayakumar et al., 2001).

En el caso de la isoforma HK-1 corta identificada en L. vannamei, es posible observar en el
alineamiento (Fig. 10) que la delecion de los 51 aminoacidos presentes en la isoforma HK-1 larga
del camaron es especifica para esta secuencia ya que estos residuos se encuentran presentes en el
resto de las secuencias de la HK alineadas con una alta conservacion. Sin embargo, cabe destacar
que, en esta delecion, que inicia en el residuo 288 con respecto a la escala del alineamiento, no cae
en dominios de unién a sustrato, por lo que probablemente en caso de que la HK-1 corta sea
traducida en las células se mantenga su actividad enzimatica.

La via glucolitica se considera una ruta metabdlica altamente conservada entre los diferentes taxa
en términos de identidad de secuencias aminoacidicas, estructura tridimensional y por ende
conservacion de genes (Fothergill-Gilmore & Michels, 1993). Debido a lo anterior, es de esperar
que los residuos necesarios para llevar la catalisis de las enzimas glucoliticas, en especial de las

enzimas reguladoras de esta via, se encuentren conservados entre especies.
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Figura 10. Alineamiento multiple de secuenci
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as aminoacidicas de HK-1 de L. vannamei y otras especies. Se sefialan los aminoacidos

con 100% de identidad en letras blancas resaltadas en negro; los aminoacidos con 70% de identidad se sefialan con letras en negritas.
Las regiones con alta identidad de secuencia se indican en recuadros negros. Los dominios N-terminal y C-terminal se indican con azul
y verde, respectivamente. Los residuos implicados en la unién con G-6-P, glucosa, ATP y Mg?* se indican con lineas de color amarillo,
naranja, rosa y violeta, respectivamente.
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Figura 11. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de HK-2 de L. vannamei y otras especies. Se sefialan los aminoacidos
con 100% de identidad en letras blancas resaltadas en negro; los aminoacidos con 70% de identidad se sefialan con letras en negritas.
Las regiones con alta identidad de secuencia se indican en recuadros negros. Los dominios N-terminal y C-terminal se indican con azul
y verde, respectivamente. Los residuos implicados en la union con G-6-P, glucosa, ATP y Mg?* se indican con lineas de color amarillo,

naranja, rosay violeta, respectivamente.
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6.3.2. Modificaciones Postraduccionales de las HKs de L. vannamei

Por otro lado, en la busqueda de sitios putativos de fosforilacidn mediante analisis bioinformaticos,
se identificaron varios aminoacidos en las secuencias de las isoformas de la HK del camardn. En
la isoforma HK-1 larga se identificaron a los residuos S*°, S y T3 como posibles sitios de
fosforilacion (Fig. 7). La isoforma HK-1 corta s6lo presenté los residuos S*° y S'¢7 como sitios de
fosforilacion tedricos (Fig. 8), la T identificada para la HK-1 larga se encuentra dentro de la
delecion de los 51 residuos que no estan presentes en la HK-1 corta. Ademas, los posibles sitios de
fosforilacion identificados en la isoforma HK-2 fueron en los aminoécidos S* y S'* (Fig. 9).

En otros organismos se ha estudiado la regulacion por fosforilacion de la HK. Por ejemplo, en las
ranas Xenopus laevis y Rana sylvatica, donde se identifico mediante analisis bioinformaticos que
estas y otras cinasas regulan la actividad de la HK de manera postraduccional en respuesta al estrés
por deshidratacion y anoxia (Childers & Storey, 2016; Dieni & Storey, 2011; Holden & Storey,
1997). También, en la ardilla Spermophilus richardsonii se evalué la regulacion de HK en estado
de hibernacion. Los resultados demostraron que la fosforilacion por PKA aumento
significativamente la actividad de la HK muscular de ardillas en hibernacién y que la accion de
proteinas fosfatasas (responsables de la desfosforilacion de HK) redujo la actividad. Estos cambios
en el estado de fosforilacion de la enzima permiten regular su actividad en condiciones de supresion
metabolica (Abnous & Storey, 2008). También, en la rana R. sylvatica se estudio la regulacién de
la HK mediante fosforilacion reversible en condiciones de congelacion y se demostré que la HK
del muasculo de ranas congeladas tiene menor actividad y afinidad por sus sustratos y esta presente
en un estado de fosforilacidbn mas bajo, en comparacién con la de ranas control, donde la HK se
encuentra en un estado de fosforilacion mas alto, mayor actividad y mayor afinidad a glucosa y
ATP (Dieni & Storey, 2011).

Por otra parte, en el molusco marino Littorina littorea se evalud el efecto de la anoxia en el estado
de fosforilacion de las isoformas de la HK, la HK hepatica y HK muscular. En el estudio se
demostro que la desfosforilacion de la HK hepaética en respuesta a la anoxia aumenta la afinidad de
la HK por glucosa, alternativamente, para la HK muscular la transicion al estado andxico conduce
a la fosforilacion de la enzima y a una disminucion en la afinidad por ATP. Esta diferencias en el
estado de fosforilacion tejido-especifico de las isoformas de la HK indican que durante la anoxia
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los érganos del molusco presentan diferentes funciones y necesidades y por ende se deben ajustar
las propiedades cinéticas de la enzima (Lama et al., 2013). En crusticeos también ha sido estudiado
el estado de fosforilacion de la HK en respuesta a estresores, como el caso del cangrejo Orconectes
virilis donde se evaluaron las propiedades cinéticas y niveles de fosforilacion de la HK muscular
en condiciones de anoxia y se encontrd que la actividad de la HK aumenta pero disminuye el nivel
de fosforilacion (Dawson & Storey, 2012).

En estos estudios se demuestra que en condiciones de estrés donde los organismos se ven obligados
a reducir su tasa metabdlica, la fosforilacion reversible de la HK es un mecanismo crucial para
regular el metabolismo. En la HK-1 larga de L. vannamei se mostrd a la T*!* como posible sitio de
fosforilacion, sin embargo, este residuo esta dentro de la delecidn que presenta la isoforma HK-1
corta (Figuras 7 y 8), lo que podria tener implicaciones en cuanto a la regulacion de la actividad
enzimatica de estas isoformas, ya que como se ha mencionado, la fosforilacion reversible de la HK
es una forma de regulacién de su actividad en los organismos. Los posibles sitios de fosforilacion
identificados en las secuencias de las isoformas de la HK del camar6n dan indicios sobre la
regulacién a nivel postraduccional de estas isoformas. Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales que ayuden a dilucidar el mecanismo de regulacion de las isoformas de la HK del
camaron en distintos niveles moleculares.

La HK es considerada una enzima clave en el metabolismo de carbohidratos de la mayoria de los
organismos, donde se encuentra presente como una mezcla de isoformas con una distribucion
tisular especifica (Cardenas et al., 1998). Las isoformas HK-1 y HK-2 del camaron blanco tienen
un peso molecular estimado similar a las enzimas de otros invertebrados de aproximadamente 50
kDa y presentan posibles sitios de fosforilacion por actividad de proteinas cinasas que se ha
reportado como un mecanismo de regulacion postraduccional de esta enzima para otros organismos
(Ureta et al., 1987).

6.3.3. Analisis Filogenetico

Para el analisis filogenético se construyeron dos arboles para las isoformas de la HK-1 y HK-2

(Fig. 12) a partir de 32 y 24 secuencias de aminoacidos de diversas especies, respectivamente
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(Cuadro 1). Las isoformas HK-1 larga y HK-1 corta del camardn se ubicaron junto con las HKs de
crustaceos, separadas del resto de las secuencias de otras especies (valor de bootstrap de 100%)
(Fig. 12A). Ademas, las isoformas de la HK-1 de vertebrados estan agrupadas en el mismo clado
separadas de las enzimas de invertebrados. Por otro lado, el arbol filogenético de las secuencias de
las HKSs tipo 2 muestra que la isoforma HK-2 del camardn esta agrupada en el mismo clado que las
secuencias de los peneidos P. japonicus y P. monodon, confirmado por un valor de bootstrap de
93% (Fig. 12B). Sin embargo, la HK del camaron M. nipponense fue ubicada en un clado contiguo
de crustaceos separada de los camarones peneidos mencionados (bootstrap de 78%). Asimismo, la
HK-2 del camar6n se ubico en un clado especifico para crustaceos, separada de las HKs de otros
invertebrados (bootstrap de 65%). Ademas, las HKs de vertebrados se agruparon en una rama
aparte de las secuencias de la HK de invertebrados.

En ambos casos, los arboles filogenéticos ubican a las isoformas de la HK del camardn blanco mas
cercanas a las enzimas de otros camarones peneidos, aunque pertenecientes al mismo grupo de
crustaceos decdpodos. Esto era de esperarse, ya que entre mas cercanas sean las especies

filogenéticamente, sus proteinas homélogas se mantienen agrupadas dentro de un mismo clado.
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Figura 12. Analisis filogenético de las secuencias de la HK de diversas especies. (A) Secuencias de isoformas de la HK-1. (B) Secuencias
de isoformas de la HK-2. Los arboles fueron construidos utilizando el método de méaxima verosimilitud. Cada rama fue determinada a
partir 1,000 réplicas de bootstrap. Se seleccionaron las secuencias de HK-1 de Deltaproteobacteria bacterium y Candidatus
Omnitrophica bacterium, y de la secuencia de la HK-2 de Escherichia coli, respectivamente para enraizar cada arbol.
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6.3.4. Estructura Tridimensional de las Isoformas de la HK de L. vannamei

Las estructuras tridimensionales de las isoformas de HK del camaron fueron obtenidas mediante
modelacién por homologia utilizando como templado una estructura cristalogréfica de otra especie
con el mayor porcentaje de identidad en cada caso. Para las isoformas HK-1 larga y HK-1 corta de
L. vannamei se utiliz6 como templado la HK-1 humana (PDB ID: 1CZA) (Aleshin et al., 2000)
que presentd un 36.89% y 38.19% de identidad con las secuencias del camardn, respectivamente
(Fig. 13A, 13B). La isoforma HK-2 del camaréon blanco fue modelada con base en la estructura
cristalogréfica resuelta de la HK-2 humana (PDB ID: 2NZT) (Nawaz et al., 2018) con un porcentaje
de identidad del 53.33% (Fig. 13C). De acuerdo con lo mencionado anteriormente, cuando existe
un porcentaje de identidad igual o mayor al 30% entre dos secuencias, estas se pueden considerar
homdlogas (Pearson, 2013), por lo que los porcentaje compartidos entre las isoformas de la HK del

camardn y del humano se consideran aceptables.

N-terminal

N-terminal

Figura 13. Modelado por homologia de la estructura tridimensional de las isoformas de HK de L.
vannamei. (A) Isoforma HK-1 larga. Los residuos que no estan presentes en la isoforma HK-1 corta
se muestran en verde. (B) Isoforma HK-1 corta. (C) Isoforma HK-2. Se sefialan los dominios N-
terminal y C-terminal, las helices o se muestran de color azul; las hojas B en color rojo; los lazos
en color magenta.
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Las tres estructuras modeladas de HKs de L. vannamei corresponden a un monémero con dos
dominios de distinto tamafio, denominados dominio grande y dominio chico. Estos monémeros
presentan un plegado similar a los monomeros de las HKs de mamiferos (Aleshin et al., 2000;
Nawaz et al., 2018), aunque se ha reportado que algunas isoformas, como la HK-1 de humano, son
activas en su estado monomérico, la presencia de diversos sustratos, como la G-6-P, inducen su
dimerizacion (Mulichak et al., 1998).

Cada dominio contiene una lamina B compuesta de 5 hojas plegadas, con varias hélices a alrededor.
El sitio activo estd formado por una hendidura entre los dos dominios donde se encuentran los
residuos que participan en la catalisis (Fig. 13). El valor de la raiz de la desviacion cuadratica media
(RMSD) obtenido de la superposicion de los carbonos a de los modelos de HK-1 larga y HK-1
corta con el templado es de 0.528 y 0.068 A, respectivamente, mientras que el RMSD obtenido
para la isoforma HK-2 y el templado es de 0.070 A. Los valores de RMSD obtenidos en los modelos
de las estructuras de las isoformas de la HK del camarén son menores a 1.5 A, lo que indica que
las estructuras son similares al templado (Forster, 2002; Sheehan & O’Sullivan, 2011).

Los 51 aminoacidos que no estan presentes en la isoforma HK-1 corta se muestran de color verde
en la isoforma HK-1 larga, donde se observa que forman tres hélices a y un lazo cercanos al sitio
activo ubicado entre los dos dominios (Fig. 13A). Es probable que las estructuras secundarias que
forman estos residuos, aunque no se encuentren en el sitio de catalisis, afecten la actividad de la
enzima. Sin embargo, es necesario evaluar la repercusion de la presencia o ausencia de estos 51
aminoéacidos en las isoformas de la HK-1 del camardn en cuanto a su actividad enzimatica, lo que
podria realizarse mediante clonacion y sobreexpresion de estas isoformas para posteriormente
evaluar la actividad de las isoformas recombinantes.

Como se identifico en el alineamiento, las isoformas de la HK del camaron y de otras especies
pertenecen a la superfamilia de ATPasas (InterPro: IPR043129) que contienen un dominio
estructural, denominado motivo de union a actina, involucrado en la union de ATP. En las HKs, se
sugiere que la interaccion funcional con ATP requerida para la catalisis, y que es mediada por el
motivo de union a actina, involucra la interaccion con las regiones N- y C-terminal entre la region
de las l&minas P de las estructuras (Wilson & Shwab, 1996). Esto tiene sentido, ya que se ha
reportado que la region entre los dominios estructurales de la HK, N- y C-terminal son el sitio

activo de la enzima donde la union del ATP es esencial para que se lleve a cabo la reaccion.
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6.4. Expresion Relativa de las Isoformas de la HK por Tejido

La expresion génica de las isoformas HK-1 total (HK-1 larga y corta) y HK-2 total relativa al gen
normalizador L8 se evalu6 mediante RT-gPCR en los tejidos de branquias, hepatopéancreas y
musculo de camarones del tratamiento de normoxia 0 horas (Fig. 14). Para la HK-1 total, la mayor
expresion se detectd en hepatopancreas (p < 0.05), pero entre branquias y masculo no hubo
diferencias significativas. La media de la expresion de hepatopancreas fue aproximadamente 4.2
veces mayor que en branquias y 19.6 veces mayor que en musculo (Fig. 14A), mientras que la
expresion de la isoforma HK-2 fue mayor en branquias seguido de hepatopancreas, siendo
significativamente mayor que la expresion en el tejido de musculo (p < 0.05) (Fig. 14B). La media
de la expresion de HK-2 en branquias fue aproximadamente 2.5 y 4.5 veces que las de

hepatopéancreas y musculo, respectivamente.
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Figura 14. Expresion relativa por tejido de las isoformas de la HK de L. vannamei en condiciones
de normoxia. (A) Expresion de HK-1 total relativa a L8. (B) Expresion de HK-2 total relativa a L8.
La expresion relativa se calculd utilizando el método de 249, donde el ACq se calcula a partir de
la diferencia entre los valores de Cq de cada HK y de L8. Literales distintas denotan diferencias
significativas entre las medias de los tratamientos (n = 3-5) (p < 0.05). Los resultados se expresan
como media * error estandar.
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Contrario a lo reportado por Sofianez-Organis et al., (2011) donde la mayor expresion basal de la
HK se reportd en tejido de musculo seguida de branquias, en este trabajo la expresion basal en
ambas isoformas HK-1 y HK-2 totales fue en los tejidos de hepatopancreas y branquias,
respectivamente. Sin embargo, en ese estudio se utilizaron organismos de diferente talla (15 + 2 )
a los que se utilizaron en el presente trabajo (12.84 g + 1.39 g) lo que podria explicar la diferencia
en el nivel de expresion tejido-especifica de la isoforma de la HK-1. Es posible también, que los
camarones usados en este trabajo y los utilizados por Sofianez-Organis (2011), provengan de
poblaciones diferentes, como ha propuesto (Granillo-Luna et al., 2022) para el caso de la PC.
Similar a los resultados obtenidos en este estudio, las isoformas HK-1 y HK-2 en la gallina Gallus
gallus presentan un patron de expresion basal tejido-especifico, la isoforma HK-1 se expresa
principalmente en tejidos de cerebro y corazon, mientras que la HK-2 de G. gallus predomina en
tejido del musculo esquelético y corazon, sin embargo, esta isoforma tiene una baja expresion en
higado, corazdn y rifiones (Seki et al., 2005). El patrén de expresion de la isoforma HK-1 de G.
gallus es similar a lo reportado para las isoformas HK-1 de otras especies como el humano, raton
y pez. Sin embargo, la HK-2 de G. gallus presenta un patrén de expresion distinto a las isoformas
de mamiferos (Gonzalez-Alvarez et al., 2009; Heikkinen et al., 2000; Printz et al., 1993; Tsai &
Wilson, 1997).

Se ha demostrado que el patron de expresion de las isoformas de la HK es tejido-especifico
indicando que las isoformas tienen un rol caracteristico en un 6rgano en particular de un organismo
en cuestion. En mamiferos se ha demostrado que las isoformas méas abundantes, HK-1 y HK-II,
tienen diferentes distribuciones subcelulares (Wilson, 1995). Por ejemplo, en las células hepaticas
donde la sintesis de glucdgeno es impulsada por la HK-IV en lugar de HK-I, la G-6-P estimula la
sintesis de glucogeno al inducir la redistribucion de la HK-1V y de la glucégeno sintasa (GS) a la
periferia celular (Ferrer et al., 2003). John et al., (2011) demostraron que, en mamiferos, la HK-I
permanece fuertemente unida a la mitocondria, mientras que HKII se transloca entre la mitocondria
y el citosol en respuesta a la glucosa y G-6-P, sugiriendo que HK-I promueve exclusivamente la
glucdlisis, mientras que HK-I1 tiene un papel mas complejo, promoviendo la glucolisis cuando se
une a la mitocondria y la sintesis de glucégeno cuando se encuentra en el citosol. Ademas, los
autores discuten que la degradacién del glucégeno tras la eliminacion de la glucosa conduce a la
inhibicidn y disociacion de HK-11 de las mitocondrias, probablemente mediada por aumentos en la

G-6-P derivada del glucdgeno. Este puede ser un mecanismo importante por el cual las isoformas
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de la HK permiten que las células se adapten a los cambios en las condiciones metabolicas (por
ejemplo, los niveles de glucosa) para mantener el equilibrio energético, dirigiendo el destino
metabolico de la glucosa entre usos catabdlicos (glucolisis) y anabolicos (sintesis de glucogeno y
derivacion de pentosa fosfato).

Esta situacion también se presenta en el camardn blanco, ya que las isoformas HK-1y HK-2 totales
se expresan constitutivamente en los tejidos evaluados, pero son predominantes en hepatopancreas
y branquias, respectivamente. La isoforma HK-1 del camaron podria estar relacionada con las
funciones del hepatopancreas como la absorcion de nutrientes, la sintesis de proteinas, el
almacenamiento de reservas energéticas, en particular implicada en la sintesis de glucgeno a partir
del producto de la reaccion catalizada por la HK, la G-6-P (Gibson & Barker, 1979; Sanchez-Paz
et al., 2007), mientras que la isoforma HK-2 es predominante en branquias y al ser un érgano
altamente aerobio, esta isoforma podria estar implicada en la glucolisis aerobia para la obtencion

de energia (Henry et al., 2012).

6.5. Efecto de la Hipoxia y Reoxigenacion en la Expresion de las Isoformas de la HK

El efecto de la hipoxia y la hipoxia seguida de reoxigenacion sobre la expresion de las isoformas
HK-1 y HK-2 del camardn blanco se evalu6 a las 6 y 12 horas en los tejidos de branquias y
hepatopancreas mediante RT-gPCR. Los tratamientos evaluados fueron normoxia durante 0 horas
como control del bioensayo (NO), normoxia por seis horas (N6), hipoxia por seis horas (H6),
hipoxia por seis horas mas una hora de reoxigenacion (R6), normoxia por doce horas (N12), hipoxia
por doce horas (H12) e hipoxia por doce horas mas una hora de reoxigenaciéon (R12), y se evalud
la expresion de las isoformas de HK-1y HK-2 en los tejidos de branquias y hepatopancreas de los
mismos camarones.

La expresion de la isoforma HK-1 total relativa al gen que codifica a la proteina ribosomal L8 en
respuesta a hipoxia y reoxigenacion se muestra en la Figura 15. En el tejido de hepatopancreas
(Fig. 15A) se detectd una disminucion en la expresion de la HK-1 estadisticamente significativa (p
< 0.05) en los tratamientos N6, H6 y R6 con respecto al control NO, presentando el nivel de

expresion mas bajo en el tratamiento N12 (aproximadamente 8.5 veces menor que en NO). En los
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tratamientos de H12 y R12 la expresion aumentd significativamente (p < 0.05) 2.5y 5.6 veces con
respecto al control N12. Sin embargo, no hubo un cambio significativo entre los tratamientos H6
y H12. Mientras, mientras que en branquias (Fig. 15B), la mayor expresion de la HK-1 total
también se detecto en el tratamiento control NO. Aunque no se presentaron cambios significativos
(p < 0.05) debidos a la hipoxia y reoxigenacion a las seis horas, si hubo una disminucion
estadisticamente significativa en los tratamientos N12 y H12 (p < 0.05) con respecto al control NO

de 19.3 'y 13.5 veces, respectivamente.
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Figura 15. Efecto de la hipoxia y la reoxigenacion sobre la expresion relativa de la isoforma HK-1
total de L. vannamei en branquias y hepatopancreas. (A) En hepatopéancreas. (B) En branquias. Las
abreviaciones de los tratamientos evaluados son: NO (Normoxia por 0 h), N6 (Normoxia por 6 h),
H6 (Hipoxia por 6 h), R6 (Hipoxia por 6 h + 1 h de Reoxigenacion), N12 (Normoxia por 12 h),
H12 (Hipoxia por 12 h), R12 (Hipoxia por 12 h + 1 h de Reoxigenacidn). La expresion relativa se
calcul6 utilizando el método de 224, donde ACq es la diferencia entre los valores de Cq de HK 'y
de L8. Literales distintas denotan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos (n
= 4-5) (p < 0.05). Los resultados se expresan como media * error estandar.

Por otra parte, también se evaluo la expresion de la HK-2 total en respuesta a la hipoxia y la
reoxigenacion en los mismos tratamientos y tejidos (Fig. 16). Contrario a la alta expresion basal de

HK-1 total en hepatopancreas, la expresién de HK-2 total en este tejido fue baja y aument sin ser
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estadisticamente significativa por efecto de los tratamientos N6 y H6, seguido de una disminucion
en el tratamiento R6 (Fig. 16A). El efecto de los tratamientos N12, H12 y R12 tuvo un
comportamiento similar a los tratamientos de seis horas, donde se detectd un aumento en la
expresion en N12 y H12 y la disminucion en R12 a los niveles de expresion basales (NO). La
expresion de la isoforma HK-2 total en branquias (Fig. 16B) disminuy6 significativamente (p <
0.05) por efecto de los tratamientos N6, H6 y R6, la disminucion fue de 2.6, 3.6 y 4.8 veces,
respectivamente. Sin embargo, la expresién aumenté a niveles cercanos al basal en el tratamiento
de N12, con una disminucion significativa en el tratamiento de H12 que posteriormente aumento

en el tratamiento de R12.
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Figura 16. Efecto de la hipoxia y la reoxigenacion sobre la expresion relativa de la isoforma HK-2
total de L. vannamei en branquias y hepatopancreas. (A) En hepatopéancreas. (B) En branquias. Las
abreviaciones de los tratamientos evaluados son: NO (Normoxia por 0 h), N6 (Normoxia por 6 h),
H6 (Hipoxia por 6 h), R6 (Hipoxia por 6 h + 1 h de Reoxigenacion), N12 (Normoxia por 12 h),
H12 (Hipoxia por 12 h), R12 (Hipoxia por 12 h + 1 h de Reoxigenacién). La expresion relativa se
calcul6 utilizando el método de 229, donde ACq es la diferencia entre los valores de Cq de HK 'y
de L8. Literales distintas denotan diferencias significativas entre las medias de los tratamientos (n
= 4-5) (p < 0.05). Los resultados se expresan como media * error estandar.

Tanto en branquias como en hepatopancreas, hubo una disminucién significativa (p < 0.05) en la
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expresion de la HK-1 en el tratamiento de N6 y N12 (normoxia por seis y doce horas) con respecto
al control NO, asi como en la expresion de la HK-2 en branquias. Sin embargo, los camarones no
estuvieron expuestos a distintos parametros medio ambientales que pudieran ocasionar el cambio
en la expresion de la HK-1, ya que los tratamientos se encontraban en las condiciones controladas,
pero los organismos se alimentaron por Ultima vez 24 horas previas al inicio del bioensayo, por lo
que los tratamientos N6 y N12 tienen seis y doce horas méas de ayuno que el tratamiento NO,
respectivamente. Esto podria explicar la disminuciéon de la expresion de las isoformas HK-1y HK-
2 en estos tejidos. Sdnchez-Paz et al., (2007) reportaron que el ayuno de 24 hasta 120 h disminuy6
el contenido de glucdgeno hepatopancreatico en el camardn. Esto podria suceder mediante la
glucogendlisis, donde se degrada el glucogeno para obtener G-6-P, proceso en donde no participa
la HK (porque se obtiene G-6-P y no glucosa para fosforilar) y por ende se presente una
disminucion en su expresion (Stryer et al., 2013).

Por otro lado, se ha demostrado que la hipoxia es un potente regulador de la expresion génica en
diversos organismos aerobios, en particular induce la expresion de los genes que codifican a
enzimas glucoliticas (Riddle et al., 2000; Webster, 2003). En mamiferos se ha reportado el cambio
en la expresion de las isoformas de la HK inducido por hipoxia de manera diferencial entre los
diversos tejidos, como es el caso del tejido pulmonar de humano donde hubo un aumento de la
expresion de la isoforma HK-2 aproximadamente 4 veces en respuesta a la hipoxia, pero no tuvo
efecto en la expresion de la isoforma HK-1 (Riddle et al., 2000). Aunado a esto, hay evidencia de
la regulacion transcripcional de la HK via HIF-1 en diversas especies. La region promotora del gen
de la HK-Il de humano contiene la region de union de HIF-1, lo que controla la regulacién de la
expresion de la HK-Il en condiciones de hipoxia (Roberts & Miyamoto, 2015). En el analisis
bioinformatico de la estructura del gen de la HK-2 de L. vannamei se identificd la secuencia
consenso para HIF-1 en la regién promotora del gen de la HK-2 del camarén (Fig. 4), por lo que
se podria hipotetizar que HIF-1 media la regulacion transcripcional de este gen para dirigir la
respuesta adaptativa al estrés por hipoxia, como se ha demostrado para otras especies.

En crustaceos ha sido menos reportado el efecto de la hipoxia en la expresion de esta enzima. En
el molusco marino L. littorea se evaluo el estado de fosforilacion de las isoformas de la HK, la HK
hepatica y HK muscular en respuesta a la anoxia. Durante esta condicion de nulo oxigeno, la HK
hepatica se encuentra en un estado de desfosforilacion lo que conlleva a un aumento en la afinidad
de glucosa, contrario a la respuesta de la HK muscular que conduce a la fosforilacion de la enzima

y a una posterior disminucion a la afinidad de ATP. Esta diferencias en el estado de fosforilacion
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tejido-especifica de las isoformas de la HK indican que durante la anoxia los distintos tejidos
presentan diferentes funciones y necesidades en L. littorea (Lama et al., 2013). Esto demuestra que
en este molusco hay una regulacién a nivel postraduccional de isoformas de la HK en respuesta a
condiciones de bajo o nulo OD, lo que podria suceder también para las isoformas de la HK del
camaron blanco. Por otra parte, en el langostino de rio M. nipponense se evaluo el efecto de la
hipoxia y el silenciamiento de las subunidades o y p de HIF-1 sobre la expresion de la HK (cabe
sefialar que la HK reportada para M. nipponense corresponde a la isoforma HK-2 de L. vannamei)
(Sun et al., 2017), y demostraron que la hipoxia induce la expresion de la HK en masculo y que
esta respuesta es regulada por HIF-1.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la hipoxia tiene un efecto significativo en
la expresion de las isoformas de la HK del camardn blanco, como se ha reportado para otros
organismos. Sofianez-Organis et al., (2011) reportd un aumento significativo en la expresion de la
HK-1 en branquias por efecto de la exposicion a hipoxia a un nivel de 1.5 mg de O2/L durante 1
hora seguida de la restitucion a los niveles normales a las 24 horas de hipoxia. Esto concuerda con
los resultados obtenidos en este estudio donde la expresion de la HK-1 en branquias aumento a las
seis horas de hipoxia con respecto al control N6, ademas en el tratamiento R6 de seis horas de
hipoxia mas una hora de reoxigenacion los niveles de expresidn regresaron a los basales. Esto
implica que la hora de reoxigenacion despueés de la exposicion a la hipoxia es suficiente para que
el metabolismo energético relacionado con la expresion de esta enzima se estabilice en el camaron.
Sin embargo, la exposicion a la hipoxia durante doce horas en branquias no tuvo un efecto
significativo en la expresion de la HK-1 con respecto al control de N12, pero si hubo un aumento
significativo por la reoxigenacion de una hora. A pesar de que los niveles de expresion de la HK-
1 son distintos en los dos tejidos, siendo significativamente mayor en hepatopancreas, la respuesta
a la hipoxia seguida de reoxigenacion en los niveles evaluados es similar.

Durante la exposicion a la hipoxia por seis horas e hipoxia seis horas mas una hora de
reoxigenacion, en la expresion de la HK-2 no se presentan cambios significativos en ninguno de
los dos tejidos. Asimismo, el patron de expresion de la HK-2 en los dos tejidos es similar en los
tratamientos de doce horas, donde la hipoxia e hipoxia con reoxigenacion aumenta
significativamente. Similar a lo observado en otros organismos, la expresion de las isoformas de la
HK se ve afectada de manera tejido-especifica en respuesta a la hipoxia y reoxigenacion en el

camarén blanco.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se amplificaron y clonaron dos secuencias de la isoforma HK-1 de
L. vannamei denominadas HK-1 larga y HK-1 corta, asi como una secuencia de la isoforma HK-2
identificada como variante X3 en el genoma y se caracterizaron sus secuencias deducidas de
aminoacidos mediante analisis bioinformaticos. La isoforma HK-1 corta presenta una delecion de
51 aminodacidos que si estan presentes en la isoforma HK-1 larga del camaron y en el resto de las
secuencias alineadas de otras especies. Las isoformas de la HK del camardn presentan un alto
porcentaje de identidad con proteinas homologas de otros organismos, asi como dominios
altamente conservados entre especies, con los residuos importantes para la catalisis reportados para
otros organismos. Ademas, las isoformas de la HK del camardn poseen un peso molecular similar
a las enzimas de otros invertebrados y el analisis filogenético las ubic6 en el mismo clado de las
HKs de crustaceos separadas de las enzimas de vertebrados. Las estructuras terciarias de las
isoformas de la HK del camardn se pliegan de manera similar a las HKs de mamiferos.
La evaluacion de la expresion relativa de las isoformas HK-1 y HK-2 totales en camarones en
condiciones normales indicd que las isoformas se expresan constitutivamente en los tejidos
evaluados, predominando HK-1 en hepatopancreas y HK-2 en branquias, sugiriendo que su
expresion es tejido-especifica. Ademas, la exposicion a la hipoxia disminuy6 la expresion de la
HK-1 total en hepatopancreas y branquias, pero la reoxigenacion restauro la expresion a los niveles
detectados en normoxia. Por otra parte, la expresion de HK-2 total cambid diferencialmente en
ambos tejidos en respuesta a la hipoxia. En hepatopancreas, la expresion de HK-2 aumento sin ser
estadisticamente significativa por efecto de la hipoxia pero hubo una disminucién significativa
debido a la reoxigenacion. Por el contrario, en branquias, la expresién de HK-2 disminuy6
significativamente por efecto de la hipoxia. Estos resultados indican que la expresion de las
isoformas de HK de camardn responde a la hipoxia y la reoxigenacion, de una manera tejido-
especifica. Esto podria indicar que las isoformas tienen un rol caracteristico con funciones

especificas en los 6rganos del camarén.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda dar continuidad al presente trabajo con el fin de mejorar el entendimiento
del mecanismo de regulacion de las isoformas de la HK del camardn Litopenaeus vannamei en
respuesta a la hipoxia y la reoxigenacion. Ademas, es recomendable caracterizar los genes de las
HK identificadas para el camaron para dilucidar la generacion de las variantes de transcrito
derivadas de un mismo gen, asi como para determinar los elementos presentes en la regién
promotora que den indicios de su regulacion transcripcional. Asimismo, es necesario realizar
estudios de actividad enzimética de la HK en las condiciones estudiadas en este proyecto para

comparar la respuesta a nivel transcripcional y post-traduccional de esta enzima.
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