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RESUMEN

Los crustdceos comunmente se enfrentan a diversos factores biodticos y abidticos
estresantes. En los Ultimos afios, los ciclos de desoxigenacion/reoxigenacion en los cuerpos de agua
son estudiados debido al calentamiento global, ya que aumentan las zonas muertas (de
hipoxia/anoxia) en las costas. Comprender cOmo estos organismos mantienen la homeostasis
energética para sobrevivir es crucial para conocer su regulacion metabolica bajo estres. EI camaron
Litopenaeus vannamei induce la glucdlisis anaerdbica y modula la expresion de las enzimas de la
gluconeogénesis de forma condicion-tejido-especifica para satisfacer sus necesidades energéticas
durante la hipoxia. La glucosa 6-fosfatasa (G6Pasa) es una enzima clave para mantener la
homeostasis de la glucosa en sangre durante el Gltimo paso de la gluconeogénesis y la
glucogendlisis; sin embargo, la interaccion de estas dos vias no es del todo clara en los crustaceos.
En este trabajo se reporta la caracterizacion molecular de dos isoformas de la G6Pasa de L.
vannamei y su regulacion via el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) en estrés por hipoxia y
reoxigenacion. Se obtuvieron y caracterizaron las secuencias nucleotidicas codificantes completas
de las dos isoformas. Las secuencias de aminoacidos tienen ~35% de identidad con otras proteinas
homologas, los aminodcidos cataliticos estan totalmente conservados y ambas son
filogenéticamente cercanas a las correspondientes homdlogas de invertebrados. Las dos isoformas
se denominaron G6Pasal y G6Pasa2. El modelado molecular muestra una topologia
transmembranal con 7 y 8 hélices respectivamente, con los sitios cataliticos orientados hacia el
lumen del reticulo endoplasmico. La expresion por RT-gPCR mostré que la G6Pasal se expresa
mayormente en hepatopancreas, con niveles similares en branquias y musculo, mientras que la
G6Pasa2 solo se expresa en hepatopancreas cuando los animales se encuentran en 24 h de ayuno
en normoxia. En animales con 2 h de ayuno, la actividad G6Pasa esta presente en los tres tejidos
siendo mayor en hepatopancreas, indicando la importancia de este 6rgano en la homeostasis de la
glucosa en normoxia. El silenciamiento de HIF-1 demostro que la G6Pasal disminuye en hipoxia,
pero se induce durante la reoxigenacion a las 3 h en branquias, aunque la G6Pasa2 disminuye en
ambas condiciones en el mismo tiempo, asi como en reoxigenacién a las 48 h pero solo en
hepatopancreas, demostrando que HIF-1 participa en la regulacion de ambas isoformas de una
forma tejido-tiempo y condicion especifica.
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ABSTRACT

Crustaceans face environmental challenges due to biotic and abiotic factors, both in their
habitat and in farming systems. The deoxygenation/reoxygenation cycles are studied in recent years
due to global warming that increases the appearance of death zones on the coasts. Thus,
understanding how these organisms maintain energy homeostasis is crucial to understand
metabolic regulation under stress. The shrimp Litopenaeus vannamei exposed to oxygen-limited
conditions induces anaerobic glycolysis and modulates the expression of gluconeogenesis enzymes
in a tissue- and condition-specific manners to satisfy their energy requirements. Glucose 6-
phosphatase (G6Pase) is a key enzyme to maintain blood glucose homeostasis through the last step
of gluconeogenesis and glycogenolysis; however, the interplay of these two pathways is not fully
elucidated in crustaceans. Herein we report the molecular characterization of two G6Pase isoforms
from L. vannamei, and their regulation via the hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) in hypoxia and
reoxygenation stresses. The two genes coding nucleotide sequences were obtained and
characterized. The amino acid sequences have ~35% identity to homolog proteins, with the
catalytic amino acids conserved and are phylogenetically close to the corresponding invertebrate
homologs. The two isoforms were named G6Pasel and G6Pase2. Protein molecular modeling
depicts transmembrane proteins with 7 and 8 helices respectively, and the catalytic sites towards
the lumen of the endoplasmic reticulum. Expression by RT-gPCR demonstrated that both G6Pases
isoforms are tissue-specific expressed; G6Pasel is higher in hepatopancreas, and with similar
levels in gills and muscle, while G6Pase2 is only expressed in hepatopancreas in 24 h fasted
animals in normoxia. In 2 h fasted animals, G6Pase activity was detected in the three tissues
evaluated, but with higher abundance in hepatopancreas, indicating the importance of this organ
on glucose homeostasis in normoxia. After HIF-1 knock-down, G6Pasel is down-regulated in
hypoxia but induced in reoxygenation at 3 h of exposure in gills, although G6Pase2 is down-
regulated in both conditions at the same time as in reoxygenation at 48 h but only in
hepatopancreas, demonstrating that this transcription factor regulates both isoforms in a condition,
time, and tissue-specific manner.

Keywords: Litopenaeus vannamei, hypoxia/reoxygenation, glucose 6-phosphatase, glucose
homeostasis.
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1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

Una de las principales especies marinas de interés economico para México y para el mundo es el
camarén blanco del Pacifico Litopenaeus vannamei, un crustaceo que se produce principalmente
por acuacultura (FAO 2022). Este organismo ocupa el primer y segundo lugar en importancia
econdmica en el pais por su valor comercial y por el volumen de produccion pesquera
respectivamente. De acuerdo con el anuario estadistico de acuacultura y pesca, la tasa media de
crecimiento anual en la produccion de camardn fue de 4.38% en los Gltimos 10 afios con mas de
270 mil toneladas producidas en 2020, siendo Sinaloa y Sonora los principales estados productores
(CONAPESCA, 2022).

Aunado a la alta demanda del camaron en el mundo, parte del éxito de produccidn de este crustaceo
se debe a que es relativamente tolerante a diversas condiciones ambientales. L. vannamei sobrevive
en un amplio rango de salinidad (Chong-Robles et al., 2014; Pinem y Sarida, 2022), temperatura
(Hernandez et al., 2006; Ponce-Palafox et al., 2019), oxigeno (Pérez-Rostro et al., 2004; Rosas et
al., 1999; Wannamaker y Rice, 2000), entre otros factores abidticos. Pese a ello, la produccién de
camaroén se ha visto afectada en los ltimos afios por la acentuacion de dichas condiciones que
generan incluso un efecto sinérgico sobre las funciones fisiologicas del organismo, y que son
ocasionadas principalmente por el cambio climatico y la intensificacion de la industria acuicola
(Estrada-Cardenas et al., 2021).

En ese sentido, uno de los fendbmenos mas importantes que ocurren en el océano, la desoxigenacion
de las aguas costeras, se ha agravado por el aumento de las temperaturas, los niveles de COz y los
aportes de nutrientes provenientes de la actividad humana, lo que genera eventos de
hipoxia/reoxigenacion, fuertes estresores ambientales que se prevé aumentaran en los proximos
afios gracias al calentamiento global, alterando la abundancia y distribucion de las especies marinas
(Breitburg et al., 2018; Stramma y Schmidtko, 2019).

Tanto la baja concentracion de oxigeno como su rapido restablecimiento tienen efecto en la

fisiologia y el comportamiento de los crustdceos como la aparicion de estrés oxidativo y la
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induccion de enzimas antioxidantes (Hermes-Lima et al., 2015; Parrilla-Taylor y Zenteno-Savin,
2011), o la alteracion del metabolismo energético (Chang y Thiel, 2015; Sofianez-Organis et al.,
2010), que les permite adaptarse para sobrevivir a estas condiciones. Por ejemplo, el camaron al
ser un organismo oxiregulador (Rosas et al., 1999), recurre a la glucdlisis anaerobia y a la
gluconeogeénesis como una forma de satisfacer sus requerimientos energéticos, lo que le permite
desarrollar una estrategia fisiologica y bioquimica diferente dependiendo del grado y tiempo de
exposicion a hipoxia y reoxigenacion. Esto ha dado pie al estudio especifico de las enzimas
involucradas, para tratar de dilucidar el complejo mecanismo que le permite al organismo lidiar y
adaptarse a dichas variaciones (Sofianez-Organis et al. 2011, 2012; Cota-Ruiz et al. 2015, 2016;
Reyes-Ramos et al. 2018; Camacho-Jiménez et al. 2019; Hernandez-Aguirre et al. 2021; Granillo-
Luna et al. 2022).

La glucosa 6-fosfatasa es una enzima que participa en la gluconeogénesis y la glucogendlisis, clave
en el metabolismo energético de los seres vivos para la homeostasis de glucosa, cuya regulacion
esta estrechamente relacionada con los factores estresantes que involucran la demanda de energia
tanto inmediata como a largo plazo (Hah et al., 2002; Trandaburu, 1977; van Schaftingen y Gerin,
2002). En crustaceos, la informacion referente a esta enzima es escasa, por lo que existe la
necesidad de su estudio para entender mejor los mecanismos bioquimicos y fisioldgicos que tienen
lugar frente a los principales estresores ambientales a los que se enfrentan en su hébitat y en los

cultivos.

1.2. Antecedentes

1.2.1. Litopenaeus vannamei

Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) también conocido como camardn blanco del Pacifico, es un
crustaceo decapodo nativo de la costa del Pacifico, que habita desde el norte de México en Sonora,
hasta Pert en Sudamérica. Este animal tiene un cuerpo compuesto por un cefalotérax y un

abdomen. En el cefalotorax se ubican la cabeza, las branquias, pedunculos oculares, anténulas,
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antenas, mandibulas y varios drganos vitales incluyendo el hepatopancreas, un térax con tres pares
de maxilipedos y cinco pares de pereidpodos. EI abdomen consta de seis segmentos, los primeros
cinco con pledpodos Yy el sexto finalizando con una estructura puntiaguda conocida como telson.
Los camarones son organismos dioicos de fecundacion externa, los adultos viven en ambientes
marinos tropicales mientras que las post-larvas pasan su etapa juvenil y pre adulta en estuarios y
lagunas costeras, su alimentacion estd dada durante la fase larvaria de plancton y durante la fase
juvenil, es detritivoro bentonico (INAPESCA, 2018).

El cultivo de camardn se da por diferentes fases iniciando con la maduracion de los reproductores
que pueden ser silvestres, cultivados, también hay domesticados que son producto de programas
de cria selectiva para obtener lineas resistentes a patdgenos y que se mantienen en estanques de
maduracion con control de luz, calidad de agua y alimento. Para el cultivo de camaron ya existen
laboratorios reproductores en donde las hembras desovan y los nauplios sanos son capturados y
desinfectados para pasar a la fase de incubacion. En ésta ultima fase los organismos se mantienen
en tanques planos donde se crian por aproximadamente 21 dias (dependiendo del destino de las
postlarvas) bajo buenas practicas de manejo para reducir contaminacion bacteriana/patogena, y
favorecer el desarrollo 6ptimo. Luego las postlarvas son mantenidas de 1 a 5 semanas en tanques
de produccion hasta que comienza la fase de engorda que puede ser extensiva, semi-intensiva,
intensiva o super intensiva con rendimientos y densidades de cultivo que varian dependiendo de la
capacidad tecnoldgica de las granjas (FAO 2022).

El camardn blanco vive en un variado rango de temperatura que va desde 20 a 35 °C, (Hernandez
et al., 2006; Ponce-Palafox et al., 2019), salinidad con concentraciones entre 5y 40 ups (Chong-
Robles et al. 2014; FAO 2022; Pinem y Sarida 2022) y oxigeno disuelto desde 4 a 10 mg/L
(INAPESCA, 2018; Pérez-Rostro et al., 2004; Rosas et al., 1999). Esta amplia capacidad de
sobrevivencia aunada al facil manejo y alta tasa de crecimiento en comparacién con otros
crustaceos, es lo que lo hace econdmicamente redituable. L. vannamei es la especie mas popular
para cultivo en el hemisferio occidental representando el 95% de la produccion mundial y es la
principal especie cultivada en México (FAO, 2022). Datos de la SAGARPA muestran que la
produccién de camardn aument6 en un 65.5% en los Gltimos afios, donde México es el 7° productor
a nivel mundial generando 270 mil 807 toneladas en 2020 (CONAPESCA, 2022).

Pese al éxito que ha tenido el cultivo del camaron en todo el mundo, existen muchos factores que

pueden afectar negativamente su produccion, entre los que destacan los factores abioticos como las
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temperaturas extremas, el bajo nivel de oxigeno disuelto y su répido restablecimiento,
concentraciones altas y bajas de sales, el tipo de alimento, el tipo de cultivo, cambios en el pH, etc.,
que comprometen la supervivencia y desarrollo 6ptimo del organismo y que son el resultado del
cambio climatico y la intensificacion de la industria camaronera (Chang y Thiel, 2015; Gaxiola et
al., 2005; Han et al., 2018; Sanchez-Paz et al., 2007).

La importancia econémica y social de este recurso en México y en el mundo, ha propiciado
investigaciones en diferentes campos de la ciencia, para promover la diversificacion y tecnificacion
de cultivos. Se ha trabajado en términos basicos y aplicados sobre sanidad, nutricion, bioquimica,
expresion genética, desarrollo de lineas genéticas resistentes a enfermedades, impacto en el medio
ambiente, y otras problematicas cuyo estudio esta siendo impulsado por el gobierno de México

para generar conocimiento que pueda fortalecer y consolidar este sector (INAPESCA, 2018).

1.2.2. Estrés Abiotico en el Camardn L. vannamei

Predominantemente, los cultivos de camardn se realizan en sistemas de alta densidad en estanques
cerrados, con bajo control de calidad de agua. Por otro lado, el camardn en su habitat natural,
también esta expuesto a cambios de las variables ambientales debido a procesos naturales o
antropogénicos. En este sentido, la constante fluctuacion de los factores abidticos como la
temperatura del agua, la salinidad, oxigenacion, pH, entre otros, aumenta la susceptibilidad de los
camarones a enfermarse y/o morir, por lo que son particularmente importantes para asegurar la
calidad del agua y por ende, la buena salud del animal (Millard et al., 2021).

El nivel de estrés se podria definir de acuerdo con una escala temporal en agudo y crénico. El
primero caracterizado por un evento puntual con respuestas rapidas del tipo metabolico y hormonal,
seguido de una recuperacion casi inmediata de los niveles basales. Por otra parte, el estrés crénico
ocurre debido a periodos de mayor duracion relacionados casi siempre al ambiente en el que los
organismos se encuentran, acompafiado de respuestas del mismo tipo (metabodlicas y hormonales),
Pero en este caso con una recuperacion que tiende a ser mas lenta (Zacarias-Soto, 1997). Por su
parte el estrés abidtico se define como el impacto negativo de los factores ambientales sobre los

organismos Vvivos en un entorno especifico. Y aunque el camardn es relativamente tolerante a
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diversas condiciones ambientales extremas, esta tolerancia desata un conjunto de respuestas
fisiologicas y moleculares que reflejan el nivel de estrés al que el organismo esta sometido como
una reaccion al desvio de su homeostasis (Chang y Thiel, 2015).

Por ejemplo, salinidades por debajo de 4 ppt afectan negativamente tanto la supervivencia como el
crecimiento de postlarvas (Laramore et al., 2001) y en condiciones hipersalinas (60 ppt) camarones
en fase adulta sufren estrés salino aumentando los porcentajes de mortalidad (Chong-Robles et al.,
2014). Ademas, durante su adaptacion, el camardn aumenta su ingesta de alimento para mantener
la homeostasis energética demandada por las condiciones de estrés (Rosas et al., 2001).

El porcentaje de supervivencia y el crecimiento también se ven afectados con la exposicion a
temperaturas estresantes (< 25 °C y > 34 °C) dado que el camardn es un organismo ectotermo, y
especialmente con el efecto combinado de otros factores como la salinidad o el oxigeno disuelto,
lo que indica un cambio aparente en la actividad metabdlica (Arzola G et al., 2013; Ponce-Palafox
et al., 1997, 2019). También se ha estudiado el efecto del pH y el oxigeno disuelto (OD), siendo
este Ultimo una variable relevante de investigacion actual en consecuencia al cambio climatico

debido a las actividades humanas (Breitburg et al., 2018).

1.2.2.1. Hipoxia y reoxigenacion en el medio acudtico. El oxigeno disuelto es una variable
ambiental de los ecosistemas acuaticos que cambia drastica y constantemente. En las ultimas
décadas la concentracion del oxigeno en las aguas costeras y marinas ha disminuido
considerablemente, y la ocurrencia de este fendbmeno ha aumentado tanto de forma espacial como
temporal, siendo cada vez mas comun en todo el mundo (EEA, 2022). La hipoxia, puede
presentarse debido a la combinacion de causas naturales, como el aumento en la temperatura en
los meses verano-otofio, y antropogénicas principalmente por el aumento en la cantidad de materia
organica proveniente de las actividades humanas, que desembocan en los cuerpos de agua y que
generan desoxigenacion (eutrofizacion), lo que podria inducir el colapso de muchos ecosistemas
(Diaz, 2001; Hernandez-Aguirre et al., 2021). EI momento en el que los organismos comienzan a
sufrir hipoxia varia entre especies, pero generalmente los efectos comienzan a aparecer cuando la
concentracion de oxigeno esta por debajo de los 2 mg/L (Diaz, 2001), sin embargo, todos los
organismos poseen mecanismos para mantener la homeostasis del oxigeno con el objetivo de

sobrevivir.

18



En estado de hipoxia, cuando el consumo de oxigeno es mayor al suministro, se genera una
respuesta fisiol6gica que aumenta la capacidad de la sangre para transportar oxigeno a los tejidos
alterando el metabolismo celular, como una estrategia para facilitar la produccion de ATP mediante
la glucolisis anaerobia (Li y Brouwer, 2007). Es decir, cuando las concentraciones de oxigeno
varian en los cuerpos de agua donde los organismos habitan, su metabolismo se altera, y esto a su
vez se refleja en su desarrollo, cuya resistencia depende de la capacidad adaptativa de las especies.
Los crustaceos fueron descritos como el grupo de organismos mas sensibles a las concentraciones
de oxigeno comparados con moluscos y cnidarios (Vaguer-Sunyer y Duarte, 2008), sin embargo,
se sabe que algunos de ellos pueden sobrevivir ain en condiciones hipoxicas extremas.
Asimismo, la reoxigenacion es el fendmeno que sucede a un evento de hipoxia/anoxia y se
caracteriza por la recuperacion subita o prolongada de los niveles normales de oxigeno, es decir, el
restablecimiento de la normoxia. En los océanos, los eventos de hipoxia/reoxigenacion tienen lugar
por la combinacion de los factores abi6ticos antes mencionados aunados al consumo de oxigeno
de los organismos que ahi habitan, con su suministro durante el movimiento y mezcla de las
columnas de agua (EEA, 2022).

Se ha demostrado que la hipoxia y reoxigenacion generan diversas respuestas fisiologicas y
moleculares especie-especificas, como el aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS) que
pueden causar dafio celular, por lo que se desencadena una proteccién antioxidante que previene el
estrés oxidativo (Giraud-Billoud et al., 2019; Hermes-Lima y Zenteno-Savin, 2002). En el camarén
la defensa ocurre de manera tejido especifica por medio de la funcion de enzimas y proteinas a
través de complejas respuestas y mecanismos (Duarte-Gutiérrez et al., 2021; Estrada-Cardenas et
al., 2021; Garcia-Triana et al., 2016; Gonzalez-Ruiz et al., 2020).

1.2.2.2. Hipoxia y reoxigenacion en L. vannamei. L. vannamei tiene la capacidad de resistir altos
niveles de hipoxia, sin embargo, ain no se han estudiado en detalle los procesos metabdlicos que
se lo permiten (Nufiez-Hernandez et al., 2018). Se han llevado a cabo diferentes estudios respecto
a los cambios que ocurren en el metabolismo del camardn y el impacto en su fisiologia. Entre ellos,
la influencia de la hipoxia sobre la modulacion de la expresion de genes involucrados en la
respuesta antioxidante y metabolismo de los carbohidratos, el efecto de la restitucion a los niveles

normales de oxigeno después de un evento de hipoxia de intensidad y duracion variable, asi como
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también el efecto de la combinacion de ambos estresores (Estrada-Cardenas et al., 2021; Pascual
etal., 2003; Rosas et al., 2000; Ulaje et al., 2019). Esta especie es capaz de sobrevivir en ambientes
de hasta 0.2 mg/L de oxigeno disuelto por periodos cortos, situacién encontrada no solo en su
habitat natural sino también en las zonas de cultivo (Pérez-Rostro et al., 2004),

Se han analizado diferentes enzimas en relacion con el mantenimiento celular del equilibrio redox
en el camaron. La expresion relativa de la superdxido dismutasa manganosa citosolica (cMnSOD)
en hepatopancreas y branquias se reduce durante la hipoxia (6 h) y aumenta durante la
reoxigenacion, coincidiendo con el aumento de la actividad enzimatica de la superoxido dismutasa
(SOD). Esto sugiere que la cMnSOD contribuye significativamente a la actividad total de SODs e
indica su importancia en la regulacion del sistema redox en L. vannamei (Garcia-Triana et al.,
2010). Por su parte, un estudio de medicion de transcritos en hepatopancreas del camarén, mostré
que la expresion de genes de las proteinas cMnSOD, glutation peroxidasa (GPX) y la metionina
sulfoxido reductasa (MsrB) aumenta con el estrés (después de 4 h de hipoxia), pero se normaliza a
las 6 h (Kniffin et al., 2014). La catalasa en branquias, por su parte, aumenta su expresion en
hipoxia de 6 y 24 h y aumenta ain mas durante la reoxigenacién, mientras que su actividad tiene
un comportamiento contrario siendo mayor en reoxigenacion (Trasvifia-Arenas et al., 2013). Ello
indica que el camar6n bajo diferentes niveles de hipoxia, se encuentra vulnerable a las ROS
generando una respuesta variable en la expresion de enzimas antioxidantes, que es ademas
dependiente del tejido. En un estudio del efecto combinado de las variables estresoras de alta
temperatura, hipoxia y reoxigenacion (en representacion a lo que ocurre normalmente en la
naturaleza), sobre la primera linea de defensa antioxidante en el camaron, se identificaron una serie
de respuestas complejas principalmente tejido-especificas. Esto mostr6 que el hepatopancreas es
altamente sensible a cambios en el nivel de oxigeno y temperatura, mientras que las branquias son
un drgano resiliente debido a su rapida capacidad adaptativa (Estrada-Cardenas et al., 2021).

La selenoproteina M (SelM) es una enzima con actividad redox involucrada en la respuesta
antioxidante, y parece ser clave en la regulacion del estrés oxidativo en branquias de camardn
(Garcia-Triana et al., 2016). Los efectos de las ROS provocadas por la hipoxia en mamiferos son
controlados, en parte, por la accion de las metalotioneinas (MT). En L. vannamei aumenta la
expresion de MT en periodos prolongados y cortos de hipoxia en hemocitos y hepatopancreas
respectivamente, posiblemente actuando en los procesos de desintoxicacion de ROS en los

organismos acuaticos (Felix-Portillo et al., 2016, 2014). Ademas, la MT podria ser regulada
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positivamente en diferentes tiempos de hipoxia, por el factor de transcripcion HIF-1 en hemocitos
y branquias (Duarte-Gutiérrez et al., 2021). De igual manera, se ha reportado que disminuye la
actividad de la enzima mitocondrial citocromo ¢ oxidasa (COX), enzima involucrada en la
reduccion del oxigeno en la cadena transportadora de electrones. La actividad de COX es baja en
condicion de hipoxia, pero se reestablece gradualmente conforme la hipoxia continta. Esto permite
inferir que dicha proteina posiblemente ayuda a la readaptacion de la mitocondria (Jimenez-
Gutierrez et al., 2014).

1.2.3. Factor Inducible por Hipoxia 1

El factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) es un factor de transcripcion que regula una amplia
variedad de respuestas moleculares durante la hipoxia. HIF-1 es un heterodimero de las proteinas
HIF-1o y HIF-1B, que incluyen los dominios hélice lazo hélice (HLH) y Per ARNT Sim (PAS)
responsables de la union al DNA vy de la interaccion proteina/proteina. HIF-1 reconoce las
secuencias consenso 5’-G/ACGTG-3’ en las regiones promotoras denominadas elementos de
respuesta a hipoxia 0 HREs (hypoxia-responsive elements) de los genes que modula (Semenza,
2007). Este factor de transcripcion se regula principalmente a traves de la subunidad HIF-1a, ya
que la subunidad HIF-1 se expresa constitutivamente independientemente del oxigeno disponible.
El mecanismo de regulacién descrito en mamiferos sefiala que la proteina HIF-1a se transcribe y
sintetiza de forma constitutiva en hipoxia, pero en normoxia se degrada rapidamente, con un tiempo
de vida medio de aproximadamente 5 min. Mediante la hidroxilacion de dos residuos de prolina 'y
la acetilacion de un residuo de lisina en el dominio de degradacion dependiente de oxigeno
(ODDD), HIF-1a es reconocido por el complejo de ubiquitinacion E3 para su marcaje y posterior
degradacidn en el proteosoma (26S). Ademas, se realiza otra hidroxilacion en el residuo asparagina
del dominio C-terminal de transactivacion (C-TAD) responsable de la estimulacion de la
transcripcion, con lo que se inhibe su actividad transcripcional. En hipoxia HIF-1a se encuentra
estable y se puede translocar al nucleo donde se dimeriza con HIF-1p para formar el complejo HIF-
1 transcripcionalmente activo (Ke y Costa, 2006; Semenza, 2007).

HIF-1 es conocido como el regulador maestro de la homeostasis de oxigeno. Dentro de las proteinas
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reguladas por HIF-1 se destacan las que intervienen en el metabolismo de la glucosa, y por lo tanto,
se han relacionado con patologias glucémicas, canceres y enfermedades neurodegenerativas en
humanos (Nakaoka et al., 2016; Zhang et al., 2011; Zhao et al., 2014). En crustaceos HIF-1 actla
como protector durante la condicion de hipoxia y esta relacionado con su ciclo circadiano (Fanjul-
Moles, 2013). En el langostino Macrobrachium nipponense, las proteinas lactato deshidrogenasa
(LDH) y hexoquinasa (HK), son dependientes de HIF-1 cuando disminuye la concentracion de
oxigeno (Sun et al., 2018, 2017). También se conoce que HIF-1 funciona como protector de células
neuronales mejorando la capacidad adaptativa a hipoxia en el cangrejo Eriocheir japonica. En
Oratosquilla oratoria, HIF-1a podria funcionar como biomarcador de exposicion a hipoxia
ambiental (Kodama et al., 2012). Por otra parte, en la pulga de agua Daphnia magna, regula la
expresion de los genes de la globinay esté relacionado con el cambio de color a rojo visible cuando
el organismo se encuentra desprovisto de oxigeno (Gorr et al., 2004). HIF-1 también se induce por

estrés térmico y en respuesta a las especies reactivas de oxigeno (Klumpen et al., 2017).

1.2.3.1. HIF-1 en L. vannamei. En el camar6n blanco se han identificado las subunidades o y B de
HIF-1 y se han estudiado los patrones de expresién en diferentes tejidos y condiciones. Se ha
encontrado que la cantidad de transcritos de ambas subunidades en hepatopancreas no cambia de
forma significativa bajo normoxia e hipoxia, mientras que en muasculo, branquias y hemocitos la
expresion entre las subunidades, tejidos evaluados y concentracion de oxigeno disuelto varia
(Camacho-Jiménez et al., 2019; Duarte-Gutiérrez et al., 2021; Sofianez-Organis et al., 2009). Esto
sugiere que dicha proteina podria regular genes clave en diferentes 6rganos del camaron,
influyendo en la deteccion inicial de hipoxia desencadenando las reacciones de regulacién
necesarias para adaptarse, o activando rutas glucoliticas y gluconeogénicas para satisfacer la
demanda energética requerida y en algunos casos, HIF-1 podria expresarse como gen constitutivo.
Los camarones basan el metabolismo de la glucdlisis anaerobia en la expresion diferencial de las
subunidades LDH-1 y LDH-2 en hipoxia. La expresion de LDH aumenta 2 veces en branquias por
efecto de la hipoxia, pero el silenciamiento de HIF-1 bloguea dicha induccion, lo que indica que
LDH es regulada transcripcionalmente via HIF-1 en el camardn (Sofianez-Organis et al., 2012).
Por otro lado, cuando el organismo esta siendo atacado por un agente infeccioso, como en el caso

del virus de la mancha blanca (WSSV), HIF-1 también regula la expresion de algunos genes
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involucrados en el metabolismo de la glucosa (Godoy-Lugo et al., 2019; Hernandez-Palomares et
al., 2018; Soiianez-Organis et al., 2012).

Ademas, HIF-1 participa en la respuesta antioxidante mediante la induccion de la expresion de la
metalotioneina (como se menciono anteriormente), y cuya regulacion también parece estar dada de
manera tejido especifica (Duarte-Gutiérrez et al., 2021). Esta informacién indica que la modulacién
de maltiples mecanismos celulares en el camarén, se lleva a cabo gracias a la intervencion de HIF-
1, tal y como ocurre en los organismos vertebrados. Incluso existe alto grado de identidad entre las
secuencias de aminoécidos de HIF-1 de este organismo en comparacion con las de otros

vertebrados de diferentes filos (Sofianez-Organis et al., 2009).

1.2.4. Metabolismo de la Glucosa en Diferentes Condiciones de Oxigenacion en el Camaréon

L. vannamei

Los organismos bajo condiciones normales de oxigeno (normoxia), utilizan principalmente la
fosforilacion oxidativa para la obtencién de energia, pero cuando se encuentran en hipoxia, se
inactiva la cadena transportadora de electrones por la falta de oxigeno y se activa la glucdlisis
anaerobia. De esta forma, cuando las concentraciones de oxigeno varian, el metabolismo energético
es fuertemente regulado por diferentes rutas a nivel transcripcional y postraduccional.

En ambientes donde la concentracién de oxigeno es escasa, los crustaceos y especificamente el
camaron, también utilizan el metabolismo anaerdbico para obtener energia (Sofianez-Organis et
al., 2010), y existe evidencia de la modulacion de diferentes enzimas de otras rutas relacionadas en
respuesta a este estresor. Algunas de estas enzimas ya se han caracterizado y estudiado en el
camarén, y en su mayoria se han asociado con una respuesta fisiolégica a la falta de oxigeno e

incluso a su restitucion, donde se destaca el papel de HIF-1 en su regulacion (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Enzimas y proteinas relacionadas con el estrés por hipoxia y/o reoxigenacion, y HIF-1

estudiadas en el camardn blanco L. vannamei

Gen o proteina

Implicacion en el camaron

Referencia

Expresién tejido-especifica regulada en hipoxia (1.5

(Martinez-Quintana et al.,

GLUTL mg/L de OD). Existen isoformas. 2015, 2014)
Expresion tejido-especifica regulada en hipoxia (1 y (Sofianez-Organis et al.

HK 1.5 mg/L de OD) y reoxigenacion via HIF-1. Existen 2011); (Flores-Sauceda,
isoformas y variantes de transcrito. 2022)

PEK Regulacion condicion y tiempo-especifica en hipoxia (Cota-Ruiz et al., 2015,
(1.5 mg/L de OD) en hepatopéncreas via HIF-1. 2016)

GAPDH Expresion tejido-especifica regulada en hipoxia (1.5 (Camacho-Jiménez et al.,
mg/L de OD) y reoxigenacion via HIF-1. 2019, 2018)
Expresién tejido-especifica regulada en hipoxia (1.5 (Cruz-Moreno y Yepiz-

PK mg/L de OD) y durante la infeccion por WSSV via Plascencia, datos no
HIF-1. Hay evidencia de la presencia de isoformas y publicados; Godoy-Lugo
variantes de transcrito. et al., 2019)
Expresion tejido-especifica regulada en hipoxia (1.5 - i .

LDH mg/L de OD) via HIF-1. Se generan dos isoformas por g%ir;?nez Organis etal.,
splicing alternativo.

PC Expresién tejido especifica inducida en hipoxia de (Granillo-Luna et al.,
corto plazo (1.5 mg/L de OD) en hepatopancreas. 2022)
Expresién regulada en hipoxia (1.5 mg/L de OD) en i

PEPCK hepatopancreas. Existen dos isoformas (PEPCK-M gg%?s Ramos et al.,
PEPCK-C) en el camaron.

FBP Expresidn tejido especifica con induccion por hipoxia  (Cota-Ruiz et al., 2015,

a largo plazo (1.5 mg/L de OD) via HIF-1.

2016)

Glucolisis. Entre las enzimas de esta via en el camardn, se ha caracterizado la hexocinasa (HK),
que cataliza la primera reaccion transfiriendo un grupo fosfato del ATP a la glucosa, usando Mg?*
como cofactor para formar G6P y ADP. La HK del camaron, es inducida por hipoxia en branquias
y musculo luego de 1 h de exposicion (Sofianez-Organis et al. 2011). Recientemente, se identifico
una segunda isoenzima (HK2), cuya tendencia indica que también es inducida por hipoxia en
hepatopancreas luego de 6 h de exposicion (Flores-Sauceda, 2022). Estos estudios indican que
ambas isoformas son reguladas en hipoxia, ya que, durante el estrés, aumenta su expresion casi de
forma inmediata y luego, en tiempos mas prolongados, disminuye o reestablece a los niveles de
normoxia. Este patron en la expresion ocurre de forma similar durante la reoxigenacion en
hepatopancreas, branquias y musculo, siendo esta induccion mediada por HIF-1 (Sofianez-Organis
et al. 2011; Flores-Sauceda 2022).

Las enzimas fosfofructocinasa (PFK), gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y

24



piruvato cinasa (PK) también se identificaron en el camaron blanco. PFK aumenta su expresion en
hepatopéancreas bajo condiciones de hipoxia por tiempos cortos (3 h) manteniéndose asi por
tiempos mas prolongados (48 h). Aparentemente HIF-1 esta involucrado en la regulacion de la
expresion de PFK, por lo que ésta enzima podria ser un punto clave para acelerar la glucolisis para
producir ATP anaerdbicamente, siendo primordial para sensar el nivel de energia en los camarones
(Cota-Ruiz et al., 2015, 2016).

GAPDH es més abundante en branquias que en hepatopancreas y su expresion aumenta a las 3 y
24 h de hipoxia y reoxigenacion siendo regulada por HIF-1 (Camacho-Jiménez et al., 2019, 2018).
Asi mismo, se ha identificado que PK1 es mas abundante en musculo que en hepatopéncreas y que
su expresion es inducida en el primero pero inhibida en segundo luego de 12 h de exposicion a
hipoxia (Cruz-Moreno y Yepiz-Plascencia, datos no publicados). HIF-1 regula a PK1
contribuyendo a la patogénesis del virus de la mancha blanca (WSSV) a través de la induccién del
efecto Warburg, necesario para la replicacion viral (Godoy-Lugo et al., 2019).

Gluconeogeénesis. Las enzimas gluconeogénicas piruvato carboxilasa (PC), fosfoenol piruvato
carboxicinasa (PEPCK) y fructosa 1,6-bifosfatasa (FBP) también se han caracterizado en el
camarén blanco. Aunque en mamiferos se ha demostrado que PC es regulada transcripcionalmente
por HIF-1 en hipoxia, aun no existe evidencia de la participacion de este factor de transcripcion en
la expresion de PC en el camardn, aungue si se sugiere, debido a que ésta es inducida por hipoxia
a corto plazo (Granillo-Luna et al., 2022). Las dos isoformas de PEPCK conocidas en el camaron
se inducen en hepatopancreas (Reyes-Ramos et al., 2018), al igual que FBP en el mismo tejido
pero no de forma inmediata (48 h), y dicha induccidn es inhibida cuando HIF-1 es silenciado (Cota-
Ruiz et al., 2015, 2016). Esto sugiere una movilizacién de los carbohidratos desde el
hepatopancreas hacia otros tejidos a través de la hemolinfa, ya que coincide con el aumento de
glucosa por efecto de la deficiencia de oxigeno en plasma (Sofianez-Organis et al., 2009).

La informacion hasta ahora generada confirma que el camaron blanco, al igual que otros crustaceos,
utiliza diferentes rutas metabdlicas en respuesta a diferentes condiciones estresantes relacionadas
con el nivel de oxigenacion. Dichas respuestas podrian ser moduladas mediante la expresion tejido-
especifica de las enzimas involucradas, y en donde HIF-1 es un regulador transcripcional (Fig. 1).
Lo anterior para satisfacer la demanda energética necesaria durante su adaptacion; sin embargo, se

desconoce el panorama detallado de las diversas vias metabolicas para lograrlo.
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Figura 1. Diagrama general de las respuestas condicion-tejido-tiempo especificas de las enzimas
de la glucdlisis, glucolisis anaerobia, gluconeogeénesis y glucogenolisis en el camaron. Glucolisis:
HK: Hexoquinasa; PGI: Fosfoglucosa isomerasa; PFK: fosfofructoquinasa; Aldolasa; TPI: triosa fosfato isomerasa;
GAPDH: Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa; PGK: fosfoglicerato quinasa; PGAM: fosfoglicerato mutasa; PK:
Piruvato quinasa; LDH: lactato deshidrogenasa; Gluconeogenesis: PC: Piruvato carboxilasa; PEPCK: Fosfoenol
piruvato carboxiquinasa; FBP: Fructosa 1,6-bifosfatasa; G6Pasa: Glucosa 6-fosfatasa. Glucogendlisis: GP: glucogeno
fosforilasa; PGM: Fosfoglucomutasa. HIF-1: factor de transcripcion inducible por hipoxia.
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1.2.5. Glucosa 6 fosfatasa

La glucosa 6 fosfatasa (G6Pasa, EC: 3.1.3.9), también conocida como G6PC es una enzima que
juega un papel critico en la homeostasis de la glucosa en los organismos, participando en las vias
de gluconeogénesis y glucogendlisis. Esta enzima remueve el fosfato de la glucosa 6-fosfato (G6P)
para producir glucosa, que es liberada al torrente sanguineo (van Schaftingen y Gerin, 2002).
Durante la gluconeogénesis la G6P no puede convertirse en glucosa por reaccion reversible de la
hexoquinasa debido a que la energia libre de Gibbs seria muy positiva. En su lugar, la G6Pasa lleva

a cabo esta reaccion de hidrdlisis (Fig. 2).

i
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Glucosa-6-fosfato + H,O — glucosa + P AG* = —-12.1 kJ/mol

Figura 2. Reaccion enzimatica de la glucosa 6-fosfatasa

Un estudio realizado con una G6Pasa marcada de un adenovirus recombinante mostré que los
aminoacidos Lys’®, Arg®, His!!® e His!’® forman parte del sitio activo, ya que mutaciones en
cualquiera de estos residuos inactivan a la enzima. Ademas identificaron a His'’® como el
aminoacido que actua como nucledfilo uniéndose covalentemente al grupo fosfato de la G6P
formando un intermediario fosfohistidina-enzima durante la catélisis y a His!*® como donador de

un proton necesario para la liberacion de la glucosa (Fig. 3) (Ghosh et al., 2002).
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Figura 3. Mecanismo propuesto de reaccion de la G6Pasa (Ghosh et al., 2002).

En vertebrados el ayuno o inanicion prolongada conduce a la activacion cronica de la
gluconeogénesis y requiere una mayor expresion de los genes de dichas enzimas. Este proceso
normalmente se logra mediante la regulacion de la expresion génica a nivel de la transcripcion (Oh
et al., 2013). La G6Pasa se activa ante niveles bajos de glucosa en la sangre o cuando existe una
demanda energética mayor, principalmente durante periodos de inanicion o exposicion a factores
estresantes, de ahi la importancia de dilucidar su rol en condiciones especificas y su contribucién
para mantener estables los procesos celulares (Hah et al., 2002). La G6Pasa es mas abundante en
el higado, pero también se expresa en rifidén y en menor medida en el intestino de mamiferos,
asimismo, se han encontrado isoformas con expresion en otros tejidos entre los que se destaca el
musculo y el cerebro.

Especificamente, se ha determinado que la G6Pasa esta asociada a la membrana del reticulo
endoplasmico y realiza su funcién en el lumen mediante un complejo enzimatico compuesto por
una unidad catalitica, un transportador de G6P, un transportador de glucosa y un transportador de
Pi. EI modelo de hidrdlisis de G6P hasta ahora aceptado, propone que diferentes transportadores
importan el sustrato de la enzima al lumen donde se lleva a cabo la catélisis, y posteriormente
exportan los productos (glucosa y fosfato inorganico) al citoplasma (Hutton y O’Brien, 2009). El
transporte de la glucosa en el reticulo endoplasmico podria estar facilitado por los transportadores
de glucosa transmembranales durante su procesamiento (Marcolongo et al., 2013). También se ha
propuesto que el transporte de la G6P a través del reticulo endoplasmico, ocurre por medio de una
translocasa (G6P translocasa) (Arion et al., 1980). Alteraciones en esta proteina estan asociadas a
la aparicion de la enfermedad del almacenamiento de glucégeno tipo 1b (Soty et al., 2012), aunque
aun no esta completamente definido el mecanismo.

Los genes de las G6Pasas en vertebrados tienen entre 5 y 6 exones con tamarios aproximados desde
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800 a 6000 pares de bases y estan, en su mayoria, localizados en el genoma en 17g21 (Wang et al.,
2015). Las secuencias de amino&cidos de las G6Pasas de mamiferos tienen un tamafio en promedio
de 357 aminoéacidos (aproximadamente 40 kDa), con motivos conservados entre la familia de las
fosfatasas donde los aminoacidos que intervienen en su actividad catalitica son completamente
conservados. La unidad catalitica G6Pasa esta anclada a la membrana del reticulo endoplasmico
por 9 hélices transmembranales con su extremo amino orientado hacia el lumen y el extremo
carboxilo hacia el citoplasma (Ghosh et al., 2002), mientras que la proteina transmembranal
encargada del transporte de G6P, una translocasa del reticulo endoplasmico, esta orientada con sus

dos segmentos terminales hacia el citoplasma (Soty et al., 2012).

1.2.6. Isoformas de G6Pasa

Hasta el momento, se han identificado tres genes diferentes que codifican tres isoformas de G6Pasa
(1, Iy HI). Los genes, denominados gépc, gépc2 y gbpc3, pueden haberse originado durante la
evolucidn de los vertebrados, por dos rondas de duplicacion del genoma (Wang et al., 2015) y se
han estudiado principalmente en mamiferos con mas énfasis en los humanos debido a su
participacion en diferentes patologias como la enfermedad por almacenamiento de glucdgeno,
hiperlipidemia, hiperuricemia y acidemia lactica, entre otras (Marcolongo et al., 2013). Aunque la
homologia entre las secuencias de genes y proteinas es baja (35 a 40,7 kDa), las tres isoformas
tienen altamente conservado el motivo fosfatidato fosfatasa 2 (PAP2), y una topologia similar que
es transmembrananal en el RE, caracteristicas comunes en estas proteinas. Las tres enzimas difieren
en sus patrones de expresiony propiedades cinéticas, cada una de las cuales se expresa en diferentes
tejidos. La G6Pasa | se expresa mayormente en tejidos gluconeogénicos como el higado y los
riflones y, en menor medida, en el intestino, la G6Pasa Il predomina en los islotes pancreaticos y
es posible que se exprese en un subconjunto de células a, y la G6Pasa III es ubicua en musculo,
rifidn y cerebro (Marcolongo et al., 2013).

En mamiferos, la isoforma | se caracteriza por hidrolizar preferentemente glucosa-6-fosfato (G6P),
la isoforma 11 funciona principalmente como un componente del sensor de glucosa en células B, y

su sobreproduccion en lineas celulares por transfeccion ha mostrado poco o ningun efecto sobre la
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hidrdlisis de G6P, mientras que la isoforma Ill, ademéas de la hidrdlisis de G6P, se encarga
preferentemente de hidrolizar otros sustratos como p-nitrofenil fosfato (o)NPP) y 2-desoxi-glucosa-
6-fosfato (Guionie et al., 2003; Hutton y O’Brien, 2009; Wang et al., 2015).

A pesar de que existe un amplio estudio sobre las isoformas de la G6Pasa en vertebrados superiores,
la informacion en vertebrados inferiores es menos extensa, pero se ha podido identificar méas de
una isoforma con diferentes patrones de expresion y regulacion especifica en algunas especies. Por
ejemplo, en un pez carnivoro (Scophthalmus maximus) el silenciamiento con RNAi del factor de
transcripcion de la gluconeogénesis FoxO1 inhibe la expresion de la G6Pasa I. Sin embargo, la
G6Pasa Il se induce, indicando una correlacion negativa con este factor de transcripcion (Pan et
al., 2019). En una linea de trucha arcoiris con bajo contenido de grasa muscular se demostro la
induccion de G6Pasa | y Il por efecto de la administracion de insulina. Sin embargo, en otra linea
con alto contenido de grasa muscular disminuyo la expresion de la isoforma I, mientras que la
isoforma Il permaneci6 abundante y sin cambios, lo que indica el importante papel de la G6Pasa
Il en la sintesis de glucosa en estos organismos (Jin et al., 2014b). Por otro lado, la administracion
de glucosa desencadena la induccion de las dos isoformas de G6Pasa durante las primeras horas
del desafio, y disminuye después de 8 horas, lo que indica que la glucosa, en primera instancia, no
ejerce un efecto inhibitorio de la gluconeogénesis como en mamiferos en las primeras horas (Jin et
al., 2014a).

En invertebrados la informacion es todavia mas escasa, pero se ha podido detectar actividad de
G6Pasa en tejidos musculares de anélidos, moluscos, crustaceos, insectos, entre otros, demostrando
inequivocamente que la actividad de esta enzima esta presente en una amplia variedad de musculos
en todo el reino animal (Surholt y Newsholme, 1981). Ademas, se sabe que la G6Pasa identificada
en el anfioxo Branchistoma japonicum, un cefalocordado considerado el arquetipo de los
vertebrados (ocupando una posicion nodal de invertebrados a vertebrados), parece ser mas cercana
a la G6PC3 de vertebrados de acuerdo a analisis filogenéticos, por lo que se propuso que es clave
para la homeostasis de la glucosa en anfibios (Wang et al., 2015). Estos estudios demuestran, a
pesar de las diferencias taxondmicas, la presencia y conservacion de la G6Pasa, sugiriendo, la
existencia de isoenzimas que participan en su metabolismo como sucede en vertebrados. Mas de
una isoforma de la G6Pasa activa en un mismo organismo, codificada por genes diferentes, permite
inferir que, aunque lleven a cabo la misma actividad catalitica, su regulacion y utilidad para las

células podria variar, confiriendo al organismo una zona mas amplia de adaptacion frente a diversas
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condiciones que se estén experimentando.

Al inicio de este trabajo de investigacion no existian publicaciones sobre el analisis especifico de
genes gue codifican para esta enzima o sus isoformas en crustaceos, incluyendo al camaron blanco
L. vannamei. No obstante, existian datos preliminares obtenidos experimentalmente en el
Laboratorio de Biologia Molecular y Bioquimica del Centro de Investigacién en Alimentacién y
Desarrollo A.C (datos no publicados), que junto al estudio del transcriptoma del camaron (Ghaffari
et al., 2014) indicaban la presencia de una secuencia codificante de la G6Pasa. Esta informacion
permitio el planteamiento de preguntas dirigidas a encontrar y analizar los componentes del gen 'y
MRNA de esta enzima en camaron, asi como entender el papel que desempefia en el metabolismo
de la glucosay su regulacion frente a condiciones de estrés tipicas. Ademas, se sugirid la presencia
de isoformas ya que las diferencias entre éstas, asi como su distribucion tisular y patrones de
expresion, son caracteristicas importantes para lograr una mayor compresion de su implicacién

fisioldgica en los organismos.

1.3. Hipotesis

En el genoma de camaron existe al menos un gen para la glucosa-6-fosfatasa que se expresa de
manera tejido especifica en normoxia, hipoxia y reoxigenacion, y es regulado de forma diferencial

por HIF-1 en Litopenaeus vannamei.

1.4. Objetivo General

Caracterizar los genes de la glucosa-6-fosfatasa del camaron blanco y evaluar la respuesta a la

hipoxia y reoxigenacion sobre su expresion, mediada por HIF-1.
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1.5. Objetivos Especificos

1. Analizar la estructura de los genes de la G6Pasa en camaron
2. Evaluar el efecto de la hipoxia y reoxigenacion sobre la expresion de la G6Pasa en diferentes
tejidos

3. Investigar la regulacion de la G6Pasa via HIF-1 en respuesta a la hipoxia y reoxigenacion

1.6. Seccién Integradora

Los resultados de esta tesis permitieron la publicacion de dos articulos los cuales se presentan a
continuacién. La primera publicacion titulada The gluconeogenic glucose-6-phosphatase gene is
expressed during oxygen-limited conditions in the white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei:
Molecular cloning, membrane protein modeling and transcript modulation in gills and
hepatopancreas se publico en la revista Journal of Bioenergetics and Biomembranes el 27 de mayo
de 2021. Este articulo describe la caracterizacion molecular de la G6Pasa (posteriormente
nombrada como G6Pasal) identificada en el camaron, siendo el primer reporte que estudia de
manera especifica dicha enzima en crustaceos.

En este trabajo se reportan las secuencias de nucle6tidos del gen y el transcrito, asi como la
secuencia de aminoacidos de la proteina deducida. Se describe a la G6Pasa del camardn, como una
enzima con las caracteristicas tipicas de las de vertebrados demostrando, ademas, que su expresion
es regulada en diferentes tiempos de hipoxia, con un patron de expresion tejido-especifico.
Ademas, refuerza el importante papel que tienen las branquias y hepatopancreas en la
supervivencia de este organismo frente a los efectos del estrés por limitacion de oxigeno,
sugiriendo la sintesis de glucosa de novo no sélo por la via gluconeogénica, sino también a traves
de la glucogendlisis, rutas metabdlicas donde dicha enzima esta involucrada.

El segundo articulo titulado Shrimp Glucose-6-phosphatase 2 (G6Pase 2): A second isoform of
G6Pase in the Pacific white shrimp and regulation of G6Pase 1 and 2 isoforms via HIF-1 during
hypoxia and reoxygenation ha sido sometido para su publicacion a la revista Journal of
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Bioenergetics and Biomembranes, enviado el 7 de noviembre de 2022, cuyo estatus actual es: en
revision.

En este articulo se reporta la segunda isoforma identificada en el camarén, la cual se nombré como
G6Pasa2. La secuencia del transcrito es obtenida experimentalmente y publicada junto a su
caracterizacion molecular por métodos bioinforméticos, haciendo especial énfasis en la
comparacion entre ambas isoformas en el camarén hasta ahora identificadas. La G6Pasal y
G6Pasa2 de este crustaceo tienen un tamafio y estructura similar, pero solo comparten alrededor
del 35% de identidad entre las secuencias de aminoacidos, difiriendo principalmente en el nimero
de hélices transmembranales y la orientacion de los extremos N y C terminales de la proteina
obtenidos en la prediccion topoldgica. Mientras que la secuencia del gen de la isoforma 1 fue
exitosamente descrita en el articulo mencionada arriba, el gen de la isoforma 2 no pudo obtenerse
experimentalmente debido a su complejidad estructural, lo que podria indicar, aunado a lo anterior,
diferencias en su regulacion.

En este estudio se reporta la actividad enzimética de la G6Pasa en hepatopancreas branquias y
musculo de camarones en normoxia, mostrando que existe sintesis de glucosa de novo en buenas
condiciones de crecimiento del camardn. También se demuestra que el factor de transcripcion HIF-
1 regula ambas isoformas, siendo la G6Pasal inhibida a las 3 y 48 h de hipoxia en hepatopancreas,
e inducida a las 3 h en branquias, pero estimulada en reoxigenacion en tiempos cortos de
exposicion, mientras que la G6Pasa2 aumenta su expresion en reoxigenacion a las 3 y 48 horas,
siendo todos estos cambios modulados por HIF-1, respuestas que pudieron analizarse gracias al
silenciamiento por RNAI de este factor de transcripcion.

Las dos publicaciones descritas aqui, ademas de cumplir los objetivos planteados en esta tesis,
muestran que las isoformas de la G6Pasa encontradas en el camaron blanco, participan en la
respuesta a estrés por diferentes condiciones de oxigenacién. Ademas, se expone el patron
complejo de regulacion tejido-especifica de la expresion de las G6Pasas, exponiendo a HIF-1 como
un regulador de esta respuesta. Combinados estos resultados, revelan respuestas bioquimicas,
moleculares y fisiologicas que contribuyen a la capacidad adaptativa del camardn a sobrevivir a

diversos estresores.
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Abstract

The white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei is the most economically important crustacean species cultivated in
the Western Hemisphere. This crustacean shifts its metabolism to survive under extreme environmental conditions such
as hypoxia, although for a limited time. Glucose-6-phosphatase (G6Pase) is a key enzyme contributing to maintain blood
glucose homeostasis through gluconeogenesis and glycogenolysis. To our knowledge, there are no current detailed studies
about cDNA or gene sequences of G6Pase from any crustacean reported. Herein we report the shrimp P. (L.) vannamei
¢DNA and gene sequences. The gene contains seven exons interrupted by six introns. The deduced amino acid sequence
has 35% identity to other homolog proteins, with the catalytic amino acids conserved and phylogenetically close to the cor-
responding invertebrate homologs. Protein molecular modeling predicted eight transmembrane helices with the catalytic
site oriented towards the lumen of the endoplasmic reticulum. G6Pase expression under normoxic conditions was evaluated
in hepatopancreas, gills, and muscle and the highest transcript abundance was detected in hepatopancreas. In response to
different times of hypoxia, G6Pase mRNA expression did not change in hepatopancreas and became undetectable in muscle;
however, in gills, its expression increased after 3 h and 24 h of oxygen limitation, indicating its essential role to maintain
glycemic control in these conditions.

Keywords G6Pase - Gluconeogenesis - Glycogenolysis - Hepatopancreas - Gills - Dissolved oxygen

Introduction role of providing glucose during starvation. Unlike most

phosphatases acting on water-soluble compounds, it is a

Glucose-6-phosphatase (G6Pase) (EC 3.1.3.9) is a gluco-
neogenic and glycogenolytic enzyme that removes phos-
phate from glucose-6-phosphate (G6P) to release glucose
into the bloodstream in the final step of each pathway (van
Schaftingen and Gerin 2002). G6Pase is found mainly in
liver and kidney of vertebrates and plays the important
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membrane-bound enzyme associated with the endoplasmic
reticulum. In 1975, W. Arion and co-workers proposed a
model for the G6Pase as an unspecific phosphatase with
its catalytic site oriented towards the lumen of the endo-
plasmic reticulum (ER) (Arion et al. 1975), and that the
substrate was provided by a translocase specific for G6P,
thereby accounting for the specificity of the phosphatase
for G6P in intact microsomes. Distinct transporters would
allow inorganic phosphate and glucose to leave the vesicles.
At variance with this substrate-transport model, other mod-
els propose that conformational changes play an important
role in the properties of G6Pase. The last 10 years have wit-
nessed important progress in the knowledge of the glucose-
6-phosphate hydrolysis system. The genes encoding G6Pase
and the glucose-6-phosphate translocase have been cloned
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and shown to be mutated in glycogen storage disease type la
and type Ib, respectively. A gene encoding a G6Pase-related
protein is specifically expressed in pancreatic islets. Specific
potent inhibitors of G6Pase and of the glucose-6-phosphate
translocase have been synthesized or isolated from microor-
ganisms. This information as well as other findings support
the model initially proposed by Arion. Much progress has
also been made about the regulation of the expression of
G6Pase by insulin, glucocorticoids, cAMP and glucose (van
Schaftingen and Gerin 2002).

G6Pase is necessary to maintain glucose homeostasis
and regulates G6P reserves in response to low blood glu-
cose levels or during high energy demands in mammals
(Trandaburu 1977; Surholt and Newsholme 1981; Hah et al.
2002; Varga et al. 2019). There is limited information about
GG6Pase in invertebrates. In the crab Carcinus maenas, the
G6Pase enzyme from the digestive gland (hepatopancreas)
has high metabolic plasticity and low specificity and plays
an important role in systemic glucose homeostasis (Loret
and Devos 1992). Changes in G6Pase have been reported in
invertebrates. For example, G6Pase activity increased during
fasting in hepatopancreas in the crab Menippe mercenaria,
without changes in muscle (Scholnick et al. 2006). In con-
trast, G6Pase decreased in hepatopancreas of WSSV infected
shrimp Penaeus monodon (Mathew et al. 2007), while in the
chordate amphioxus Branchiostoma japonicum, its expres-
sion and activity increased in the digestive diverticulum
during fasting (Wang et al. 2015); thus, it is important to
understand the specific regulation and G6Pase contribution
to maintain cellular processes (Hah et al. 2002).

As mentioned before, the integral membrane G6Pase
activity is in the lumen of the ER formed by a complex of the
catalytic subunit and a transporter of G6P, producing glu-
cose and inorganic phosphate (Pi) (Marcolongo et al. 2013).
Most G6Pases genes have five or six exons with sizes from
800 to 6,000 bp: in humans, the genes are located at 17q21
in the genome (Wang et al. 2015). There are three isoforms
of G6Pase in vertebrates and they share structural features,
but generally differ in organ expression in specific conditions
(Marcolongo et al. 2013).

Low dissolved oxygen (DO) or hypoxia is one of the most
essential variables that affect aquatic environments. The DO
at which the animals begin to suffer hypoxia varies between
species, but generally, adverse effects such as reduced feed-
ing and growth rate, decrease culture yield, and mass mortal-
ity of crustaceans may appear when the DO concentration
falls below 2 mg/L (Diaz 2001; Wu 2002): however, most
organisms have biochemical and physiological mechanisms
to respond to oxygen limitations for survival.

The shrimp P.(L.) vannamei is one of the most important
crustacean species for global aquaculture, generating high
economic resources for shrimp farming countries (Bostock
et al. 2010). This shrimp species is an oxyconformer organism
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that can adjust its metabolism depending on the oxygen avail-
able to survive (Wannamaker and Rice 2000) and can with-
stand DO concentrations as low as 0.2 mg/L for a short time
(Pérez-Rostro et al. 2004).

Several studies have reported that shrimp exposure to
hypoxia changes the expression of genes encoding enzymes
of glycolysis and the Krebs cycle pathways (Ulaje et al.
2019). In addition, the activity of enzymes of anaerobic
metabolism is increased as a strategy to maintain the energy
balance to survive hypoxic stress (Sonanez-Organis et al.
2010, 2011; Cota-Ruiz et al. 2015; Camacho-Jiménez et al.
2018). Furthermore, higher expression of the genes for the
gluconeogenic enzymes fructose-1,6-bisphosphatase (FBP),
(Cota-Ruiz et al. 2015, 2016) and phosphoenolpyruvate car-
boxykinase (PEPCK) (Reyes-Ramos et al. 2018) occurs in
hepatopancreas in response to prolonged periods of hypoxia
in a organ-specific manner. This is an indication that the glu-
coneogenic pathway is stimulated. Likewise, the consump-
tion of glycogen reserves in crustaceans due to hypoxia, and
its subsequent restoration in post-hypoxic recovery through
the recycling of lactate generated in anaerobic metabolism,
indicates that these animals are capable of performing both,
synthesis and catabolism of glycogen (Ellington 1983;
Hervant et al. 1999). However, the metabolic adaptation
mechanisms have just started to be unraveled.

Current knowledge about the expression and regulation of
G6Pase gene in invertebrates is minimal and, to our knowl-
edge, there are no profound studies about G6Pases genes
sequences in crustaceans. In this work, we report the gene
structure, coding sequence (CDS), phylogenetic analysis,
topology prediction and gene expression in three organs
under normoxic conditions and during different periods of
hypoxia in hepatopancreas and gills of G6Pase from the
white shrimp P. (L). vannamei to contribute to the knowl-
edge of crustacean shrimp energy metabolism and their
responses to hypoxia.

Materials and methods
G6Pase cDNA sequence

Total RNA was extracted from gills of healthy juvenile
shrimp using TRI® (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri,
USA) according to the manufacturer instructions and to
remove genomic DNA (gDNA) traces. it was treated with
DNase I (Roche, Mannheim, Germany). RNA integrity was
confirmed by 1% gel agarose. The first-strand cDNA syn-
thesis from RNA was done using the QuantiTect Reverse
transcription system (Qiagen, Hilden, Germany). For
this, 1000 ng of total RNA were reverse transcribed with
RT Primer Mix. Specific primers (Table 1) were designed
for our study for the G6Pase sequence from the partially
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Table 1 Specific primers used

Primers Sequence (537)

qG6PFI GCTGCAAGGGGCATTACTAC
qG6PR1 GCGATGACCCCCATAATACA
qG6PF2 GAAACTAGACCACTTCTGCGT
qG6PR2 TCCAAGCGAAATGCCCAACA
GOPF2 ATGGCAGAGCCTGATCTTCA
GO6PR2 ACACATGGTCAAAAGAAAGTGC
L8F2 TAGGCAATGTCATCCCCATT
LSR2 TCCTGAAGGGAGCTTTACACG

annotated P. (L.) vannamei genome (Zhang et al, 2019) and
transcriptomic data (Ghaffari et al. 2014) using Primer3
(https:/fprimer3.ut.ee/) and Oligo Cale (http:/biotools.nubic.
northwestern.edu/OligoCalc.himl).

The complete coding sequence (CDS) was obtained by
PCR using the GOPF2/G6PR2 primers. For a 20 pL reaction,
the mix contained 10 pL. Hot Start Taq 2 X Master Mix (New
England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA), 500 nM of
Fw and Rv primers, 6 pL milliQ water, and 2 puL of cDNA
(equivalent to 50 ng of total RNA) and was amplified under
the following conditions: 94 °C for 3 min, followed by 94 °C
for 30 s, 55 °C for I min and 68 °C for I min and 40 s per
cycle for 42 cycles and finally, 72 °C for 10 min in a PTC
200 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, California, USA).
Both strands of the PCR products were sequenced in the
Laboratory of Genomic Analysis and Technology Core of
the University of Arizona (Tucson, Arizona, USA) by the
dideoxy chain-termination method. cDNA sequence and
deduced protein were compared to nucleotide and protein
GenBank databases using the BLAST algorithm (Altschul
et al. 1990) at the National Center for Biotechnology Infor-
mation, Bethesda, MD. CDS analyses were done using
ExPASy (http://web.expasy.org/translate/), Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msw/clustalo/) and ORF finder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orflinder/) bioinformatics
tools.

G6Pase gene cloning and structure

Genomic DNA was isolated from the muscle of a healthy
juvenile shrimp using proteinase K digestion, phenol-
chloroform extraction, and ethanol precipitation (Bradfield and
Wyatt 1983). The complete G6Pase gene sequence was
obtained by overlapping two PCR fragments, the 5° frag-
ment using G6PF2/qG6PR 1 primers and the 3" fragment
with qG6PF1/G6PR2 primers (Table 1). The reaction was
done using 12.5 plL. of Hot Start Taq 2x Master Mix, 500 nM
of each Fw and Rv primer, 25 ng of gDNA, and 9.5 pL of
milliQ water to a final volume of 25 pL under the follow-
ing conditions: a first denaturing step of 75 °C for 15 min

and 94 °C for 3 min, followed by 94 °C for 30 s, 59 °C
for 1 min and 68 °C for 2 min per cycle for 36 cycles and
finally, 72 °C for 10 min in a PTC-200 Thermal Cycler. PCR
products were cloned in the pGEM-T Easy Vector System
I (Promega, Madison, WI, USA) and used to transform
TOPI10 Escherichia coli competent cells. Recombinant plas-
mids were sequenced thoroughly in both DNA strands. The
exon-intron identification was done with Spling (https:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi) and Snap-
Gene (GSL Biotech).

Structural and phylogenetic analysis of protein
sequence

Molecular weight and isoelectric point were calculated with
ExPASy (https://web.expasy.org/compute_pi/). Search for
domains and conserved motifs was done with Pfam 32.0
(hups://pfam.xfam.org/). The topological model of the
protein was predicted with the HMMTOP transmembrane
topology prediction server (Tusnady and Simon 2001)
and the representation in two dimensions was constructed
with TMRPrest2D (Spyropoulos et al. 2004). The amino
acid sequences alignment included 25 G6Pase amino acid
sequences obtained from the NCBI database (Table 2) and
was performed in CLUSTAL W (Larkin et al. 2007). The
phylogenetic analyses were conducted using MEGA ver-
sion X (Kumar et al. 2018) and the Maximum Likelihood
method, based on the Le Gascuel model (Le and Gascuel
2008) with 1000 bootstrap replicates. All positions con-
taining gaps and missing data were eliminated and the tree
was rooted with two G6Pase halobacterial sequences from
Haloferax gibbonsii and Haloarcula hispanica,

Hypoxia bioassay

Juvenile shrimp obtained from a local farm were accli-
mated in 100 L tanks connected to a closed circulation
filtration system with seawater under normoxic condi-
tions [S mg DO/L], constant salinity and temperature (35
ppt and 28 °C, respectively), in the Laboratory of Marine
Invertebrate Physiology. The shrimp were transported
to the laboratory as postlavae and maintained in quaran-
tine for approximately two months until they reached the
appropriate size. In this period, the animals were analyzed
by molecular and microbiological tests (PCR and bacte-
riological count) to discard White Spot Syndrome Virus
(WSSV), Taura Syndrome Virus (TSV), Infectious Hypo-
dermal Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNV), Vibrio
parahaemolyticus and Hepatobacter penaei infected ani-
mals. Shrimp were fed with commercial feed equivalent to
3% of their dry weight in three portions per day with daily
removal of residual food and feces and constant moni-
toring of temperature. salinity, ammonia, and dissolved
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Table 2 G6Pase amino acid

. Scientific name Isoform Gen Bank accession

sequences used for phylogenetic No

analysis
Macrobrachium nipponense G6Pase* ALKS2315.1
Varroa jacobsoni G6Pase 2 XP_022687819.1
Centruroides sculpturatus G6Pase 2 XP_023224655.1
Rhipicephalus micropl G6Pase* AIW65716.1
Tetranvchus urticae G6Pase* XP_015793132.1
Rartus norvegicus G6Pase 1 NP_037230.2
Danio rerio G6Pase* NP_001157278.1
Bos taurus G6Pasce* NP_001069592.1
Astvanax mexicanus G6Pase* XP_007234056.2
Mus musculus G6Pase | NP_032087.2
Mus musculies G6Pase 2 NP_067306.1
Mus musculus G6Pase 3 NP_787949.2
Cricetulus griseus G6Pase 2 RLQ65030.1
Cricetulus griseus G6Pase 3 RLQ62406.1
Homo sapiens G6Pase | NP_000142.2
Homo sapiens G6Pase 2 QINQRY.1
Homo sapiens G6Pase 3 QUBUMI1.2
Globicephala melas G6Pase 2 XP_030705606.1
Chanos chanos G6Pase 2 XP_030642465.1
Cervus elaphus hippelaphus G6Pase 3 OWKI14193.1
Castor canadensis G6Pase 3 JAV36574.1
Haloferax gibbonsii ATCC 33,959 G6Pasc* ELZ83903.1
Haloarcula hispanica ATCC 33,960 G6Pase* AEMS55699.1
Galendromus occidentalis G6Pase* XP_003747144.1
Penaeus (Litopenacus) vannamei G6Pase MW246958 A

"Not defined isoform

oxygen. Then, the shrimp (13.8 + 1.4 g) were randomly
distributed in 4 aquaria (11-12 shrimp/tank) and kept
for three days in these tanks. Before the test, the shrimp
were fed only once, and afterward, a total exchange of
seawater was done in each aquarium. The molting stage
of the shrimp was not identified but clearly recently
molted specimens were discarded. The following treat-
ments were performed: 0 h normoxia (control at the begin-
ning of the test) [4.99+0.16 mg DO/L, 28+0.1 °C],3 h
hypoxia [1.5 +0.2 mg DO/L, 27.4+ 0.2 °C], 24 h hypoxia
[1.54£0.2 mg DO/, 27.2 £0.2 °C], and 48 h hypoxia
[1.5%0.3 mg DO/L, 27.1 £0.3 °C] in separate tanks. Nor-
moxia was maintained by air bubbling with air diffuser
stones, while hypoxia was produced by bubbling nitrogen
decreasing the oxygen concentration progressively for
1 h. Dissolved oxygen and temperature were monitored
every hour with a portable oximeter (model YSI proODO,
Yellow Spring, OH, USA) and adjusted when necessary.
Ammonia was monitored daily, and if necessary, water
exchanges were done to keep levels below 3.0 mg/L. After
time elapsed, 4-5 shrimp were sampled per treatment
starting with the control group. The organs of each shrimp
were dissected and placed in a cold microtube containing
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10 volumes of TRI reagent (w/v), immediately frozen in
a dry ice/96% ethanol mixture, and then stored at -80 °C
until the analysis.

G6Pase mRNA quantification

Go6Pase expression in normoxia was evaluated in hepato-
pancreas, gills, and muscle, while hepatopancreas and gills
were used to analyze the effect of hypoxia by RT-qPCR (see
below). Total RNA was isolated from 50 mg of each organ
and treated with DNase I to remove gDNA remnants. The
qG6PF2/qG6PR2 primers were used to amplify the G6Pase
transcript to generate a 307 bp amplicon. One qPCR product
per organ was sequenced in both directions to confirm the
specificity of the quantification. The ribosomal protein L8
(GenBank accession no. DQ316258.1), that has been previ-
ously used as reference gene to normalize expression data
for hypoxia studies in shrimp (Cota-Ruiz et al. 2015), was
used with the primers LSF2/L8R2 previously designed in our
laboratory to amplify a 166 bp fragment (Trasviia-Arenas
et al. 2013) (Table 1). The G6Pase standard curve was per-
formed using as a template a 765 bp purified PCR product
previously obtained with the qG6PF2/G6PR2 primers with
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1:10 serial dilutions (from 8 x 107° to 8 x 10 ng/uL) while
the L8 standard curve was performed with serial dilutions 1:5
(from 25 to 4x 107 ng/uL derived from total RNA) of gills
¢DNA to calculate amplification efficiency. As mentioned
before. a 307 bp fragment was used to quantitate expression
for G6Pase and a 166 bp fragment for ribosomal protein L8.
¢DNAs were synthesized for each organ using 500-750 ng of
total RNA as a template with the QuantiTect Reverse Tran-
scription Kit. Four technical replicates (two ¢cDNA reactions
for each RNA and two PCR reactions per cDNA) were ana-
lyzed in 4-5 shrimp per treatment. Due to the low abundance
of G6Pase mRNA in hepatopancreas in hypoxia, the expres-
sion experiments were done in two stages. For normoxia
expression in hepatopancreas, gills and muscle, and hypoxia
in gills in the first stage, each qPCR reaction included 3 plL of
5xHOT FIREPol® EvaGreen® (Solis BioDyne, Tartu, Esto-
nia), 500 or 700 nM of each primer for G6Pase or L8, respec-
tively, 1 pL of ¢cDNA (equivalent to 25 ng of total RNA)
and nuclease-free water for a final volume of 15 uL. For
hypoxia expression in hepatopancreas in the second stage,
cach qPCR reaction included 7.5 ul. of 2x Sso Advanced
universal SYBR® Green supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA), 500 or 600 nM of each primer for G6Pase or LS,
respectively, 2 pL. of cDNA (equivalent to 100 ng of total
RNA) and nuclease-free water for a final volume of 15 pL;
a non-template control reaction was included in each run to
check PCR contamination. The reactions were performed in
a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System thermal
cycler (Bio-Rad) with an initial cycle of 95 °C for 12 min,
followed by 43 cycles of 95 °C for 15 5. 60.2 °C for 20 s and
72 °C for 20 s in the first stage. and the protocol for the sec-
ond stage was an initial cycle of 94 °C for 3 min, followed
by 45 cycles of 95 °C for 15 s, 60.2 °C for 35 s and 72 °C
for 55 s. Finally, a melting curve analysis was done with a
gradual increase of temperature (0.5 °C/3 s) from 65 °C to
95 °C to examine the presence of primers dimers or non-
specific amplifications. The expression of G6Pase relative
to L8 was calculated with the 273 method (Schmittgen and
Livak 2008).

Statistical analysis

Data are presented as means +SD or medians and ranges
as indicated. The distribution of data was tested with the
Shapiro-Wilk normality test. Homogeneity of variance
was verified with Levene or Brown-Forsythe test. Data of
G6Pase mRNA expression in different shrimp organs in
normoxia were analyzed using one-way ANOVA and dif-
ferences between means were detected with Tukey test.
Because data of hypoxia effect in G6Pase mRNA expression
in hepatopancreas and gills fail in normality assumption,
Kruskal Wallis and Dunn tests were performed to assess
differences between medians. All the analyses were done

in the NCSS 2020 software (NCSS LLC, Kaysville, Utah,
USA) with a significance level of p <0.05. Graphics were
made in GraphPad Prism version 9.

Results
G6Pase gene, CDS, and deduced protein

The gene and cDNA sequences of G6Pase obtained from the
white shrimp were deposited in GenBank with the accession
number MW246958 (Fig. 1). The gene nucleotide sequence
we obtained is 99.07% identical to the genome sequence
deposited in GenBank by Zhang et al. (2019), and 99.8%
identical to the transcript included in the transcriptomic
data of Ghaffari et al. (2014). The gene sequence starting
from the initial codon for MET, ATG, is 2823 bp long. The
genomic sequence was obtained with two overlapping frag-
ments from genomic DNA. It comprises seven exons of 86,
165, 207, 131, 252, 119, and 117 bp each, interrupted by
six introns with five split codons. All the introns contain
the consensus 5'-GT-AG-3" splice junctions necessary for
correct RNA splicing of most eukaryotic genes (Breathnach
et al. 1978) and the number and size of exons and introns
correspond with the ones reported in other species (Wang
et al. 2015). The average base composition A/T and G/C of
the exons are 56.43% and 43.57%, respectively, whereas for
the introns are 73% and 27%, respectively. The CDS was ini-
tially identified from gills cDNA and is 1,077 bp long encod-
ing 358 amino acids residues from the initial methionine
(ATG) to the stop codon (TAA) at position 1075, resulting
in calculated values for the isoelectric point and molecular
weight of 9.25 and 40.74 kDa, respectively. The catalytic
amino acids were identified by sequence alignments. Analy-
sis with the Pfam 32.0 tool revealed that shrimp G6Pase
has the PAP2-glucose-6-phosphatase domain characteristic
of all G6Pase isoforms and no signal peptide presence was
predicted with signalP, which is typical of known G6Pases.

Homology and phylogenetic analysis of P. (L).
vannamei G6Pase protein sequence

BLAST analysis of the deduced protein indicated an iden-
tity of 23.7 to 35.9% with the G6Pase sequences from the
fruit fly (Drosophila melanogaster, GenBank accession
no. NP_001097063), human (Homo sapiens, GenBank
accession no, P35575), zebrafish (Danio rerio, GenBank
accession no. NP_001157278.1) and eastern river shrimp
(Macrobrachium nipponense, GenBank accession no.
ALKS82315.1). The highest homology of the white shrimp
G6Pase was found with M. nipponense and D. rerio with
the catalytic amino acids contained in highly conserved
regions (Fig. 2). The phylogenetic analysis of 25 G6Pase
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G6PF2
TTCTTTAATACAACTGAAAGTTGGAACCTGCGGAGTGTAGAAGTCATTTCTGATTTACAAGATAAg s agt Lt cot ety 86 nt
M A E P DLOQFF NTTE S WNULWRSVEUVI SODILOQDK 29 aa
tttactttataaatgtcocatgggtaagtttttgtatattatataggaagggattatttoctetgtttaggatattactgtgatatttataacagcacaatg
catattaatagtogtggaatgtitataggcactgaagtttttcagtagtaattgttagtatgggagtactaagagttattgoaaagtttgtatttccags 87 nt
CTTCAACCTTATGAATCATGGGTGGTGCACGTCTCTGTAT TAGG TGACAATAGAGAAGCCT TCACCT TCTTCTTTCCGATTTTTGCTGGACTGAAGAATG 187 nt
L Q P Y E S WV V HV SV L GDNUZRTEATFTTETFTFU&©PIT FAGULIKN 62 aa
AGTTAGGAGCTCGTGCACTATGGGCTGCGAT TCTGGTGGAATGGTCAMCCTTCTTTTGAAGTGg aggacat ttatt ottt titgitocatatggtta 251 nt
E L GARAI[LWAATILVYVEW®WSNILILLIEKMW 84 aa
aataaatatatagtttgtataaaccattatggacaatgatttcaatgtttctatttacctttgttttattatattgtatatatatttttatatatatatt
Ltittctatcaccataggtatitcasagatatitgtiattittgatatagtiggatagcagaatatggtgaagatattatctiggcaatatcttatgetigay
acctattaggagaataatttgasagtttaccagggaccaagtanaaaatatatatattgatatcttitttataactatgatgaccattaatataccggaan
agagtgasaastgoacageatactgaact ot ccagGGCATTCAGAGGAGACCGACCCTATTGGTGGACGGGAGAGACCTCTTTGTACAATGAGGAANCTAG 317 nt
qG6PF2 A F R G D*R*P Y W W TG ET S L Y NTETETR 106 aa
WWWW&MW&W 417 nt
P L L R Q F P NTCE G G T P S G*EB*L M M N V A L F Y V A AR 139 aa
qG6PF1
GGCATTACTACATTTTTCATTTGGAATTCAACAACTTTGAAgtaagt gasat tagagatacaataactgaticttttoaatttittctasagt titaat 458 nt
X T 2L XX W N8 T LR 153 aa
gatattttcttatcatgaactcattgotgtaaagtataaaatagttttgcaataattttacattttattottcatgaaaatattrcccaggtttgattat
tetcatcagygtaattgaatgaatttgtgtactat Lt L cagTAAAGTTCAGAAGT GGT TTCTTGCATTTCTGATATATAGCCTCTATATTTGCTGGAATG 517 nt
K VQ KW FLAUFILTIUYSIULYTIOGCMWMWN 172 aa
qG6PR1
CAATGGTATTCATCTCACGTCTTTACATCCAAGCTCATTTTGTTCA tatgtattagaatgagaatgtatacga 589 nt
A MV F I S*'L Y I Q AR F VerQ C I M G V I A 196 aa
aaaaggtattaatatattgagttaaaaagcaacaaaccagaggacataatetgttaatatatgtataaagaaatgtgecacttaatatgecattitgaatatt
ttgtattatetctttacttttccatgotgaatgagoaatgtaatatgttgaatgtgatttgactatgttacttttttgt tttttcggGCTTATTIGTIIGG 602 nt
G L F V G 201 aa
qG6PR2
GCATTTCGCTTGGAGCAGTAANCGTT TACTGAAACTTACAAAGACCCTTTCAGTTGTCATAGCAGT T TTTCTCATCTTGTCT TCTGTGATGACATACTAT 702 nt
H}'AHS]SKRI.I.Kl.TKTL:;VVII\V)'I.Xl.::SVHTYY 234 aa
CTCTTACTCTCCCAAGGAATGAATCCTCTGTGGACAGT TTCTCTGGCTCTCAAACATTGCATGAGACCAGAGTATGTCAAGG T TGACACACAGCCTTACT 802 nt
L L L S Q G M NUPULWTV SLAMLIEKM MHBHCMZBRDPEYUVKVDTOQOZ®PY 267 aa
ATTTGATTATGAGATTCACTGGAGCTGCCCTTGCATTAGgttagtagtttttgatgtetggratgtatgtttat tgyaggqagaggtagtgatattacac 841 nt
Y LI MR FTGAALA AWLSG 281 aa
agcattaaaagttgacatttggtatttcatgttttactttgagaaggactgatagaatatattttttataagtaacaatgtgttttcttatttgettaaa
gyatgaagtasaaasanssasassaaatgtititacattasagtigatatttect tecaat gt tgeagGTCTAGGCATTTCATCAGAACAGAGGAAGGCAGT 875 nt
L G 1 8§ S E QR KAV 29 aa
GGTTCAGTCCCGGATCAGTCGCATACACATGTTGCTGGGGGTCAAGGGAGGCATACTGATTGGGAGAATGTCTGCAATAATTCAGg tanat tgat gant g 960 nt
VQ S RI $SRIHMILULUGY KGGSGTIULTIOGGHRMSA ATITIO 320 aa
taattgtgaataaatattggtgtggaaaaggtatgttatgaatgactticagaatatttgataggggtgtgacttatgeatittaatgttatatatctgte
agaattacatgattctaagggaasatgcageattatgatasatcacttatatgactitttittittaagttatctattictcatgeatatetittttgecacgty
tcgaattaacottiggttgatatttattitgaataacattattttttttatitgtatatatatatctatocatttttgaggttaagettttattaataaan
ttgtttgtaaagacasagtagaaacattgcagactteocgttgtttatageottttgaagatttttttttaccagtatataaagttgaattttaaattcaga
ttcoccaaaggatatatgacaaacagtggctatttttatatocacactgaaacatatatgtacgagtactcatggtatcatactottatttttettocct
t3acagGCANGCTTTCCGAAGGATGACATGATCGTGT TCCTGGTGCTGTCAT TTGGCCTTAACGTTGCCTTGCCCTTGATCATCATATCTGTGTTGCCIC 1054 nt
A S FPKDDMIUVETLUVLST FGILNVALTPLTIII SSVLYEP 351 aa
G6PR2
1077 nt
H F L L TMOEC 358 aa

Fig.1 Nucleotide and amino acid sequences of the G6Pase gene of
shrimp. Only the coding sequence is numbered. Primer sequences are
underlined, split codons are in bold and undedined, initial Met and

sequences (Table 2) clearly showed two well-differentiated
clusters between vertebrates and invertebrates locating the
white shrimp sequence in the latter, within the same clade
with the shrimp M. nipponense (35.9% identity) from other

arthropods (Fig. 3).
G6Pase topological model
The 2D hypothetical model predicts seven transmembrane

helices in the white shrimp G6Pase (Fig. 4). According to
the topological analysis, three loops (in 177-190, 237-268,

@ Springer

stop codons are in gray. The catalytic amino acids are between aster-
isk * and the PAP2-G6Pase domain is between brackets []. Exons are
presented in copital letters and introns in lowercase letters

319--328 positions), the catalytic amino acids (RHRH), and the
N-terminal are oriented towards the ER lumen, and three loops
(in 146-159, 207-218, 285-300 positions) and the C-terminal
towards the cytoplasm, thus the G6Pase characteristic orienta-
tion of the active site is conserved.

Differential organ-expression of G6Pase
in normoxia and hypoxia

G6Pase expression in hepatopancreas, gills and muscle was
evaluated by RT-qPCR in normoxia (Fig. 5). Expression of
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330 310
1
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Fig.2 Multiple alignment of the deduced amino acid sequences from L. vannamei G6Pase and selected species. The intensity of the gray color
indicates higher conservation between sequences aligned, catalytic amino acids are highlighted in red

the shrimp G6Pase gene was detected in the three evalu-
ated organs with the highest expression in hepatopancreas
(p<0.05), with 6.1 and 3.5-fold than in gills and muscle,
respectively. Similar results were reported for the amphi-
oxus B. japonicum that had a higher G6Pase expression
in digestive diverticulum than in muscle and gills under
developmental conditions (Wang et al. 2015), B. japonicum
occupies a nodal evolutionary position from vertebrates
and invertebrates. Likewise, G6Pase activity was 20 times
higher in hepatopancreas than in claw muscle under feed-
ing conditions in the stone crab M. mercenaria (Scholnick
et al. 2006).

The effect of hypoxia on G6Pase relative gene expres-
sion was evaluated in hepatopancreas and gills by RT-qPCR
(Fig. 6) and initially also evaluated in muscle, but expres-
sion in hypoxic conditions was undetectable. The PCR of
amplification efficiencies and correlation coefficient in real

time were 91.1%. 0.99 and 90.5%, 0.99 for G6Pase and L8,
respectively. No significant differences were detected within
the treatments in hepatopancreas due to the high variabil-
ity among the shrimp, although the means for the hypoxia
groups are lower by approximately 0.5-fold compared to the
normoxia control. In gills, there was a significant increase
(p<0.05)of 11.3 and 5.2-fold at 3 h and 24 h respectively
compared to normoxia and no significant changes were
detected at 48 h, but with a tendency to increase (2.1-fold)
with respect to normoxia. The effect of hypoxia on the
expression of G6Pase has not been studied in crustaceans
or other invertebrates, but it is known that in vertebrates
species such as the fish Sparus aurara (Metén et al. 2004;
Wang et al. 2015; Zhang et al. 2020) and in the stone crab M.
mercenaria (Scholnick et al. 2006), starvation stress results
in increased activity of the enzyme in the liver and hepato-
pancreas, respectively.
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Fig.3 Phylogenetic tree based
in a multiple alignment of 25
G6Pase amino acid sequences
from different specics. Numbers
show the percentages of support
based on 1000 bootstraps steps.
The scale bar equals 0.5 substi-
tutions per site
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Discussion

The analysis of enzymes involved in carbohydrate metabo-
lism is essential to understand their regulation and physi-
ological significance in different species. The enzymes that
catalyze irreversible reactions in central metabolism are par-
ticularly interesting to comprehend the pathways and their
regulators that provide vital physiological responses for the
cells. In the white shrimp. the genes of four enzymes that
catalyze irreversible reactions of glycolysis and the corre-
sponding for gluconeogenesis have been identified: pyruvate
carboxylase (PC) (our unpublished data), PEPCK (Reyes-
Ramos et al. 2018), FBP (Cota-Ruiz et al. 2015) and herein
we report the G6Pase sequence, a key enzyme involved in
glucose homeostasis. To our best knowledge, this is the first
detailed report of this gene in crustaceans.

There are three isozymes for G6Pase in vertebrates:
G6Pase-1, G6Pase-11, and G6Pase-11I (Hutton and O’ Brien
2009): however, information about characterization, expres-
sion, and regulation of G6Pase genes is rather limited in
invertebrates. The cDNA coding sequence was initially
obtained from gills in our laboratory, and the complete gene
sequence was experimentally determined from genomic
DNA. When the genome sequence of P. (L.) vannamei was
uploaded to the NCBI database (but not fully annotated),
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100 "—————— Haloarcula hisparica G6Pase

the cDNA nucleotide sequence that we had determined was
carefully compared to the genomic data and found the inter-
rupted G6Pase gene sequence. Analysis of G6Pases genes
from different species included in GenBank (not fully com-
plete or annotated) showed that the exon-intron structure of
the shrimp G6Pase is more similar to arthropods such as in
the moth Ostrinia furnacalis (Gene 1D: 114,364,740) and
the silk moth Bombyx mori (Gene ID: 101,742,080) which
contain seven exons interrupted by six introns, while most
of the genes in mammals are composed of five or six coding
exons. The shrimp gene shares the same size and position
of the second and fourth coding exons of the above men-
tioned arthopods, likely due to their phylogenetic proximity,
although the length of the introns and complete genes are
different.

Even though the overall identity between the G6Pase
proteins is not very high, the regions containing the catalytic
amino acids are conserved (Ghosh et al. 2002; Meton et al.
2004). The G6Pase protein from B. japonicum has 20-40%
identity with other G6Pases of different species, and this
enzyme plays a key role in glucose homeostasis (Wang et al.
2015). The 358 amino acid shrimp G6Pase has the conserved
phosphatases sequence motif PAP2 (KXXXXXXRP-(X12-
54)-PSGH-(X31-54)-SRXXXXX HXXXD) characteristic
of all G6Pases (Stukey and Carman 1997). Additionally,
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Fig.4 Transmembrane topology prediction of L. vannamei G6Pase by HMMTOP server. The amino acids are coloring by electrostatic potential

and the catalytic residues are indicated with C in yellow squares

the prediction of secondary structure based on hydropathy
analysis using HMMTOP indicates the presence of trans-
membrane helices in G6Pase and coincides with homologs
from vertebrates (Marcolongo et al. 2013), but the number
of helices differs. The presence of seven TM helices sepa-
rated by six hydrophilic loops in white shrimp G6Pase is
presented in the model (Fig. 4).

In the phylogenetic analysis, the shrimp G6Pase is placed
in the invertebrate group, with proximity only to the other
shrimp species including the M. nipponense G6Pase and
separated from the vertebrate sequences. It is worth not-
ing that while isoforms in vertebrates can be grouped into
different clades. in invertebrates there is no notable differ-
ence, indicating the higher proximity of G6Pases in this
group. However, although the overall percentage of identity
is low, there are highly conserved regions and the shrimp
sequence is more similar to isoforms | and 2 of the fishes
Astvanax mexicanus (30.72%), and Chanos chanos (30.52%
respectively.

In vertebrates, the liver is the central organ responsible
for glucose homeostasis by de nove synthesis from non-
carbohydrate precursors such as lactate or by hydrolysis
of glycogen (Ghosh et al. 2002). In both metabolic path-
ways, the final reaction is catalyzed by G6Pase: therefore,
this enzyme has been widely studied as an indicator of
energy flow regulation, especially under stressful condi-
tions such as starvation or under periods of high energy
demand (Hah et al. 2002; Melkonian and Schury 2019),

Under optimal development conditions, little has been stud-
ied about G6Pase at a transcriptional level in invertebrates.
However. in vertebrates as spotted gar, zebrafish, medaka,
and rainbow trout, the liver is the main organ with the high-
est G6Pase expression compared to gills, muscle, kidney,
demonstrating that it has a similar organ-specific expres-
sion pattern (Marandel et al. 2017). The same behavior was
found in shrimp, indicating that hepatopancreas could be
responsible for glycemic control in normoxia, coinciding
with previous reports (Cervellione et al. 2017). Hence, it is
possible that G6Pase functions as a good indicator of shrimp
metabolic and physiological state.

In contrast, the expression of the gluconeogenic enzymes
FBP and PEPCK is lower in the hepatopancreas compared
to the muscle and the gills (Cota-Ruiz et al. 2015; Reyes-
Ramos et al. 2018), which could indicate the activation of
glycogenolysis instead of gluconeogenesis in this organ as
a result of the fasting period to which the organisms were
subjected (24 h at the sampling of this experiment). Conse-
quently, the lack of energy substrates could induce the break-
down of the stored glycogen aiding to distribute glucose
through the hemolymph to the target tissues for its use in
the ATP rapid generation pathways as previously described,
linking oxidative metabolism with the use and mobilization
of carbohydrates between organs in shrimp (Sianchez-Paz
et al. 2007; Ulaje et al. 2019). On the other hand, muscle
and gills could play a secondary role in this metabolic pro-
cess during normoxia, but it has been reported that G6Pase
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and their genes appear to respond in a specific organ-
condition manner as mentioned before. Hypoxia does not seem
to affect G6Pase expression in the hepatopancreas in this
study conditions. This could indicate that glucose synthesis
in this organ is independent of oxygen deficiency-induced
stress. Nevertheless, gluconeogenesis appears to be activated
in crustaceans by prolonged hypoxia (Cota-Ruiz et al. 2015;
Reyes-Ramos et al. 2018) or post-hypoxic recovery to syn-
thesize glucose using the end products of anaerobic metab-
olism such as lactate as precursors (Hervant et al. 1999).
Thus, we cannot discard the participation of other G6Pase
isoforms involved in glucose homeostasis, as is known in
mammals (Lord-Dufour et al. 2009). The expression of
G6Pase in gills increased after 3 h and 24 h of hypoxia, sug-
gesting that glucose is generated de novo; in contrast, the
expression of FBP and PEPCK decreased (Cota-Ruiz et al.
2015; Reyes-Ramos et al. 2018), while the concentration of
glucose and relative expression of its transporter increased
(Martinez-Quintana et al. 2014, 2016) under similar stress-
ful conditions, which could again indicate catabolism of
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Fig.6 Effect of hypoxia on G6Pase genc expression in hepato-
pancreas (A) and glls (B) of white shrimp. Data were normalized
with the mRNA expression of the ribosomal protein L8 per the
274 method. N: control normoxia, H3: 3 h in hypoxia, H24: 24 h
in hypoxia, H48: 48 h in hypoxia. Bars denote medians and ranges.
The differences between the tremtments are represented by literals
(p<0.05). The n values are included for cach group

glycogen. Since it is known that crustaceans with differ-
ent tolerance to hypoxia increase their hemolymph glucose
and decrease their glycogen stores in the organs (Taylor and
Spicer 1987), there is likely glycogenolysis activation in the
white shrimp. It might be possible that gills exposed to low
oxygen levels at the first exposed hours require additional
energy vs other organs to perform essential processes such
as respiration, detoxification, and osmotic regulation (Henry
et al. 2012; Ulaje et al. 2019). Hence, G6Pase through gly-
cogenolysis is generating enough glucose for the processes
mentioned above.
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Additionally, at 48 h of hypoxia in gills, the expression
of G6Pase decreases, and it is reset at the level found in
normoxia. Likewise, in this organ, the expression of FBP
and PEPCK also decreases, which likely indicates that glu-
coneogenesis is not occurring, in contrast to the activation
of gluconeogenesis in hepatopancreas that might occur at
48 h of hypoxia (Cota-Ruiz et al. 2015: Reyes-Ramos et al.
2018). This is probably the result of depression of metabo-
lism (or hypometabolism) (Gorr et al. 2006) as a physiologi-
cal strategy for the survival of shrimp to hypoxia to conserve
energy through a coordinated decrease of the functions that
mainly use ATP in the cell (for example, the synthesis and
degradation of proteins) and prioritize essential and survival
processes as mentioned above, to prevents lethal drops in
cellular ATP levels. This could also be an indication of the
synergistic regulation between gluconeogenesis and glycog-
enolysis not only as a glucose generation pathway to obtain
fuel, but also as a strategy to take advantage of the carbon
skeletons generated as lactate during anaerobic glycolysis.

Conclusions

This work reinforces the important role of the use and mobi-
lization of carbohydrates in shrimp to survive and resist the
low concentration of dissolved oxygen in different periods.
The white shrimp G6Pase appears to contain all the neces-
sary components of an active enzyme and the expression
patterns in the three studied organs in normoxic and hypoxic
conditions demonstrate its important role in glucose regula-
tion probably mainly in gills by a glycogenolytic pathway
in oxygen limited condition. Further research considering
analysis of the promoter sequence, enzyme activity, and the
implication of other G6Pase isoforms in response to differ-
ent stressors in aquaculture will be helpful to the understand-
ing of the physiological implications of this gene in these
marine organisms.
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Abstract

Animals suffer hypoxia when their oxygen consumption is larger than the oxygen available.
In water bodies, hypoxia affects the white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei, both in
their natural habitat and in cultivation farms. Shrimp regulates some enzymes that participate
in energy production pathways as a strategy to survive during hypoxia. Glucose-6-
phosphatase (G6Pase) is key to maintain blood glucose homeostasis through gluconeogenesis
and glycogenolysis. We previously reported a shrimp G6Pase gene (G6Pasel) and in this
work, we report a second isoform that we named G6Pase2. The expression of the two
1soforms was evaluated in oxygen limited conditions and during silencing of the transcription
factor HIF-1. High G6Pase activity was detected in hepatopancreas followed by muscle and
gills under good oxygen and feeding conditions. Gene expression of both isoforms was
analyzed in normoxia, hypoxia and reoxygenation in hepatopancreas and gills, and in HIF-
1-silenced shrimp. In fed shrimp with normal dissolved oxygen (DO) (5.0 mg L' DO) the
expression of G6Pasel was detected in gills, but not in hepatopancreas or muscle, while
G6Pase2 expression was undetectable in all three tissues. In hepatopancreas, G6Pasel is
mnduced at 3 and 48 h of hypoxia, while G6Pase2 is down-regulated in the same time points
but in reoxygenation, both due to the knock-down of HIF-1. In gills, only G6Pasel was
detected, being induced by the silencing of HIF-1 only after 3 h of reoxygenation. Therefore,
the expression of the two isoforms appears to be regulated by HIF-1 at transcriptional level

in response to oxygen deprivation and subsequent recovery of oxygen levels.

Keywords: G6Pase2, Penaeus (Litopenaeus) vannamei, HIF-1, hypoxia, reoxygenation.
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Introduction

Dissolved oxygen (DO) fluctuates in water bodies (Breitburg et al., 2018; Giraud-Billoud et
al., 2019). Low DO leads to hypoxia that can harm animals by accumulation of reactive
oxygen species (ROS). The recovery to normal oxygen conditions (reoxygenation) leads to
even more ROS production and can cause cellular damage. Therefore, animals develop
different strategies to survive and recover from these stressful conditions by compensatory

physiological responses to modulate their metabolism (Pérez-Rostro et al., 2004).

Penaeus (Litopenaeus) vannamei (P. vannamei), known as the Pacific white shrimp, is an
oxyregulator crustacean that adapts its oxygen consumption until a threshold, depending on
the available oxygen in its environment (Rosas et al., 1999). ATP production is halted during
oxygen limitations, but since some cells need to use only glucose as energy source, a shift in
several metabolic responses is driven by changes in anaerobic glycolysis and
gluconeogenesis enzymes in a tissue-specific manner to satisfy their energy requirements. In
vertebrate animals, the response at the transcriptional level occurs mainly by the hypoxia-
inducible factor HIF-1, also known as the master regulator of oxygen homeostasis. HIF-1 is
a heterodimer composed by HIF-1a and HIF-1§ subunits, where HIF-la senses the oxygen
in the cell. In normoxia, the HIF-1a subumnit is hydroxylated and subsequently degraded in
the proteasome, but in hypoxia, it translocates to the nucleus to dimerize with the HIF-1
subunit and then, recognizes hypoxia response elements consensus sequences (HREs) that
are located in the promoter region of the regulated genes (Semenza, 2007). In shrimp, the
enzymes of glycolysis and anaerobic glycolysis, hexokinase (HK) (Sonanez-Organis et al.,

2011), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (Camacho-Jiménez et al.,
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2019) and lactate dehydrogenase (LDH) (Sonanez-Organis et al., 2012) are regulated via
HIF-1 under different oxygenation conditions, indicating the participation of this regulator
in the physiological response to obtain glucose for its distribution and assimilation in shrimp

tissues.

In addition to the shrnmp glycolysis enzymes above mentioned, the genes for the
gluconeogenic enzymes fructose-1.6-bisphosphatase (FBP) (Cota-Ruiz et al., 2016),
phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPCK) (Reyes-Ramos et al, 2018), G6Pase
(Hemandez-Aguirre et al., 2021) and pyruvate carboxylase (PC) (Granillo-Luna et al., 2022)
are differentially expressed during hypoxia, and although their HREs have as yet not been
identified, it is very likely that these genes/enzymes play crucial roles in the production of
glucose in low DO conditions. Then, during recovery from hypoxia (reoxygenation), the
cellular processes such as the production of reactive oxygen species, replenishment of ATP,
fuel reserves and pH maintenance also need to be restored to normal conditions, affecting the

enzymes that participate in the different pathways (Chang and Thiel, 2015).

G6Pase is the last enzyme in gluconeogenesis and glycogenolysis, two metabolic pathways
to generate glicose de nmovo from non-carbohydrate substrates or glycogen reserves,
respectively, and plays an important role in glucose homeostasis. Previously, we identified a
G6Pase in shrimp that is expressed in a tissue-specific manner and differentially affected by
the time and the level of oxygenation exposure (Hemandez-Aguirre et al.,, 2021). In this
work, we report a second isoform that we named G6Pase2. We analyzed enzyme activity and
gene expression response of both isoforms under different oxygenation conditions and also,

we evaluated the role of HIF-1 using RNA mterference to knock-down HIF-1 in hypoxia
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challenged animals, with the aim to better understand the expression regulation that triggers

this kind of stressors.

Materials and methods

G6Pase2 CDS and 5'-UTR cloning

Total RNA was isolated from hepatopancreas of healthy juvenile shrimp using TRI® (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, USA) according to the manufacturer recommendations. To
remove possible trace amounts of genomic DNA, total RNA was treated with RNAse-free
DNAse I (Roche, Mannheim, Germany) and the RNA integrity was confirmed by 1% gel
agarose electrophoresis. Reverse transcription (RT) was performed with 750 pg of total RNA
and oligo dT (20 mer) using the Quantitect Reverse transcription system (Qiagen, Hilden,
Germany) to amplify the complete coding sequence (CDS). The GeneRacer kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA) was used to obtain the 5'-UTR following the instructions of the manufacturer
for cDNA-RACE and using 3.5 pg of total RNA from hepatopancreas. The G6Pase2
sequence was obtained using primers designed based on the G6Pase P. vannamei sequences
available from the shrimp genome (Zhang et al., 2019) and transcriptome data (Ghaffan et

al., 2014). All the primers used in this work are listed in Table 1.

The G6Pase2 coding sequence (CDS) was obtained by PCR using G6P2F3/G6P2R3 primers
in a total reaction mix of 20 pL containing 10 pLL Hot Start Taq 2x Master Mix (New England
BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA), 500 nM of each Fw and Rv primer, 6 pL milhQ
water, and 2 pL of cDNA (equivalent to 50 ng of total RNA) and was amplified under the

following conditions: 94 °C for 3 min, followed by 94 °C for 30 s, 55 °C for 1 min and 68
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°C for 1 min and 40 s per cycle for 42 cycles and finally, 72 °C for 10 min in a PTC-200
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, California, USA). The 5’-UTR was amplified in two
separate reactions: the first reaction was i 30 pL reaction mix containing 15 pL Hot Start
Taq 2x Master Mix, 300 nM Gene Racer 5’ primer, 100 nM G6P2R7 primer, 12.5 pL milliQ
water and 1 pL of cDNA-RACE amplified under the following conditions: 94 °C for 2 min,
followed by 5 cycles of 94 °C for 30 s, 72 °C for 2 min, 5 cycles of 94 °C for 30 s, 70 °C for
2 min, 25 cycles of 94 °C for 30 s, 67 °C for 30 s, 72 °C for 2 min, and finally 72 °C for 10
min. The second one was a nested PCR in 30 pL reaction mix containing 15 pL. Hot Start
Taq 2x Master Mix, 200 nM Gene Racer 5' Nested primer, 200 nM G6P2R6 primer, 11.2 uL
milliQ water and 2 pL of the 1:5 diluted PCR product previously obtained, amplified under
the following conditions: 94 °C for 2 min, followed by 25 cycles of 94 °C for 30 s, 67 °C for

30 s and 72 °C for 2 min, with a final step of 72 °C for 10 min.

The PCR products were cloned in the pGEM-T Easy Vector System I (Promega, Madison,
WI, USA) and used to transform TOP10 Escherichia coli competent cells (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Recombinant plasmids were sequenced by the dideoxy chain-termination
method at the Laboratory of Genomic Analysis and Technology Core of the University of
Arizona (Tucson, Arizona, USA). 5’-UTR and CDS G6Pase2 sequences and the deduced
protein were compared to nucleotide and protein GenBank databases using the BLAST
algorithm (Altschul et al., 1990) at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Bethesda, MD) and analyzed with ExPASy, Clustal Omega, and SnapGene

bioinformatics tools.
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Protein sequence analysis and structural 2D prediction of G6Pase isoforms

For molecular weight and isoelectric point calculations, the EXPASy bioinformatic tool was
used (https://web.expasy.org/compute_pi/). Domains and conserved motives were searched

with the Pfam 32.0 tool (https://pfam.xfam.org/). The 2D structures of G6Pasel and G6Pase2

isoform were compared using the new TMPDB, and the topological analysis was done in
CCTOP transmembrane topology prediction server (http:/cctop.ttk.hw/) (Dobson et al.,

2015) and the models were constructed in TMRPres2D (Spyropoulos et al., 2004).

Phylogenetic analysis of G6Pase2

The phylogenetic tree was constructed with seventeen G6Pase protein sequences from
different organisms obtained from the NCBI database through BLASTp analysis (Table 2).
The alignment was conducted with the ClustalW algonthm and the phylogenetic analysis
was done with the Maximum Likelihood method, based on the Le Gascuel model (Le and
Gascuel, 2008) with 1000 bootstrap replicates using MEGA version 11 (Tamura et al., 2021).
All positions containing gaps and missing data were eliminated and the tree was rooted with

two G6Pases from Haloferax gibbonsii and Haloarcula hispanica.

Normoxia, hypoxia, reoxygenation and HIF-1a silencing bioassay

Juvenile shrimp were used for the analysis to obtain sufficient amount of each tissue
individually. Also, because in their natural habitat, juveniles are usually found in estuaries,
coastal lagoons, and mangroves, that are areas of high fluctuation of environmental variables,
mainly oxygen and temperature. Two bioassays were done. The first one was conducted with

healthy juvenile shrimp in intermolt (12.12 = 1.5 g) in filtered seawater (28 °C, 35%o), with
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continual aeration (5.0 mg L' DO) that were fed three times a day with commercial feed (Api
Camaron® Raceways, 45% of protein). After two weeks of acclimatization, 10 shrimp were
separated to an independent 35 L aquaria to be constantly monitored under the same
conditions as in the acclimatization tank in normoxia (5.79 = 0.45 mg L' DO) for four days.
Shrimp were randomly collected and dissected to separate two aliquots of 50-100 mg for
hepatopancreas, gills, and muscle from each organism. One aliquot was immersed in ten
volumes (w/v) of TRIsure reagent (Bioline, London, UK) for total RNA isolation and the
other aliquot was placed in a microtube. Both aliquots were immediately frozen in a dry
ice/ethanol (96%) bath and subsequently kept at -80 °C until processed. Animals were fed 2

h before sacrifice and only the normoxia condition was assessed in this bioassay.

The dsRNA synthesis and hypoxia, reoxygenation and HIF-la silencing bioassay with
juvenile shrimp (14.27 = 1.10 g) was described in the previous study by Duarte-Gutiérrez et
al., (2021). Briefly, after two weeks of acclimatization, 160 apparently healthy shrimp were
distributed in groups of 10 organisms in 100 L aquarium to apply the following treatments:
a) 0 h of hypoxia (normoxia), b) 3 h of hypoxia, ¢) 3 h of hypoxia + 1 h of reoxygenation, d)
24 h of hypoxia, e) 24 h of hypoxia + 1 h of reoxygenation, and f) 48 h of hypoxia, g) 48 h
of hypoxia + 1 h of reoxygenation, with 2 aquania for each treatment (one of them for dsRNA
injection silencing and the other injected with control saline solution) except for the normoxia
control at time 0 h (treatment a, which was injected only with saline solution), and a normoxia
control at each period challenge (HIF-1 silenced treatments h, 1 and j). For silencing of HIF-
1, the shrimp were injected intramuscularly with dsSRNA. Each shrimp was injected with 14
ng of dsRNA of HIF-la diluted in 100 pL of saline solution (ss) (20 mM Tris, pH 7.5, 400

mM NaCl) or only ss to simulate the stress caused by the injection in non-silenced animals.

8
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In this experiment a total of 16 conditions were evaluated. Normoxia, hypoxia, and hypoxia
+ 1 h of reoxygenation treatments began 24 h after injection. Normoxia (4.77 £ 0.27 mg L*!
DO) was maintained with constant bubbling of air through diffusing stones, while hypoxia
was achieved by bubbling nitrogen gas (1.53 = 0.05 mg L' DO). Reoxygenation was done
by slowly restoring the dissolved oxygen concentration for 1 h (4.60 + 0.47 mg L DO). In
both bioassays the oxygen concentration was measured with an YSI Model ProODO
oximeter (Yellow Spring, OH, USA). After each challenge, 3 - 5 shrimp from each treatment

were sampled, starting with the normoxic control at 0 h.

G6Pase isoforms expression and HIF-1a silencing efficiency

G6Pasel and G6Pase2 relative expression by RT-qPCR, was evaluated in hepatopancreas,
gills and muscle in shrimp in normal conditions from the first bioassay in normoxia, and
under different oxygenation conditions (normoxia, hypoxia, and hypoxia + 1 h of
reoxygenation at 3, 24 and 48 h) and HIF-1 knock-down only in hepatopancreas and gills
from the second bioassay. As a template, cDNA equivalent to 25 — 100 ng of total RNA was
used as described above. The qG6PF2/qG6PR2 (307 bp amplicon) and qG6P2F5/qG6P2R4
(105 bp amplicon) primers were used to amplify the G6Pasel and G6Pase2 transcripts,
respectively. The relative expression of G6Pasel was done as described before in Hernandez-
Aguirre et al., (2021), while G6Pase2 analysis was done in a final volume of 15 pL reaction
with 3 uL of 5x Hot FirePol EvaGreen (Solis BioDyne, Tartu, Estonia), 400 nM of each
primer, 10.4 pL of milliQ water and 1 puL of ¢cDNA. The ribosomal protein L8 (GenBank
accession number DQ316258.1) was used as a reference gene to normalize the data

(previously validated as a good reference gene by Cota-Ruiz et al., (2015), and used in similar
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studies by Camacho-Jiménez et al., (2018), and Duarte-Gutiérrez et al., (2021) and it was
quantified under the same conditions as G6Pasel and G6Pase2 using 700 nM of each
L8F2/L8R2 primers (Trasvina-Arenas et al., 2013), to generate an amplicon of 166 bp. The
same standard curve was used in both genes with serial dilutions 1:5 of Hp ¢cDNA (5x10*! to

8x107 ng/pL).

HIF-la mRNA (GenBank accession number FI807918) was quantified with the primers
HIFFJ2/HIFRJ2 (Duarte-Gutiérrez et al., 2021), in 15 pL reactions containing 7.5 pL of 2x
Sso Advanced universal SYBR® Green supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 580 nM
of each primer, 5.63 pL of milliQ water and 1 pL of cDNA (equivalent to 50 ng of total
RNA). The HIF-la standard curve was made with 1:10 serial dilutions of a purified PCR

product obtained with the same primers (5x10™ to 5x10°® ng/uL).

All reactions were performed in duplicate (2 PCR reactions for each ¢cDNA and 2 ¢cDNAs for
each shrimp) in a CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) thermal cycler
with an initial cycle of 95 °C for 12 min, followed by 40 cycles of 95 °C for 15 s, 60 °C for
20 s and 72 °C for 20 s for G6Pase2 and L8, and an initial cycle of 94 °C for 3 min, followed
by 40 cycles at 95 °C for 15 s, 60 °C for 35 s and 72 °C for 55 s for HIF-1a. A denaturation
curve to check the specific amplification of each gene and ensure no dimers formation was
performed with a gradual increase in temperature of 0.5 °C/3 s from 65 °C to 95 °C. A non-
template control was included in each experiment to discard contamination. The
G6Pasel/L8, G6Pase2/L8 and HIF-1w/L8 relative expression was calculated with 24
(Schmittgen and Livak, 2008) and the amplification efficiencies for each set of primers were

calculated from the standard curves, obtaining values between 90 and 110% (except for
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G6Pase2 1n the reoxygenation treatments without HIF-1 knock-down in hepatopancreas at 3,
24 and 48 h where the values of efficiency were between 88.6 and 116.7%). The silencing
efficiency was calculated by comparing the relative expression of the dsRNA treatment with

the ss treatment and expressed as a percentage.

Isolation of the microsomal fraction and G6Pase activity

Microsomal fractions and activity assay were done according to the microtechnique for the
analysis of the human hepatic glucose-6-phosphatase system described in Burchell et al.,
(1988) with some modifications. Approximately 100 mg of frozen tissue was homogenized
m 1:9 (w/v) of buffer A (250 mM sucrose, 5 mM HEPES, pH 7.4) containing 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) with a manual homogenizer Kontes (15 pulses of 2
sec) on ice for hepatopancreas, and sonication (5 cycles of 10 sec on/off with 40% amplitude,
30 duty cycle and 3 output control) for gills and muscle. The homogenate was centrifuged at
8,000 x g for 6 min at 4 °C and the resulting supematant was recentrifuged in a 10 mL
polypropylene tube at 38,000 x g for 166 min at 4 °C in a Beckman Avanti 30 Centrifuge
(Beckman Coulter, Indianapolis US). The pellet containing the microsomes was resuspended
m 2 mL of buffer A per mg of wet weight and then divided into aliquots and frozen at -80 °C

until the assays.

The glucose-6-phosphatase activity assay was performed in microsomal extracts of
hepatopancreas, gills and muscle for 10 minutes at 30 °C in 40 pL of reaction volume. The
quantification of the inorganic phosphate (P1) produced was conducted with the combination
of the methods described in Burchell et al., (1988) and Wallert et al., (2001) adapted to

microplates. Standard curve was prepared in the range 1.25 to 18.75 nmol of Pi (using 0.5
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mM KH>PO; stock containing 50 mM sodium cacodylate buffer, pH 6.5). The assay was
nitiated by adding 8 pL of the previously diluted microsome suspension (1:10 final dilution)
to 32 uL of assay buffer (50 mM sodium cacodylate buffer, pH 6.5, 2 mM EDTA and 5 mM
glucose-6-phosphate as substrate) previously equilibrated at 30 °C for 5 min. The reaction
was stopped after 10 min by the addition of 160 ul of the stop reagent prepared in fresh with
the combination of solutions B (3.4 mM ammonium molybdate in 0.5 M sulfuric acid), C
(0.52 M sodium dodecyl sulphate in water) and D (0.6 M ascorbic acid in water prepared in
fresh) in the proportion 6:2:1, respectively. After incubation for 20 min at 45 °C, the
absorbance of the phosphate-molybdate complex was determined by triplicate at 820 nm
using the Multiskan Sky microplate reader (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts US). A
blank without microsomal extract was included and one reaction with 0.004 U of glucose-6-
phosphatase from rabbit liver (Sigma-Aldrich) diluted in 50 mM sodium cacodylate buffer,
pH 6.5, as positive control. A reading was made at time 0 of incubation for each sample in
parallel to calculate the nanomoles of Pi formed during the 10 min of the assay. G6Pase
activity 1s reported as nmoles of phosphate hydrolyzed per minute per mg of microsomal
protein. Total microsomal protein to normalize the Pi detected was determined by the
Bradford method (Bradford, 1976). Since the activity measurements are performed on intact
vesicles with selective permeability of the substrate + disrupted vesicles without selective
permeability (the enzyme has free access to substrates and inhibitors), the latency of the
samples was calculated, which indicates the activity in the disrupted microsomal preparations
that it 1s not manifest in intact microsomal preparations. Percentage of latency was evaluated

in each organ according to Arion (1989) with microsome samples treated and untreated with
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0.1 % of Triton X-100 during 20 min at 0 °C. The enzyme assay was performed as described

above using 2 mM manose-6-phosphate as substrate.

Statistics

The Shapiro-Wilk and Levene tests were used to verify the assumptions of normality and
homoscedasticity, respectively. Relative expression data of G6Pase isoforms and HIF-1a
were analyzed by one-way ANOVA and Fisher LSD mean comparison, whereas the effect
of the silencing was assessed by two-sample T-Test with p < 0.05 in all cases. Data are

presented in means + standard error.

Results

5 -UTR and CDS of the G6Pase2

The G6Pase2 mRNA sequence 1s 1160 bp long (Fig. 1), with a 5°-UTR of 74 bp and 1086
bp coding sequence corresponding to the 361 amino acid protein with theoretical isoelectric
point and molecular weight of 9.84 and 40.58 kDa, respectively. The R, H, R and H catalytic
amino acids were identified and the Pfam 32.0 analysis revealed that G6Pase2 has the PAP2-
glucose-6-phosphatase domain characteristic of all G6Pase proteins. The nucleotidic

sequence was submitted to GenBank, accession number OP377076.

G6Pase2 protein

BLAST analysis of the protein showed an identity of 34.13% with our previously identified
shrimp 1soform and now named G6Pasel (GenBank accession number UJO02151.1), but
more than 60% identity was found with the homologous protems of the crustaceans

Macrobrachium nipponense (66.2%, GenBank accession number ALK82315.1), Homarus
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americanus (68.98% GenBank accession number XP 042217107.1), Penaeus japonicus
(92.24% GenBank accession number XP 042855681.1), and Penaeus chinensis (95.01%
GenBank accession number XP 047474896.1), except with the water flea Daphnia magna
(GenBank accession number KZS17548.1) and the isoform 1 from the human (GenBank
accession number P35575) with just 39.04 and 31.27% identity, respectively, with this
human homolog, the most studied isoform in mammals (Fig. 2). All the catalytic amino acids

were clearly identified with 100% conservation in the analyzed proteins.

G6Pasel and G6Pase2 topological model and phylogenetic analysis

The hypothetical topological model of G6Pasel constructed with CCTOP predicts 8
transmembrane helices with four loops oriented towards the endoplasmic reticulum (ER)
lumen, and three loops, and the N and C terminal protein ends oriented towards the
cytoplasm. On the other hand, 9 transmembrane helices are predicted in G6Pase2, with four
loops and the N terminal protein end oriented towards the ER lumen, and four loops with the
C terminal protein end oriented towards the cytoplasm. The orientation of the catalytic amino
acids in the two isoforms are predicted towards the ER lumen. Both shrimp isoforms models
were compared with the human G6Pasel (TOPDB access number AP02110) and G6Pase2
(TOPDB access number AP02336) as cross-reference respectively, and the reliability of
topology was 75.829% for G6Pasel and 76.442% for G6Pase2 (Fig. 3). Phylogenetic
analysis places P. vannamei G6Pase2 in an independent clade together with the G6Pase
isoforms from another crustaceans, including the G6Pasel before studied; however, there is
also a close phylogenetic relationship with other arthropods such as the mite Tetranychus
urticae, the ticks Rhipicephalus microplus and Dermacentor andersoni (bootstrap value 29),

with a clear separation to clades from vertebrate orgamisms (Fig. 4).
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Go6Pase isoforms expression and total G6Pase activity in shrimp tissues in normoxia

To compare the expression of G6Pasel and G6Pase2 and total activity in different shrimp
tissues in fed animals and in normoxia, transcripts abundance was measured by RT-qPCR
and the activity in microsomal extracts. The expression of G6Pasel was detected in gills, but
was undetectable under the conditions tested in hepatopancreas and muscle (cDNA
equivalent to 25 ng/puL of total RNA). However, there was G6Pase activity in the three
tissues, with higher activity in hepatopancreas (p < 0.05) followed by muscle and gills under
the same conditions (Fig. 5). The percentage of latency calculated in gills was 41.50, but it

was not possible to calculate the same parameter in hepatopancreas and muscle samples.

HIF-1a silencing in normoxia, hypoxia and hypoxia plus reoxygenation in hepatopancreas

HIF-1la silencing was analyzed in samples from the different oxygenation conditions in
hepatopancreas (Fig. 6). The expression of this transcription factor in shrimp injected with
dsRNA vs controls injected with ss showed a significant decrease of HIF-lau mRNA
abundance at 3, 24 and 48 h of normoxia, hypoxia and hypoxia plus 1 h of reoxygenation (p
< 0.05), as well in normoxia compared to the control at time 0 h in each time evaluated. The
silencing percentages were calculated by comparing the averages of the relative expression
of the silenced versus the non-silenced treatments. The data showed silencing percentages
larger than 50% in all the treatments evaluated in hepatopancreas (Table 3), as previous

studies showed in gills under the same conditions tested (Camacho-Jiménez et al., 2019).
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Effect of HIF-1 knock-down on G6Pasel and G6Pase?2 expression in shrimp hepatopancreas

under different oxyvgenation conditions

To evaluate the HIF-1 silencing effect on the G6Pase isoforms in hepatopancreas, we
analyzed the expression in shrimp subjected to different oxygenation conditions (normoxia,
hypoxia and hypoxia plus 1 h of reoxygenation) at 3, 24 and 48 h by RT-qPCR as shown in
Figure 7. G6Pasel increased in shrimp injected with dsRNA after 3 and 48 h of hypoxia
compared to normoxia control at 0 h (p < 0.05). Due to the low abundance of this isoform, it
was undetectable in reoxygenation at the same time condition, as in silenced shrimp at 3 h
and 24 h i normoxia. In normoxia, only after 48 h in knock-down shrimp, G6Pasel was
induced compared to 0 h control treatment (p < 0.05). In the dsRNA injected shrimp at 24 h
of hypoxia, the transcript was undetected, however, an increased expression was detected in
hypoxia plus 1 h of reoxygenation (p < 0.05), although there was no silencing effect (Fig.

7A).

HIF-1 silencing effect on G6Pase2 expression contrasts to G6Pasel. In non-silenced shrimp
after 3 h of hypoxia and 3 h and 48 h of hypoxia plus 1 h of reoxygenation, as well as in
knock-down shrimp at 24 h in normoxia, the expression increased compared to the 0 h control
(p < 0.05). Only after 3 and 48 hours in hypoxia plus 1 h of reoxygenation, a statistically
significant effect of HIF-1 silencing was detected with lower G6Pase2 expression (p < 0.05)

(Fig. 7B).
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Effect of HIF-1 knock-down on G6Pasel and G6Pase2 expression in shrimp gills under
different oxygenation conditions

The expression pattermns of both isoforms also were analyzed to detect the effect of HIF-1
silencing mn gills. While no expression of G6Pase2 was detected under any of the conditions
tested in this tissue, changes i the expression levels of G6Pasel were successfully detected.
Compared to the control group in normoxia at 0 h, this 1soform was induced in all treatments
at 3 and 24 h, as well as in normoxia and hypoxia plus 1 h of reoxygenation in the knock-
down shrimp at 48 h. No effect of silencing on G6Pasel expression was identified after 24
and 48 h of hypoxia and hypoxia plus 1 h of reoxygenation. However, injection with dsRNA
decreases G6Pasel mRNA in hypoxia with a pronounced tendency and induces expression

after 3 h hypoxia plus 1 h of reoxygenation (p < 0.05) (Fig. 7C).

Discussion

G6Pase2 isoform of P. vannamei

Go6Pase is a key enzyme involved in the regulation of glucose homeostasis. There are three
G6Pase 1sozymes in vertebrates: G6Pase-I, G6Pase-II and G6Pase-III (Hutton and O’Brien,
2009), but little is known about these enzymes in invertebrate organisms, therefore it is
necessary to obtain more information to understand their characteristics and modulations of

specific activities and regulation.

We previously identified the presence of one isoform of G6Pase in shrimp (which we now
named in this study as G6Pasel) (Hemandez-Aguirre et al., 2021), and here we analyzed a

second isoform (named Go6Pase2). Although we obtained a fragment of 419 bp for the
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G6Pase2 gene (data not shown), the full-length gene sequence was not obtained due to its
size. By in silico search of the G6Pase2 gene i the shrimp genome published in the NCBI
database (Zhang et al., 2019), very long introns (above 9,000 bp) and microsatellites-rich
regions included in the gene sequence were identified. Thus, this isoform appears to be more
complex than G6Pasel and therefore the whole gene sequence is more difficult to obtain

expenimentally.

The G6Pase2 nucleotide sequence contains 74 bp upstream of the Met start codon
comresponding to the 5'-UTR. The CDS and the deduced protein have a similar size to the
first isoform described in shrimp and to those reported in other organisms of different phyla,
with all the catalytic amino acids conserved (Ghosh et al., 2002). There is a big difference in
the primary protein structure of the two shrimp G6Pases sequences, sharing only 34.13%
identity, with more identities to others crustacean homologs (more than 95% with the shrimp
Penaeus chinensis). The low identity among G6Pase isoforms in the same species is a very
common characteristic. For example, human G6Pase proteins share 50.8% of identity
between G6Pasel and G6Pase2 and 35.6% between G6Pasel and G6Pase3 and this also
occurs in mouse and milkfish isoforms; nonetheless, the proteins retain their glucose-6-
phosphate dephosphorylation function (Wang et al., 2015). The deduced 361 amino acids of
the GoO6Pase2 protein have the conserved phosphatases sequence motif PAP2
(KXXXXXXRP-(X12-54)-PSGH-(X31-54)-SRXXXXX HXXXD) charactenstic of all
G6Pases isoforms (Stukey and Carman, 1997), and this likely indicates that the shrimp

G6Pase2 is indeed a functional protein.
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The topological structure model of the protein indicates the presence of 9 transmembrane
helices in G6Pase2 compared to the 7 helices predicted for G6Pasel using HMMTOP server
and previously reported (Hemandez-Aguirre et al., 2021). In this work, the topological
analysis of G6Pasel was done again using the updated CCTOP server, and now 8
transmembrane helices were predicted. To the best of our knowledge, there are no resolved
topological or three-dimensional structures of G6Pases in crustaceans, however, and despite
the differences between the amino acid sequences, the topological structures of human
G6Pases were used as a cross-reference to build the models of the shrimp isoforms with
success, obtaining more than 75% of reliability. These differences probably confer to each
isoform different regulatory mechanisms that provide larger metabolic plasticity to shrimp
under different environmental conditions, as will be described later. The phylogenetic
analysis showed the grouping of the shrimp G6Pases in the crustacean’s clade and it was

evident that between 1soenzymes, there are less differences compared to vertebrates.

G6Pase activity and isoforms relative expression in shrimp under normal conditions

The activity of G6Pase in the three tissues showed similar patterns to the ones reported in the
burrowing semiterrestrial crab (Neohelice granulata) (Martins et al., 2011) and in the stone
crab (Menippe mercenaria) (Scholnick et al., 2006) under normal conditions, wherein
hepatopancreas exhibit larger activity followed by other tissues such as gills and claw muscle.
Hepatopancreas is a highly metabolic organ considered the main source of endogenous
glucose production (Chang and Thiel, 2015), and since G6Pase participates in this metabolic

process, it is expected that the enzyme will play a similar role in shrimp.
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On the other hand, G6Pasel and G6Pase2 transcripts were undetectable under normoxic
conditions, except for G6Pasel in gills. We previously reported that G6Pasel mRNA 1is
present i all three tissues in normoxia in 24-hour fasted shrimp (Hemandez-Aguirre et al.,
2021) compared to a 2-hour fasted from the organisms in this study, indicating that feeding
affects expression of the G6Pase isoforms, as noted in vertebrates and invertebrates and that
their regulation in response to feeding, involves several transcription factors/co-regulators

(Jitrapakdee, 2012; Zhang et al., 2021).

The detection of enzymatic activity despite the low abundance of G6Pasel and G6Pase2
transcripts in hepatopancreas and muscle, and G6Pase2 in gills, probably indicates that under
normoxic conditions the enzyme is synthesized and is present at a basal level even though in
the cell the expression is down-regulated, since there is no trigger response to the lack of fuel
to produce ATP. On the other hand, since G6Pasel is present in gills, it could be up-regulated
at the transcriptional level displaying an important role under normoxia. Besides the
respiratory function, gills of decapod crustaceans also have an ion/osmoregulatory function
that demand high energy usage and thus, high energy metabolism (Thabrew et al., 1971). In
Carcinus maenas, glycogen is the main source of energy available for several gills function
(posterior gills) (Chausson and Regnault, 1995). In N. granulata there is higher activity of
G6Pase, FBP and PEPCK in the posterior gills under hyperosmotic stress, indicating the
activation of gluconeogenesis (Martins et al., 2011). Therefore, in P. vannamei, G6Pasel
could perform this function in gills through gluconeogenesis and glycogenolysis regulated at

the transcriptional level in normoxia.
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HIF-1 regulates G6Pase isoforms expression in hepatopancreas and gills under different

oxygenation conditions

Interference RNA (RNA1) has been widely used in shrimp to study the role of several genes
mvolved in the physiological response to stressful conditions. In this work, our objective was
to evaluate the role of HIF-1 in the expression of G6Pase isoforms when shrimp are under
hypoxia and reoxygenation. Knock-down of HIF-1 in hepatopancreas was statistically
significant and comparable to previous reports in the same tissue (34 - 82%) (Cota-Ruiz et
al., 2016), in hemocytes (65 - 93%) (Duarte-Gutiérrez et al., 2021) and in gills (~ 86%)
(Sonanez-Organis et al., 2010), (43 - 93%) (Camacho-Jiménez et al., 2019), where the
silencing of this transcription factor by intramuscular injection of dsRNA influenced the
expression of PFK, FBP, metallothionein and GAPDH in shrimp, respectively. In the present
study an effective silencing of HIF-1a was obtained, which allowed us to continue with the

evaluation of the effect of its silencing on G6Pase.

The tissue, the DO condition and the exposure time influence the expression of both isoforms,
and HIF-1 seems to contribute to the responses. In general, the largest HIF-1a knock-down
effect is noted in the first hours of stress. Although it was not expected, induction of
expression in the silenced treatments is mostly detected in the G6Pasel isoform in
hepatopancreas in hypoxia for 3 and 48 h, and in reoxygenation in gills at 3 h. Also, that
induction was seen in normoxia from dsRNA injected shrimp. In many studies, the decrease
of HIF-1 transcripts produces a contrary effect, since it is a transcription activator, just as
seen in G6Pase2 in hepatopancreas. This is not the first report showing this contrasting

results, since in expression of GAPDH in normoxia, the silencing of HIF-1 using the same
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RNAI1 approach produced an increase (Camacho-Jiménez et al., 2019), and higher lactate and
glucose metabolites (Sonanez-Organis et al., 2010), showing that HIF-1 is involved in the
regulation of carbohydrate metabolism regardless of the stress to which the organism may be
subjected, and possibly the activation of alternate signaling pathways triggered also by the
silencing of HIF-1 (Camacho-Jiménez et al., 2019). In mouse embryonic fibroblasts (MEFs),
the transcriptional repressor DEC1/Stral 3 acts as an effector of HIF-1 in hypoxia to repress
the nuclear receptor PPARy2 involved in cell differentiation, causing inhibition of
adipogenesis (Yun et al., 2002), therefore, the negative regulation via HIF-1 i hypoxia does
indeed occur in vertebrates, however, this type of information needs to be analyzed with

caution in shrimp.

The most evident effect of down-regulation by the silencing of HIF-1a was in G6Pase2 after
3 h of hypoxia and reoxygenation, and after 48 h and reoxygenation in hepatopancreas (only
statistically significant in reoxygenation but with a clear trend in hypoxia), showing the drop
of the transcript abundance and denoting the regulatory influence of HIF-1 on the induction
of the G6Pase2 isoform. These results agree with the expression of the glycolytic and
gluconeogenic enzyme GAPDH, regulated in a similar manner, since after the HIF-1 dsRNA
mjection in hypoxia and reoxygenation at 3 h its transcript was reduced (Camacho-Jiménez
et al., 2019). Thus, there could be an early induction of the expression of both isoforms in a
tissue-specific manner in shrimp under hypoxic conditions and that is maintained during
reoxygenation. The relative expression in normoxia of G6Pase2, indicated that it is specific
for hepatopancreas, since it was not detected in gills and muscle (data not shown). This also
occurs in other organisms, for example, in the fish Chinese perch (Siniperca chuatsi), where

the g6pca and g6pcb 1 isoforms are expressed mainly in liver, compared to the g6pe3 1soform,
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that is more abundant in gills (Zhang et al., 2021), indicating that the isoforms of G6Pase are

expressed in a tissue-specific manner.

As mentioned before, G6Pasel in gills could contribute to the generation of glucose de novo
as a survival strategy to supply energy to increase the ventilation rate, and G6Pase2 in
hepatopancreas to maintain glucose homeostasis with its distribution through the
hemolymph, necessary in these oxyregulator organisms (Lord-Dufour et al., 2009). This
might be given by the glycogenolytic pathway since it is known that gluconeogenic enzymes
are mainly expressed in prolonged times of exposure of stress in shrimp (Cota-Ruiz et al.,

2015; Reyes-Ramos et al., 2018).

Conclusions

The adaptive mechanisms that crustaceans use to survive changes in oxygenation conditions
in their habitat, include the regulation of metabolic pathways to produce glucose as a source
of ATP, for the restoration of glycogen reserves or maintain glucose homeostasis in
hemolymph. Here we provide evidence of the presence of two isoforms of G6Pase in shrimp,
an enzyme that participates in these processes. While G6Pasel is mainly expressed in gills,
G6Pase? is specific for hepatopancreas. This, together with the time-dependent expression
patterns detected and the conditions evaluated, indicates that both proteins contribute to these
responses in hypoxia, reoxygenation and even in normal growth conditions for shrimp. This
study contributes to the understanding of the complex regulatory machinery that is activated

as a result of abiotic stress.
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Figure captions

Fig. 1. Nucleotide and deduced protein sequence of G6Pase2. The ¢cDNA nucleotide
sequence i1s shown in lowercase letters and the deduced protein is in capital letters. The
continuous line at the beginning indicates the 5-UTR and the underline shows the primers
used. Catalytic amino acids are between * and the PAP2-G6Pase domain is indicated in

square brackets [ ] and in bold.

Fig. 2 Multiple alignment of the amino acid sequences of from P. vannamei G6Pases and
selected species. The intensity of the gray color indicates higher conservation between the

sequences aligned, the catalytic amino acids are highlighted in red.

Fig. 3 Transmembrane topology prediction of G6Pasel (A) and G6Pase2 (B). Predicted with
the CCTOP server (Dobson et al., 2015) and visualized using the TMRPres2D (Spyropoulos

et al., 2004). Catalytic amino acids are indicated with a C.

Fig. 4 Phylogenetic tree based on multiple alignment of 17 G6Pase amino acid sequences

from different species.

Fig. 5§ Relative expression of G6Pasel and G6Pase2 (panel A) and G6Pase activity (panel B)
in hepatopancreas, gills and muscle in normoxia and after 2 h of feeding. Bars represent mean
+ SEM (n=3). (*) indicates expression not detected and lowercase letters indicate differences

between tissue (p < 0.05).

Fig. 6 HIF-1 expression in different oxygenation conditions in hepatopancreas. N, normoxia;
H, hypoxia: H/R, hypoxia plus 1 h of reoxygenation. Bars represent mean = SEM (n=5). (*)

indicates significant difference respect to the control (N 0 h). The literals indicate differences

30

78



673

674

675

676

677

between knock-down (injected with dsRNA in dark blue) and unsilenced animals (injected

with saline solution in light blue) (p < 0.05).

Fig. 7 Effect of HIF-1 knock-down in the relative expression of G6Pasel (A) and G6Pase2
(B) in hepatopancreas, and G6Pasel in gills (C) of shrimp under different oxygenation
conditions. N, normoxia; H, hypoxia; H/R, hypoxia plus 1 h of reoxygenation. Bars
represents the mean = SEM (n=3-5). (*) indicates significant differences compared to the
control group (N 0 h). The literals indicate differences between knock-down (injected with
dsRNA in dark blue) and unsilenced animals (injected with saline solution in light blue) (p <

0.05).
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678  Tables

679 Table 1. Primers used to obtain the ¢cDNA nucleotide sequences and for expression

680  quantification

Primer Sequence (5' 3°)

qGG6PF2 GAAACTAGACCACTTCTGCGT

qGG6PR2 TCCAAGCGAAATGCCCAACA

qG6P2F5 GAACGTGCTTTGGTCCCTCG

qG6P2R4 ACACCGGAGTAGCGAGAGAA

G6P2F3 ATGGAGGCCTACACCGAAATG

G6P2R3 TCACTTCTTCTTGTACTTGTCGCC

GG6P2R6 ATGGAGAGCCACAACCACGGGGAAATACAA
G6P2R7 AGTACGGCCTGTCACCTGCTATGCACCAC

Gene Racer 5’ Primer
Gene Racer 5' Nested Primer

CGACTGGAGCACGAGGACACTGA
GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA

LSF2 TAGGCAATGTCATCCCCATT
L8R2 TCCTGAAGGGAGCTTTACACG
HIFFJ2 GCAATCAGCTTTCTGCTCCC
HIFRJ2 GGTCAGGGTCCATCAATAGC
681
682  Table 2. Protein sequences used for alignment and phylogenetic analysis

Scientific name

Isoform GenBank accession number

Homo sapiens

Homo sapiens

Mus muscrilus

Mus musculus

Rarttus norvegicus

Dermacentor andersoni
Rhipicephalus microplus
Tetranychus wrticae

Homarus americanus

Penaeus (Litopenaeus) vannanet
Penaeus (Litopenaeus) vannamei
Macrobrachium nipponense
Penaeus chinensis

Penaeus japonicus

Penaeus monodon

Haloferax gibbonsii ATCC 33959
Haloarcula hispanica ATCC 33960

G6Pasel NP_000142.2
G6Pase2 QONQRI.1
G6Pasel NP_032087.2
G6Pase2 NP_067306.1
G6Pasel NP_037230.2
G6Pase2 XP_050034452.1
G6Pase2 XP_037279117.1
G6Pase XP_015793132.1
G6Pasel XP_042217107.1
G6Pasel UJ002151.1
G6Pase2 A OP377076
G6Pase ALKS2315.1
G6Pasel XP_047474896.1
G6Pasel XP_042855681.1
G6Pase XP_037777646.1
G6Pase ELZ83903.1
G6Pase AEM55699.1
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684

Table 3. Silencing efficiencies of HIF-la.

3h 24h 48h
N 66.36% 62.80% 65.25%
H 84.21% 53.81% 60.39%
HR 79.95% 73.96% 52.70%

N, normoxia; H, hypoxia; HR, hypoxia plus 1h reoxygenation

(=5, p <0.05)
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M E

gcatttgagaactcaggggagacaggacaacacogtacacaccgcagaccacagaccgecagaccacagaccacaatggag

A Y T E M 8 H K W GG A E F I E 8 L Q T S L P G R G RM
G6P2F3
gcctacaccgaaatgtctoacaaatggggggcggagtttatcgagagtctgcagaccagecteccaggaagagggagaat

F MQ IT 8 D I & D' G L A F T L X ¥ B ¥ V'V AL B K G

G6P2R6
gittatgcaaattictgacatcggcgaccecgggctggccttcaceitgtatttcccegtggttgtggctetecatgegy

vV 6 VIR L M W S I I F € E W S N M I L K W C€C I A G D

G6P2R7
gegtgggcgtgaggctgatgtggtctattatoctictgegagtggtcgaatatgatecttaagtggtgcatagcaggtgac

*R* P Y W W V H BE T P V ¥ A H R R P P V L M Q ¥ P R T C
aggccgtactggtgggtgcacgagacgecegtgtacgeccaccgcaggecgeccgtgercatgeagtaccegegeacttg
E T G P G M P S G*H*A XK L N A A M F Y I L V 8 A F N =
tgagacgggacceggcatgecctegyggtcacgccaaactgaacgcggecatgttctatatcetggtttecgegttcaacyg
M V V K N T T L L 8 Q XK Q R A W A S R G L W A S Y A
agatggtggrtcaagaacacgacgettctgageccagaagcagegggegrgggcgregegagggetgrgggcgtegracgea
I W M M L V L V S *R¥T Y I A A*MYF P H Q C V A G A L I
atatggatgatgrrggtgtrggtttcaaggacttacatcgccgeccactteccgeatcagrgegtgycggygcgeteteat
G L M M A M M V 8 R MIF V L Q H L 8 RRGQ Y V A L 8 vV
aggcttgatgatggetatgatggtgtectegcatgeccgtettacagcaccteteccgecgreagtacgtggcactetetg
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

El estudio individual y enfocado de las enzimas que participan en el metabolismo de los
carbohidratos y en especifico, de las enzimas que realizan las reacciones irreversibles, es una
estrategia que se usa para poder inferir el estado energético en el que se encuentran los organismos
y gque nos ayuda a reconocer las respuestas fisioldgicas que se desencadenan frente a una situacion
dada. En esta tesis se analizaron las isoformas de la enzima gluconeogénica y glucogenolitica
G6Pasa del camardn blanco. En vertebrados se han identificado principalmente tres isoenzimas de
la G6Pasa denominadas como G6Pasa-1, G6Pasa-Il y G6Pasalll (Hutton y O’Brien, 2009), sin
embargo, la informacion sobre caracterizacion, expresion, y la regulacion de los genes de la G6Pasa
es bastante limitada en invertebrados. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio molecular y

bioquimico de la G6Pasa en crustaceos, enzima clave en el metabolismo de los carbohidratos.

4.1. G6Pasal del Camarén Blanco del Pacifico

La G6Pasa (que posteriormente se nombré como G6Pasal) fue inicialmente identificada por un
analisis del transcriptoma y genoma del camardn (Ghaffari et al., 2014; Zhang et al., 2019).
Posteriormente, tanto el gen como el transcrito derivado, se obtuvieron de forma experimental
mediante el disefio de oligonucledtidos especificos, amplificacion por diferentes técnicas de PCR,
clonacion de los fragmentos amplificados y secuenciacion de las cadenas sentido y antisentido,
seguido de un andlisis bioinformatico profundo. EI gen G6Pasal del camaron es 99.07% idéntico
al depositado en el genoma (Zhang et al., 2019), mientras que la secuencia codificante (CDS) es
99.8% idéntica al transcrito previamente publicado (Ghaffari et al., 2014). Aunque son pocas, las
diferencias encontradas pueden ser atribuidas a las distintas poblaciones a las que pertenecen los
especimenes estudiados, sin embargo, la G6Pasa obtenida experimentalmente y analizada de
manera especifica en este trabajo ya se encuentra disponible en el banco de genes del NCBI con el
numero de acceso MW246958. El gen tiene una longitud de 2823 pb desde la metionina inicial
hasta el codon de paro, y consta de siete exones de 86, 165, 207, 131, 252, 119y 117 pb cada uno,
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interrumpidos por seis intrones con cinco codones divididos. Todos los intrones contienen las
secuencias consenso 5'-GT-AG-3' necesarias para el correcto splicing del RNA (Breathnach et al.,
1978) y el niumero y tamarfio de exones e intrones corresponde con lo reportado en otras especies
(Wang et al., 2015).

La composicion promedio de bases A/T y G/C es de 56.43% y 43.57% para los exones y de 73%
y 27% para los intrones respectivamente. La estructura exén-intron del gen G6Pasal del camaron
tiene mayor similitud a la de los artrépodos, como es el caso de las polillas Ostrinia furnacalis
(Gene ID: 114364740) y Bombyx mori (Gene ID: 101742080) con siete exones interrumpidos por
seis intrones, mientras que la mayoria de los genes en los mamiferos estdn compuestos por cinco o
seis exones codificantes. El gen del camarén comparte el mismo tamafio y posicién del segundo y
cuarto exon codificante de los artropodos mencionados anteriormente, probablemente debido a su
proximidad filogenética, aunque la longitud de los intrones y los genes completos son diferentes.
Por otro lado, la CDS se obtuvo a partir de cDNA sintetizado de branquias. Esta tiene una longitud
de 1077 pb que codifica para 358 residuos de aminoacidos desde la metionina inicial (ATG) hasta
el codon de paro (TAA) en la posicidn 1075, y la proteina deducida tiene los valores calculados
para el punto isoeléctrico y el peso molecular de 9.25 y 40.74 kDa, respectivamente. El analisis
con Pfam 32.0 mostr6 que la G6Pasa de camaron tiene el dominio PAP2-glucosa-6-fosfatasa
caracteristico de todas las isoformas de G6Pasas, sin péptido sefial, lo que es tipico de las G6Pasas
conocidas (Stukey y Carman, 1997). Los aminoacidos cataliticos RHRH se identificaron mediante
alineamientos de secuencias de proteinas homdlogas, siendo estos totalmente conservados.
Aunque el porcentaje de identidad entre las G6Pasas contrastadas fue relativamente bajo (< 36%),
la funcionalidad clave para la homeostasis de glucosa, se ha comprobado para otras especies pese
a esta caracteristica, lo que podria indicar que la G6Pasa del camardn también es una enzima activa
(Ghosh et al., 2002; Meton et al., 2004; Wang et al., 2015). Del mismo modo, para entender la
relacién entre secuencias homologas de G6Pasas por si mismas, se construyé un arbol filogenético
con 25 secuencias de proteinas obtenidas de la base de datos del NCBI. Con ello se identificaron
dos grupos diferenciados entre vertebrados e invertebrados, ubicando a la G6Pasa del camaron en
este Ultimo como se habia hipotetizado, destacando su relacion mas cercana al langostino de agua
dulce Macrobrachium nipponense, la Unica otra secuencia conocida de esta proteina en crustaceos
hasta el momento del estudio. Interesantemente, las isoenzimas de la G6Pasa en vertebrados se

agruparon claramente en clados separados, mientras que en invertebrados no parece existir una
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diferencia notable, lo que indica su mayor proximidad en este grupo.

El anélisis reciente de la estructura topoldgica de la G6Pasal del camardn con la herramienta
bioinforméatica CCTOP (Dobson et al., 2015) predice 8 hélices transmembranales (TM). La
prediccién también indica que cuatro asas estdn orientadas hacia el lumen del reticulo
endoplasmico (RE), mientras que tres asas junto con los extremos N y C terminales de la proteina
estan orientados hacia el citoplasma. Dado que a la fecha no existe una estructura tridimensional
de la G6Pasa resuelta experimentalmente, el modelo obtenido in silico esta sustentado con mas de

75% de confiablidad con respecto a la G6Pasal humana (numero de acceso TOPDB: AP02110).

4.2. G6Pasa2 del Camarén Blanco del Pacifico

La G6Pasa2 del camaron se identifico y caracterizd con la misma estrategia experimental usada
para la G6Pasal. Aunque se amplificaron, clonaron y secuenciaron algunos fragmentos, la
secuencia completa del gen no se pudo obtener experimentalmente debido a su complejidad y
tamafio (Fig. 4). El andlisis in silico del genoma del camar6n con respecto a esta isoforma (Zhang
et al., 2019) mostré que el gen podria estar interrumpido por intrones de mas de 9,000 pb de
longitud con regiones ricas en microsatélites, siendo ademas fragmentos con distintas orientaciones
y ubicaciones dentro del genoma (datos no publicados). Por un lado, esto indica una mayor
complejidad entre los genes de ambas isoformas, y por otro, que las secuencias del genoma, debido
a su constante actualizacion, ain no estan por completo anotadas y no se pueden hacer inferencias

certeras con la informacion hasta ahora disponible.
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Figura 4. Esquematizacion de la complejidad estructural del gen de la G6Pasa2 del camaron
blanco L. vannamei segun los datos obtenidos del genoma (Zhang et al., 2019).

De la misma manera, se obtuvo una regién meramente putativa del promotor de la G6Pasa2 de 442
pb corriente arriba de la metionina inicial usando la herramienta metodolégica Genome Walker
(Fig. 5). Algunos de los sitios de regulacion cis identificados in silico que se destacan son los Sp1,
TBP, C/EBPa caracteristicos de las regiones reguladoras de las G6Pasas en humanos (Hutton y
O’Brien, 2009) y un sitio HRE de unién al factor de transcripcion HIF-1 regulador en condiciones
de hipoxia. Por la complejidad del gen que se menciona anteriormente, esta regién promotora no
pudo comprobarse experimentalmente, por lo que son datos no publicados, sin embargo, es una
pauta para futuras investigaciones dirigidas a identificar mas aspectos moleculares de la regulacion

de esta isoenzima en el camaron.
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Figura 5. Secuencia putativa del promotor de la G6Pasa2.

Por otro lado, el transcrito de la G6Pasa2 se pudo obtener a partir de cDNA de hepatopancreas, y
la secuencia completa se encuentra en el banco de genes del NCBI con el nimero de acceso
OP377076. El mMRNA es de 1160 pb con una UTR 5’ de 74 pb y su region codificante de 1086 pb
que se traduce para una proteina de 361 residuos de aminodacidos. El punto isoeléctrico y peso
molecular calculados son 9.84 y 40.58 kDa respectivamente. Tanto la CDS como la proteina
deducida son similares en tamarfio a la G6Pasal del camaro6n descrita en la seccion anterior, y a los
reportados en otros organismos de diferentes filos, siendo los aminoacidos cataliticos totalmente
conservados incluyendo ademas, el dominio PAP2 caracteristico (Ghosh et al., 2002; Stukey y
Carman, 1997).

Al comparar la estructura primaria de las proteinas de ambas isoformas del camardn encontramos
gue solamente comparten 34.13% de identidad, siendo incluso la G6Pasa2 mas similar a otras
proteinas homdlogas de crustaceos como es el caso del camardn Penaeus chinensis (compartiendo

mas del 95% de identidad). Este resultado no sorprende ya que la baja identidad entre las isoformas
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de la G6Pasa en la misma especie es una caracteristica muy comun. Por ejemplo, las G6Pasas
humanas comparten 50.8% de identidad entre la I y la Il, y un 35.6% entre la | y la Ill, lo que
también ocurre en las isoformas de otros vertebrados; no obstante, las proteinas conservan su
funcién de desfosforilacion de G6P (Wang et al., 2015), lo que probablemente indica que la
G6Pasa2 del camaron, al igual que la G6Pasal, son de hecho proteinas funcionales.

El modelo 2D de esa isoenzima se construyé tomando como referencia la G6Pasa2 de humanos
con una confiabilidad de 76% (numero de acceso TOPDB: AP02336), el cual muestra la presencia
de 9 hélices TM, 4 vueltas y el N terminal orientados hacia el lumen del RE y 4 vueltas loops con
el C terminal orientados hacia el citoplasma. La diferencia entre ambas isoformas del camardn en
este analisis se ve principalmente en la cantidad de hélices y la orientacidn de los extremos de la
proteina. Estas diferencias probablemente confieren a cada isoforma diferentes mecanismos
reguladores que proporcionan mayor plasticidad metabolica a los camarones en diferentes
condiciones ambientales, como se describird mas adelante. Sin embargo, y tomando en cuenta el
bajo porcentaje de identidad entre las secuencias de aminoécidos de las dos proteinas, la estructura
transmembranal es similar y en ambos casos los aminoacidos cataliticos estan orientados hacia el
lumen del RE lo que coincide con lo reportado ampliamente en vertebrados y concordando ademas,
con su regulacion por compartimentalizacion en la célula (Nordlie y Foster, 2010).

El andlisis filogenético construido con secuencias de proteinas homologas, muestra la agrupacién
de las G6Pasas del camaron en el clado de los crustaceos, donde el bajo valor de bootstrap evidencia

que entre isoenzimas hay menos diferencias en comparacion con los vertebrados.

4.3. Actividad y Expresién de la G6Pasa en Normoxia

La expresion de las isoformas de la G6Pasa en camarones con 2 h de ayuno en normoxia, fue
indetectable en hepatopancreas, branquias y musculo, excepto para la G6Pasal en branquias. Estos
resultados contrastan con la abundancia de la G6Pasaldetectada en los tres érganos y de la G6Pasa2
en hepatopancreas luego de que transcurrieron 24 h de ayuno (Fig. 6), lo que indica, como se ha
descrito para otros organismos vertebrados e invertebrados, que la alimentacion afecta la expresion

de ambas isoformas respondiendo a eventos de estres por diferentes tiempos de ayuno a través de
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la participacion de diversos factores/co-reguladores (Jitrapakdee, 2012; Martins et al., 2011; Metdn
et al., 2004; Scholnick et al., 2006; Wang et al., 2015; Werve et al., 2000; Zhang et al., 2021).
Frente al mismo estrés por ayuno en normoxia, la expresion de las enzimas gluconeogenicas FBP
y PEPCK en hepatopancreas es menor que la detectada en branquias y muasculo (Cota-Ruiz et al.,
2015; Reyes-Ramos et al., 2018) lo que podria indicar la activacion de la glucogendlisis en lugar
de la gluconeogénesis como resultado del ayuno prolongado en este 6rgano, tomando en cuenta
que se recurre a la movilizacion de carbohidratos (glucogeno) para la generacion rapida de ATP
(Sanchez-Paz et al., 2007; Ulaje et al., 2019).
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Figura 6. Expresion relativa de la G6Pasal y G6Pasa2 en hepatopancreas, branquias y musculo
de camarones con 24 h de ayuno en normoxia. Las barras representan la media * el error estandar
de la media (n=3-5). (*) indica que no se detectd expresion.

Por otro lado, la actividad G6Pasa en los camarones con 2 horas de ayuno si fue detectada en los
tres tejidos, siendo mas abundante en hepatopancreas seguido de mdusculo y branquias. En
condiciones Optimas de desarrollo del camaron, poco se ha estudiado sobre G6Pasa en
invertebrados. Sin embargo, en vertebrados como el pez caiman moteado, el pez cebra, el pez arroz
japonés y la trucha arcoiris, el higado es el principal érgano con la mayor expresion de G6Pasa en

comparacion con las branquias, los muasculos y los rifiones, lo que demuestra que tiene un patrén
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de expresion érgano-especifico similar (Marandel et al., 2017). Por lo tanto, podemos inferir que
el hepatopancreas es el 6rgano responsable del control glucémico en normoxia, coincidiendo con
reportes previos (Cervellione et al., 2017), siendo la G6Pasa un posible buen indicador del estado
metabolico y fisioldgico de los camarones.

La falta de correlacion entre la expresion y la actividad de la enzima probablemente indica que en
condiciones de normoxia la enzima se sintetiza y esté presente en un nivel basal incluso cuando su
expresion a nivel transcripcional es reprimida o disminuida debido a que no hay una situacion
celular que demande la sintesis de glucosa de novo para satisfacer una necesidad de ATP, similar
a la falta de correlacion que sucede en la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss en una dieta con
glucosa (Panserat et al., 2001).

Por el contrario, ya que la G6Pasal si es inducida en branquias pese al poco ayuno, esta podria
estar implicada en las funciones de alta demanda energética como la respiracion y la
osmorregulacion ionica en normoxia, a través de la gluconeogénesis o la glucogenolisis como se
ha visto en Carcinus maenas y Neohelice granulata (Chausson y Regnault, 1995; Martins et al.,
2011; Thabrew et al., 1971).

4.4. Regulacion de la G6Pasal y G6Pasa2 via HIF-1 en Hepatopancreas y Branquias bajo

Diferentes Condiciones de Oxigenacién

Como se menciond anteriormente, HIF-1 participa en la regulacién transcripcional de diferentes
enzimas del metabolismo de los carbohidratos en el camardn, en respuesta a la baja concentracion
de oxigeno y diferentes tiempos de exposicion. Las isoformas de la G6Pasa no son la excepcién,
mostrando patrones de expresion condicion/tiempo y 6rgano especificos cuando HIF-1 es
silenciado mediante RNAI, una herramienta ampliamente usada para determinar este tipo de
correlacion.

En este trabajo se evalud el efecto del silenciamiento de HIF-1 a las 3, 24 y 48 h de exposicion a
hipoxia e hipoxia seguida de un periodo de reoxigenacion de 1 h (reoxigenacion), en
hepatopancreas y branquias de camarones juveniles, mediante RT-gPCR. En hepatopancreas, la
G6Pasal se induce por efecto del silenciamiento de HIF-1 luego de 3 y 48 h de hipoxia, sin
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embargo, su expresion es indetectable a las 3 y 48 h de reoxigenacion, asi como alas 3y 24 h de
normoxia. La induccion de la expresion de esta isoforma, por efecto del silenciamiento, se detectd
unicamente en normoxia a las 48 h, mientras que a las 24 h la expresion solo se detecto en el control
sin silenciar en hipoxia y en reoxigenacion, sin efecto significativo en este tltimo.

La disminucion del mensaje de HIF-1 en la célula por medio de RNAI, generalmente tiene un
efecto contrario al que sucede con la G6Pasal en hepatopéncreas, ya que al ser este un activador
de la transcripcion, se espera que el silenciamiento inhiba su expresion, no obstante, realmente se
induce. Otros estudios han obtenido resultados similares en el camardn, donde el silenciamiento de
HIF-1 induce la expresion de la enzima GAPDH y aumenta la abundancia de metabolitos como
glucosa y lactato en normoxia. Esto sugiere, que independientemente del estresor al que el
organismo se encuentre expuesto, HIF-1 podria participar en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos, posiblemente por la activacién de rutas alternas estimuladas por la disminucion de
su mensaje en la célula (Camacho-Jiménez et al., 2019; Sofianez-Organis et al., 2010).

La regulacion negativa via HIF-1 ya se ha reportado en mamiferos. En fibroblastos embrionarios
de raton, el represor transcripcional DEC1/Stral3 actla como un efector de HIF-1 en hipoxia, el
que a su vez reprime al receptor nuclear PPARy2 involucrado en la diferenciacion celular,
provocando la inhibicion de la adipogénesis (Yun et al., 2002). Aungue se desconoce un
mecanismo similar de regulacion negativa desencadenada por HIF-1 en el camardn, es probable
que éste también actGe como represor en condiciones especificas, lo que da pie a futuras
investigaciones.

En branquias del camaron blanco, la G6Pasal podria tener una regulacién negativa mediada por
HIF-1 similar a la descrita anteriormente. Lo anterior debido a que, aunque la hipoxia y
reoxigenacion inducen su expresién con respecto al control en normoxia (sin efecto significativo
pero con una marcada tendencia), el silenciamiento de HIF-1 sélo la afecta durante la
reoxigenacion corta y prolongada (3 y 48 h) aumentando su expresién, con un patron similar al
descrito previamente en hepatopancreas. Estos datos sugieren que la G6Pasal se regula tanto en
hepatopancreas como en branquias via HIF-1.

El mismo analisis realizado sobre la G6Pasa2 mostr6 que ésta es especifica de hepatopancreas, ya
gue no fue detectada en branquias o masculo en ninguna de las condiciones evaluadas. En
camarones no silenciados la expresion de la G6Pasa2 aumenta, en comparacion con el control

inicial en normoxia, luego de 3 h de hipoxia, y 3 y 48 h reoxigenacion, asi como en camarones
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silenciados a las 24 h en normoxia. Sin embargo, la disminucidon del transcrito de HIF-1 inhibe la
expresion de la G6Pasa2 a las 3 'y 48 h de reoxigenacion con una respuesta contraria a la observada
en la G6Pasal, denotando el papel inductor de HIF-1. Estos resultados concuerdan con lo reportado
para GAPDH, la cual se regula de manera similar en hipoxia y reoxigenacion a las 3 h via HIF-1
(Camacho-Jiménez et al., 2019).

Debido a que ambas isoformas de la G6Pasa en el camaron responden al estrés principalmente en
las primeras horas, podria haber una induccion temprana por efecto de la hipoxia que se mantiene
0 exacerba durante la reoxigenacion, destacando que los patrones de expresion son diferentes entre
los 6rganos evaluados. Esto también ocurre en otros organismos, por ejemplo, en la perca china
(Siniperca chuatsi), donde las isoformas gépca y gépcbl se expresan principalmente en higado, en
comparacion con la isoforma g6pc3, que es mas abundante en branquias (Zhang et al., 2021), lo
que indica que las G6Pasas se expresan de manera tejido especifica.

Un resumen de estos resultados se presenta de forma esquematica en la figura 7 (Fig. 7), donde se
puede identificar que la G6Pasal es inhibida por HIF-1 a las 3 h de hipoxia y al mismo tiempo la
G6Pasa2 es inducida sin influencia de este factor de transcripcién en el mismo tratamiento,
sugiriendo que la G6Pasa2 responde a la falta de oxigeno en tiempos cortos en hepatopancreas.
Interesantemente, cuando el oxigeno es restituido luego de este efecto, HIF-1 estimula la expresion
de la G6Pasa2. Esto indica que en la presencia de oxigeno, este factor de transcripcion podria estar
activo, y que ademas, estimula la produccion de glucosa posiblemente para contribuir a la
homeostasis celular luego de dicho evento estresante, y para otros procesos que suceden de forma
sinérgica durante la reoxigenacion en hepatopancreas (Estrada-Cardenas et al., 2021).

Un patrdn similar se detecta en hipoxia y reoxigenacion a largo plazo (48 h) en el mismo tejido,
por lo que podria suceder un mecanismo similar donde la G6Pasal es inhibida por HIF-1 en hipoxia

y la G6Pasa2 es estimulada en reoxigenacion.
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Figura 7. Representacion de las respuestas de expresion de las isoformas de la G6Pasa en el
camaron frente al estrés por hipoxia hipoxia-reoxigenacion en diferentes tiempos, mediadas por
HIF-1.

Por otro lado, en branquias la hipoxia estimula la expresién de la G6Pasal a las 3 h, posiblemente
regulada por HIF-1, pero cuando el oxigeno es restituido luego de dicho estrés, HIF-1 inhibe esta
isoforma.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, la G6Pasal en branquias podria contribuir
a la generacion de glucosa de novo como estrategia de supervivencia para suministrar energia y
aumentar la tasa de ventilacion, mientras que la G6Pasa2 en hepatopancreas podria actuar en la
homeostasis de glucosa con su distribucion hacia otros 6rganos a través de la hemolinfa, lo que es
necesario para estos organismos oxirreguladores (Lord-Dufour et al., 2009). Lo que podria estar
dado via glucogenolisis ya que se sabe que las enzimas gluconeogénicas se expresan
principalmente en tiempos prolongados de exposicion al estrés en camarones (Cota-Ruiz et al.,
2015; Reyes-Ramos et al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

En el camardn existen al menos dos isoformas de la G6Pasa cuya caracterizacion a nivel
molecular realizada en este trabajo indica que ambas son enzimas activas. La actividad de la
G6Pasa medida en tres diferentes tejidos del camardn sustenta esta informacion, comprobando
ademas que la sintesis de glucosa esta ocurriendo incluso cuando no hay un estresor aparente en
los organismos. Del mismo modo, se comprueba que diferentes condiciones de oxigenacion
(normoxia, hipoxia y reoxigenacion), tiempos de exposicion y estado de ayuno influyen en la
expresion de las dos isoformas, que son tejido especificas y su regulacion parece estar fuertemente
mediada por el factor de transcripcion HIF-1. Por lo anterior, ambas isoenzimas podrian jugar un

papel importante en la respuesta adaptativa del camaron a diversos factores ambientales.
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6. RECOMENDACIONES

Los resultados de este trabajo indican que las G6Pasas del camaron participan en la
respuesta a estrés por diferentes tiempos de hipoxia y reoxigenacion a través de HIF-1 en branquias
y hepatopancreas, como sucede con otras enzimas del metabolismo en este organismo. Sin
embargo, el anlisis en conjunto de las enzimas reguladoras de la gluconeogénesis y glucogendlisis,
asi como el estudio del metaboloma en un mismo disefio experimental, podria proporcionar la
informacion necesaria para obtener el panorama general del mecanismo de homeostasis de glucosa
frente a una condicién determinada, lo que permitiria conocer mejor las estrategias fisioldgicas que

el camaron utiliza para sobrevivir.
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