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RESUMEN

El gen Lvp53 del langostino Litopenaeus vannamei (Lvp53) ha sido caracterizado
a nivel del ADN complementario (ADNCc), encontrando motivos homadlogos a p53
de humanos y relacion con la respuesta a diferentes tipos de estrés. Sin embargo,
aun se desconoce la estructura de este gen, asi como su funcionalidad. En este
estudio se propuso caracterizar parcialmente la secuencia genomica del gen
Lvp53, estudiar su expresién ante un estrés térmico e implementar metodologias
de transfeccion in vivo y mutagénesis dirigida mediada por TALENs para
determinar la relacion entre la pérdida de la actividad de Lvp53 con el ciclo celular.
Se identificaron dos regiones intrénicas putativas con posibles sitios funcionales
de Lvp53. Se observé regulacion positiva de la expresion del transcrito ante
variaciones de temperatura alcanzando mayores niveles cuando ésta es
incrementada. Ademas, se evaludé una metodologia de transfeccién de hemocitos
in vivo, que result6 en una muy baja eficiencia de expresion del vector.
Finalmente, se disefiaron, sintetizaron y evaluaron plasmidos codificantes de
TALENSs dirigidos a dos sitios importantes dentro del gen Lvp53, aunque no se
observaron eventos de mutagénesis en hemocitos. En conclusién, no se pudo
demostrar el efecto de la mutacién en Lvp53, pero si caracterizar la estructura

parcial y funcién del gen Lvp53.

Palabras clave: Lvp53, intrén, estrés térmico, transfeccion, TALENs, mutagenesis
dirigida.
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ABSTRACT

Litopenaeus vannamei white shrimp p53 gene (Lvp53) has been characterized
at cDNA level, showing homologous motifs to human p53 with a likeness
concerning the response to different types of stress. However, the structure of
this gene as well as its functionality is still unknown. In this study, it was
proposed to characterize partially the genomic sequence of Lvp53 gene,
analyzing its expression in response to a thermal stress, and to implement
methods of in vivo transfection and site-directed mutagenesis mediated by
TALENSs to determine the relationship between the loss of Lvp53 activity and
cell cycle. Two putative intronic regions were identified with possible functional
sites from Lvp53 gene. It was also found an upregulated expression under
temperature variations, reaching higher levels when it is incremented.
Furthermore, a method of in vivo hemocytes transfection was assessed,
resulting in a very low efficiency of vector expression. Finally, two plasmids
encoding TALENS that target important sites within the Lvp53 gene were
designed, synthesized and assessed, although no mutagenesis events were
observed in hemocytes. In conclusion, it was not demonstrated the effect of the
mutation in Lvp53, but the partial structure and function of the gene Lvp53 were

characterized.

Key words: Lvp53, intron, thermal stress, transfection, TALENSs, directed

mutagenesis.



1. INTRODUCCION

El langostino blanco Litopenaeus vannamei es una especie muy importante
para la acuicultura mundial y peruana, siendo su cultivo un pilar fundamental de la
economia de la region norte del pais. Numerosos estudios sobre los aspectos de
la biologia del langostino ya han sido realizados y el conocimiento adquirido ha
permitido la implementacion de estrategias para el mejoramiento de su cultivo. De
esta manera, se ha comenzado a apostar por la investigacion con el interés de dar
solucion a los problemas que atraviesa el sector acuicola en especial sobre esta

especie.

Las investigaciones se han centrado principalmente en el estudio de las
patologias que afectan el cultivo y los mecanismos de defensa a diferentes tipos
de estrés. Gracias al desarrollo de nuevas tecnologias como los sistemas de ARN
de interferencia (ARNi), secuenciamiento de Ultima generacion (NGS por sus
siglas en inglés), vacunas recombinantes o la manipulacién genética se ha
logrado identificar diferentes genes de interés ademas de generar estrategias de
proteccion al langostino. La edicion gendmica es una tecnologia reciente, que ha
sido aplicada en una gran cantidad de especies con gran eficiencia en la
induccion de mutaciones de interés dirigidas a un gen blanco para el estudio

funcional del gen o la obtencién de organismos genéticamente modificados.

Por otro lado, el gen Lvp53 del langostino ha empezado a ser estudiado
hace pocos afos, encontrando relaciéon con los mecanismos de respuesta celular
frente a un estrés de tipo bidtico y abidtico. Ademas, se ha encontrado la
presencia de motivos conservados en muchas especies lo que sugiere un rol
similar a los reportados sobre la proteina supresora de tumores p53 de humanos
tales como la activacion de la apoptosis y el control del ciclo celular. Esto abriria la
posibilidad de manipular el ciclo celular a través de esta proteina para el estudio
de procesos celulares o para buscar la obtencién de células inmortalizadas, lo

cual permitiria la obtencion de la primera linea celular de langostino.
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Sin embargo, aun se desconocen aspectos importantes de la estructura y la
funcionalidad del gen Lvp53 en particular, su expresion y rol en las células. Dicho
conocimiento permitiria utilizarlo como modelo para el disefio de metodologias y
estrategias dirigidas al estudio de otros genes importantes para el mejoramiento
del langostino. Una limitante adicional corresponde a la falta de metodologias
eficientes de transfeccidn in vivo y sistemas de mutagénesis dirigida para poder
complementar los estudios funcionales de este gen y otros de interés en el

langostino.

En el presente trabajo se ha estudiado la organizacién del gen Lvp53 de
manera parcial, se han caracterizado algunos fragmentos de interés, y se ha
evaluado el comportamiento de este gen en respuesta al estrés térmico.
Igualmente, se evaluaron metodologias de transfeccion in vivo de hemocitos asi
como del sistema de mutagénesis dirigida basado en TALEN. Los resultados
obtenidos seran utiles para complementar la informacion que se tiene del gen
Lvp53 y contribuir con el establecimiento de metodologias de ingenieria genética

en langostinos.



2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA.

2.1 Antecedentes.

Una de las areas mas importantes dentro del rubro productivo es la
acuicultura, la cual posee un gran potencial de crecimiento y generacion de
muchos puestos de trabajo, con el fin de mejorar la nutricion humana (Mathiesen
2012). El langostino blanco Litopenaeus vannamei es una de las especies mas
explotadas en la acuicultura y es un recurso clave de la produccion en el Pert con
fines de exportacion (Mathiesen 2012; Mendoza 2011). Debido a la gran demanda
mundial, se han realizado varias investigaciones que puedan beneficiar su
produccion. Sin embargo, existen algunos factores bidticos y abibticos causantes
de enfermedades en el langostino (Flegel et al. 2008; Karunasagar and Ababouch
2012), que afectan su produccion. Adicionalmente, los langostinos son animales
muy sensibles al estrés por cambios de las condiciones ambientales, en
consecuencia, se han realizado muchas investigaciones para entender la biologia,

la patologia y los mecanismos respuesta al estrés en el langostino.

Uno de los factores abi6ticos que afectan el cultivo de los langostinos es la
temperatura del agua. A bajas temperaturas ha sido reportada una variacion de
los aminoacidos libres en diferentes tejidos indicando un cambio en el balance de
la degradacién y sintesis de proteinas, (Zhou, Wang, and Xian 2011). También se
ha observado una disminucién de hemocitos, y un incremento en la tasa de
apoptosis celular (Chang, Yeh, and Cheng 2009). De igual forma se ha observado
un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los hemocitos del
langostino cuando se bajé de 26°C a 20°C; por otro lado, cuando se disminuyé a
17°C la temperatura, se observo una reduccion en el conteo de hemocitos, un

aumento de la actividad de la caspasa 3 y de la tasa apoptotica (Li et al. 2014).

De manera similar el incremento de temperatura también genera cambios
tales como el aumento de la produccion de ROS (Madeira et al. 2013), un
incremento de los niveles de las proteinas de choque térmico constitutivas e
inducibles desde las primeras horas (Qian et al. 2012). De igual manera, otros

genes codificantes de las proteinas superoxido dismutasa, catalasa, glutation
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transferasa, glutation peroxidasa y la 6xido nitrico sintasa variaron su expresion
observandose cambios en la osmolalidad cuando la temperatura varié (Zhu and
Yao 2015; Zhou et al. 2010; Qiu et al. 2011).

Estos factores entre otros afectan a células como hemocitos, motivo para
conseguir una linea celular que permita un estudio véalido y controlado.
Anteriormente, se ha conseguido establecer soélo cultivos primarios mediante la
utilizacion de diferentes medios de cultivo y suplementos (Itami et al. 1999; Jiang
et al. 2006; Geroge and Dhar 2010). Algunos autores intentaron establecer lineas
celulares en crustaceos mediante la insercion de oncogenes humanos (Claydon
and Owens 2008) y oncogenes virales en langostinos (Tapay et al. 1995; Hu,
Wang, and Chen 2010; Hu et al. 2008; Claydon, Roper, and Owens 2010) pero
ninguna investigacion ha reportado la obtencion exitosa de una linea celular en

langostinos.

Uno de los genes relacionados con la respuesta al estrés térmico es el gen
p53, del cual ya se han realizado diversas investigaciones relacionadas a su
estructura y su funcion. La caracterizacion de su secuencia en especies como
ratones, ha permitido la identificacion de una estructura génica similar a los
humanos, sin embargo, el tamafio del gen es solo 12 Kb (Zakut-Houri et al. 1983;
Bienz et al. 1984). En peces se ha encontrado una similar organizacion del gen,
con 11 exones y 10 intrones, también se ha reportado la existencia de un evento
de “splicing” clasico y alternativo en peces debido a la presencia de un
polimorfismo ubicado en el intron del gen p53 del pez cebra, el cual afecta el

tamafno del ARNm y la cantidad de la proteina producida (Piasecka et al. 2015).

A su vez en invertebrados se ha reportado la presencia de un solo miembro
de la familia de proteinas homodlogas a p53, la cual comparte una alta homologia
con los vertebrados en el dominio de unién al ADN pero gran variabilidad en el
resto de regiones (Ou et al. 2007; Priami et al. 2015). Ademas, se ha reportado
gue el gen p53 de Drosophila melanogaster, Dmp53, posee 10 exones y los
tamafos de sus exones e intrones son muy distintos a los reportados en

vertebrados (Khoury and Bourdon 2010). Caenorhabditis elegans tiene un gen
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homologo a p53, denominado CEP-1, el cual posee 13 exones y 12 intrones. Una
busqueda en el NCBI demostré que Cassostrea gigas, el gen posee 14 exones y
13 intrones confirmando la variedad en la organizacion génica entre diferentes

especies.

El estudio de mutaciones en intrones del gen p53 en humanos, como
especie representante de los vertebrados, ha sido relacionado con la presencia de
enfermedades tales como lesiones en la gastritis debido a la combinacion de
polimorfismos en los intrones (Sadeghi et al. 2013), que pueden afectar a la
estructura o funcionalidad de la proteina (Trejo-Becerril et al. 2000), dar origen al
cancer de células escamosas (Thongsuksai et al. 2010) o eventos de retencion
aberrante de intrones por “splicing” alternativo que conduce al origen de algunos
tipos cancer como de pulmén (Takahashi et al. 1990; Boldrini et al. 2008; Costa et
al. 2008). Por otro lado, debido al efecto de algunas mutaciones en los intrones de
este gen, se han reportado nuevas isoformas con actividad anti-apoptética que se
expresa en respuesta al dafio ocurrido en la embriogénesis de peces (Shi et al.
2015). Esto indica una asociaciébn de mutaciones en el gen p53 con el
establecimiento de lineas celulares a partir de células de adenocarcinoma
endometrial humano (Isaka 2003), células escamosas de carcinoma de laringe
(Wu et al. 2013), células de tejido adiposo y células cartilaginosas de ratén

(Kamiya et al. 2002; Komine et al. 2012) entre otros.

En invertebrados como hidras, moluscos, insectos y nematodos (Farcy et
al. 2009; Jessen-Eller et al. 2002; Broodsky et al. 2000; Moser et al. 2009) se
mostrd la participacion de la proteina p53 principalmente en la via de activacién
de la apoptosis como respuesta a dafios en el ADN, en la reparacion del ADN y
en la detencion del ciclo celular. Ademas, en Drosophila esta relacionada al

incremento de la esperanza de vida (Bauer et al. 2005).

La relacion de la temperatura con la expresion del gen p53 ha sido
demostrada en moluscos, donde se reportdé una sobreexpresion ante una
variacion de la temperatura (Yao and Somero 2013), aunque hay estudios que

afirman que esta proteina no varia (Farcy et al. 2009). En larvas del pez cebra, de
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igual manera, se ha observado un aumento de la expresion de genes de la via de
sefializacion de p53 y una disminucidbn de su expresion en respuesta a un
incremento o reduccion de la temperatura, respectivamente (Long et al. 2012). Y
en salmon se ha reportado la sobre expresion de genes regulados por p53 frente

a un estrés térmico (Tomalty et al. 2015).

En langostinos hay una limitada informacion acerca de la estructura del gen
p53. Hace unos afios se caracterizo por primera vez el gen Lvp53 perteneciente a
la especie Litopenaeus vannamei, y se ubicé en un grupo filogenético claramente
separado de otras especies, solo compartiendo gran homologia con la secuencia
de M. japonicus. Ademas, se caracterizd el ORF del gen y los UTRs detectando
también niveles de expresion variables en diferentes tejidos y una marcada
sobreexpresion ante el estrés por pH y cadmio (Qian et al. 2014). Posteriormente
se reportd una expresion incrementada de Lvp53 inducida por LvRacl (Cha et al.
2015) y una regulacién negativa por un microARN denominado miR-1000-p53,
reportado en M. japonicus ante una infeccion por WSSV (Gong, Ju, and Zhang
2015). Sin embargo, se desconoce acerca de informacion de las secuencias
intrénicas del gen Lvp53 y su posible influencia sobre la funcionalidad del gen.

Por otro lado, en las ultimas décadas se han desarrollado metodologias de
transfeccion con resultados exitosos en investigaciones basicas y aplicadas en
diferentes especies. En langostinos se han realizado comparaciones entre
diferentes metodologias de transfeccién para determinar la mas adecuada. La
aplicacion de la biolistica y la microinyeccién en embriones han sido exitosos en
expresar la proteina (Liu et al. 2001; Yazawa et al. 2005). También se ha utilizado
la electroporacion, la cual, a pesar de ser eficiente en la obtencion de la expresion
recombinante, generd una baja tasa de sobrevivencia de los embriones y una
distribucion en mosaico (Tseng et al. 2000). Posteriormente, se variaron las
metodologias para realizar la transfeccion en los gametos directamente y con
estos obtener organismos portadores del gen recombinante (Li and Tsai 2000),

mejorando la tasa de transfeccion y de sobrevivencia.
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Los agentes quimicos han prevalecido en este ultimo modelo. Calderén
(2004) concluy6 que los agentes Effectene y JetPEI son los mas eficientes en
embriones de langostino L. vannamei y en artemia. Se ha demostrado que la
transfeccion con jetPEI gener6 mejores resultados al ser contrastados con los
obtenidos por microinyeccion o la electroporacion (Sun et al. 2005). En los afios
siguientes, se realizaron investigaciones en las cuales se transfectaron
langostinos in vivo utilizando Cellfectin mediante una inyeccién en el masculo del
langostino (Dhar et al. 2007). También se han realizado transfecciones en cultivo
de hemocitos, de gametos y de tejido linfoide de P. monodon, pero solo fueron

efectivas para los cultivos de gametos (Jose 2011).

Las moléculas de ARN también han sido transfectadas en langostinos,
utilizando Lipofectamine obteniéndose una introduccion eficiente de ARNs
pequefios de interferencia (Li, Yan, and Song 2010; Prapavorarat et al. 2010) y de
ARN de doble cadena para bloquear la traduccion de una proteina de WSSV
(Ahanger et al. 2014). Otros autores han utilizado reactivos alternos como
Cellfectin para introducir ARNs pequefios de interferencia (Chang et al. 2012).
Ademas, se ha demostrado que adicionalmente a la ligacion del ARN con agentes
transfectantes, éstos pueden ser inyectados directamente en animales o ser
aplicados en cultivos celulares de manera directa, obteniendo en ambos casos
alta eficiencia en la introduccion del acido nucleico y/o la expresion del gen
(Leebonoi et al. 2015; Huang et al. 2015; Liu et al. 2016).

Finalmente, las metodologias de edicion gendmica, una revolucién en el
mundo cientifico, han demostrado la eficiencia de los TALENSs, obteniendo
exitosamente mutaciones de sitio dirigido en diferentes especies (Xiao et al. 2013;
Sajwan et al. 2013; Hosoi et al. 2014, Zhang et al. 2013; Aryan et al. 2013;
Moghaddassi, Eyestone, and Bishop 2014; Kawahara et al. 2016; Chen et al.
2016) y dos reportes en crustaceos (Hiruta et al. 2014; Naitou et al. 2014)
utilizando de modelo la pulga de agua, Daphnia, sin embargo aun no se han

reportado en langostinos.
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2.2 Bases teoérico cientificas

Los estudios en langostino han sido enfocados en los hemocitos, ya que
estas son células relacionadas con el sistema inmune del langostino
(Tassanakajon et al. 2013), cumpliendo las actividades de encapsulacion,
fagocitosis y endocitosis ante infecciones por patdgenos, asi como en la
produccion y liberacion de sustancias antivirales (Van de Braak et al. 2002;
Rendon y Balcazar 2003; Aguirre-Guzman et al. 2009; George et al. 2011).
Ademas, en estas células poseen sistemas antivirales intracelulares mediados por
proteinas y ARN de interferencia (ARNi) (Li et al. 2014; Huang and Zhang 2013).

Un proteina de interés que podria actuar en los hemocitos como un sistema
de defensa es la codificante por el gen p53. Esta es una proteina involucrada en
un gran numero de vias de sefalizacidon celular tales como la regulacién del ciclo
celular o la activacion de la apoptosis en respuesta a dafios en la secuencia del
genoma o a diferentes estimulos de estrés (Vousden and Lu 2002). Ademas, p53
tiene como funcién ser supresor de tumores en humanos y muchas otras especies
(Levine and Oren 2009; Donehower et al. 1995; Broz and Attardi 2010; Wei et al.
2005; Suman et al. 2009; Storer and Zon 2010), a través de la detencién del ciclo
celular o la activacion de la apoptosis, lo cual evita el crecimiento celular sin

control (Carstens et al. 2004).

El gen codificante de p53 estd conservado en un amplio grupo de
organismos, desde los mamiferos hasta los nematodos e insectos (Lu and
Abrams 2006) y en humanos se agrupa con p63 y p73 en una misma familia de
proteinas (Levrero et al. 2000). En murinos, este gen estad regulado por un
promotor de aproximadamente 1.7 Kb con elementos de regulacion positiva y
negativa de manera dependiente del ciclo celular (Boggs and Reisman 2006).
Dentro del ORF se han caracterizado secuencias correspondientes a dominios de
transactivacion y de union con la proteina Mdm2 en la parte N terminal de la
proteina (Candau et al. 1997; Momand, Wu, and Dasgupta 2000) y dominios de

oligomerizaciéon y de union al ADN en C terminal (McKinney et al. 2004;
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Wolkowicz and Rotter 1997), compartiendo una alta conservacién dentro del
grupo de vertebrados (Ou et al. 2007).

El gen Tp53 ha sido principalmente reportado en los humanos debido a la
importancia clinica. Este gen posee un tamafio aproximado de 20 Kb y una
organizacion de 11 exones y 10 intrones (Soussi and May 1996), los cuales
expresan al menos 12 isoformas de transcritos producidos por eventos de
“splicing” alternativo (Surget, Khoury and Bourdon 2013). Asi mismo, se ha
reportado la importancia que tienen las secuencias intronicas en relacion a la
eficiencia de la actividad de p53 ya que pueden generar cadenas de ARN
mutantes debido a eventos de “splicing” alternativos que conducen a una proteina

deficiente o anomala (Baralle and Baralle 2005).

A nivel funcional esta proteina puede actuar como un factor de
transcripcion que regula la expresién de otros genes (Beckerman and Prives
2010) o interactuar directamente con otras proteinas (Loayza-Puch et al. 2013;
Kruse and Gu 2009; Fridman and Lowe 2003; Keller, Zeng, and Lu 2003) para
inducir a la apoptosis como mecanismo de proteccion (Rutkowski, Hofmann, and
Gartner 2010). Dentro de los procesos que involucran a p53 se encuentra la
respuesta al estrés en muchos organismos, mediante cambios en la interaccion
con algunos inhibidores como MDM2 que puede dar inicio a los procesos de
apoptosis mediante la activacion de proteinas como GPx y MnSOD (Hussain et al.
2004; Perry 2010), y participar en la detencién del ciclo celular (Warmerdam and
Kanaar 2010). En el caso del estrés por la variacion de la temperatura, se genera
una acumulacién nuclear de la proteina p53 en algunas células, conduciendo a la
sobreexpresion de la proteina p21 para detener el ciclo celular (Nitta et al. 1997;
Chen, Lin-Shiau, and Lin 1999).

Otro de los procesos en los cuales esta involucrado el gen p53 es el control
del ciclo celular y el proceso de apoptosis en diferentes especies (Shaw 1996;
Ammundson et al. 1998; Prykhozhij 2010; Hou and Yang 2013; Fan et al. 2010).
Dentro de la secuencia de ADN del gen p53 existen sitios codificantes de
dominios de la proteina relacionados al reconocimiento y union al ADN y a la
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oligomerizacién. Estas regiones del gen de p53 son muy sensibles a mutaciones
de pérdida de sentido y por ende altamente conservadas (Petitjean et al. 2007,
Unger et al. 1993; Olivier et al. 2003).

Por otro lado, el avance de la biotecnologia y los resultados alcanzados
han conducido a la implementacion de metodologias de transfeccion in vitro e in
vivo en diferentes organismos. De esta manera se han desarrollado las
tecnologias de ingreso de ARNs de doble cadena, vacunas de Ultima generacion,
terapias génicas, obtencion de organismos genéticamente modificados, entre
otras mas. Sin embargo, para establecer una metodologia de transfeccion se
debe tener en cuenta algunos criterios tales como la eleccion del tipo de vector, ya
sea viral o no viral, de los cuales el ultimo es preferido por su bajo potencial
inmunogénico (Medina-Kauwe, Xie, and Hamm-Alvarez 2005). Este sistema hace
uso de ADN plasmidico capaz de replicarse autbnomamente y mantenerse dentro
de la célula hospedera por un periodo de tiempo corto 0 muy extenso (Ebersbach
and Gerdes 2005).

Existen diferentes formas de introducir un plasmido, por ejemplo, la
microinyeccion, en la que se introduce el material genético directamente en el
nacleo o en el citoplasma; la biolistica en la que el ADN es disparado permitiendo
su ingreso al nucleo celular; la electroporacion, en la cual mediante pulsos
eléctricos se generan poros en la membrana celular y permite el ingreso del
material genético (Mehier-Humbert and Guy 2005; Khattak et al. 2012).
Actualmente, ademas de estas técnicas, se utilizan los dendrimeros, moléculas
arborescentes cargadas positivamente que se unen al ADN y son tomados por la
célula, y la introduccion de ADN-ligando mediada por receptores celulares
(Kaestner, Scholz, and Lipp 2015).

Una alternativa es la utilizacion de agentes quimicos que tengan la
capacidad de unirse al ADN e ingresar a la célula, entre ellos se encuentran los
liposomas y los policationes. Los liposomas son moléculas de naturaleza lipidica
qgue encierran al ADN y cuando entran en contacto con las células ocurre un

proceso de endocitosis liberando el ADN hacia el espacio intracelular (Cui et al.
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2014). Dentro de los policationes, el PEI (Polyetilenimine) es uno de los polimeros
mas utilizados para la realizacion de la transfeccién, ya que se reporté su
capacidad de adherencia la superficie de la membrana celular y el ingreso dentro
de vesiculas endociticas, las cuales aumentan en tamafio y numero hasta que se
lisan y liberan el ADN que viaja luego hacia el nucleo (Godbey et al. 1999). Este
compuesto es eficiente en un amplio nUmero de organismos y es de baja toxicidad
(Boussif et al. 1995; Hanzlikova et al. 2011).

Otra tecnologia se ha desarrollado recientemente en el area de la
ingenieria genética es el sistema de mutagenesis dirigida mediante la utilizacion
de enzimas modificadas. Dentro de las variantes se han reportado las nucleasas
unidas a dedos de zinc (ZFNs), las nucleasas efectoras tipo activadores de
transcripcion (TALENs) (Miller et al. 2011; Bogdanove and Voytas 2011) y los
sistemas CRISPR/Cas9. Los TALENs constan de un dominio de reconocimiento
de ADN formado por mondmeros en serie, donde cada uno reconoce un
nucledtido y un dominio de actividad nucleasa que ha perdido su especificidad
(Cermak et al. 2011). Esta enzima actua en forma de dimero para realizar un corte
de doble cadena en la region blanco, lo que permite la ocurrencia de una
mutacion debido a la imperfeccion de los sistemas de reparacion celular (Pfeiffer
1998; Heidenreich et al. 2003) y la posibilidad de quitar o insertar secuencias
(Joung and Sander 2013).

2.3. Definicién de términos basicos.

Apoptosis: Un tipo de muerte celular (programada) en el cual la célula
responde a ciertas sefiales al iniciar una reaccion normal que lleva a la muerte
de ella misma. La muerte por apoptosis se caracteriza por la compactacion de
la célula y su nucleo, la diseccion ordenada de la cromatina en piezas debido
a la accion de una endonucleasa especifica que actia sobre el ADN y luego

una rapida fagocitosis de las células (Karp 2011).
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ARNi: Es un proceso en el cual el ARN de doble cadena silencia
especificamente la expresion de genes homologos a través de la degradacion

de su ARNm cognato (Hutvagner and Simard 2008).

Curva de fusién: Todo fragmento de ADN de doble cadena tiene un
punto de fusion (Tm) en el cual el 50% del ADN esta en forma de simple
cadena a una temperatura dada. Esta temperatura depende de la longitud del
ADN, orden de la secuencia, contenido de GC y el tipo de apareamiento. La
curva de fusion se forma debido a un incremento de la temperatura del ADN
de doble cadena lo cual decrece la union del ADN y por lo tanto la
fluorescencia emitida por SYBR Green. La Tm es igual al punto de inflexién de

la curva o el punto maximo de la curva derivada (Dorak 2007).

Exones: Parte de un gen procesado que contribuye al producto de un
ARN maduro (Karp 2011).

Intrén: Parte de un gen que sufrid splicing y que corresponden a las

secuencias interpuestas (Karp 2011).

Mutacion: Un cambio espontaneo en un gen que altera a éste en forma

permanente de tal manera que induce un cambio hereditario (Karp 2011).

Mutagenesis dirigida: Técnica que modifica un gen por medio de una
via predeterminada para producir una proteina con aminoacidos alterados
(Karp 2011).

PCR: Es una técnica en la cual una sola region del ADN, que puede
estar presente en diferentes cantidades, puede amplificarse con precision y
rapidez (Karp 2011).

PCR en tiempo real: Se define como la coleccion de la sefial de
fluorescencia de la reaccién en cadena de la polimerasa a través de los ciclos
(Dorak 2007).
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Polimorfismo: Puede estar referido a los sitios del genoma que varian
con gran frecuencia entre diferentes individuos en las poblaciones de una
especie. Otra acepcion refiere a los polimorfismos de un solo nucleétido que
son sitios del genoma donde las bases alternas se encuentran con gran
frecuencia en la poblacion. Los polimorfismos de un solo nucleétido son
excelentes marcadores genéticos ara los estudios de mapeo de genoma
(Karp 2011).

Promotor: El sitio del ADN en el que una molécula de polimerasa de
ARN se une antes de iniciar la transcripcion. El promotor contiene informacion
gue determina cual de las dos cadenas de ADN se transcribe y el sitio en el

cual comienza la transcripcion (Karp 2011).

Splicing: Es el proceso de remocion de las secuencias de ADN

interpuestas (intrones) de un transcrito primario (Karp 2011).

TALENs: Son secuencias de proteinas de unién al ADN conocidas
como efectores tipo activadores de transcripcion (TALEs por sus siglas en
inglés) que han sido unidos a una nucleasa (Fokl), y por consecuencia
denominadas TALENSs. Estas son disefiadas para ser modulos de edicién de
genes que parecen mas faciles de usar que los ZFNs. Las nucleasas cortan
una secuencia de ADN deseadas en el genoma creando una ruptura de doble
cadena. ElI ADN es luego reparado usando la habilidad natural de las células,

aprovechando para la generacién de mutaciones (Hoy 2013).

Transcriptasa inversa: Una polimerasa de ADN dependiente de ARN.
Es una enzima que utiliza el ARN como molde para sintetizar una cadena
complementaria de ADN. Se encuentra en los virus que contienen ARN y se

usa en el laboratorio para sintetizar ADNc (Karp 2011).

Transformacion: Es la captacion de ADN desnudo en una célula que

lleva al cambio hereditario del genoma celular (Karp 2011).



Transfeccion: Es un término utilizado para referirse a la insercion de
segmentos de ADN dentro de las células. Por ejemplo, la insercién de un gen
que codifica a la proteina verde fluorescente de tal manera que la célula
adquiere una fluorescencia bajo ciertas condiciones de iluminacion. También
es referido a la introduccion de ARN de doble cadena en las células para
causar silenciamiento por ARN de interferencia (Nill 2005).

MATERIAL Y METODOS.

3.1. Localidad y periodo de ejecucion.

El presente trabajo se realiz6 en el departamento Tumbes, desde
setiembre del 2014 a febrero del 2016.

3.2. Poblacién, muestreo y muestra.

La poblacion consistié en langostinos Litopenaeus vannamei juveniles
de la langostinera La Fragata, Tumbes. La muestra consisti6 en 300
langostinos juveniles L. vannamei de la langostinera La Fragata colectados en

el afio 2015 y distribuidos en los diferentes ensayos.

3.3. Animales y condiciones de aclimatacion

Los langostinos L. vannamei juveniles fueron donados por la
langostinera La Fragata, ubicada en Puerto Pizarro, Tumbes. Los animales
entre 3 y 7 gr fueron transportados en tanques con agua de mar hacia el
centro experimental CEBAP donde se realizaron las pruebas. Los animales
fueron aclimatados por dos semanas en tanques con 800 L de agua de mar,
manteniéndolos a una temperatura de 28 =+ 0.5 °C y una salinidad entre 28 a
32 ppt bajo un fotoperiodo natural y con aireacion constante. Los langostinos

fueron alimentados 2 veces al dia con alimento balanceado Nicovita.
3.4. Coleccion de la muestra
Se extrajeron muestras de musculo abdominal de langostinos de 0.1 gr

aproximadamente y se conservaron en etanol absoluto a -20°C hasta el

momento de su procesamiento.
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También se colectaron muestras de hemolinfa del seno ventral ubicado
en la base del primer segmento abdominal de los langostinos. Primero se
desinfectd el area de puncién con alcohol 70% helado, luego se introdujo la
aguja de una jeringa de 1 mL con 0.1 mL de Solucién de Alsever modificada
helada (Citrato de sodio 27 mM, NaCl 336 mM, Glucosa 115 mM, EDTA 9
mM, pH 7.0), la cual funcioné como anticoagulante (George and Dhar 2010).
Se extrajo aproximadamente 0.1 mL y las jeringas fueron transportadas al

laboratorio manteniéndolas frias antes de su procesamiento.

En el caso de los andlisis moleculares, la hemolinfa fue colocada en un
microtubo de 1.5 mL, y centrifugada a 13000 rpm, por 10 minutos a 4°C y se
descartd el plasma, manteniendo solo los hemocitos. Para las pruebas por
microscopia convencional, la hemolinfa fue colocada en microtubos de 1.5
mL, centrifugada a 2000 rpm por 8 minutos, se descart6 el sobrenadante y los
hemocitos restantes fueron resuspendidos en una solucién salina (NaCl
450mM, 10mM KCI, EDTA.NA; 10 mM, HEPES 10mM regulado a pH 7.2)

para los andlisis al microscopio.

3.5. Obtencion y construccién de los vectores de expresion

Los vectores de expresion utilizados fueron el plasmido pCMV-GFP
(Addgene), el cudl fue proporcionado por Inca’Biotec SAC, y conservado a -
20°C. Este plasmido circular de 4472 pb con capacidad para generar un alto
namero de copias posee un promotor del gen IE del citomegalovirus que
controla la expresion del gen reportero incrementado EGFP. Ademas, posee
un gen de resistencia a la ampicilina. Este vector fue utilizado para el
establecimiento de metodologias de transfeccion en langostinos, debido a la

presencia del gen reportero que facilitaria la deteccion de expresion.

Los vectores pTALENs fueron sintetizados de acuerdo al disefio
informatico basado en las secuencias de la region p53 de L. vannamei. Estos
vectores de expresion poseen un promotor del gen IE del citomegalovirus,

seguido de un promotor T7 para la transcripcion in vitro. El fragmento TALEN
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regulado por estos promotores consta de una secuencia codificante de una
region N terminal con una sefial de localizacion nuclear, la region de
reconocimiento de ADN, la parte C terminal y la secuencia para la proteina
fusion Fokl. Ademas, posee una secuencia de resistencia a la ampicilina y a
higromicina. La obtencién de una proteina TALEN funcional requiere de dos
vectores ya que es una proteina que funciona como dimero para realizar un
corte de doble cadena y posteriormente obtener una mutacion en el sitio

blanco.

3.6. Disefioy construccién de los TALENs

Los sitios potenciales para el disefio de los TALENSs fueron escaneados
dentro de las regiones conservadas del gen p53 utilizando el programa
TALEN Targeter (https:// tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen) (Doyle et al.
2012). La busqueda se ajustd a la regla general del reconocimiento por
TALEN (NG, HD, NI, y NN reconocen a T, C, A, y G respectivamente), un
espaciador de 14-20 pb, entre 15 y 18 mddulos repetidos y una base T en

posicion 0.

Para la construccion de los plasmidos codificantes de TALENs se
utilizaron dos estrategias. La primera consistio en la obtencion de los
plasmidos portadores de TALENs en el laboratorio utilizando el kit de
ensamble EZ-TAL™ (System Bioscience), siguiendo las recomendaciones del
proveedor, las cuales se basan en amplificaciones por PCRs y ligaciones con
plasmidos para la obtencion de los plasmidos codificantes de TALENSs. La
segunda estrategia utilizada consistio en enviar los disefios de TALENs
dirigidos al gen p53 a GeneCopoeia (Moore, Chandrahas, and Bleris 2014)
para su sintesis. Los vectores pTALENS sintetizados incluyen las secuencias
para una de las regiones codificantes de la subunidad de la proteina TALENs
(derecha o izquierda), una region promotora del virus CMV y la secuencia
codificante de la proteina Fokl, ademas de los genes de resistencia para la

seleccion.
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3.7. Transformacion y purificacion de plasmidos

Los plasmidos pCMV-GFP y pTALENs fueron transformados en
bacterias E. coli JM109 competentes y luego purificados a partir de estas.
Para la obtencion de bacterias competentes, se reactivd un inéculo de
bacteria en caldo LB, luego se dej6 crecer a 37°C hasta un la obtencién de un
OD entre 3.5 a 4.0, después se concentraron las bacterias a 4500 ¢
manteniendo a 4°C por 10 minutos, el pellet fue resuspendido en CaCl; a
0.075 mM por 20 minutos a 4°C, luego se centrifugd nuevamente, se descarté
el sobrenadante y se resuspendié en 400 pyL de CaCl, a 0.075 mM. Estas

fueron conservadas a 4°C por maximo 4 dias (Tu et al. 2005).

El método de transformacion bacteriana utilizado en este trabajo se
basé en la aplicacion de un cambio brusco de temperatura (Sun et al. 2009;
Singh et al. 2010). Se agreg6 100 ng de cada uno de los plasmidos y a 50 pL
de bacteria competente, luego se colocaron los microtubos con esta solucion
en hielo por 20 minutos. Después se sometié a una variacion brusca de la
temperatura llevando hasta 42°C, manteniéndolo por 90 segundos vy
regresandolo al hielo inmediatamente. Posteriormente se agregé 400 uL de
caldo SOC (2% de triptona, 0,5% de extracto de levadura, NaCl a 10mM, KCI
a 2.5mM, MgCI2 a 10mM, MgS0O4 a 10mM, Glucosa a 20mM, todo diluido en
agua destilada) y se incubaron las bacterias a 37°C por 2 horas
aproximadamente. Finalmente se sembraron 100 pL del caldo con bacterias
en placas de agar LB con 100 pg/mL de ampicilina y fueron llevadas a 37°C y

evaluadas luego de 18 horas.

Las colonias positivas fueron sembradas en caldo LB e incubadas por
24 horas a 37°C. Luego se utilizé el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo
Science Scientific) siguiendo el protocolo sugerido por el proveedor, los
plasmidos fueron resuspendidos en la soluciéon tampon del kit. Ademas, los
plasmidos fueron purificados con el kit GeneJET Plasmid Maxiprep partiendo
de 100 mL de caldo con E. coli a 1 OD aproximadamente y siguiendo las

recomendaciones del proveedor. Posteriormente, los plasmidos fueron
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cuantificados y migrados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.0 % con
80V por 60 minutos. El gel fue expuesto a luz UV para la observacion de las

bandas.

3.8. Extraccién del ADN gendmico

Se procesaron 2 tipos de tejidos el muscular y hemocitos, luego se
siguid el protocolo de Aljanabi y Martinez (Aljanabi and Martinez, 1997) con
algunas modificaciones para la extraccion de ADN. Se agregd 400 pL para
musculo y 200 pyL para hemocitos de una solucién de lisis TEN (0.4 M de
NaCl, 10 mM de Tris-HCI pH 8 y 50 mM de EDTA) y SDS al 20%, después de
una incubacion a 60°C se agregé NaCl a 6 M por una hora y se centrifugé a
13000 rpm, el ADN incluido en el sobrenadante fue precipitado utilizando 2
voliumenes de etanol absoluto, luego se lavaron las muestras en etanol 70% y
se resuspendieron en 30 pL de solucion TE (Tris 10 mM pH 8.0, EDTA 1mM).

El ADN extraido fue conservado a -20°C.

3.9. Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN total fue realizada de las muestras colectadas de
musculo y hemocitos utilizando la metodologia de TriReagent (Molecular
Research Center, Inc) homogenizando el tejido con el TriReagent, luego se
purificd con cloroformo a 13000 rpm a 4°C por 15 minutos y el sobrenadante
gue contenia el ARN se precipité con isopropanol y se lavo con etanol al 70%,
después se resuspendio en agua libre de nucleasas y finalmente se aplicé un
tratamiento con ADNasa | (Roche) incubando las muestras a 37°C por 20

minutos. Se inactivo la enzima a 75°C por 10 minutos.
3.10. Sintesis de ADNc
El ADNCc fue sintetizado a partir del ARN total extraido de musculo y de

hemocitos empleando el kit RevertAid (Thermo Scientific) y siguiendo las
indicaciones del proveedor. El oligodT,, 100uM (IDT DNA) fue utilizado como
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iniciador de la reaccion de la transcripcion reversa. Se tomé 8 uL de ARN y se
mezcldé con 100 pmol de oligodT a 65°C, luego se colocaron en hielo y se
agrego la mezcla de la enzima Revert Aid con su solucién tampon, los dNTPs
y un inhibidor de las ARNasas (Ribolock 40U/uL), estos fueron incubados a
42°C por 60 minutos y luego a 70°C por 10 minutos para inactivar la enzima.
El ADNc obtenido fue conservado a -20°C.

3.11. Disefo de iniciadores

Los iniciadores fueron disefiados en base a la secuencia del gen Lvp53
(KC422442) para la caracterizacion de sus secuencias. Se identificaron las
secuencias de nucleétidos codificantes de los motivos de union al ADN y de
oligomerizacion de la proteina p53 y se disefiaron iniciadores cercanos a
estas regiones, con el objetivo de definir las regiones intrénicas y exoénicas.
Los iniciadores fueron disefiados mediante el programa PrimerBlast, luego se
analizaron sus propiedades termodinamicas con la herramienta Oligoanalizer
(IDT DNA) y se seleccionaron aquellos con bajas probabilidades de formar
estructuras secundarias. Estos fueron cotejados con el programa BLASTn
para determinar su especificidad. Finalmente, los iniciadores elegidos fueron

enviados a IDT DNA para su sintesis.

3.12. Amplificacion por PCR

La amplificacion de regiones del gen p53 de L. vannamei (Lvp53) fue
realizada en busqueda de caracterizar algunas regiones intrénicas del gen
Lvp53. La amplificacion fue desarrollada en un volumen de 25 pL conteniendo
aproximadamente 100 ng de ADNg o de ADNc, 1 U de la Taq polimerasa
recombinante (Thermo Scientific), 0.2 mM de cada dNTP, 0.6 yM de cada
iniciador, 1.5 mM de MgCl, y la solucion tampoén de la polimerasa a 1X. El
programa utilizado en el termociclador fue 94°C por 4 minutos, 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, una temperatura de hibridacion variable entre 56 a
60°C por 30 segundos para la caracterizacion de regiones del gen Lvp53 y a
58°C para amplificar la region blanco de mutacién, y a 72°C por 1 minuto.
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Después de un ciclo de extension final de 72°C por 6 minutos y se
mantuvieron los productos a 4°C. Los productos de PCR obtenidos fueron
separados por una migracion electroforética utilizando un gel de agarosa al
1.5% tefido con bromuro de etidio a 0.5 pg/mL sumergido en una solucién

tampon TAE 1X. Se utilizaron 90V por 40 minutos para la migracion.

3.13. Secuenciacién de amplicones

Los productos de PCR obtenidos de la prueba de caracterizacion de
regiones del gen Lvp53 fueron enviados a secuenciar en ambas direcciones a
Macrogen (USA) por electroforesis capilar con un analizador ABI 3730xl
(Applied Biosystems), y se obtuvieron las secuencias sobre ambas cadenas
utilizando los iniciadores sentido y antisentido utilizados anteriormente

correspondientes a cada fragmento.

3.14. Ensayo de estrés térmico

El primer grupo de ensayos experimentales consiste en la evaluacion
del efecto del estrés térmico sobre los niveles de expresion del gen Lvp53 de
hemocitos del langostino. Para su realizacion, los animales de 4 a 6 gr fueron
colocados en una cantidad de 8 animales por tina con 20 L de agua de mar
aproximadamente y mantenidos a las condiciones de aclimatacion. Los

ensayos de estrés térmico consistieron en 2 pruebas.

La primera de ellas consisti6 en modificar la temperatura del agua en
cada tina desde 28°C hasta 33°C, 35°C y 25°C, utilizando termostatos y agua
de mar atemperada. La tasa de variacion de temperatura fue de 5°C por hora
aproximadamente y se destiné una tina para cada temperatura, cada una de
ellas con 8 animales. Ademas, una tina se mantuvo a 28°C como control. Las
muestras requeridas para el analisis fueron los hemocitos y la colecta se

realizé una hora después de alcanzar la temperatura deseada.
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En el segundo ensayo, se colocaron tinas con 20 L de agua de mar,
una de ellas a 21°C y la otra a 37°C, luego se colocaron 8 langostinos,
mantenidos inicialmente a 28°C en cada una de ellas. Los animales fueron

expuestos por 15 minutos antes de colectar la muestra de hemocitos.

3.15. Analisis de la expresion del gen Lvp53

Las evaluaciones de la expresion del gen Lvp53 en situaciones de
estrés térmico fueron realizadas mediante una amplificacion por PCR en
tiempo real a partir del ADNc. Se utilizé el kit de Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (ThermoScientific) siguiendo las recomendaciones del
proveedor se adiciond 12.5 uL del buffer junto con la polimerasa, luego se
adicion6 9.5 pL de agua libre de nucleasas el agua, 1 uL de cada iniciador
gp53F1: TTCAAGCAAAGCTGCCACC y de gp53R1:
ATTCACAGCCCTCACCCTC para amplificar un fragmento de p53, ademas,
se utilizaron los iniciadores gEfaF1 y gEfaR1(Incabiotec SAC) para amplificar
un fragmento del gen Efal alpha de langostino de 150 pb, aproximadamente,
el cual sirvi6 como gen de referencia para los analisis (Dhar et al. 2009; Chen
et al. 2015). Finalmente, se agregd 1 uL de ADNc completando la reaccion a
25 uL. Las reacciones fueron llevadas al termociclador StepOne (Applied
Biosystem) y expuestas a 95°C por 10 minutos, luego 40 ciclos de 95°C por
15 seq, 59°C por 30 seqg. y 72°C por 30 seg. y la lectura de la fluorescencia
fue realizada en el paso de extension. Para obtener la curva de fusion, las
reacciones fueron expuestas a 95°C por 15 seg., luego a 55°C por 1 minuto y
se incrementd la temperatura a 0.3°C cada 20 segundos hasta alcanzar 95°C.
La cuantificacion relativa del gen p53 fue calculada utilizando el método
comparativo por AACt (Schmittgen and Livak 2008).

3.16. Ensayo de transfeccién de pCMV-GFP en langostinos
Se realizaron pruebas para establecer una metodologia de transfeccion

in vivo de los hemocitos. El primer ensayo consistid en evaluar el efecto de la

concentracion del plasmido pCMV-GFP sobre la expresion del gen reportero
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GFP en los hemocitos. En este ensayo se agruparon en 10 langostinos de 4 —
6 gr por tina con 30 L de agua de mar. Las cantidades de plasmidos
evaluadas fueron 5 ug, 10 uyg y 15 ug, las cuales fueron mezcladas con la
solucion transfectante a un volumen de 100 uL. La solucién resultante fue
cargada en una jeringa de 1mL y se inyectd en el seno ventral de cada
langostino. Después de 24 horas las muestras de hemolinfa fueron
colectadas, procesadas y analizadas mediante pruebas moleculares y

observacion de la fluorescencia de la proteina verde fluorescente (GFP).

El segundo ensayo fue realizado para determinar la relacién entre el
tiempo de colecta de la muestra posterior a la transfeccion y la expresion del
gen reportero. Se distribuyeron 5 animales por tina para este ensayo y se
utilizé una cantidad Unica de 10 ug del plasmido pCMV-GFP, junto con el PEI
para las transfecciones. Los tiempos de colecta fueron 12, 24 y 48 horas y se
analizé la expresion a través de pruebas moleculares y por microscopia

confocal.

3.17. Preparacion del plasmido/transfectante

Los plasmidos pCMV-GFP purificados fueron utilizados para los
ensayos de establecimiento de la transfeccion. Antes de la transfeccién de los
plasmidos, éstos fueron mezclaron con la solucion transfectante PEI 25000
KDa (Sigma Aldrich). Los plasmidos fueron adicionados a un microtubo en las
cantidades acorde a cada ensayo, luego se afiadi6 NaCl 150 mM hasta
alcanzar 50 yL y se homogeniz6 suavemente. En otro tubo se agreg6 2 L de
PEI por cada ug de plasmido (ratio N/P=3) y se completd con NaCl 150 mM
hasta 50 yL, luego se homogeniz6 completamente. Finalmente, se agitd con
un vortex por 15 segundos, se traspasé el volumen de solucién con PEI al
microtubo con la solucién de ADN y se incub6 por 20 minutos a temperatura

ambiente antes de ser utilizado.

Los plasmidos TALENSs fueron mezclados con la solucion transfectante

jetPEl in vivo (Polypus) como agente transfectante siguiendo las
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recomendaciones del proveedor. Cada plasmido fue mezclado en una
cantidad de plasmido total de 10 ug con una solucion de glucosa al 5% en un
volumen de 50 pL, en otro microtubo se mezclaron 1.2 uL de jetPEIl en 50 pL
de solucion de glucosa al 5%. Ambas mezclas se homogenizaron y después
se agrego la solucion de jetPEI hacia el microtubo con la solucién plasmidica,
se homogenizo por vortex y se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente

antes de ser utilizados.

3.18. Andlisis de la expresion del gen reportero EGFP

Las evaluaciones de la expresion del gen EGFP de los animales
transfectados fueron realizadas mediante una amplificacion por PCR en
tiempo real a partir del ADNc. Se utilizé el kit de Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (ThermoScientific) siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Se usaron los iniciadores exitosos en la amplificacion del
fragmento EGFP. Se utilizaron los iniciadores qEfaFl y qEfaR1l
correspondientes al gen Efal alpha de langostino, el cual sirvi6 como gen de
referencia para los analisis. Finalmente se agregé 1 uL de ADNc completando
la reaccion a 25 uL. Las amplificaciones fueron realizadas segun la siguiente
programacion: 95°C por 10 minutos, luego 40 ciclos de 95°C por 15 seg.,
59°C por 30 seg. y 72°C por 30 seg., en este ultimo se realizé la lectura de la
fluorescencia. Para obtener la curva de fusion, las reacciones fueron
realizadas a 95°C por 15 seg., luego a 55°C por 1 minuto y se incrementé la
temperatura a 0.3°C cada 20 segundos hasta alcanzar 95°C. La cuantificaciéon
relativa del gen EGFP fue calculada utilizando el método comparativo por
AACt (Schmittgen and Livak 2008).

3.19. Deteccidn por microscopia confocal

Los hemocitos colectados de los langostinos pertenecientes a las
evaluaciones de transfeccion de pCVM-GFP fueron evaluados mediante la
deteccion de la fluorescencia utilizando el microscopio confocal FV10i-LIV
(Olympus). Las muestras de hemolinfa fueron centrifugadas a 2000 rpm por 8
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minutos, luego se descart6 el sobrenadante y los hemocitos restantes fueron
resuspendidos en la solucién salina (NaCl 450mM, 10mM KCI, EDTA.NA; 10
mM, HEPES 10mM regulado a pH 7.2) (Vargas-Albores, Guzman, and Ochoa
1993). Luego se colocaron los hemocitos sobre una lamina para ser
observados al microscopio. El laser de emision del equipo fue ajustado a 488
nm con una intensidad de 40.5% y el filtro de excitacion a 510 nm
correspondiente a los parametros de EGFP. La intensidad del laser fue
ajustada para evitar la deteccion de artefactos de fluorescencia nativa del

langostino.

3.20. Ensayo de mutagénesis dirigida al gen Lvp53

Un tercer grupo de ensayos experimentales consistido en la obtencion
de mutaciones dirigidas al gen Lvp53 en hemocitos de langostino. Las
pruebas experimentales se realizaron en recipientes con 30 L de agua de mar,
siguiendo las condiciones utilizadas en la aclimatacion y distribuyendo 5
animales por tina. Se utilizaron 3 tinas, en la primera los animales fueron
transfectados con los plasmidos codificantes de pTALEN 1 mas jetPEl, en la
segunda aquellos codificantes de pTALEN 2 mas el jetPEI y en la tercera solo
jetPEl. La transfeccién de hemocitos fue realizada via inyeccién del complejo
Tal-jetPEIl en la cavidad abdominal de los langostinos juveniles. Se cargaron
100 pL de soluciéon transfectante con plasmido en una jeringa de 1 mL y se
inyectd en el seno ventral de los langostinos. La colecta de muestras se
realizé a las 48 horas post inyeccion para los andlisis de la expresion de la
enzima Fokl y 96 horas posterior a la transfeccion para el analisis del ADNg y

la morfologia de hemocitos.

3.21. Evaluacion citoldgica

Los hemocitos provenientes de la transfeccion con los plasmidos
codificantes de TALENs fueron colectados y resuspendidos en la soluciéon
salina estéril. A partir de esta solucién se cogié una gota y se colocé sobre

una ldmina. Los hemocitos fueron fijados con metanol por 7 minutos, luego se
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tineron con el colorante Giemsa al 10% por 20 minutos, se enjuagaron con
agua destilada y se observaron en un microscopio (Olympus). Se realizaron
observaciones de los hemocitos tefiidos para detectar algun cambio en la
morfologia de las células y del nicleo que puedan estar relacionados con la
mutacion de Lvp53 la cual conduzca a procesos de inmortalizacion (Matozzo
and Marin 2010).

3.22. Procesamiento y analisis de datos

Analisis de secuencia

Las secuencias de ADN sentido y antisentido obtenidas para cada
fragmento del gen Lvp53 fueron ensambladas con el programa libre
Sequencher 5.2.4 (Gene Codes Corporation), luego las secuencias consenso
resultantes fueron analizadas utilizando el programa Blastn (GenBank),
ajustando los parametros para una busqueda con poca similitud, para
determinar su correspondencia con el gen Lvp53. Estas secuencias fueron
alineadas en el programa ClustalX. Las regiones intronicas probables fueron
confirmadas utilizando el programa libre NNSPLICE 0.9
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) en el cual se ingresaron las
secuencias consenso en formato FASTA, se ajusto la busqueda a la base de
datos de humanos u otras especies, con valores de score por defecto a 0.4y

se buscaron los sitios aceptores 3’ y donadores 5’ (Reese et al. 1997).

Andlisis del polimorfismo

Los polimorfismos de secuencia de las regiones intronicas estudiadas
fueron obtenidos del alineamiento y comparacion de secuencias realizado con
el programa Mega 5.2, aprovechando la herramienta de analisis de datos
donde se encontraron los sitios conservados y los sitios variables dentro de
las regiones intronicas. Los polimorfismos analizados fueron de tipo

sustitucion nucleotidica y de tipo Indel. (Tamura et al. 2011).
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Identificacién de motivos reguladores

Las secuencias de ADNg obtenidas a partir de las amplificaciones
fueron analizadas con el programa libre RegRNA
(http://regrna.mbc.nctu.edu.tw/html/prediction.html) (Huang et al. 2006),
considerando a las secuencias como pre-mRNA y se han analizado la
presencia de motivos de tipo reguladores de splicing encontrados en exones y
en intrones, y motivos reguladores transcripcionales. Por otro lado, se utilizo la
herramienta informatica FAS-ESS (http://genes.mit.edu/fas-ess/) para
determinar las posibles secuencias silenciadores de splicing (Wang et al.
2006).

Datos de la expresion génica

En el caso de los datos obtenidos a partir de una amplificaciéon por PCR
en tiempo real, estos fueron procesados con el programa StepOne v2.2.2 para
obtener los valores del Ct, las Tm y para realizar los calculos de la expresién
relativa de los genes Lvp53 y EGFP y la obtencion de los graficos se utilizaron
este programa en conjunto con el Micrsoft Excel. Las imagenes obtenidas por
el microscopio de fluorescencia fueron procesadas con el programa FV10i

correspondiente al equipo de microscopia por fluorescencia.

Analisis estadistico

Para el analisis de las expresiones de Lvp53 y de EGFP en los ensayos
de estrés térmico se utilizd la prueba t-student no apareada con un p<0.05.
Los andlisis fueron realizados utilizando la herramienta t test calculator del
programa libre (http://graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm). Los promedios y

varianzas fueron calculadas utilizando el programa Microsoft Excel.



4. RESULTADOS.

4.1 Caracterizacion parcial del gen Lvp53

El ADNg total y ADNc extraidos del masculo de L. vannamei fueron
utilizados como plantilla para la amplificacibn en combinacién con los
iniciadores disefiados para la obtencién de posibles secuencias intrénicas, los
cuales son mostrados en la tabla 1. Sin embargo, so6lo 2 juegos condujeron a
la obtencion de un amplicon, p53F2-p53R2 y p53F3-p53R3. Los fragmentos
obtenidos fueron migrados por electroforesis junto a un marcador de peso
molecular tipo escalera de 100 pb (Thermo Scientific), (Figura 1). Los
productos obtenidos tuvieron un peso aproximado a 500 pb correspondiendo
al ADNg y los amplicones correspondientes al ADNc fueron cercanos a 200
pb. Estos resultados muestran una variacion entre la longitud encontrada
experimentalmente de los productos de ADNg con los tamafios (Tabla 1) de la
secuencia de ADNc del gen Lvp53 (KC422442) ya reportados, indicando la

posible presencia de intrones dentro de los fragmentos obtenidos.

Figura 1: Amplificacion por PCR de ADNg y de ADNc. Los amplicones fueron migrados
en un gel de agarosa al 1.5% junto con un marcador de peso molecular de 100 pb y fue
revelado con bromuro de etidio. 2A y 2B: Los productos correspondientes al juego de
iniciadores p53F2-p53R2 para el ADNc y el ADNg, respectivamente. 3A y 3B: Los
productos correspondientes al juego de iniciadores p53F3-p53R3 para el ADNc y el
ADNg, respectivamente.
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Tabla 1: Iniciadores utilizados para andlisis por PCR y RT-PCR

Tamaifio T°h Gen
Iniciador Secuencia del iniciador (5°- 3’)  Ubicacién esperado del blanco
producto
p53F1 AATCCCGTGGGATTCTCT 506-523 ]
p53R1 GCAGGAAGTGGTAGAGCC 629-612 107 pb >8C  Lvps3
p53F2 TGCCTGGCTGACTCTACTCT 627-646 .
p53R2 GTACGGCAACATTTGGGCAG 789-770 142 pb 26°C  Lvps3
p53F3 CTGCCCAAATGTTGCCGTAC 770-789 .
p53R3 CACCCTCGACCTGCACTAAA 954-935 185 pb 60°C  Lvps3
p53F4 TTTAGTGCAGGTCGAGGGTG 935-954 .
p53R4 CCTCCAACGCATGAAGTCAGA  1081-1061 147 pb 60°C  Lvps3
qp53F1 TTCAAGCAAAGCTGCCACC 846 - 864 .
qp53R1 ATTCACAGCCCTCACCCTC 966-948 120 pb >9°C Lvps3
MutF GCCTTTATGAATGGTGCTTG No reportado .
MutR CACATCATTTGCAAACACCT No reportado 570 pb >8°C  Lvps3
qGFPF1 CCGACCACTACCAGCAGAAC  1217-1236 .
qGFPR1 CGCTTCTCGTTGGGGTCTTT  1325- 1306 109 pb >8C  EGFP
GFPF2  AAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGC 802 - 825
9 201 pb 59°C  EGFP

qGFPR2 CTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAA 979 -1002

4.2 Analisis de secuencias de Lvp53

Los productos provenientes del ADNg que incluian posibles regiones
intrénicas fueron secuenciados en ambos sentidos, luego se obtuvieron las
secuencias consenso resultantes (Seq 1 y Seq 2) las cuales fueron
comparadas con la base de datos del GenBank mediante el programa Blastn,
donde se encontré una alta homologia con la secuencia del ADNc de p53 de
L. vannamei (GenBank: KC422442) en los fragmentos de los extremos 5’ y 3’
de ambas secuencias, y una secuencia sin homologia que interrumpe en la
parte central (Figura 2). Este resultado apoya la hipotesis de la presencia
intrones en este gen. Ademas, se observO que ambas secuencias se
traslapan en aproximadamente 22 pb del extremo 3’ de la Seq. 1 y el extremo
5 de la Seq. 2, asi que esto genera un fragmento mayor con 2 intrones
consecutivos. En este estudio solo se ha realizado una caracterizacién parcial
del gen Lvp53, debido a que se desconoce la presencia de otras secuencias

intronicas.



Seql

1 TTGCCTGGCTGACTCTACTCTGGCACATTCAGTGCCATCACTCCAGCCATGGGCAGGTCGTCACAAATTCGG 72
826 TTGCCTGGCTGACTCTACTCTGGCACATTCAGTGCCATCACTCCAGCCATGGGCAGGTCGTCACAAATTCGG 637
73 CATCTCCCTCCCAACTGGCAACAAAGATCGCAACAAGGTGTGCTGTGTTCAGAATTATCTTTTATGGGGCCT 144
698 CATCTCCCTCCCAACTGGCAACAAAGATCGCAACAAG - - e R
145 TTATGAATGGTGCTTGTTCTTATTATTATCACTATGTAAGTGTAGTTCATTCCTGTGTATGGTACTGTCTGAAC 218

215 CTGTGCATTATTATTTTGTTTTITAAAGGAACTTTCTGAGAATAAAGACAGTTTATGGACTAAGAATTAATTMT 291

292 TTGGTTTTTATGCATAGGAATTTGTATATTTATAGTTTGCATATTTTTATTATGCAATGTTACTTGGTACWAAT 365

366 TAATATGAGACTGCCAATCCAAACTGAAACTAACATGCTTTGTTCTGCAGTGGTGCTACAGTCAGGATCTAG 437
mmmmm - - e - ———TGGTGCTACAGTCAGGATCTAG 757

438 GCAAACTCTACCTCTGCCCAAATGTTGCCGTACA 471

758 GCAAACTCTACCTCTGCCCAAATGTTGCCGTACA 790

Seq2
1 TCTGCCCAAATGTTGCCGTACCAGTGAATGTAACATTGGATGAATGGETGACTGCTAACATCACCATGACCE 72
760 TCTGCCCAAATGTTGCCGTACCAGTGAATGTAACATTGGATGAATGGGTGACTGCTAACATCACCATGACCCEAD
73 CAGTGTTCAAGCAAAGCTGCCACCGCACAGAACCAGTGAACAGGTGCTACAACTGCAAGAGTATTCAAAGT 143
841 CAGTGTTCAAGCAAAGCTGCCACCGCACAGAACCAGTGAACAGGTGCTACAACTG CAAGAGTATTCAAL—
144 AAGTETGTAAATGTTCTTITCACACTTTCCTITCTTTTTTCCATTITATCTGTTGGTATTACCAGGGCAAGTTGTA 217

292 TTAGATTGAAATAGAAAGGAATAATTTAAGATAAATTAAGTAATTTTATTCTTTTCCCTCTCCCCTAGACTGT 363
------------------------------------------------------------------------------------------------------ ACTGT 914

368 GATCCAAATTTGGCTGAGCATTTAGTGCAGGTCGAG GETG 403

915 GATCCAAATTTGGCTGAGCATTTAGTGCAGGTCGAGGGTE 915

40

Figura 2: Secuencia de nucleé6tidos de 2 fragmentos del ADNg del gen p53 de
Litopenaeus vannamei (coloreadas de negro), comparadas con la secuencia publicada de
ADNCc de Lvp53 (GenBank: KC422442) (coloreadas de rojo). Las regiones intronicas son

sombreadas en la secuencia de ADNg y representadas por guiones en el ADNc.

4.3 Caracterizaciéon de laregion exoénica e intrénica

Ambas secuencias, Seq. 1 y Seq. 2, poseen en su interior regiones

exbnicas e intronicas. A partir de las secuencias obtenidas se pudo

caracterizar parcialmente un exén de 109 pb en el extremo 5 de Seq. 1, el

cual posee 54.1% de GC. En esta region se ubica un sitio codificante de un
motivo de union al ADN GCC (492-494) de la proteina Lvp53, el cual codifica
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el aminoécido lisina. Luego se identific6 un exon completo en el
sobrelapamiento de Seq. 1y Seq. 2 con un tamafo de 174 pb 'y 47.7% de GC.
En este exdn se encontraron sitios codificantes de los motivos de
oligomerizaciéon son TAC (120-122), AAC (123-125), TGC (126-128) y AGT
(132-134), los cuales codifican tirosina, asparagina, cisteina y serina
respectivamente (Quian et al. 2014). Finalmente, en el extremo 3’ de la

secuencia Seq. 2 se hallé una region exénica de 45 pb y 48.9% de GC.

Las regiones intronicas ubicadas dentro de las dos secuencias
evaluadas se han denominado intron A y B, respectivamente. El intron A es el
mas proximal al extremo 5 de las secuencias obtenidas, éste posee una
longitud de 306 pb y esta ubicado en la posicion 734 de la secuencia de
Lvp53 (KC422442). Los sitios donadores GT en el extremo 5’ del intron y el
aceptor AG ubicado en el extremo 3’ (Burge et al., 1999) fueron ubicados con
el programa disponible de manera libre NNSPLICE 0.9, con el cual se
obtuvieron 2 posibles sitios donadores y 3 posibles aceptores, sin embargo,
teniendo en cuenta la alineacion en Blastn, se acepté como sitio donador 1,
con GT en posicién 110 pb (score = 0.86) y como aceptor la secuencia AG
ubicada en la posicion 414 pb (0.73), a pesar de que ambos tuvieron los

valores de score mas bajos (Tabla 2).

El intrén B posee una longitud de 227 pb y esta ubicado en la posicion
909 de la secuencia Lvp53 (KC422442). De igual forma que en el intrén A, se
obtuvieron 2 posibles sitios donadores GT y 3 posibles sitios aceptores AG
(Tabla 2), contrastando con los resultados de la alineacién en Blastn se

acept6 al donador 2 (score = 0.99) y al aceptor 3 (score = 0.98) (Tabla 2).
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Tabla 2: Sitios cripticos donantes y aceptores identificados en los intrones Ay B

Intrén Sitio Inicio Fin Exon Intron Score
Donador 1 103 117 caacaag gtgtgctg 0.86
INron A~ B onador 2 173 187 tcactat Qtaagtot 0.99
Donador 1 109 123 tgaacag gt gctaca 0.48
Itron B 5 o nador 2 135 149 attcaaa Otaagot 0.99
Intron Sitio Inicio Fin Intron Exon Score
Aceptor1 | 5o5 265 attattattttgtttttaadl(] gaactttctgagaataaaga 0.92
Intrén A Aceptor 2 288 328 ttatttggtttttatgcatag gaatttgtatatttatagtt 0.91
Aceptor 3 395 435 ctaacatgctttgttctgcag tggtgctacagtcaggatct 0.73
Aceptor 1 186 226 tttatctgttggtattaccag ggcaagttgtaaaggcattg 0.45
Intrén B | AACeptor 2 275 315 ttcatgtctttttatttttag attgaaatagaaaggaataa 0.99
Aceptor 3 339 379 attcttttccctctcccctag actgtgatccaaatttggct 0.98

4.4  Analisis de polimorfismos

Para la identificacion de polimorfismos, se analizaron las secuencias
obtenidas del intrén A de 19 individuos y las secuencias obtenidas del intron B
de 16 de ellos. Se tomaron en cuenta solo las secuencias consenso y se
alinearon entre ellas para determinar los sitios con mayor polimorfismo.
Utilizando el programa Mega se consigui6 resaltar los sitios polimérficos con
letras y los sitios conservados con puntos (Figura 3). La secuencia portadora
del intrbn A muestra 16 sitios polimérficos en la region intronica, por lo tanto,
una homologia de 94.7%, indicando asi gran conservacion de la secuencia
entre diferentes individuos. Por otro lado, la region del intron B posee una
mayor cantidad de polimorfismos incluyendo sustituciones de bases como en
el intron A, pero ademas posee polimorfismos de tipo inserciones y
delecciones esparcidos por toda la region intronica, alcanzando solo un 68.3%
de homologia entre las secuencias. Se puede observar una region dentro del
intrbn B que muestra polimorfismo de tipo insercion/deleccion de

aproximadamente 21 pb.




Intrén A

#Ing.l GTGTGCTGTG TTCAGAATTA TCTTTTGTGG GGCCTTTATG AATGGTGCTT GTTCTTATTA TTATCACTAT GTAAGTGTAG
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.
#Ind.

#Ind.

#Ind. 2

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ind.

#Ing.l TTATGGACTA AGAATTAATT CTTTGGTTTT TATGCATAGG AATTTGTATA TTTATAGTTT GCATATTTTT ATTATGCAAT [240]
010 T 240
301 Lo [240]
2= 1 [240]
=1 [240]
175 [240]
172 [240]
172 1 T [240]
1 T R e T T e emaemaaeas saaeaaaaan [240]
1 2 T [240]
FINA. 1L oo eie i e Mle e et e e ee e et e e ieae e e e e e [240]
FINA.12 o e Bttt e e e e e e e [240]
FInd.13 oo e Bttt e e e e e e e e e [240]
1115 e T et e e [240]
175 [240]
BFINAe16 tevireiiin v, R [240]
3 T [240]
1 o T I [240]
2= 1 Wi e A.... [240]

#Ind.1 ATTACTTGGT ACTAATTAAT ATGAGACTGC CAATCCAAAC TGAAACTAAC ATGCTTTTGT TCTGCA [306]
1T 1R [306]
11 1R [306]
21 2 T [306]
02 T [306]
1 Lo T - [306]
0 T A i et e e e aaee e e [306]
#Ind.8 .......... i [306]
#Ind.9 ..... S i [306]
02 T= 1 T Al i e [306]
#Ind.11 Guvvvnnnns C M e e heaeeeees e raeaaaas reeeeeeaes aeaaas [306]
#Ind.12 Go.vvnn... e e i heeeeaeeee seeaaaeeee eeaaeeeaas - [306]
#Ind.13 G..vunn... T [306]
#Ind.14 ..... e et e e e e aeae et e aeaaee e e [306]
0 T A i et e e e aaee e e [306]
T - [306]
BTN L7 Rurvnenns tarnnnnnns seesennnsn snnnnnnnns sesneranns CAliiiiee e [306]
2 1= 1 - [306]

#Ind.19 ... T i
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Intron B

#Ing.l GTAAGTGTGT AAATGTTCTT TTTTACACTT TCCTTTCTTT TTTT-CCATT TATCTGTTGG TATTACCARG CCTGTATGTA [ 80]
#Ind.?2 P TA. -.AAGT... 80
#Ind. N G. G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
0 T O e G. ..AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#1Ind. . G.AAGT..K. [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#Ind. . G.AAGT.... [ 80]
#1Ind. . G.AACT.... [ 80]
#Ind. 160]
#Ind. 160]
#Ind. [160]
#1nd. [160]
#Ind. 160]
#Ind. 160]
#Ind. 7 [160]
#Ind. [160]
#1nd. [160]
#Ind. 160]
#Ind. 160]
#Ind. [160]
#Ind. [160]
#1nd. [160]
#Ind. 160]
#Ind. 160]
#Ind.1 TAGATTGAAA TARAAAGGAA TAATTTAAGA TAAATTAAGT AATTTTATTC T-TT-CCCTC TCCCCTA [227]

#Ind.2 .....-..W. A.G..... To e, Acoen Gevurnn Te tieieiean CC..T....A GN.TSC. [227]

#Ind. et mene teteanaeee teaaeeeee e . B [227]

#Ind. Be v evete taaeaerere taaraeeare eaeraraaen e Covennn [227

#Ind. Ba v ennns sansrenann raaaaerars saaaserars 2 Tan L . [y R [227

#Ind. Gernnns tararanann barreeeaes araeaeaan B [227

#1Ind. G C -..T C [227

#Ind. G - [227

#Ind. G T [227

#Ind. G T 227

#Ind. G T 227

#Ind. - . A- 227

#Ind. G --. 227

#Ind. G T 227

#Ind. G T [227]

#Ind. G T [227]

Figura 3: Analisis de los polimorfismos entre las secuencias de los intrones A y B. Se
analizaron 19 secuencias del intron A, encontrando un 94.6% de conservacion a
diferencia del intrén B, en el que se analizaron solo 16 secuencias pero se identific6 una
mayor variabilidad y en este grupo de secuencias se presentd solo un 68.3% de
conservacion.

4.5  Sitios reguladores

Después de identificar las regiones exonicas e intronicas, se realizd
una busqueda de posibles motivos reguladores de la expresién y sitios blanco
de miARNs utilizando el programa RegRNA enfocandose en las cadenas
positivas y negativas. El analisis del intron A resultd en la presencia de
algunos sitios reguladores relacionados con 5 motivos reguladores de la
expresion mediante el proceso de splicing alternativo y un posible sitio de
regulacion de la transcripcion homadlogos en humanos. En el caso del intron B
se encontraron 5 posibles motivos reguladores de splicing ubicados a lo largo

del intrén y 2 secuencias potenciadores de la transcripcion homélogas en
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humanos (Tabla 3). Estos resultados muestran los posibles roles que podrian
tener las secuencias intrénicas de p53, sin embargo, se necesita una

confirmacién con ensayos biologicos sobre su funcionalidad.

Tabla 3: Secuencias reguladoras de los procesos de splicing y transcripcion

Tipo secuencias Intron A Intrén B
Reguladores de splicing TGGG (1), AATAAA(2), AGGG (3), AATAAA (2),
TTT(17), CTGT(9), UCAU (8) TTT(21), CTGA (7)
Reguladores de transcripcion GGATTGGC(1) TCAAT (2), CACCTA (1)

La busqueda de sitios silenciadores de eventos de splicing fue
realizada basandose en los sitios de union a proteinas represoras de este
evento. Estos fueron representados graficamente para cada intron (Figura 4).
Se muestra una mayor densidad de sitios inhibidores de splicing probables en
el intron A que en el intrébn B, aumentando la probabilidad de un evento de
splicing alternativo en los exones flanqueantes del primer intrén, sin embargo,

estos resultados deberan ser confirmados con ensayos biolégicos.

FAS-ESS web server results

et FAS-haxl

AT MG AL NG GAAT AT TALGAT AL AT TAAGTAATTTTATTCTTITCCOTCTCOCCTA

168 17e 1ze 1% 288 e

Figura 4: Secuencias funcionales de los intrones A y B. Los sitios con posibles roles de
silenciamiento de los procesos de splicing identificados con el programa FAS-ESS estan
escritos de color rojo sobre las secuencias de ambos intrones.
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4.6 Respuestadel gen Lvp53 a un estrés por temperatura

Para analizar la respuesta del gen Lvp53 del langostino a condiciones
de estrés por elevacion gradual de la temperatura, se analizaron los niveles
de expresion del gen Lvp53 de los animales expuestos por una hora a 25°C,
33°C y 35°C. Los transcritos de ARNm del gen Lvp53 fueron analizados por
PCR en tiempo real a partir de los hemocitos extraidos de langostinos. Como
muestras control o de referencia se usaron los langostinos aclimatados
inicialmente a la temperatura de 28°C. Los resultados obtenidos muestran que
la expresion relativa del gen Lvp53 se incrementé cuando los langostinos
fueron expuestos a las temperaturas diferentes a 28°C (Figura 5). A 25°C se
muestra un pequefio incremento (2.8 veces que la del control) en la expresion
de Lvp53. Lo mismo ocurre a 35°C, en el cual el aumento es mayor que el
presentado con la temperatura anterior (4.6 veces que la del control). Y
finalmente cuando los langostinos fueron expuestos por una hora a 33°C
mostraron la mayor expresion relativa (7.9 veces el control) (Tabla 4). Sin
embargo, las diferencias entre los valores obtenidos para las temperaturas
25°C, 33°C y 35°C en comparacion con 28°C no fueron significativas cuando

fueron analizadas con la prueba T — student (p>0.05).

Tabla 4: Analisis comparativo AACt de la expresion relativa de Lvp53 ante un estrés
térmico

Temperatura ACt
de Gen blanco . AACt RQ RQ max RQ min
.. promedio
exposicion
28°C Lvp53 3.879 0.000 1.000 0.134 7.456
25°C Lvp53 0.931 -1.476 2.783 0.980 78.813
33°C Lvp53 -1.986 -4.393 7.977 0.008 7575.449

35°C Lvp53 -0.411 -2.197 4.584 0.049 432.882
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Expresion de Lvp53 frente a un estrés térmico

(2}

H
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M Lvp53

N

Log(Expresion relativa)

OXt_Jul_J

28°C 25°C 33°C 35°C

Temperatura de exposicion

Figura 5: Niveles de expresion relativa de Lvp53 ante un estrés térmico de 28°C a 25°C,
33°C y 35°C mostrados como el logaritmo de la expresion. Se aprecia un ligero aumento
poco significativo en la expresion obtenida a las temperaturas 25°C, 33°C y 35°C en
comparacion con el grupo de 28°C (p>0.05).

4.7 Respuestadel gen p53 al choque térmico

Se analizé la expresion de gen Lvp53 utilizando la PCR en tiempo real
utilizando los iniciadores gp53F1 y qp53R1 partir de hemocitos de langostinos
sometidos a un cambio inmediato de temperatura del agua. Para este ensayo
los langostinos mantenidos a 28°C fueron traspasados a 21°C y 37°C donde
se mantuvieron por 15 minutos antes de la colecta de muestras. De igual
manera que la prueba anterior, se obtuvo un incremento de la expresion de
Lvp53 cuando se aumentd o disminuy0 la temperatura subitamente (Figura 6).
La expresion relativa de Lvp53 obtenidas a 21°C fue mayor (1.51 veces) a la
obtenida a 28°C y en el caso de la expresion a 37°C, ésta fue de 5.3 veces la
obtenida a la temperatura base (Tabla 5). A pesar de esto, el analisis

estadistico muestra que las diferencias fueron no significativas con un p>0.05.
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Tabla 5: Andlisis comparativo AACt de la expresién relativa de Lvp53 ante un shock
térmico.

Temperatura ACt

Wi Gen blanco I AACt RQ RQ max RQ min
28°C p53 -1.525 0.000 1.000 0.097 10.348
21°C p53 -2.124 -0.599 1.514 0.724 115.485
37°C p53 -3.934 -2.409 5.311 1.133 28.855

Expresion de Lvp53 frente a un shock
térmico
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Figura 6: Niveles de expresion relativa de Lvp53 ante un choque térmico de 28°C a 37°C

0 a 21°C expuestos por 15 minutos. La diferencia entre los niveles de expresion de los
tratamientos fue no significativa (p>0.05), sin embargo, se aprecia una sobreexpresion
considerable cuando es llevado a 37°C.

4.8 Implementacion de metodologia de transfeccion

A partir del plasmido conservado de pCMV-GFP y mediante las
técnicas de transformacion bacteriana en Escherichia coli JIM109 se consiguio
clonar este vector plasmidico para alcanzar las concentraciones requeridas
para el experimento. Los plasmidos obtenidos fueron migrados por
electroforesis (Figura 7) observandose la calidad de la purificacion del
plasmido con el kit GeneJet miniprep. Ademas, los plasmidos fueron
cuantificaron para realizar las transfecciones (Tabla 6). Debido a que las
cantidades obtenidas de la purificacion por miniprep no fueron suficientes para

la realizacion de las pruebas de transfeccién, se empled el kit GeneJET
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Plasmid Maxiprep para obtener una mayor cantidad de plasmidos, de tal
manera que se obtuvo suficiente cantidad para la realizacion de las pruebas.

Los valores de la cuantificacion son mostrados en la tabla 6.

PCMV1  pCMV2 pCMV3  pCMV4

Figura 7: Plasmidos purificados pCMV-GFP. Los plasmidos pCMV-GFP obtenidos de la
transformacién bacteriana y purificados con el kit GenJet Miniprep y se migraron en un
gel de agarosa al 1%, en donde se aprecia una adecuada calidad de los productos.

Tabla 6: Cuantificacion de los plasmidos pCMV-GFP purificados por miniprep y maxiprep

Miniprep
pCMV1 223 pg/mL 20 pL 4.46 pg
pCMV2 186 pug/mL 20 pL 3.72 ug
pCMV3 151 pg/mL 20 pL 3.02 ug
pCMV4 210 pg/mL 20 pL 4.2 ug
Maxiprep
Maxi-CMV1 540 pg /mL 900 pL 486 pg
Maxi-CMV2 415 pg/mL 900 pL 373.5 ug

4.9 Analisis de expresion del gen reportero EGFP

Luego de la transfeccioén in vivo de hemocitos de langostino con 10 ug
del plasmido pCMV-GFP, se realizaron los ensayos para detectar la expresion
del gen reportero EGFP mediante un ensayo de RT-gPCR utilizando los
iniciadores gGFPF2 y qGFPR2. Se analizé la expresion de este gena 12, 24y
48 horas posteriores a la transfeccion y se considerd un grupo inyectado con
la solucion transfectante como control. Los resultados mostraron altos niveles

de expresion a las 24 horas luego de la transfeccion (p<0.05), a diferencia de
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los niveles encontrados a las 12 y 48 horas, los cuales fueron muy cercanos a
una expresion nula (Tabla 7; Figura 8). Por otro lado, la expresion encontrada
en las muestras provenientes de langostinos inyectados solo con PEI fue nula.
Estos datos indican que los niveles de transcritos empiezan a aumentar luego
de las 12 horas hasta alcanzar un pico aproximadamente a las 24 horas y
decaer drasticamente hasta ser casi nula a las 48 horas. Los analisis
estadisticos mostraron una sobreexpresion significativa a las 24 horas sobre

los demas tiempos.

Tabla 7: Andlisis comparativo AACt de la expresion relativa de EGFP luego de la
transfeccion.
Tiempo post- ACt

X Gen blanco . AACt RQ
transfeccion promedio
PEI EGFP 0
12 h EGFP 3.548 3.548 0.085
24 h EGFP -5.540 -5.540 46.537
48 h EGFP 9.073 9.073 0.001

Perfil de expresion de GFP a diferentes horas
post transfeccion
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Figura 8: Niveles de expresion relativa de EGFP post transfeccion. Los analisis por PCR
en tiempo real dirigidos al gen EGFP de los hemocitos analizados a 12, 24 y 48 horas
después de la transfeccion con 10 ug de plasmido. La mayor expresion, comparacién con
los demas datos, fue obtenida a las 24 horas y fue estadisticamente significativa (p<0.05).
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4.10 Ensayo por microscopia confocal

Los hemocitos provenientes de la transfeccion in vivo con 5 pg, 10 ugy
15 ug del plasmido pCMV-GFP fueron visualizados por microscopia confocal
para determinar la variacion de la expresion de la proteina EGFP segun la
cantidad de plasmido transfectado. Para la realizacion de este analisis se
revisaron por lo menos 500 células para cada tratamiento. Los resultados
muestran que el tratamiento control (NaCl + PEI) no mostré hemocitos con
fluorescencia. En el caso de la transfeccion con 5 pg de plasmido tampoco
mostro fluorescencia en los hemocitos. Cuando se transfectaron 10 ug de
plasmido se encontraron escasas células con fluorescencia de la misma
manera que cuando se hizo con 15 pyg, mostrando en éste ultimo algunas
células méas con fluorescencia (Figura 9). Sin embargo, la cantidad de células

con fluorescencia no fue representativa.

Tratamiento

Contraste de fase + GFP

GFP

Control

Tratamiento 5 ug
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Tratamiento 10 ug

Tratamiento 15 g

Tratamiento 15 g

Figura 9: Imagenes de los hemocitos transfectados in vivo con diferentes
concentraciones de pCMV-GFP. En el tratamiento control (PEI) y en el tratamiento con 5
Mg de plasmido no mostraron células con fluorescencia. En cambio, con 10 ug y 15 ug se
observaron algunos hemocitos con fluorescencia correspondiente a GFP.

En el ensayo para determinar el efecto del tiempo de colecta de las
muestras sobre la observacion de la expresion de la proteina EGFP también
se analizaron los hemocitos con el microscopio confocal. Los tiempos
evaluados fueron 12, 24 y 48 horas después de la transfeccion, sin embargo,
no se obtuvieron hemocitos después de la colecta de hemolinfa de los
langostinos pertenecientes al grupo de 12 horas post transfeccion. Los

resultados muestran hemaocitos sin fluorescencia en el grupo de PEI (0 horas),
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y escasas células con fluorescencia a las 24 y 48 horas, sin embargo, la
cantidad de hemocitos con fluorescencia no fue representativa (Figura 10).

Tiempo p.o,st Contraste de fase + GFP GFP
transfeccion

PEI (0 horas)

24 horas

48 horas

Figura 10: Imagenes de los hemocitos transfectados in vivo con pCMV-GFP evaluados a
diferentes tiempos de colecta post transfeccion: 0, 24 y 48 horas. A partir de las 24 horas
post transfeccion se puede apreciar escasas ceélulas fluorescentes.
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La determinacién de las regiones blanco de los TALENSs se realizo a

partir de las secuencias de ADNg obtenidas en el componente anterior. Se

tomaron en cuenta 2 regiones blanco, la primera incluye un triplete codificante

del aminoécido lisina, el cual es un motivo de unién al ADN. La segunda

region corresponde a una codificante de motivos de oligomerizacion. Después

de los analisis con el programa TALEN Targeter se obtuvieron mdultiples

opciones de las cuales se eligieron aquellas que ubicaban las regiones blanco

de mutacién en la parte del espaciador entre ambos dominios del TALENs

(Tabla 8). Estas regiones para el reconocimiento de ADN por parte de los

TALENSs fueron ubicadas a pocos pares de bases una de la otra y un gran

porcentaje fue en secuencias exonicas (Figura 11).

Tabla 8: Regiones blanco de TALENS sobre el gen Lvp53 y sus caracteristicas

ER de sitio %
Nombre . . . Unico de RVDs
TALENS RVDs izquierda RVDs derecha Secuencia blanco
corte en HD o
espaciador NN/NH
TALEN1 NN HD NI NN NG NI HD NN NN HD T Bfal:CTAG 56
NNNNNGNNHD NINIHDNINGNG GCAGTGGTGCTA
NG NI HD NI NN NG NN NN NN HD CAGTCAGG
NG HD NI NN NN NI'NN NI NN atctaggcaaactctac
CTCTGCCCAAATG
TTGCCGT A
TALEN2 NN HD HD NI HD NI HD NG NG NG T Ninguno 50
HD NN HD NI HD NN NINING NIHD  GCCACCGCACAG
NI NN NI NI HD NG HD NG NG NN AACCAGTG
HD NI NN NG NN HD NI NN NG aacaggtgctaca
ACTGCAAGAGTAT

TCAAAGT A



https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=Sequence%20Name
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=TAL1%20RVDs
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=TAL2%20RVDs
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=Plus%20strand%20sequence
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=Unique%20RE%20sites%20in%20spacer
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=%25%20RVDs%20HD%20or%20NN/NH
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=%25%20RVDs%20HD%20or%20NN/NH
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=%25%20RVDs%20HD%20or%20NN/NH
https://tale-nt.cac.cornell.edu/talen/eb7d53566a7b8f9b4f406068a7384547fa9f85dc?sort=asc&order=%25%20RVDs%20HD%20or%20NN/NH
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TTGCCTGGCTGACTCTACTCTGGCACATTCAGTGCCATCACTCCAGCCATGGGCAGGTCGTCACA
AATTCGGCATCTCCCTCCCAACTGGCAACAAAGATCGCAACAAGGTGTGCTGTGTTCAGAATTA
TCTTTTRTGGGGCCTTTATGAATGGTGCTTGTTCTTATTATTATCACTATGTAAGTGTAGTTCATT
CCTGTGTATGGTACTGTCTGAACCTGTGCWTTATTATTTTGTTTTTAAAGGAACTTTCTGAGAAW
AAGGACAGWTTATGGACTAAGAATTAATTMTTTGGTTTTTATGCATAGGAATTTGTATATTTAT
AGTTTGCATATTTTTATTATGCAATRTTACTTGGTACTAATTAATATGAGAMTGCCAATCCARAC
TGAAACTAACATRCTTTTGTTCTGCAGTGGTGCTACAGTCAGGATCTJH AAACTCTACCTCTG
CCCAAATGTTGCCGTACCAGTGAATGTAACATTGGATGASTGGGTGAATGCTAACATCAYCATG
CCAGTGTTCAAGCAAAGCTGCCACCGCACAGAACCAGTGAACAGGTGLTACAACTGCAAG
@ TTCAAAGTAAGTGTWTARATGTYCTTTYTAACACTTTCCTTTYTTTTT TCT
GTTGGTATTACCARGSCAAGTTGTAAAGGCAYTGAAAATATTTTAGGTGTTTGCAAATGATGTG
ATTTCATGTCTTTTTATTTTTAGATTGAAATAGAAAGGAATAATTTAAGATAAATTAAGTAATTT

TATTCTTTTCCCTCCTCCCTAGACTGTGATCCAAATTTGGCTGAGCATTTAGTGCAGGTCGAGGG
TGA

Figura 11: Ubicacién de las regiones blanco de TALENs sobre la secuencia del
fragmento del gen Lvp53, producto de la union de la Seq 1 y la Seq 2, donde los exones
estan subrayados. Las regiones sombreadas de color gris corresponden a las secuencias
blanco izquierda y derecha del TALEN1. Las regiones sombreadas de amarillo
corresponden a las secuencias blanco izquierda y derecha del TALEN2. Los sitios de
union a los iniciadores Mut estan sombreados de celeste. Las secuencias encerradas en
un cuadro corresponden a los motivos de unién al ADN de Lvp53: GGC, y de
oligomerizacion (TAC, AAC, TGC y AGT).

4.12 Construccion de los plasmidos TALENs

La primera estrategia para la construccién de los plasmidos fue el
ensamble mediante el kit EZ-TAL (System Bioscience). Pero no se obtuvieron
los plasmidos finales codificantes de la proteina quimérica de TALENSs. El
proceso quedd detenido en la PCR de los multimeros, los cuales
corresponden a la ligacion de 6 fragmentos de ADN (Figura 12)
correspondientes al disefio de RVDs realizado anteriormente. Luego de la
amplificacion por PCR para la construccion de TALEN 1 solo se obtuvieron
bandas correspondientes a los multimeros de la region izquierda L1, L2 y L3,
pero para los multimeros de la region derecha se obtuvo una banda para R1y
una de menor intensidad para R2 pero no para R3 (Figura 12A). En la
construccion de TALEN 2 se obtuvieron productos correspondientes a los
multimeros de la region izquierda pero en la region de la derecha solo se

obtuvo una banda correspondiente al fragmento R1 (Figura 12B).
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Fig. 12: Migracion en un gel de agarosa al 1.5% de los multimeros correspondientes al kit
EZ-TAL. A) Amplicones de multimeros del TALEN 1, se observan las bandas
caracteristicas alrededor de 700 pb en todos los fragmentos, pero en R3 no se observo
banda. B) Amplicones de multimeros correspondientes a TALEN 2, se observo de
manera similar a TALEN 1 que las bandas obtenidas fueron de un tamafio aprox. a 700
pb pero esta vez no se observaron bandas en R2 ni R3.

La segunda estrategia fue el envio a sintesis de los plasmidos
correspondientes a cada region de reconocimiento del ADN. La sintesis fue
realizada en GeneCopoeia y se obtuvieron 4 plasmidos, 2 denominados Talll
y TallR, correspondientes al TALEN 1, y 2 denominados Tal2l y Tal2R,
correspondientes al TALEN2 (regiébn de la derecha e izquierda). Para
determinar la calidad de los plasmidos estos fueron transformados en E. coli
JM109 y purificados con el kit GeneJdet plasmid miniprep. Los plasmidos

fueron migrados en un gel de agarosa al 1% observando que los plasmidos
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mantuvieron su integridad luego del procesamiento (Figura 13). Luego se
realiz6 una purificacién de plasmidos utilizando el kit GeneJET maxiprep y se

obtuvo las cantidades necesarias para las transfecciones (Tabla 9).

allR Tal2l Tal2R

¥ -

g B N e

Figura 13: Migracion de los pladsmidos codificantes de TALENs en un gel de agarosa al
1% y revelado con bromuro de etidio mediante la luz UV. La migracion permitio verificar la
integridad de los pladsmidos Talll, TallR, Tal2l y Tal2R.

Tabla 9: Cuantificacion de los plasmidos de TALEN 1y 2 purificados
con el GeneJet miniprep y maxiprep.

Plasmido Cantidad Volumen

Mniprep

Talll 19.42 g 20 pL

TallR 18.12 pg 20 pL

Tal2l 15.16 pg 20 pL

Tal2R 50.22 pg 20 pL
Maxiprep

Talll 614 g 1mL

TallR 499 pg 1mL

Tal2l 580 ug 1mL

Tal2R 605 pg 1mL

4.13. Evaluacién de las mutaciones

Luego de la transfeccion in vivo de los plasmidos TALENs los
hemocitos fueron colectados para determinar la presencia de mutaciones en

la region blanco de TALENS por una amplificacion por PCR con los iniciadores
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MutF y MutR flanqueantes de esta region. Previa a esta prueba se realizé una
estandarizacion de los iniciadores, mostrando el éxito en la obtencion de
productos de PCR a partir de muestras de ADNg de hemaocitos (Fig. 14). Para
la realizacion del analisis de las muestras transfectadas con TALENS, se
realiz6 una colecta de hemolinfa previa a la inyeccién de los pldsmidos y
luego una colecta posterior, de tal manera que se pueda comparar los
resultados por individuo. Sin embargo, las amplificaciones por PCR de las
muestras de hemocitos con estos iniciadores no fueron exitosas en la
obtencion de amplicones. Debido a esto no se pudo realizar los andlisis

moleculares de las muestras para determinar la presencia de mutaciones.

Figural4: Estandarizacion de la amplificacién por PCR de las muestras de ADN de
hemocitos con los iniciadores MutF y MutR. Todas las muestras mostraron un amplicén a
excepcion del control negativo, verificando asi las condiciones utilizadas para la
amplificacion.

4.14. Analisis citologico de los hemocitos

Los hemocitos colectados de los langostinos transfectados con los
plasmidos codificantes de TALENSs fueron observados al microscopio después
de ser tefiidos con el colorante Giemsa. Los hemocitos observados de las
muestras de tipo control (inyeccion so6lo con PEI) mostraron un nucleo de
tamafio similar en todas las células con un citoplasma claro y un tamafo
celular homogéneo. En el caso del tratamiento con los plasmidos codificantes

de TALEN 1, la tincion de hemocitos montados en una lamina mostro
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morfologias similares a las observadas en los hemocitos del control, con
nucleos homogéneos y de tamafio celular similar, lo que indica que no hubo
algan cambio significativo relacionado a la mutagénesis dirigida. La
observacion de los hemocitos transfectados con los plasmidos para TALEN 2,
indicé la presencia mayoritaria de las células con morfologia similar a los
tratamientos anteriores, sin embargo, también se identificaron algunas células
de tamafio mas grande, con un citoplasma mas denso y un nucleo
ligeramente mas grande. Este resultado indicaria que podria haber una
alteracion en la morfologia celular relacionada a la mutagénesis, sin embargo,
la cantidad de células de este tipo es poco significativa (Figura 15) y la

morfologia podria ser un indicador de células reactivas.

Control
e '
R = e

TALEN1

TALEN 2

Figura 15: Observacion al microscopio de luz (400X) de los hemocitos colectados de los
animales transfectados con TALEN 1y TALEN 2. No se observan cambios significativos entre
el control y los hemocitos con TALEN1, pero si células con diferente morfologia en el
tratamiento con TALEN 2 sefialadas por flechas rojas.



5. DISCUSION.

La organizacion genética de los genes en organismos eucariotas
acepta la presencia de regiones exobnicas e intronicas. Los exones son las
secuencias que tienen la parte codificante del gen y en algunos casos ciertos
sitios que intervienen en la regulacion de la expresion. Las secuencias
intrénicas, son consideradas de gran importancia debido a su participacién en
el inicio, finalizacién de la transcripcion, la ocurrencia del corte y empalme
alternativo y la organizacion del genoma (Black 2003; Chorev and Carmel 2012;
Kabat et al. 2006; Li et al. 2012).

Los organismos eucariotas poseen varios genes que contienen
secuencias intronicas en su interior, las cuales son eliminadas del ARNm
maduro por un proceso denominado corte y empalme (splicing). Este proceso
es llevado a cabo por un complejo de proteinas llamado espliceosoma
conformado por un grupo de pequefios ARNS, ribonucleoproteinas y otros
factores que permiten la extraccion de una secuencia ubicada entre un sitio
donador y un aceptor (Nilsen 2003; Will and Lihrmann 2011). Por otro lado,
existen un grupo de intrones, que son eliminados por un proceso de corte y
empalme autonomo, sin necesidad del espliceosoma (Vicens et al. 2008; Toor
et al. 2008).

A pesar de que el langostino es uno de los principales recursos
aprovechados en la acuicultura a nivel mundial, ain no se ha reportado la
secuencia del genoma completo de alguna de las diferentes especies y aun
se desconoce mucho acerca de innumerables procesos celulares. El gen
codificante de p53, ha sido estudiado principalmente en las especies de
mamiferos debido a su relacion con la regulacién del ciclo celular y los
procesos de apoptosis, ademas de su utilidad en la obtencién de lineas
celulares y estudios relacionados con el cancer (Kamiya et al. 2002; Komine
et al. 2012; Goh, Coffill, and Lane 2011). Debido a esto, en langostinos se ha
comenzado a realizar estudios sobre este gen y su participacion en procesos

de respuesta al estrés. Sin embargo, s6lo se ha caracterizado la secuencia
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del ADNc (Qian et al. 2014) en la cual se sugieren posibles sitios de
importancia funcional de Lvp53, pero no se ha determinado la estructura
exon/intron del gen, a pesar de haberse reportado en humanos la importancia
de los intrones p53 con su actividad (Sadeghi et al. 2013; Thongsuksai et al.
2010; Trejo-Becerril et al. 2000).

A partir de la amplificacion por PCR del ADNg y de ADNc de
Litopenaeus vannamei utilizando iniciadores basados en la secuencia
reportada anteriormente (Qian et al.,, 2014) obtuvimos algunos amplicones
que luego de ser secuenciados y contrastados con secuencia del ADNc del
gen Lvp53 almacenada en el GenBank se pudo identificar 3 regiones
portadoras de 3 posibles intrones (datos no mostrados). Debido a la ubicacion
de los intrones, en este estudio nos centramos en las dos regiones aledafnas a

los motivos de interés.

Adicionalmente se realiz6 un andlisis informatico de las secuencias
obtenidas y se determinaron posibles sitios donadores y aceptores que
coincidieron con los extremos de los potenciales intrones con las secuencias
consenso GT en el sitio donador y AG en el sitio aceptor, de acuerdo a lo
reportado por Kent y Zahler (Kent and Zahler 2000). Estos resultados
confirmaron la presencia de regiones intrénicas en el gen Lvp53 tal como se
han reportado en los homologos de especies como humanos (Soussi and May
1996), peces (Piasecka et al. 2015), insectos (Ou et al. 2007; Olimann et al.
2000) y moluscos (Farcy et al. 2008), sin embargo, aun se desconoce de la

organizacién exén—intron completa del gen Lvp53.

Los polimorfismos en intrones estan asociados con variaciones en la
expresion de la proteina y en algunos casos en el destino final como fue
reportado en la hormona del crecimiento en humanos 1 (GH1) (Millar et al.
2010) y que en otros casos puede aumentar la sensibilidad a enfermedades
(Do et al. 2010; Kwok et al. 2005; Shen et al. 2010). Por otro lado, se ha
utilizado los polimorfismos de longitud en intrones para determinar la

variabilidad entre especies dentro del grupo de penaeideos (Bierne et al.



62

2010). En el gen Tp53 de humanos también se han reportado polimorfismos
relacionados con enfermedades, en especial una duplicacién de un fragmento
pequefio en el intrén 3 (Wang-Gohrke et al. 2002; Morten et al. 2016) y en el
intrén 7 (Sailaja et al. 2012).

En la presente investigacion, los polimorfismos encontrados en los
intrones A y B corresponden a sustituciones nucleotidicas y de tipo
insercion/delecion. Esto concuerda con en el estudio de polimorfismos en
Drosophila, en donde se indica que las regiones no codificantes también estan
bajo presion selectiva, lo que pudo originar esta variacion (Ometto, Stephan,
and De Lorenzo 2005). El intrébn A posee una mayor conservacion dentro de la
misma especie en comparacion con el grado de conservacion del intrén B que
posee poco mas del 50 %, lo que podria indicar la existencia de elementos
reguladores de mayor importancia en el intrbn A y que ambos intrones han
estado bajo diferentes presiones de seleccion. Ademas, las deleciones que
son de tamafo corto pueden fijarse en la secuencia intrénica ya que no son
deletéreas a diferencias de cambios grandes en la secuencia que son
desfavorables por seleccion natural (Parsch 2003).

Se han analizado los posibles de sitios reguladores de la transcripcion y
del proceso de splicing alternativo que pueden encontrarse en el intron. Los
sitios encontrados en ambos intrones son (A/U)GGG, el cual potencia el
splicing alternativo (Sirand-Pugnet et al. 1995), permitiendo la aparicion de
transcritos diferenciales de acuerdo al tejido (Brudno et al. 2001). EI motivo
AATAAA encontrado en ambos intrones ha sido identificado en Drosophila
como un regulador del splicing en el extremo 3’ (Soller and White 2003).
También se ha encontrado el motivo TTT en una gran cantidad en ambos
intrones, esta repeticibn ha sido vinculado anteriormente a la regulacion
negativa del splicing del gen del precursor de la proteina amiloide (Shibata et
al. 1996), sin embargo, no hay mas referencia acerca de este motivo por lo
gue se necesitaria mas estudios para confirmar su participacion. Otro triplete
encontrado ha sido CTG, este triplete ha sido reportado ser importante en el
splicing del ARNm de DMPK (Tiscornia and Mahadevan 2000) debido a su
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capacidad de secuestrar a factores de splicing de ARN (Warf and Berglund
2007). Finalmente, se identificaron las secuencias de tipo YCAY las cuales
permiten la unién de los factores de transcripcion NOVA en mamiferos (Ule et
al. 2006) y de su homologo Pasilla en Drosophila (Brooks et al. 2011).

También se han encontrado sitios de regulacion de la transcripcion,
como GGATTGGC, el cual posee una secuencia CCAAT invertida que ha sido
relacionada con la unidn de factores de transcripciéon (Farnham and Means
1990). Sin embargo, estos han sido reportados en los intrones mas cercanos
al promotor, asi que probablemente no seran funcionales en los intrones del
presente estudio por estar en la region intermedia del gen (Gilthorpe et al.
2002). También se ha identificado el sitio CACCTA, conocido como motivo
UE5, el cual es una secuencia de union a represores de la transcripcion
(Kamachi and Kondoh 1993). Otros elementos reguladores del proceso de
splicing han sido reportados anteriormente, por ejemplo, la repeticion GGG
(Brudno et al. 2001), regiones ricas en purinas (Hastings, Wilson and Munroe
2001) y el tramo de polipirimidina que puede reprimir el splicing (Sawicka et al.
2008), asi también el triplete CCC (Majewski and Ott 2002). Ademas, se han
reportado las repeticiones CA que pueden incrementar el splicing (Hung et al.
2008).

Existen elementos silenciadores de tipo exénicos e intrénicos que son
blanco de proteinas represoras del splicing, ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas, mediante el bloqueo de la maquinaria de splicing (Martinez-
Contreras et al. 2008; Black 2003), los cuales son equilibrados por la
presencia de elementos potenciadores y de los factores trans-splicing. En este
estudio se determinaron posibles regiones de tipo silenciadores, encontrando
una mayor posibilidad de estar presentes en el introbn A que en el B. De
acuerdo a estos resultados se podria sugerir la posibilidad de un evento de
splicing alternativo en el que se retenga el intron, obteniendo una forma
alterna del transcrito tal como se ha reportado en algunos genes en humanos

(Carstens, Wagner and Garcia-Blanco 2000; Wagner et al. 2005). Sin
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embargo, se necesitan estudios futuros que confirmen empiricamente la

funcion de estos sitios.

Por otro lado, la gran mayoria de organismos poseen mecanismos de
respuesta a diferentes tipos de estrés, los cuales incluyen variaciones en los
niveles de expresion de diferentes genes y cambios en las actividades de
algunas proteinas como p53, una proteina involucrada en respuesta al estrés
celular en un amplio rango de especies para proteger al organismo mediante
la activacion del proceso de muerte celular programada en las células
danadas (Perry 2010).

Los langostinos son animales exotérmicos por lo que el estrés térmico
en langostinos afecta en gran medida la fisiologia del animal (Bett and Vinatea
2009) y a la expresion de diferentes genes, por ejemplo, los genes
codificantes de proteinas de shock térmico (Qian et al. 2012) y otras proteinas
relacionadas con la respuesta a radicales libres (Zhu and Yao 2015) lo que da
soporte a los resultados de variacién de la expresion de p53. Ademas, el
estudio del efecto de la temperatura en los langostinos es importante ya que
se ha reportado que los langostinos cultivados a 32°C o 33°C inhiben en gran
medida la replicacion del virus WSSV por efectos directos en este proceso o
por aumento del sistema inmune y reducen asi las tasas de mortalidad
(Rahman et al. 2006; Granja et al. 2006; Vidal et al. 2001).

Los resultados en el presente estudio mostraron que los langostinos
expuestos a variaciones de temperaturas de manera gradual y por choque
térmico inducen a cambios en la expresion del gen Lvp53, indicando la
participacion de este gen en la respuesta al estrés celular por un incremento o
disminucién de la temperatura. Estos resultados estan de acuerdo con el
comportamiento entre la proteina p53 reportada en humanos, donde se ha
demostrado que las variaciones de temperatura, tanto el aumento como la
reduccion, conducen a un incremento de la expresion de p53 (Gu et al. 2014;
Nitta et al. 1997; Chen, Lin-Shiau and Lin 1999). Ademas, se ha reportado que

un incremento grande de temperatura en el ambiente de los langostinos
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conduce a un consumo rapido del oxigeno (Schmidt-Nielsen 2000) y debido a
que en células humanas se ha encontrado que p53 regula la respiracion
celular y que la pérdida de su funcion conduce a una reduccion del consumo
de oxigeno (Matoba et al. 2006; Hu et al. 2010), este consumo répido de
oxigeno en langostinos podria estar relacionado a la elevacion de la expresion
de Lvp53. Adicionalmente, la relacion entre el estrés térmico y la activacion de
la apoptosis, y el incremento de la expresion de p53 inducida por la apoptosis
(Chan et al. 2000), da soporte al incremento de los niveles de Lvp53 en

langostino cuando se aumenta la temperatura.

En la primera prueba de variacion de temperatura se muestra que la
reduccion gradual de la temperatura hasta 25°C induce un aumento de la
expresion de p53, sin embargo, este incremento es menor al obtenido cuando
los langostinos son expuestos a un incremento gradual de la temperatura
hasta 33°C o 35°C. Adicionalmente, se observd que el nivel de expresion
obtenido a 33°C fue mucho mayor al obtenido de los animales a 35°C, estos
resultados no estuvieron de acuerdo con los obtenidos en moluscos, donde se
reportd que a mayor variacion de temperatura, mayor es la expresion de
Lvp53 (Yao and Somero 2013). Este resultado pudo ser debido a que el
tiempo requerido para llegar a 35°C fue mayor (aproximadamente 40 minutos
mas) que el tiempo que tomo en llegar a 33°C y se ha reportado en células
humanas que los niveles de expresion de p53 se incrementan al comienzo de

la hipertermia y luego van disminuyendo (Guan et al. 2002).

En el segundo ensayo, en el cual se realiz6 un cambio de temperatura
del agua inmediato, de 28°C a 21°C o a 37°C, se observdé un nivel de
expresion mas alto cuando se colocaron los langostinos a una temperatura
mayor a la habitual que a una temperatura menor. Esto concuerda con la
capacidad del langostino para resistir varios grados por debajo de su

temperatura normal (Kumlu, Tirkmen and Kumlu 2010).

Sin embargo, segun la prueba estadistica las diferencias entre las
expresiones relativas obtenidas en las pruebas de estrés térmico gradual y
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por choque térmico no fueron significativas. Esto puede ser debido a la gran
desviacion observada en los valores del ACt en cada grupo. La gran
desviacion obtenida puede ser causada por la falta de réplicas técnicas en el
estudio y por la pequeia cantidad de datos analizados, pero también, podria
significar que existe una variacion individual natural en la capacidad de
respuesta al estrés térmico (Ebrahimi et al. 2014; Nakamura et al. 2016). Otro
posible factor de la alta variacién podria ser el uso del gen Efl alpha como
normalizador, ya que no se encontraron reportes del uso de este gen en
langostinos bajo estrés térmico, pero si bajo otro tipo de estrés (Dhar et al.
2009; Chen et al. 2014), aunque en otras especies acuicolas como el bacalao
del Atlantico si fue utilizado como gen de referencia en evaluaciones de estrés

térmico (Aursnes et al. 2011).

En una siguiente etapa de este estudio se eligié el plasmido pCMV-
GFP debido a la presencia del promotor del gen IE del Citomegalovirus, el
cual ha sido muy utilizado en diferentes ensayos de expresion recombinante
debido al amplio rango de funcionalidad y sus altas tasas de expresion (Xia et
al. 2006). En langostinos ha sido reportada anteriormente la utilizacién de este
promotor dentro de un vector demostrando la capacidad de expresion en
células de langostino (Tseng et al. 2000; Rout et al. 2007; Kumar, Ishag-
Ahamed and Sarathi 2008). Sin embargo, otro estudio del mismo promotor
reportd una menor eficiencia de expresion al ser comparado con un promotor
del virus de langositino IHHNv (Dhar et al. 2007) cuando se probaron en
langostinos, lo que podria explicar la baja eficiencia del promotor CMV en
langostinos. Ademas, se eligié el gen reportero codificante de la proteina
verde fluorescente para las pruebas debido a la capacidad para visualizar la
presencia de la proteina utilizando un microscopio confocal en muchos tipos

celulares (Hoffman 2015) incluyendo células de langostino (Calderon 2004).

El agente transfectante seleccionado para las pruebas fue un
polication, el PEI 25 KDa. Este permite la entrada del ADN al espacio
intracelular mediante vesiculas endosomales, ademas, provee un pH

fisiologico que sirve como buffer en el interior del lisosoma previniendo la lisis
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del ADN. Los policationes se unen por fuerzas electrostaticas, generando
complejos de aproximadamente 100 nm con 3 a 4 moléculas plasmidicas muy
condensadas (Pichon, Billiet and Midoux 2010).

El primer ensayo realizado consisti6 en evaluar la relacion entre la
concentracion del plasmido y cantidad del agente transfectante inyectado in
vivo con la expresion del agente reportero. Los resultados obtenidos de la
observacion al microscopio confocal muestran escasas células con la
fluorescencia emitida por la proteina GFP en los tratamientos de 10 pgy 15 pg
de plasmido pero no cuando se us6 5 ug. Esto indica que la expresion de la
proteina GFP tiende a aumentar cuando se agrega mayor cantidad de

plasmido, aun asi, las diferencias no fueron significativas.

En el segundo ensayo se evalud la variacion de la expresion de la
proteina GFP a diferentes tiempos post transfeccion obteniéndose escasas
células con emision de fluorescencia asi que no se pudo obtener diferencias
significativas en las diferentes horas de colecta. Los altos niveles de expresion
a 24 horas luego de la transfeccién y luego una caida a las 48 horas muestran
una previa acumulacion de ARNm correspondiente al gen reportero, la cual
disminuye significativamente debido probablemente a una degradacion del
plasmido o producto de los mecanismos reguladores de expresion. A nivel de
proteina el resultado fue concordante al reporte de transfeccion de células
espermaticas con un plasmido portador de la proteina GFP gobernada por el
promotor CMV, en el cual se evalud la expresién a las 24 y 48 horas sin
encontrar diferencias significativas entre la cantidad de células portadoras de
la fluorescencia y, ademas, se encontré fluorescencia en los hemocitos que

no fueron transfectados con el plasmido (Calderon 2004).

El pobre nivel de expresion de la proteina GFP podria deberse a que la
transfeccion quimica puede ser inhibida por componentes del suero (Kikuchi
et al. 1999) mediante la disminucion de la cantidad de complejo ADN-lipidos
(Gao and Huang 1995) o la disminucién de la fuerza de atraccion del lipido
con el ADN por competicion con proteinas del suero (Yang and Huang 1998).
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Esto sugiere que en la hemolinfa de langostinos podrian existir componentes
similares que inhiban la transfeccion. Por otro lado, la observacion de los
hemocitos en el microscopio confocal se realizd6 normalizando la intensidad
del laser de emision para evitar obtener fluorescencia en el control. Con estos
parametros se observaron las muestras transfectadas lo que podria haber
impedido la observacién de células con baja fluorescencia, a pesar de estos

ajustes se obtuvieron algunas células con gran intensidad de fluorescencia.

El gen Lvp53 ha sido caracterizado en los ultimos afios en el langostino
L. vannamei, demostrando su relacidon con la respuesta al estrés abiético y
provocado por infecciones (Qian et al. 2014; Gong, Ju and Zhang 2015;
Huang et al. 2015). En vertebrados se ha demostrado la participacion de p53
en el control del ciclo celular (Vousden and Lu 2002) y se ha reportado la
inmortalizacion celular debido a mutaciones en el gen p53 (Isaka 2003;
Komine et al. 2012; Wu et al. 2013). En langostinos aun no se ha demostrado
la relacién de la deficiencia de la proteina Lvp53 con alteraciones en el ciclo
celular que puedan llevar a un crecimiento descontrolado, lo que puede ser
aprovechado para la obtencién de lineas celulares. Actualmente las técnicas
en ingenieria genética han evolucionado y en la actualidad las tecnologias de
edicidbn gendmica permiten la obtencién de mutaciones en sitios especificos
(Doudna and Gersbach 2015).

En el presente trabajo se emplearon los TALENs para inducir una
mutagénesis dirigida al gen Lvp53. Los TALENs han sido utilizados por
muchos investigadores debido a la gran especificidad para generar
mutaciones a diferencia del sistema CRISPR/Cas9 (Falahi, Sgro and
Blancafort 2015), sin embargo, la construccion de los plasmidos es mas

compleja que con CRISPR.

En el presente trabajo se ha evaluado la mutagénesis dirigida por
TALENs homodiméricos dirigidos al gen p53 del langostino Litopenaeus
vannamei. El disefio de las regiones blanco de los TALENs fue logrado

gracias a la determinacién de la estructura exon intron en el componente
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anterior, ya que estas tijeras moleculares actian sobre la doble cadena de
ADN. Los criterios utilizados para el disefio de los TALENs se basaron en las
reglas de Doyle (Doyle et al. 2012), tal como lo realizaron en la pulga de agua
(Naitou et al. 2015) y en el pez ciego (Ma et al. 2015). En este contexto se
escogio el programa TALEN Targeter ya que contiene como opcion el uso de
los criterios propuestos por Doyle.

Acerca de las estrategias utilizadas para la construcciéon de los
TALENS, fueron utilizadas dos: la construccion con un kit de ensamble EZ-
TAL y por sintesis directa. En un comienzo se optd por la primera estrategia,
sin embargo, no fue exitosa para la obtencién de los plasmidos finales, siendo
el principal motivo la imposibilidad de conseguir 2 multimeros para el
ensamble de la region de reconocimiento derecho de los TALENSs, un paso
fundamental para el ensamble de los plasmidos. Esto pudo tener origen en un
problema en la reaccién con exonucleasa anterior a la PCR del multimero o la
mantencion de la enzima y los ATPs (Uhde-Stone et al. 2013). Ademas,
debido a la reducida cantidad de reacciones del kit y la dificultad para su
adquisicién no se pudo continuar. Debido a lo anteriormente descrito, se opto
por el envio del disefio informatico de los plasmidos a ser sintetizados por la

empresa GeneCopoeia, obteniendo los plasmidos codificantes de TALENS.

En la siguiente etapa los vectores de TALENs fueron utilizaron para
obtener un evento de mutagénesis in vivo en el gen p53 el cual se planted
analizar a nivel morfolégico y molecular. En el caso de los analisis a nivel
molecular, éstos no pudieron ser realizados debido a problemas en la
extraccion de hemocitos de langostinos de pequefio tamafio, ya que la
cantidad celular inicial fue muy baja lo que afecté la PCR que si fue
estandarizada, pero con cantidades mayores de hemocitos. En consecuencia,
se realizaron sélo los analisis morfologicos, pero no se obtuvo algin cambio
significativo en las muestras provenientes de los tratamientos con los
plasmidos codificantes de TALEN1 con el control y en el caso de TALENZ2 se
observé la misma morfologia a excepcion de escasas células con un tamafio y

densidad diferente. Las causas probables de estos resultados podrian ser: la
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baja eficiencia de transfeccion, demostrada en la prueba anterior,
predominancia de mutaciones sin efecto sobre la funcionalidad de la proteina,

o la necesidad de mayor cantidad de repeticiones

Estudios de células cancerosas en moluscos han mostrado que son
completamente indiferenciadas, presentan una monotonia en su morfologia,
con una proporcion de nucleo citoplasma de 1:1 a diferencia de las normales
1:10, carencia de pseuddpodos y una pobre fijacion a la lamina (Walker, Low,
and Bottger 2012; Walker et al. 2009). Ademas, un estudio de los hemaocitos
normales en P. monodon demuestran que las células granulares pueden ser
el doble de tamafio que una hialina (Sung and Sun, 2002) y que cuando
existen particulas extrafias los hemocitos pueden variar su tamafo para
realizar la fagocitosis (Kakoolaki et al. 2010). Debido a esto, las células de
morfologia diferente encontradas en el grupo de TALEN2 probablemente
correspondan a hemocitos granulares, los que poseen el citoplasma denso y
una proporcion de nucleo citoplasma menor o hemocitos que reaccionan ante
particulas extrafias (agente transfectante), mas no cumple las caracteristicas
de los hemocitos cancerosos descritos en moluscos. A pesar de ello la
aplicacidon exitosa de las pruebas moleculares sera muy importante para la

determinacién de mutaciones.



6. CONCLUSIONES.

Del presente estudio realizado sobre el gen Lvp53 de langostino y las

metodologias de transfeccién y mutagénesis dirigida se concluye lo siguiente:

- La estructura del gen Lvp53 del langostino Litopenaeus vannamei consta
de regiones exonicas y de mas de una region intronica con diferentes
grados de polimorfismos, indicando la ocurrencia del splicing en este gen.

- Ademas, existen posibles sitios reguladores de la expresion del gen en las
secuencias intrénicas, sin embargo, estos sitios deben ser confirmados por
ensayos in vitro.

- En condiciones de estrés por variaciones graduales de la temperatura, el
gen Lvp53 presenta un incremento, poco significativo estadisticamente,
ante un aumento o reduccion de la temperatura.

- En el caso de variaciones drasticas de la temperatura del agua, el gen
Lvp53 también incrementd con una baja significancia estadistica su
expresion como respuesta al estrés.

- En referencia a las metodologias de transfeccion in vivo de hemocitos del
langostino, se concluye que ésta permitidé la deteccién del gen reportero
introducido, y que un aumento en la concentracion permiti6 mejorar la
sensibilidad de la deteccion de la proteina GFP.

- Ademas, la mayor expresion de EGFP luego de una transfeccion de pCMV-
GFP en hemocitos fue obtenida a las 24 horas post-transfeccion.

- La metodologia de deteccién de la proteina GFP en muestras de langostino
por microscopia confocal es poco eficiente debido a la reducida
sensibilidad para detectar pequefas concentraciones de proteina.

- Sobre la mutagénesis dirigida al gen Lvp53 mediada por TALENs se ha
demostrado la factibilidad de construir estas enzimas dirigidas a sitios de
importancia funcional. Sin embargo, aun no se ha podido evaluar

completamente su eficiencia para generar una mutacion.



RECOMENDACIONES.

Realizar una investigacion centrada solo en la caracterizacion completa del
ADNg del gen Lvp53 y evaluar la existencia de variantes de transcritos de
este gen.

Utilizar un ADNg de buena calidad para las evaluaciones de
caracterizacion de secuencia.

Evaluar la union de factores de transcripcion a los posibles sitios
funcionales encontrados en los intrones y el efecto de inhibidores de estos
sitios sobre el splicing.

Utilizar una muestra grande de langostinos para obtener resultados mas
representativos.

Evaluar la expresion del gen Lvp53 ante otro estrés de tipo abiodtico que
afecte al cultivo de los animales, para demostrar su participacion y dar
soporte a esta investigacion.

Caracterizar mas proteinas involucradas con la via de apoptosis de Lvp53
en langostinos.

Utilizar vectores con otros promotores funcionales en langostinos para los
ensayos de transfeccion en hemaocitos.

En los ensayos de mutagénesis dirigida a p53 de langostino, se debera
utilizar mas repeticiones para el ensayo y estandarizar exitosamente las

pruebas moleculares para la deteccién de mutaciones producidas.
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