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Resumen de la tesis que presenta Alison Chantal Dominguez Estrada como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Biotecnologia
Marina.

Anadlisis transcriptomico de la glandula éptica en hembras de Octopus maya durante el proceso
reproductivo bajo estrés térmico.

Resumen aprobado por:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Directora de tesis

Octopus maya es una especie endémica de la Peninsula de Yucatdn que sostiene una pesqueria
importante. Esta especie habita una zona con una dinamica oceanografica que promueve variaciones en
la temperatura. Diversos estudios han demostrado que bajo un estrés térmico O. maya presenta un
decremento en su rendimiento bioldgico, afectando diversos procesos como su crecimiento vy
reproduccion. Este uUltimo proceso ha sido principal objeto de diversos estudios, los cuales han indicado
gue una temperatura superior a 27 °C provoca una reduccidon en el nimero de huevos, en la tasa de
fertilizacidon y en el éxito reproductivo, en hembras y en machos. Asi mismo, la temperatura modifica la
expresién de transcritos de genes asociados con la calidad del esperma en machos, y en hembras con la
sefalizacion huevo-esperma. Sin embargo, no se cuenta con suficiente informacidn sobre el efecto de la
temperatura en el sistema neuroenddcrino y los procesos que intervienen en la reproduccion. Por lo que
este trabajo se enfocé en el estudio de la glandula éptica, 6rgano enddcrino de O. maya al que se le ha
atribuido la maduracidn de las génadas mediante la liberacién de hormonas, como octGnRH, entre otras.
Para esto, se realizd un andlisis de expresion diferencial durante el proceso de desove en diferentes
condiciones de temperatura, utilizando herramientas bioinformaticas a través de un andlisis de RNA-Seq
y validacion de la expresidn con la técnica RT-gPCR. Se encontré en el transcriptoma de glandula éptica los
neuropéptidos FMRFamida, APGWamida y PRQFVamida, los cuales se presentaron en su mayoria,
altamente sobre-expresados en Pre-desove a 30°C. Indicando que estas moléculas podrian cumplir un
papel importante en la inhibicién del desove en temperaturas mayores a 27 °C. Al mismo tiempo, en ambos
tratamientos experimentales (24 °Cy rampa a 30 °C) se encontraron genes en respuesta a estrés: HSP70,
HSP90 y Bicaudal D, y como se esperaba, los niveles de expresion fueron mayores en el tratamiento rampa.
De esta manera se corrobora laimportancia de la glandula éptica como centro de sefializacién para realizar
las transiciones bioldgicas a lo largo del ciclo de vida del organismo, asi como de los genes que regulan
este proceso, cuya expresion estd fuertemente influenciada por la temperatura.
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Abstract of the thesis presented by Alison Chantal Dominguez Estrada as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology.

Transcriptomic analysis of the optic gland in females of Octopus maya during the reproductive process
under thermal stress.

Abstract approved by:

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Thesis Director

Octopus maya is an endemic species of the Yucatan Peninsula that holds an important fishery. This species
inhabits an area with an oceanographic dynamic that promotes variations in temperature. Several studies
have shown that under a thermal stress O. maya presents a decrease in its biological performance,
affecting various processes such as its growth and reproduction. This last process has been the main object
of several studies, which have indicated that a temperature above 27 °C causes a reduction in the number
of eggs, in the fertilization rate and in reproductive success, in females and males. Likewise, temperature
modifies the expression of gene transcripts associated with sperm quality in males, and in females with
egg-sperm signaling. However, there is insufficient information on the effect of temperature on the
neuroendocrine system and the processes involved in reproduction. Therefore, this work focused on the
study of the optic gland, an endocrine organ of O. maya, which has been attributed to the maturation of
the gonads by releasing hormones, such as octGnRH, among others. For this, a differential expression
analysis was performed during the spawning process in different temperature conditions, using
bioinformatics tools through an RNA-Seq analysis and expression validation with the RT-gqPCR technique.
The FMRFamide, APGWamida and PRQFVamide neuropeptides were found in the optic gland
transcriptome, which were mostly highly overexpressed in predevelopment at 30 ° C. Indicating that these
molecules could play an important role in the inhibition of spawning at temperatures above 27 ° C. At the
same time, in both experimental treatments (24 °C and ramp at 30 °C) genes were found in response to
stress: HSP70, HSP90 and Bicaudal D, and as expected, expression levels were higher in the ramp
treatment. This corroborates the importance of the optic gland as a signaling center to carry out biological
transitions throughout the life cycle of the organism, as well as the genes that regulate this process, whose
expression is strongly influenced by temperature.

Keywords: optic gland, transcriptome, Octopus maya, temperature and reproduction.
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Capitulo 1. Introduccion

México se encuentra entre los paises con mayor potencial a nivel mundial dentro de la pesqueria de
pulpos. La captura de Octopus maya y Octopus vulgaris proviene principalmente de los tres estados que
conforman la peninsula de Yucatan: Campeche, Quintana Roo y Yucatdn. Esta se destaca por colocarse
dentro de las cinco pesquerias nacionales mds importantes, representa el 98% de la pesca de pulpo en
México (Comisidn Nacional de Acuacultura y Pesca, 2017), y constituye el primer recurso pesquero en
términos econdmicos y el segundo en volUmenes de captura del Estado de Yucatdn. Actualmente se estima

gue de esta pesqueria dependen 15 mil familias de la region (Instituto Nacional de Pesca, 2018).

Octopus maya es una especie endémica de la Peninsula de Yucatan, tiene un rango de distribucién
delimitado que va, desde la zona costera adyacente a la laguna de Sabancuv en Campeche, hasta Isla
Mujeres, localizada en el margen este de la Peninsula de Yucatan (Solis, 1967). En esta region la plataforma
continental frente al Estado de Yucatan se caracteriza por mantener un intervalo de temperatura limitado
(22 a 26°C), el cual es controlado por surgencias veraniegas que arrastran aguas subsuperficiales con 2°C
a la plataforma continental (Zavala-Hidalgo y Morey, 2006). Estudios recientes han demostrado que en
este intervalo de temperatura, todas las funciones fisiolégicas de 0. maya estan optimizadas, lo que le
permite destinar toda su energia de manera equitativa a procesos importantes como: el crecimiento, el

mantenimiento y la reproduccién(Juarez et al., 2016ay b, Lopez et al., 2018).

La temperatura, como la gran mayoria de los factores ambientales puede llegar a tener efectos negativos
en los organismos acudticos cuando su intensidad y/o tiempo de exposicién sobrepasan los limites de
tolerancia de una especie (Cheng et al., 2015; Almroth et al., 2015; Madeira et al., 2016). En los organismos
ectotermos como O. maya la temperatura, como factor controlador de las reacciones bioquimicas, modula
los procesos de transformacidn de energia y por ende el estado fisico de los organismos, a través de las
reacciones bioquimicas involucradas en el metabolismo respiratorio, el desarrollo embrionario, los

patrones de crecimiento y la reproduccion (Juarez et al., 2016)

Los pulpos son organismos ectotermos, incapaces de regular su temperatura corporal y dependen
principalmente de fuentes de calor externas (Purves et al., 2003). Por esta razdn se ha considerado que el
aumento de temperatura ocednica de 0.85°C reportado entre 1880 y 2013 como consecuencia del cambio
climatico (IPCC, 2014), puede tener consecuencias importantes para esta especie en escenarios de

calentamiento. Los estudios llevados a cabo en esta especie han demostrado que la temperatura modula
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los procesos fisioldgicos de O. maya involucrados en la reproducciéon como: el desarrollo de los gametos,
la fertilizacién y el desove (Judrez et al., 2016, 2019, Lépez et al., 2018). Asi mismo se ha reportado que,
con el aumento de la temperatura O. maya experimenta alteraciones en los procesos biolégicos asociados
con el desarrollo embrionario y la tasa de eclosidn (Caamal-Monsreal et al., 2016, Sanchez Garcia et al.,
2017).crecimiento de los juveniles (Noyola et al.,, 2013a, Noyola et al., 2013b, Juadrez et al., 2016) y la
reproduccion (Judrez et al., 2015, Juarez et al., 2016, Lépez-Galindo et al., 2018, Angeles-Gonzales et al.,
2017). Sin embargo, a pesar de todos estos trabajos, aln es poco lo que se conoce sobre la forma en que
la temperatura controla los mecanismos moleculares involucrados en la expresidon de los genes que
regulan la reproduccién, que expliquen todos los efectos fisiolégicos observados y reportados tanto en

organismos machos, como en hembras de O. maya y las consecuencias para su descendencia.

Para responder estas dudas a nivel molecular, una de las maneras es estudiar los tejidos involucrados en
la regulacién del proceso reproductivo. Uno de estos tejidos es la gldndula dptica, la cual se sabe, secreta
un factor mitogénico gonadotrépico sexo inespecifico, desencadenante de la proliferacion de las células
germinales (Koueta et al., 1995); controlando asi la maduracién sexual en cefaldpodos. La actividad de la
glandula dptica es regulada por el sistema nervioso central (Dor y Wells, 1978; Wells y Wells, 1959).
Conocer la fisiologia de respuesta de la glandula éptica bajo variaciones de temperatura, nos ayudara a
entender a mayor profundidad los mecanismos de adaptacién de O. maya, abriendo la posibilidad de
predecir las alteraciones que las poblaciones silvestres pudieran experimentar como consecuencia de los

efectos del calentamiento global.

1.1 Antecedentes
1.1.1 Ciclo de vida y reproductivo de Octopus maya

Octopus maya tiene una expectativa de vida de 18 meses (Solis-Ramirez, 1967, Solis-Ramirez y Chavez,
1986). Estos organismos tienen un ciclo de vida en que los embriones eclosionan directamente como
organismos bentdnicos (holobénticos). El sexo de O. maya no se puede determinar por lo menos hasta los
3 0 5 meses de edad, con la aparicién de las génadas, y en los machos con el desarrollo del tercer brazo
derecho llamado hectocotilo, modificado y especializado para depositar los espermatéforos en el manto

de la hembra (Figura 1) (Avila-Poveda et al., 2009).


http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442000000200005&script=sci_arttext&tlng=pt#Sol%C3%ADs-Ram%C3%ADrez67
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442000000200005&script=sci_arttext&tlng=pt#Sol%C3%ADs-Ram%C3%ADrez86
http://www.scielo.sa.cr/scielo.php?pid=S0034-77442000000200005&script=sci_arttext&tlng=pt#Sol%C3%ADs-Ram%C3%ADrez86
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El desove suele ocurrir después de los 8 meses de edad. Las hembras son fecundadas y depositan alrededor
de 1,500 y 2,000 huevecillos dentro de una caverna (Solis-Ramirez, 1967), dejan de comer para cuidar el
nido y no lo abandonan hasta la eclosién de todas las crias. Dos semanas después de la eclosién las
hembras mueren. En los huevos se desarrollan los embriones en un periodo de 50 a 65 dias en el medio
natural (Solis-Ramirez, 1967), posteriormente un pulpo similar a un adulto nace con un peso aproximado
de 100 mg, convirtiéndose casi inmediatamente en depredadores activos. A los cuatro meses de edad
pueden alcanzar hasta 1 Kg y en 9 meses alcanzar su peso maximo por arriba de los 3 kg, cuando se

mantienen a una temperatura de 25°C (Van Heukelem, 1983).

Ciclo de vida y reproductivo de Octopus maya

50-65 dias [
Bad-mcoas S

g
A

B B s

' paricion de gonadas

Figura 1 Esquema del ciclo de vida y ciclo reproductivo de Octopus maya (fotos tomadas por Sadot Rodriguez)

1.1.2 Area de distribucién y problemética de Octopus maya.

Octopus maya se encuentra en la plataforma de la Peninsula de Yucatan (Figura 2). Esta area se caracteriza
por tener temperaturas que fluctian entre 21°Cy 26 °C(Zavala-hidalgo y Morey, 2006). La temperatura de
la plataforma continental, adyacente a la Peninsula de Yucatdn estd parcialmente regulada por las
surgencias costeras, producida por el afloramiento de agua relativamente mas fria alrededor de los 22.5
°C, al norte de la peninsula (Enriquez et al., 2013; Zavala-hidalgo y Morey, 2006). El curso de la surgencia
hacia el oeste sigue el contorno de la Peninsula de Yucatdn hasta el centro del Golfo de México, frente a
las costas de Tabasco. Esta surgencia se debe principalmente a la dindmica de la corriente del Caribe

(zavala et al., 2005). Una de las consecuencias principales de esta surgencia es que las temperaturas se
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mantienen relativamente bajas y constantes en la peninsula de Yucatdn, que marcan el limite minimo de

la temperatura preferida de 0. maya (limite 23 °C-27 °C) (Noyola et al., 2013a, Noyola et al., 2013b).

El registro histérico sobre las variaciones de temperatura en la superficie de los océanos sefiala un claro
incremento de la temperatura desde hace aproximadamente 100 afios (IPCC, 2014). Tanto el registro
histérico, como los modelos predictivos sugieren que la temperatura de la superficie del mar aumentara
hasta 3°C en los préximos 80 anos. Con esta informacidn y conociendo la relacién temperatura-fisiologia
de los organismos acuaticos ectotérmicos como O. maya, estos modelos predictivos sugieren
consecuencias tanto en las pesquerias asociadas como en la vida marina, los cuales estaran asociados con
cambios en la estructura del ecosistemay en las poblaciones de estas especie (Sanchez-Garcia et al., 2017).
Con el objetivo de pronosticar diferentes escenarios posibles en respuesta al cambio climatico diversas
investigaciones cientificas (Cheng et al., 2015; Almroth et al., 2015; Madeira et al., 2016) han contribuido
al conocimiento y entendimiento de las diferentes respuestas fisioldgicas y moleculares de organismos
acuaticos expuestos a distintas temperaturas, lo que ha permitido establecer la alta sensibilidad que

muchas de estas especies tienen a la elevacion de la temperatura.

32

30

22

20

Figura 2 Area de distribucién de Octopus maya, y temperaturas superficiales del océano durante un pulso de
surgencia. Los organismos utilizados en el experimento fueron capturados frente al puerto de Sisal, Yucatan (Tomado
de Juarez, 2016).



1.1.3 Efecto de la temperatura en Octopus maya y otros cefalépodos.

La temperatura preferida se define como el rango de temperatura en la cual los organismos se encuentran
bajo un estrés minimo, donde tienen un movimiento eficaz, su crecimiento es el maximo y realizan
exitosamente su reproduccion (Kelsch, 1996). La evaluacion del efecto de la temperatura en O. maya, ha
tomado mucho valor en las ultimas décadas dada la importancia econémica y ecoldgica de esta especie.
En investigaciones previas se ha estudiado el efecto de la temperatura de aclimatacidn en la preferencia
térmica de juveniles de O. maya (Noyola et al., 2013a). Esta investigacion determind que su temperatura
preferida de 24.3°C de O. maya es significativamente afectada por la exposicion a diferentes temperaturas
de aclimatacion (18 a 30°C). Asi mismo en ese estudio se observd que las temperaturas criticas minima y
maxima cambian con la temperatura de aclimatacién reduciendo la zona de tolerancia de la especie

conforme aumentd la temperatura ambiental.

En O. maya existe una relacién entre la temperatura, el peso del organismo y la composicién de los acidos
grasos (Noyola et al., 2013b). Cuando los organismos estan en bajas temperaturas (entre 22 y 26 °C), los
niveles de acidos grasos, asi como de sus precursores, el acido araquiddnico y el acido decosahexaenoico
(ARA y DHA) aumentan, contrario a lo observado en organismos mantenidos a 30 °C. En esta condicion los
niveles de dcidos grasos y sus precursores disminuyen por el mayor uso de estas moléculas como una
fuente de energia afectando la sintesis de las membranas celulares. Esta relacién es importante por el
papel que juegan los acidos grasos poli-insaturados en la coagulacién de la sangre, respuesta inmune,
respuestas inflamatorias, tono cardiovascular, funcion renal, funcién neuronal y reproduccién (Miliou et
al., 2005). También se ha observado que el crecimiento y la tasa de ingestion se ven afectados por altas
temperaturas. En O. maya se ha observado que organismos sometidos a 30 °C tuvieron un aumento del
190 % en la tasa de ingestidn en comparaciéon con lo observado en los animales mantenidos a
temperaturas menores (Noyola et al., 2013). Otro factor que se ha analizado en O. maya es el consumo de
oxigeno (Noyola et al., 2013a; Noyola et al., 2013b), el cual resulta importante por estar intimamente
relacionado con el trabajo metabdlico y el flujo de energia que un organismo puede usar para los
mecanismos de control de homeostasis (Das et al., 2005; Salvato et al., 2001), los resultados obtenidos
por Noyola et al., (2013) indicaron un fuerte efecto de la temperatura, observando un aumento del
consumo de oxigeno 3.26 veces mayor en los organismos mantenidos en 30 °C en comparacién con los
organismos aclimatados a 22 °C (Noyola et al., 2013). Con estos resultados fue posible concluir que a mayor
temperatura, menor es la produccién de energia y como consecuencia también es menor el crecimiento

(Noyola et al., 2013b).



1.1.4 Exito reproductivo y el efecto de la temperatura en Octopus maya.

Se ha observado que la temperatura controla el momento de desove asi como el desarrollo embrionario,
el crecimiento de los individuos y los patrones de reproduccién en Octopus maya (Juarez et al., 2015, 2016;
Noyola et al., 2013a; Noyola et al., 2013b). El proceso de desove se lleva a cabo de forma natural solo
cuando la temperatura de la costa continental de Yucatan baja (Santos-Valencia y Re-Regis, 2000). A nivel
experimental se ha encontrado como la temperatura afecta la reproduccidon en O. maya, a nivel fisiolégico
(en hembras) y a nivel molecular (en machos) (Juarez et al., 2016, 2019; Lopez-Galindo et al., 2019). En O.
maya sometidos a un tratamiento de disminucion de temperatura (bajando 1 °C cada 5 dias, de 31 °C hasta
24 °C) se observo que el 87 % de las hembras desovaban sélo al alcanzar la temperatura de 27°C, y sélo el
13% lo hicieron en la temperatura de 31 °C. Un 100 % de desove fue observado en los individuos que se
mantuvieron constantemente a 24 °C, corroborando asi la hipdtesis de que 27 °C es la temperatura umbral

para llevar a cabo este proceso de manera éptima (Judrez et al., 2015).

En ese estudio también se observd que la temperatura también afectd la fertilidad de cada desove, el
desarrollo y la sobrevivencia de los embriones. Ninglin huevo desovado por las hembras a 31 °C fue fértil,
se reportd una fertilidad de alrededor del 50 % para los huevos desovados en los organismos expuestos al
descenso de temperatura y, una sobrevivencia del 48.33 % de los juveniles 10 dias después de la eclosidn.
Asi mismo, queddé en evidencia que los embriones procedentes de hembras expuestas a altas
temperaturas son de menor tamafo en comparacidn con los obtenidos de hembras expuestas a las

condiciones térmicas éptimas de 24°C (Juarez et al., 2015).

En machos de O. maya, también se han llevado a cabo experimentos enfocados en conocer el efecto del
estrés térmico en el proceso de reproduccién (Lépez-Galindo et al., 2019). De estos estudios se concluyd
que altas temperaturas, por arriba de los 28 °C, provocan un proceso de inflamacién y en general produce
un trastorno en la organizacion del tejido germinal (Lépez-Galindo et al., 2019). Aunque se observé un
incremento de la produccidon de espermatdforos con el aumento de la temperatura, ese aumento
repercutié en la contribucién parental. Los machos expuestos a 28 °C contribuyeron en baja proporcion
en la progenie mientras que los expuestos a 30°C no se encontraron representados. Con estos resultados
se comprobé que al igual que en las hembras, la temperatura es un factor que modula el proceso vy el
desempefo de la reproducciéon en machos de O. maya, y que ademas determina el éxito reproductivo

(Lopez-Galindo et al., 2019).
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Recientemente se han llevado a cabo investigaciones con técnicas mas especificas como el analisis de
perfiles transcriptomicos mediante RNA-Seq, el cual nos permite identificar transcritos y cuantificar la
expresion génica de un organismo en una situacion especifica (Conesa et al., 2016, Ogura et al., 2013;
Zhang et al., 2012). Utilizando esta tecnologia se ha podido esclarecer a nivel molecular el papel de
diferentes tejidos involucrados en el proceso reproductivo como es el efecto que tiene la temperatura
sobre este proceso. Estos métodos fueron aplicados recientemente en el estudio de los efectos de la
temperatura en los genes involucrados en la fertilidad de los machos de O. maya (Lépez-Galindo et al.,
2019). De este estudio se pudo concluir que la infertilidad con altos niveles de expresion de algunos genes
relacionados con alteraciones en el desarrollo de los espermatozoides y su motilidad (Lopez-Galindo et al.,

2019).

Utilizando la misma técnica, se realizé un andlisis en el tejido del cuerpo blanco, el drgano hematopoyético
encargado principalmente de la proliferacion, maduracion y destruccién de las células sanguineas (Cazal y
Boboraze, 1943, Claes, 1996). En este trabajo, Juarez (2019) le atribuyé también una posible funcion en la
regulacién de la anorexia que presentan las hembras de 0. maya desde el desove hasta su muerte. Los
resultados mostraron diferencias en la expresion de los transcritos de genes en respuesta al estrés térmico.
Ese estudio sugirié que en hembras fertilizadas, las altas temperaturas provocan la co-expresién y la sobre-
regulacién de genes involucrados en respuesta a estrés por calor e inflamacidon ya que probablemente
estas moléculas inhiban de los procesos de fertilizacidon y desove. También se corrobord que temperaturas

por arriba de los 27 °C provocan una inhibicién reproductiva (Juarez et al., 2015).

1.1.5 El papel de la glandula éptica en la reproducciéon

Uno de los tejidos involucrados directamente con el control de la reproduccién, es la glandula dptica. Este
tejido forma parte del sistema nervioso central (Figura 3). Es una de las glandulas endécrinas de los
cefalépodos (Wells, 1960), y ademas es, andloga a la glandula pituitaria de los vertebrados. A esta glandula
se le han atribuido funciones como la proliferacién de las células reproductivas, la maduracién de las
génadas (Wells y Wells, 1959), la muerte post-reproductiva (Wang y Ragsdale, 2018) y los

comportamientos reproductivos innatos (Wodinsky, 1977).

En invertebrados, la maduracién de las génadas depende de la accién de las hormonas gonadotrépicas
(Engelmann, 1994). Estas hormonas son liberadas por los miembros de la super-familia de las hormonas
liberadoras de gonodotropina (GnRH), las glandulas enddcrinas y las neuronas (Treen et al., 2012). La

relacion (hormonas-génada), se inicia en regiones del sistema nervioso, las cuales reciben e integran la
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entrada de estimulos externos como cambios de temperatura, fotoperiodo, ingesta de alimento, etc.,
provocando la activacién de las glandulas enddcrinas y finalmente dando paso al desarrollo y maduracion

de la gbénada.

La actividad de la glandula dptica es inhibida por los nervios provenientes del I6bulo subpedunculado del
cerebro (Wells y Wells, 1977). El primer modelo sobre el control de la glandula dptica fue descrita por
Wells y Wells (1954), en un trabajo para entender el control neuroendocrino de la reproduccién en
Octopus vulgaris. Los autores reportaron que el I6bulo subpeduncular ejerce un control negativo sobre la
actividad de la gldndula 6ptica, mediante la liberacion de una hormona gonadotrépica no identificada
(Wells y Wells, 1959). Gracias al estudio de Le Gall (1988), se descubrid que esta hormona gonadotrdpica
era el neuropéptido FMRFamida (Le Gall et al., 1988). Esta nueva informacién y el descubrimiento de la
presencia de una hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) en el I6bulo olfativo, con control sobre la
actividad de la glandula éptica dieron paso al segundo modelo propuesto por Di Cristo (1998). Este modelo
consiste en que dos centros (I6bulo subpeduncular y lébulo olfativo) mediante una actividad conjunta,
activando o inactivando a la gldndula éptica por la accién de FMRFamida y GnRH, respectivamente (Figura
4B). Mas adelante se propuso un tercer modelo (Figura C). Basado en el anterior, este modelo considera
que los mecanismos que controlan la alimentacidn y la reproduccién estan estrechamente vinculados y
permiten los cambios metabdlicos de las transiciones individuales de crecimiento y maduracion, a
reproduccion y cuidado de los embriones (Dor y Wells, 1978). Este nuevo modelo sugiere que el |6bulo
olfativo es el encargado de direccionar la energia, de las etapas iniciales hacia el crecimiento del
organismo, actuando junto con el Iébulo subpeduncular para mantener inactiva a la glandula 6éptica,
ambos Iébulos con sus neuropéptidos correspondientes. Posteriormente, cuando el I6bulo olfativo recibe
una sefal de saciedad, el balance energético se direcciona hacia la reproduccidn, deteniendo la accion
inhibitoria del I6bulo subpeduncular sobre la actividad de la glandula dptica, iniciando la maduraciéon de

gbnadas e iniciando el proceso reproductivo (Di Cristo, 2013).

Recientemente, Wang y Ragsdale (2018) realizaron un analisis de RNA-Seq en glandula éptica de Octopus
bimaculoides en las distintas etapas de comportamiento de hembras adultas. Los autores encontraron que
la reproducciéon y el inicio del ayuno desencadenan una activacion transcripcional importante en las
glandulas opticas. Asi mismo destacan que los sistemas de sefalizacion incluidas las vias
catecolaminérgicas, peptidérgicas y esteroidogénicas, estan implicados en estos comportamientos (Wang
y Ragsdale, 2018). Los hallazgos de su investigacion sugieren que, lejos de secretar una sola hormona, la
glandula oéptica probablemente secreta multiples sistemas de sefalizacion para regular los

comportamientos reproductivos, incluida la senescencia del organismo. Entre estos se encuentran los
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sistemas neuropeptidérgicos y la sefializacién de hormonas derivadas del colesterol. Estos datos plantean
la posibilidad de que antes del apareamiento, la sefalizacidn de la glandula dptica esté dominada por los
neuropéptidos y las catecolaminas, mientras que después del apareamiento, la sefializacidn de la hormona
esteroidea aumenta en importancia (Wang y Ragsdale, 2018). Estos resultados confirman lo planteado por
Wodinsky (1977), quien en su trabajo con Octopus hummelincki observé que la remocién de ambas
gldndulas épticas después del desove ocasionaba el cese del cuidado de los huevos, la reanudacién de la
alimentacién, un mayor crecimiento y un prolongamiento de la vida de las hembras, sugiriendo que la
glandula 6ptica es la encargada de iniciar los procesos de anorexia y senescencia en estos organismos

(Wodinsky, 1977).

g.opt.

n.opt.

fr.opt.

Figura 3 Diagrama del Sistema Nervioso Central de Octopus vulgaris (modificado de Young 1971). g.opt. glandula
optica, n.ol. nervio olfativo, n.opt. nervio dptico, ol. Iébulo olfativo, opt. lébulo 6ptico, subpd. Lébulo
subpendunculado, tr. opt. tracto dptico.
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Figura 4 Esquematizacién de los diferentes modelos de control de la glandula dptica. A. Modelo propuesto por Wells
y Wells (1959). B, Modelo propuesto por Di Cosmo y Di Cristo (1998) y C, Modelo propuesto por Di Cristo (2013).
Tomado de Di Cristo (2013).
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1.1.6 Neuropéptidos involucrados en la reproduccién de cefalépodos

Se sabe que diversos neuropéptidos ejercen un papel en diferentes procesos fisioldgicos, como es en el
caso de la alimentacidn, el cual se realiza a través del control de circuitos o modulacién de la saciedad
(Bechtold y Luckman, 2007). Esta multifuncionalidad de los neuropéptidos hace que mecanismos que
controlan la alimentacion y la reproduccidn se encuentren altamente relacionados, y a su vez permite el
cambio metabdlico necesario para las transiciones de crecimiento a maduracién, y de maduracién a

reproduccion (Dor y Wells, 1978).

Neuropéptido FMRFamida

A la familia de los neuropéptidos FMRFamida se le han atribuido multiples funciones a lo largo del reino
animal. Estos péptidos estan involucrados en la regulacion de energia, respuesta a estrés (O’Donohue et
al., 1984, Tang et al., 1984), regulacién de comportamientos como la alimentacion (Bechtold y Luckman,
2007; Kavaliers et al., 1985) y reproduccién (Li, 2018, Di Cristo, 2013; Di Cristo., 2003), también en el
control de las contracciones en el oviducto del cefaldpodo Sepia officinalis (Henry et al., 1999). Sin
embargo, se sugiere que estas funciones dependen principalmente de dos factores: la isoformay el tejido
en que se encuentren (Nassel y Winther, 2010). Se sabe que en pulpos, la maduracién de las génadas esta
regulada por la glandula dptica, que a su vez estd regulada por esta familia de neuropéptidos FMRFamida
(Cosmo y Cristo, 1998). Dicha funcién se reporté en el trabajo mas reciente de analisis transcriptomico en
la glandula éptica de Octopus bimaculoides, donde se observan altos niveles de expresion en su condicién
de “hembras no apareadas”, y una disminucién en la expresion en las condiciones posteriores (Wang y

Rasgalde, 2018).

Neuropéptido APGWamida

Este tetrapéptido se ha identificado principalmente en moluscos, fue por primera vez identificado en
Fusinys ferrugineus (Kuroki et al., 1990) y posteriormente se encontrd en otros gastrépodos, bivalvos y
cefalépodos (Bernay et al, 2006; Fan et al., 1997; Henry et al., 1997; Smit et al., 1992; Stewart et al., 2014;
Veenstra, 2010). Diferentes investigaciones reportaron como primera funcidn para estos neuropéptidos
la modulacion de diferentes musculos (Kuroki et al., 1990) y neuromodulador en el control del

comportamiento sexual masculino (Bernay et al., 2006). El modo de accidén para estas funciones fue
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descrito de la siguiente manera: el neuropéptido APGWamida es transportado en el nervio del pene a la
estructura masculina que controla el comportamiento de apareamiento, de esta manera inhibe las
contracciones de los musculos retractores del pene, mediante la supresion de los efectos excitadores de
la serotoninay la dopamina (Li et al., 1992). Por otro lado, en el cefalépodo Sepia offinalis, al neuropéptido
APGWamida, se la ha atribuido la funcidn de las contracciones en el oviducto de la hembra (Henry et al.,

1997).

Sin embargo, tambien ha observado que el precursor de APGWamida tiene el potencial de generar otros
péptidos (RPGWamida, KPGWamida y TPGW) potencialmente activos, aunque su funcidn bioldgicas exacta

aun es desconocida (Favrel y Mathieu, 1996).

Neuropéptido PRQFVamida

PRQFVamida fue identificado en 2003 por Furukawa y colaboradores en el sistema nervioso central e
intestino de Aplysia. Este trabajo y otros posteriores reportaron un precursor de PRQFVamida y cuatro
péptidos mas relacionados (AREFVamida, VRDFVamida, VREFVamida y IREFVamida) como resultado de
modificaciones post-traduccionales, lo que explica el hallazgo del precursor en otros tejidos como rifidn y
branquias (Furukawa et al., 2006). Sin embargo, en nuestro trabajo se logrd identificar el gen codificante
para PRQFVamida exclusivo de glandula dptica, en comparacion con el tejido branquia. La funcién general
que se le ha atribuido a este neuropéptido es la inhibicidn de las contracciones espontdneas del intestino,
cesandolas casi por completo. Esta inhibicidn se debe a que PRQFVamida reduce la excitabilidad de varias

neuronas, aungue no todas, en el ganglio bucal de Aplysia (Dembrow, Jing 2003, Furukawa et al., 2006).

1.2 Justificacién

Octopus maya tiene una delimitada distribucién en la Peninsula de Yucatan, zona que presenta eventos
de surgencia que modula la temperatura y esta a su vez, regula el ciclo reproductivo de esta especie. Los
reportes del calentamiento global y los posibles futuros escenarios, ha generado el interés y la
preocupacién sobre la respuesta del organismo y el efecto en su proceso reproductivo.

Se ha observado el efecto negativo que tienen las altas temperaturas a nivel fisioldgico, y particularmente

en el éxito reproductivo de machos y hembras de O. maya; sin embargo, aun es poco lo que se conoce
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sobre el efecto a nivel molecular en los tejidos involucrados en la regulacién de la reproduccién, como es
la glandula dptica.

Por otro lado, a pesar de que se han identificado algunos neuropéptidos (FMRFamida, APGWamida y
PRQFVamida) relacionados con el control de la reproduccién en pulpos, a la fecha no se han reportado su
presencia, ni sus funciones en el pulpo Octopus maya. La presencia de multiples isoformas en las familias
de estos neuropeptidos, complica a su vez la identificacion de las funciones de éstos, en la regulacién de
la reproduccidn de los pulpos; ademas de que se desconoce si otras proteinas en la gldndula dptica pueden

estar implicadas en este proceso reproductivo.

La realizacién de un analisis transcriptémico de la glandula dptica de O. maya, nos aportara la informacion
para conocer mas posibles procesos fisioldgicos en los que participa este tejido en condiciones dptimas y
la manera en que los realiza a nivel molecular. Ademds de permitirnos identificar si los neuropéptidos
reportados en otros pulpos tienen las mismas funciones en 0. maya; y que otras proteinas pueden estar
involucradas en la regulacién de la reproduccién. De igual manera, el andlisis del transcriptoma de la
glandula dptica bajo temperaturas elevadas (estrés térmico), permitird conocer la respuesta a nivel
molecular de los procesos en que participa, asi como el efecto general en el organismo y su proceso

reproductivo que podemos esperar en los posibles escenarios térmicos futuros.

Por esto, sumado al gran valor econémico e importancia ecolégica de Octopus maya, conocer el papel de
la glandula déptica en condiciones éptimas y en condiciones de estrés térmico permitird por un lado
predecir las alteraciones que las poblaciones silvestres pudieran experimentar como consecuencia de los
efectos del calentamiento global, y por otro lado nos acerca un paso mas a la posibilidad de cultivar estos

animales en un ambiente libre de estrés.

1.3 Hipotesis

Sila glandula éptica regula la transicion entre los procesos reproductivo, de alimentacién y de senescencia
de 0. maya, entonces es de esperar que sean los genes asociados con la produccion de las moléculas
PRQFVamida, FMRFamida y APGWamida, las sefializadoras que den lugar a los cambios fisiolégicos que

conduzcan a las transiciones mencionadas.
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Por otro lado, en organismos sometidos a estrés térmico, se espera observar un cambio importante en los
patrones de expresion de los genes involucrados en la sefalizacidon que regula las transiciones de los
procesos fisiolégicos, como consecuencia de las altas temperaturas. Las alteraciones en los niveles de
expresion de estos genes podrian estar relacionados con la inhibicion del desove en temperaturas

elevadas.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Identificar genes de la glandula dptica de hembras de O. maya involucrados en el proceso reproductivo, y
cambios en la expresidon génica (sobre-expresiéon o sub-expresion) de los genes involucados en la
produccién de PRQFVamida, FMRFamida y APGWamida y de otras proteinas en condiciones de estrés

térmico.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Obtener el transcriptoma de la glandula dptica en hembras de Octopus maya.

2. Evaluar la ontologia de los genes en la glandula dptica.

3. Evaluar e identificar los genes que marcan las transiciones a los largo del ciclo reproductivo,
principalmente en el desove (antes, durante y después).

4. ldentificar el efecto de la temperatura en los genes que marcan las transiciones a lo largo del ciclo
reproductivo.

5. Evaluar e identificar los genes codificantes de neuropéptidos involucrados en el control de la

reproduccion.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Aclimatacion

Para evaluar si existe alglin efecto negativo sobre la actividad de la glandula dptica en hembras Octopus
maya, a causa de un estrés térmico, se colocaron 30 individuos adultos de ambos sexos (proporcion 1:1)
por cada estanque circular de liner de 22 m3 (Figura 5). Siguiendo los protocolos éticos (Mather y Anderson,
2007) y considerado el bienestar de los organismos (Sinn et al., 2007), en estos estanques se permitio el
apareamiento libre (Figura 6). Los animales se mantuvieron en un intervalo de temperatura del agua entre
26 °Cy 30 °C, con una salinidad de 36 ups aproximadamente y alrededor de 5-8 mg/L de oxigeno disuelto.
Los pulpos fueron alimentados con una pasta (70 % calamar y 30 % jaiba) por la mafiana y por la tarde
(cuidando que fuese siempre a la misma hora para evitar fugas de los animales y canibalismo). Los restos
de comida no ingerida, las heces y las conchas donde se colocaba el alimento fueron removidos
diariamente de los estanques. El tiempo de aclimatacion fue de 6 dias para los pulpos expuestos a 30 °Cy

de 14 dias para los pulpos mantenidos en24 °C.

Figura 5. Estanques circulares liner.

Figura 6 Apareamiento.
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2.2 Tratamientos experimentales

Se conformaron dos grupos experimentales de 15 hembras maduras cada uno. Un grupo control (24 °C) y
un grupo experimental (rampa a 30 °C). Los tratamientos experimentales se llevaron a cabo en el area de
reproduccion de O. maya de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacién de la Facultad de

Ciencias de la UNAM (UMDI Sisal), ubicada en Sisal, Yucatan (Arreola-Meraz, 2018).

Los tratamientos se llevaron a cabo en un sistema de recirculacidn de agua de mar conectado a un
espumador y a un filtro de antracita. Las hembras fertilizadas y maduras fueron colocadas individualmente
en 15 tanques negros de 80 L cada uno. La temperatura del agua se controld utilizando un calentador de
titanio 1200 W conectado a un sensor digital el cual permitié mantener una variacion del +- 0.5 °C. A las
hembras se les proporciono un nido artificial de vidrio el cual facilita la colocacién de los huevos debido a
la superficie rugosa de la tapa. En el area de desove se mantuvo un fotoperiodo de 10:14 horas con
iluminacién de led rojo (30 luz cm?). La dieta, salinidad, oxigenacion y limpieza fue igual en ambos

experimentos, siguiendo los mismos procedimientos ya establecidos durante el periodo de aclimatacion.

Los tratamientos experimentales (Figura 7) consistieron de lo siguiente: se realizaron de la siguiente: el
primer tratamiento experimental fue denominado “Rampa a 30 °C”, en las que las 15 hembras fueron
expuestas primero a un periodo de 15 dias a 30 °C y luego a una reduccién de temperatura a razén de 1
°C cada 5 dias hasta que el sistema alcanzé los 24 °C. El segundo tratamiento (T24) fue de control. Este
grupo también compuesto de 15 hembras fue expuesto por 45 dias a 24 °C, que es la temperatura dptima

para los reproductores de esta especie (Juarez et al., 2015, Angeles-Gonzalez et al., 2017).
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Figura 7. Tratamientos experimentales. Temperatura de los dos tratamientos a lo largo del tiempo. T30 = Tratamiento
de estrés térmico, T24 = Tratamiento control (Tomado de Arreola-Meraz, 2018).

2.3 Muestreo de la glandula éptica

Con el fin de identificar cambios en los patrones de expresion durante el proceso reproductivo, se
realizaron muestreos de glandula 6ptica (Anexo 1) en tres tiempos en cada tratamiento: Pre-desove,

Desove y Post-desove (N=5 animales por tratamiento y fase reproductiva) (Figura 8).

Para el muestreo los pulpos fueron sumergidos en una solucién al 3 % de etanol durante 15 min
aproximadamente, con el fin de inducir una anestesia profunda (Socorro et al., 2010). Posteriormente se
desconectd el cerebro haciendo un corte en el I6bulo subpedunculado. Después se extrajeron las glandulas
Opticas que fueron pesadas y preservadas en solucion RNAlater®, finalmente fueron almacenadas a 70 °C

hasta la extraccion de ARN (Figura 8B).
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Figura 8 A) Diseccién de pulpo hembra. B) Lébulo éptico y glandula dptica.

2.4 Secuenciacién de ARN

Para la extraccion de ARN total se utilizd el método kit de extraccién RNeasy Plus Mini Kit Qiagen,
utilizando 400 mg de perlas, de 15 a 30 mg de tejido, la homogenizacion del tejido se llevé a cabo en el
equipo FastPrep en 2 ciclos con una velocidad de 6 m/seg por 30 seg, cada ciclo, y agregando a cada
muestra 400 mg de perlas de vidrio (Anexo 2). La cuantificacién de ARN total se llevé a cabo en un
espectrofotémetro Nanodrop™ 2000 (Thermo Scientific®), donde también se determind la relacién de las
longitudes de onda A260/280 para verificar la pureza del ARN con relacion a proteinas, y la relacién
A260/A230 para verificar que no existiera contaminacion por fenoles u otros solutos (Tabla 4). Con base
en la concentracién de ARN, se determind la cantidad de muestra a utilizar por pool para preparar las seis
reacciones y verificar la integridad del ARN mediante una electroforesis en gel de agarosa-TAE al 1 %,
cargando en cada pozo 1 pL de GelRed (GR), de 1 puL a 5 pL de la muestra y lo restante de agua libre de
RNasa. Las seis reacciones y el marcador de peso molecular de 1 Kb se corrieron en una camara de
electroforesis (Bio-Rad®) a 80 volts por 40 min. Posteriormente se verifico la presencia de ADN genémico
mediante un PCR punto final, utilizando el equipo termociclador C100 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad), las
concentraciones de los reactivos y las diluciones previas para cada pool se especifican en la Tabla 1, se
utilizé 1 uL de cada muestra y el programa de amplificacién consistié en: 2 minutos a 94 °C, seguido por
34 ciclos de 30 segundos a 93 °C, 1 minuto a 60 °Cy 30 segundos a 72 °C, y una extensién final de 10 min
a 72 °C, manejando un control positivo donde se utilizdé un gen de mantenimiento (factor de elongacién B)
y el control negativo (agua). El resultado de la PCR punto final se observé con un gel de agarosa al 1.5 %
(0.6 g de agarosa y 40 mL de TAE 1x) utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb, 5 uL de cada
reaccion y 1 uL de GelRed.
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Se prepararon bibliotecas pareadas e indizadas de ADN complementario (ADNc) utilizando una muestra
por cada tratamiento, mediante el kit TruSeq® RNA Seq Sample Prep Kit v2 Set A, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Anexo 3), las bibliotecas fueron realizadas utilizando una concentracién total
de 10 ng/uL de ARN total en un volumen final de 50 pL para cada pool y se verificé el tamafio de los
fragmentos obtenidos con el equipo Bionalyzer. Se procedid con la secuenciacion masiva utilizando el
sistema de secuenciacion lllumina® HiSeq, generando lecturas cortas aproximadamente de 100 bases de
ADN. La preparacidn de las bibliotecas fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia Marina del Centro
de Investigacion Cientifica y Estudios Superior de Ensenada, Baja California (CICESE), y la secuenciacion en

University of Illinois Keck Center (Estados Unidos de América).

Tabla 1 Preparacion de las reacciones para verificar la presencia de ADN gendmico.

Previa dilucidén para cada pool
1 2 3 6
1/10 1/20 1/10 1/10
Reactivo Concentracion
[mM]
Buffer 5x 1x
MgCl, 4
dTNPs 0.2
Primer F 0.2
Primer R 0.2
Taq Polimerasa 0.065
H,O X

2.5 Anadlisis RNA-Seq

2.5.1 Analisis de calidad de las secuencias y ensamble de novo

La calidad de las lecturas (fragmentos de ADN provenientes de la secuenciacion) se examind utilizando el
software FastQC. Las lecturas de baja calidad, los adaptadores de lllumina y los indices (fragmentos cortos
de ADN utilizados como identificadores) fueron descartadas con el software Trimmomatic version 0.36
(Bolger et al., 2014) manteniendo aquellas cuyo valor Phred fue superior a 30 (esto significa que la

probabilidad de error de cada base secuenciada es de 0.001). Las lecturas obtenidas en los seis
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tratamientos fueron incluidas en un solo archivo para realizar el ensamble de un transcriptoma comun
que se realizé con Trinity versidn 2.4.0 (Grabherr et al., 2011) a partir de k-meros (fragmentos) de 25 bases,
utilizando los pardmetros asignados por omisién (default). La Figura 9 muestra los pasos generales para el

analisis RNA-Seq, desde la toma de muestra hasta el analisis de expresion diferencial.

2.5.2 Anotacion funcional

Una vez reconstruidos los transcritos, se buscaron las secuencias homologas a estos en las bases de datos
de péptidos Uniprot-Swissprot utilizando el software Blastx (CITA), aceptando aquellas homologias con
valores de E menores a 10”(-5). La ontologia de los genes homaélogos (OG) asi como su anotacidn funcional
se obtuvieron utilizando el software Blast2GO (Conesa et al., 2005) aceptando resultados con valores de

E menores a 107(-8).

2.5.3 Andlisis de expresion diferencial y Enriquecimiento

Los tratamientos se dividieron por temperatura para el andlisis de expresién diferencial. Las lecturas de
cada biblioteca fueron alineadas utilizando el transcriptoma comudn como referencia con Bowtie2 version
2.3.4.1 (Langmead y Salzberg, 2012). La estimacion de la abundancia de los transcritos y su hormalizacion
se llevd a cabo con RSEM versién 1.3.0 (Li y Dewey, 2011). La construccion de la matriz con los FPKM de
todas las librerias fue analizada para obtener los transcritos expresados diferencialmente entre los
tratamientos con EdgeR (Robinson et al., 2010) dentro del software R (Jombart, 2008), siguiendo el script
disefado para datos sin réplica incluido en el paquete de Trinity, utilizando una tasa de falsos positivos
(FDR) <0.05y un fold change > 2. Los tratamientos 24Des y 24Post fueron comparados contra su condicion
inicial 24Pre, por otro lado, los tratamientos 30Des y 30Post fueron comparados con su respectiva
condicidn inicial 30Pre. Los transcritos expresados diferencialmente fueron ordenados en clusters de
acuerdo a sus patrones de expresion y representados en un mapa de calor utilizando el script de perl
incluido en el software Trinity. Los transcritos exclusivos y compartidos entre tratamientos se obtuvieron
con un script perl proporcionado por el Dr. Pavel Galindo Torres (Anexo 4), posteriormente fueron
analizados y representados mediante diagramas de Venn usando el programa Venny 2.0 (Oliveros 2007-
2015). Se realizé un analisis de enriquecimiento utilizando los genes expresados diferencialmente de cada
libreria utilizando el software DAVID 6.7 (Huang et al., 2009), para identificar los procesos biolégicos mejor

representados en cada etapa contra su respectiva condicidn inicial, tanto a 24 como a 30 °C.
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Figura 9 Diagrama del proceso de extraccion, secuenciacidn y andlisis del transcriptoma.

2.8 Validacién de la expresion diferencial

Para realizar la validacidon del RNA-Seq via gPCR, se seleccionaron como genes blanco aquellos transcritos
con diferencias significativas (P < 0.05) y mayores al doble entre los tratamientos, y que ademas tuvieron
anotacion funcional con valores de E < 107(-10). Los genes de referencia son aquellos transcritos sin
diferencias significativas en su expresion entre los tratamientos (P = 1). Las seis muestras de ARN de
glandula dptica previamente extraido y las 26 muestras de branquia (correspondientes al nimero de
organismos entre las seis condiciones experimentales, que fue utilizado como control negativo en esta
prueba), fueron tratadas con la enzima RQ1 RNase-free DNase (Promega®). La limpieza y la purificacion
fueron verificadas mediante una prueba de PCR punto final con el gen Factor de Elongacionf (FEB), en el
termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad®), con el siguiente programa: 2 min a 95 °C, 35 ciclos
de 30sa95°C,30sa60 °C, 15sa 72 °Cy una extensidn final de 4 min a 72 °C, se utilizaron las siguientes
concentraciones de reactivo: Buffer al 1x, 4 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 mM de cada
oligonucléotido, 0.65 mM de Go Taqy la cantidad de H,0 necesaria para llegar a 14 uL totales por reaccion.

El resultado fue observado mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.0 %, a 80 volts por 40 min.
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Se prosiguié con la sintesis del ADNc, la cual se realizé con ayuda del kit Improm Il Reverse Transcription
System (Promega®) siguiendo las instrucciones del fabricante e iniciando el procedimiento con 1 ug de
ARN para cada muestra. la sintesis se verific6 mediante PCR punto final con el programa siguiente: 2 min
a95°C,35ciclosde30sa95°C,30sa60°C,15sa72°Cy una extensién final de 5 min a 72 °C, se utilizaron
las siguientes concentraciones de reactivo por reacciéon: Buffer al 1x, 4 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTPs,
0.2 mM de cada oligonucledtido para el gen FEB, 0.65 mM de Go Taq y la cantidad de H,0 necesaria para
llegar a 14 plL totales por reaccidn. El resultado fue observado mediante una electroforesis en gel de

agarosa al 1.0 %, y se corrid a 90 volts por 45 min.

Se disefiaron oligonucléotidos para gPCR utilizando el software Primer3 (Untergasser et al., 2012) con base
en las secuencias de los transcritos seleccionados (Anexo 5), previo a esto, se realizd una corrobacion de
cada transcrito para cada gen con un Blastn en NCBI, para los transcritos de APGWamida y FMRFamida se
verificd el marco de lectura con la herramienta en linea ExPASy https://web.expasy.org/translate/ y se
realizo la traduccidn para verificar la presencia de las repeticiones de los aminodacidos que caracterizan a
estos neuropéptidos (Figura 23 y 24 respectivamente). Para las FMRFamidas se construyd un arbol
filogenético con todas las secuencias resultantes del blastx, utilizando el software MEGA 7 (Figura 25), para
esto se eliminaron las secuencias incompletas, se realizé el alineamiento con Muscle, la historia evolutiva
fue inferida mediante el uso del método de maxima verosimilitud basado en el modelo de evolucion
proteica JTT (Jones et al., 1992). El arbol consenso fue inferido tras un bootstrap de 200 repeticiones
(Felsenstein, 1985) se usd para representar la historia evolutiva de los taxones analizados. Las ramas
correspondientes a particiones reproducidas en menos del 50 % de las réplicas del bootstrap fueron
colapsadas. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se agruparon en la prueba
(incluyendo 200 repeticiones) se muestran junto a las ramas (Felsenstein, 1985). Los arboles iniciales para
la busqueda heuristica se obtuvieron automaticamente aplicando los algoritmos de unién de vecinos y
BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas usando el modelo JTT, y luego seleccionando la
topologia con un valor de probabilidad de registro superior. Se utilizé una distribucion Gamma discreta
para modelar las diferencias en la tasa evolutiva entre los sitios (2 categorias (+ G, parametro = 1.0169)).
El analisis incluyé 74 secuencias de aminodcidos. Hubo un total de 846 posiciones en el conjunto de datos

final. Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Las condiciones de amplificacion para cada par de oligonucléotidos se obtuvieron mediante un gradiente
de temperatura (Tabla 2) via PCR de punto final utilizando un termociclador C1000 Touch Thermal Cycler

(Bio-Rad®) en reacciones con: 3 uL de 5X Green GoTaq Flexi Buffer (Promega®), 2.4 uL de MgClI2 (25 mM,
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Promega®), 0.3 puL de dNTPs (10 mM, Promega®), 0.2 uL de cada oligonucléotido (10 mM), 0.08 uL de
GoTagq Flexi DNA polymerase (5 u/uL, Promega®), 7.62 uL de H20 y 1 puL del ADNc obtenido a partir de un
pool hecho por todos los tratamientos para glandula éptica y branquia, para un volumen final de 15 pL. El
tiempo de extensidn y la temperatura de alineamiento fueron diferentes para cada par de oligonucléotidos
y se especifican en la Tabla 1. Para todos los oligonucléotidos se realizé una desnaturalizacién a 95 °C por
2 min, seguido de 40 ciclos de 30 seg a 95 °C, 30 seg a la temperatura correspondiente para el alineamiento
de cada par de oligonucléotidos, tiempo de extensién correspondiente a 72 °C y una extension final de 4

min a 72 °C.

Las curvas de eficiencia de cada par de oligonucléotidos fueron calculadas utilizando 6 diluciones seriales
con un factor de diluciéon de 1:10, de un pool de glandula éptica y branquia, que contiene todas las
condiciones experimentales. Cada gen se amplificd en reacciones de gPCR conteniendo: 5 pL de B-R SYBR
Green Super Mix (Quanta Biosciences®), 0.2 uL de cada oligonucléotido (10 mM), 1.6 puL de H,O y 3 puL de
templado. Los valores de Cq fueron obtenidos con el sistema CFX96 Real Time System (Bio-Rad®) integrado
a un termociclador C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad®) con el siguiente programa de amplificacién: 2
min a 95 °C, 40 ciclos de 30 sa 95 °C, 30 s a 60 °C, 30 s a 72 °Cy lectura de placa, seguido por 5 min a 72
°C, 10 sa 95 °C, 30 s a 65 °C, 60 ciclos de 5 s a 65 °C + 0.5 °C/ciclo y lectura de placa. La eficiencia de
reacciéon para cada par de oligonucleotidos se determiné empleando la ecuacién E (eficiencia) = (10 ©
Lpendiente)_1) (Buystin et al., 2009) empleando el software CFX Manager 3.0 (Bio-Rad®, 2012). Para el andlisis
de expresion, se analizaron 10 genes blanco: Receptor de FMRFamida, FMRFamida, Bicaudal D, Receptor
de la hormona liberadora de gonadotropina, Factor de transcripcidon Sp4, Proteina de choque térmico de
70 kDa, Proteina de choque térmico de 90 kDa, PRQFVamida, Dopamina B-hidroxilasa y APGWamida. Tres
genes de referencia: Factor de elongacidnl-, V-ATPase subunidad D y Ribonucleoproteina nuclear
heterogénea tipo D en cada una de las condiciones experimentales por separado y por triplicado en
reacciones de gPCR dentro de placas de plastico de 96 pozos, incluyendo controles positivos y negativos.
La amplificacion se llevd a cabo utilizando el mismo equipo, bajo el mismo programa, y en reacciones
idénticas a las utilizadas para calcular las curvas de eficiencia, utilizando la dilucién 1:10. La expresion
relativa de cada gen blanco se estimd usando el método AA Cq (Hellemans et al., 2007), utilizando
RefFinder (Genorm, NormFinder y KestKeeper) para el andlisis de la estabilidad de los genes de referencia.
Finalmente, los valores de expresion relativa de los genes blanco fueron comparados entre los
tratamientos, mediante una prueba Multifactorial (tejido y temperatura) y de Fisher LSD (P< 0.05),
utilizando Statistica7 (Hilbe, 2012), los valores fueron transformados a logaritmo base 10 para el analisis

estadistico y asi se graficaron (Figura 27,28 y 29).



23

Tabla 2 Tiempo de extensidn y gradientes de temperatura utilizados para cada par de oligonucléotidos en su
optimizacion por PCR de punto final.

Tiempo de Tamano Gradiente de
Nombre de los .. del
Gen . L .. extension temperatura
oligonucléotidos producto o
(seg) N (0)
(pb)
Receptor de FMRFamida FMAR 6 98 60-62-64
FMRFamida FMRF 11 150 60-62-64
Bicaudal D BICD 11 175 60-62-64
Receptor Il de la hormona GNRR2 11 170 60-62-64
liberadora de gonadotropina
Factor de transcripcion Sp4 TFSp4 12 188 58-60-62
Proteina de choque térmico HSP70 10 164 60-62-64
70 kDa
Proteina de choque térmico- H90A1 12 148 58-60-62
subunidad 1alpha, 90 kDa
PRQFVamida PRQFV 10 166 61-63-65
Dopamina-B-hidroxilasa Dbh 25 60-62-64
APGWamida CP1 10 189 60-62-64




Capitulo 3. Resultados

3.1 Reconstruccién del transcriptoma de la glandula dptica

3.1.1 Secuenciacién (extraccién de ARN, cuantificacién, control de calidad y preparacién de

librerias)

Se realizaron un total de 6 extracciones en pool de ARN total de glandula éptica, cuidando mantener entre
4y 5 organismos en cada pool para que los resultados fueran comparables (Tabla 3, donde cada muestra
corresponde a un organismo). La concentracion de ARN, asi como la relacién A260/280 y la relacion
A260/A230 para cada pool se encuentra en la Tabla 4. Los resultados de ambas relaciones indican valores

alrededor del 2.00 en los seis pooles, este valor indica que hay el doble de ARN de lo que hay de proteinas

o solutos (dependiendo la relacion) en nuestro ARN total extraido.

La Figura 10 es el gel resultado de la electroforesis donde se observa para los 6 pooles dos bandas definidas
en la electroforesis (Fig. 10). Estas bandas corresponden a las subunidades del ARN ribosomal (18S y 28S),

las cuales se utilizan como indicativo de que el ARN no se encuentra degradado, debido a que éste forma

el 80 % del ARN total (Molecular Cell Biology, 2000).

Tabla 3 Muestras correspondientes a cada pool de acuerdo al tratamiento y condicién.

Temperatura 30°C

Temperatura 24°C

Condicion Muestras Pool Condicion Muestras Pool
Pre-desove 2,4,5y6 1 Pre-desove 32,33,34,35y36 9
Desove 7,10,13y 15 2 Desove 23,27,29y31 5
Post-desove 8,9,11,12y 14 3 Post-desove 22,24,25y 28 6
Tabla 4 Cuantificacion en Nanodrop.
Pool 1 2 3 9 5 6

ng/uL 590.9 1,090.3 485.9 130.8 53.1 724.5

260/280 2.00 2.04 2.01 2.05 0.561 2.00

260/230 2.16 2.14 1.96 1.94 0.24 2.15

Resuspension 30pL 30uL 30uL 30uL 80uL 30uL
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar la integridad de cada poo/ de ARN.

Las reacciones PCR para verificar la presencia de ADN gendmico mostraron un amplicén de
aproximadamente 200 pb en el control positivo (+), el cual corresponde al fragmento esperado (factor de
elongacidén 1-B). La ausencia de esta banda en los carriles correspondientes a los pooles (1, 2, 3,6) y el

control negativo (-), indican un ARN libre de ADN gendmico (Fig.11).

I E (b + (.1 )2 Jif 3 W) e (.- %

Figura 11 Gel de agarosa al 1.5 %, resultado de PCR-punto final. E: Marcador de peso molecular (100 pb); los nimeros
corresponde a su pool respectivo: +: control positivo, con gen Factor de Elongacién B; - : control negativo.
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Para la elaboracién de las bibliotecas, se obtuvo una concentracién final del pool de las bibliotecas
obtenida en Qubit de 2.17 ng/uL en un volumen final de 32 uL (~ 8 nM).El tamafio de los fragmentos

obtenidos por las lecturas en Bioanalyzer se encontrd alrededor de los 300 pb (Fig. 12).

; 1 | (W) (I 5 6 -
500 b et i‘ r—

Figura 12 Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) para el control de calidad de las librerias. E: Marcador de peso
molecular (100 pb); los nimeros corresponde a cada pool. Se observa el tamafio de los fragmentos de cada pool
después de realizar las bibliotecas.

3.1.2 Analisis RNA-Seq (Resultado de la secuenciacidn, calidad y ensamble)

La secuenciacion de todas las bibliotecas de glandula éptica generaron 258, 502, 389 pares de lecturas
(paired-end) con una longitud de 100 pb. Después de someterse al filtro de calidad donde se eliminaron
las lecturas de baja calidad, los adaptadores y los oligonucléotidos, se termind con un total de 248, 960,
115 lecturas con un valor Phred arriba de 30. El porcentaje de las lecturas que permanecieron, para todos
los tratamiento fue mayor al 90 % (Tabla 5). El transcriptoma consistié en un total de 110, 189, 272 bases
ensambladas de novo, y un total de 208, 747 transcritos (incluidas todas las isoformas) correspondientes
a 98, 536 genes, con una longitud promedio de 527 nucledtidos y un N50 = 655 nucledtidos de longitud (el
50 % de los transcritos fueron mayores a 655 nucleétidos) (Tabla 6). Para el tratamiento a temperatura 24
°C se obtuvieron el siguiente nimero de genes exclusivos por condicion: 24Pre tuvo 10,403 genes, 24Des
tuvo 7,274 genes y 24Post tuvo 15, 609 genes (Fig. 13). Por otro lado, para el tratamiento rampa a 30 °C:
30Pre 25, 287 genes, 30Des 13, 201 genes y 30Post con 4, 157 genes (Fig. 13).



Tabla 5 Lecturas obtenidas del andlisis de RNA-Seq

Tratamiento

#Secuencias antes
de trimmomatic

#Secuencias después
de trimmomatic

(%) Lecturas después de
trimmomatic

24PRE 14,150,259 13,666,667 96.58245125
24DES 63,867,352 62,390,373 97.68742722
24POST 41,159,099 38,593,666 93.76703314
30PRE 35,469,094 33,712,688 95.04806635
30DES 38,148,215 36,442,421 95.528509
30POST 65,708,370 64,154,300 97.63489796
TOTAL 258,502,389 248,960,115 96.30863218

Estadisticas del ensamble con Trinity

Total de contigs

por transcripto

Total de bases ensambladas 110,189,272
#total de transcritos 208,747
#total de genes 98,536
Contenido de GC (%) 37.87
Contig N10 2,120
Contig N20 1,501
Contig N30 1,131
Contig N40 857
Contig N50 (basado en todos los transcritos) 655
Contig N50 /basado en la isoforma mas larga) 539
Longitud media de contig 348
Longitud promedio de transcrito 527.86
Estadisticas de la anotacion
Transcritos anotados 21,926
Contigs con Componente Celular 6,582
Contigs con Proceso Bioldgico 6,660
Contigs con Funciéon Molecular 6,655
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Tabla 6 Estadisticas del ensamble de novo del transcriptoma de glandula éptica de O. maya y anotacion funcional.
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Figura 13. (A) Diagrama de Venn con el numero de transcritos expresados en cada condicion reproductiva en el
tratamiento a 24°C. (B) Diagrama de Venn con el numero de transcritos expresados en cada condicion reproductiva
en el tratamiento rampa a 30°C.

3.2 Anotacion funcional y ontologia genética de glandula dptica

Con la base de datos Uniprot-Swissprot se obtuvo un mayor nuimero de secuencias homodlogas
estadisticamente significativas, a nivel de secuencias de aminoacidos, con la especie Homo sapiens con
casi 4, 000 hits, seguida por Mus musculus con poco mas de 3, 500 hits y después con la especie Rattus
norvegicus con 1, 000 hits. Dentro del Phylum Mollusca la especie con la que hubo mayor nimero de
homologias fue Biomphalaria glabrata (Figura 14). De 168, 105 secuencias, 26, 606 fueron mapeadosy 21,
926 anotadas las cuales se clasificaron en tres categorias funcionales: procesos bioldgicos, funcion
molecular y componente celular. Entre los procesos bioldgicos se identificaron como importantes para
este trabajo los procesos de regulacion de sefializacion, regulacidon de respuesta a estimulos, respuesta a

estrés, regulacién de procesos de apoptosis, espermatogénesis y desarrollo del sistema nervioso (Fig. 16).
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Analysis Progress [blastx_oct]

Sequences
0 25,000 50,000 75,000 100,000

With Blast Hits - | | |

With Mapping

Total Sequences

With Annotation -

Figura 14 Grafico con el nimero total de secuencias en el transcriptoma de glandula dptica de hembras 0. maya,
numero de transcritos que hicieron hit en el BLAST, que fueron mapeados y finalmente que se encontraron con una
anotacion.
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Shigella -

Cavia =
Salmonella =
Oryza saliva =
Neurospora =
Nematostella =
Ictalurus =
Oncorhynchus =
Stegomyia =
Salmo =
Corynebacterium =
Mycobacterium =
Mycolicibacterium =
Takifugu =
Streptomyces =
Haemophilus =
Streptomyces albidoflavus group =
Staphylococcus =
Pseudomonas =
Saccharomyces =
Aspergillus =
Escherichia = Type

Mycobacterium tuberculosis complex =

ORF

. Transcript

Genus

Others =
Schizosaccharomyces =
Bacillus =
Cricelulus =
Pan =

Canis =
Dictyostelium =
Cutibacterium =
Oryctolagus =
Arabidopsis =
Sus -

Macaca -
Caenorhabditis =
Silurana =
Pongo =
Gallus =
Sophophora =
Xenopus =
Danio =

Bos -

Rattus =

Mus =

Homo =

0"
2000~

000~
6000~

=]
Number of annotations

Figura 15 Especies con mayor nimero de homologias en el transcriptoma de glandula dptica de hembras de 0. maya,
utilizdndose la base de datos de Uniprot-Swissprot.
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Direct GO Count (BP) [blastx_oct]

5,000 10,000 N 65,000 70,000

positive regulation of branscription by RMA palbymerase IT 4
oxidation-reduction process
cellular process 4
negative regulation of transeription by RMA polymerase 11 4
regulation aof ranscriplion, DMA-templated 1
translation 4
regulation of cellular process
regulation of transcription by RMHA& polymerase 1T 1
intracellular protein bransport 4

rucleic acid phosphodiester barned hydruﬂr:i%
protein ubiquitination |
protein bransport
negative regulation of transcription, DMNA-templated 4
cell papulation praliferatian 4
protein phosphorylation 1
protaclysis 4
negative regulation of apoptotic process
phiosphorylation 1
] mlll epaliu 1
cEll cycle o
s multicellular organism developmant 1
positive regulation of transcription, DMA-templated 1
cell division A
slgmal bramseuction 1
DA recombination
bransmembrane transport 4
reverse transcription invelved in RHA-mediated bransposition -
ubiquitin-dependent protein catabolic process 1
mitA splicing, via spliceasame
spermatogenesis o
negative regulation of cell population proliferation 1
metabolic process 1
cell differentiation
proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein catabalic process 1
cellular response to DA damage stimulus 1
- F Pl'ohin stabilization 1
e positive regulation of apoptotic process
protein palyublguitination 1
e rervous system development
cilivm as;;'rgblv E
probein ing 1
-apaptoh’c pracesqs ]
sk development -
cell adhesion 1
positive regulation of call population proliferation 1
rRIMA processing A
positive regulation of cellular process 1
transport
— positive regulation of gene IIIFII"IEE.iEIFI 1
athers 4

GO
T T T o [N [ B S EEm mEEEEEE D

Figura 16. Clasificacion de los transcritos de glandula dptica de hembras Octopus maya, en Procesos Bioldgicos segun
su homologia y ontologia genética. Las flechas naranjas indican aquellos procesos con interés para este trabajo.

3.3 Andlisis de Expresién diferencial

La Figura 17 (A) nos muestra las tres condiciones reproductivas a temperatura normal (24 °C), donde por
los patrones de expresion se agrupa 24Des con 24Post y separa por completo 24Pre, evidenciando que el
proceso de desove genera un fuerte cambio en la expresidon génica y en los procesos biolégicos del
organismo. En la Figura 17 (B) se observan las tres condiciones reproductivas sometidas a estrés térmico
(30 °C), en este caso las condiciones que se agrupan son 30Pre con 30Des, separandose de 30Post, esto
nos indica que a diferencia de lo que sucede a 24 °C, el estrés térmico termina siendo mas fuerte e

influyente que el proceso de desove para la expresion de genes.
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Los resultados de la comparacién en cantidad de transcritos expresados diferencialmente exclusivos, asi
como compartidos entre las tres condiciones 24Des y 24Post contra la condicidn inicial 24Pre y por otro
lado 30Des y 30Post contra su inicial 30Pre, se muestran en la Figura 18 mediante diagramas de Venn. Con
respecto a los genes sobre expresados a temperatura 24 °C, 24Des cuenta con 114 genes exclusivos,
24Post con 81 genes exclusivos, y comparten 26 genes entre ellos dos. En el caso de los genes sub

expresados, 24Des tiene 44 genes, 24Post tiene 170, y entre ellos comparten 24 genes mas.

Por otro lado, para el tratamiento rampa, en los genes sobre expresados 30Des cuenta con 60 genes
exclusivos, 30Post 492 y entre ellos comparten 3 genes. Para los genes sub expresados 30Des tiene 94

genes, 30Post tiene 142 genes, y entre ellos comparten 3 genes.

samplos vs. features
diffExpr.P0.05_C1.matrix.log2 centered

samplos vs. foatures
diffExpr.P0.05_C1.matrix log2 centered

24PRE_1

24DES_1

24P0OS_1
30POS_1
30PRE_1
30DES 1

Figura 17. Mapas de calor para el analisis de los patrones de expresion de genes en la glandula éptica de Octopus
maya. (A) Las tres condiciones a temperatura éptima de 24 °C., (B) Las tres condiciones sometidas al tratamiento

rampa (30 °C).
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Desove Pos=clesove E} 24 Desove 24 Pos-desove

C) Desove Posdesove D) Desove Pos desove

492

142
(88.6%) (59.4%)

Figura 18. Diagramas de Venn con los genes expresados diferencialmente. (A) genes sobre-expresados, (B) genes
sub-expresados en 24DES y 24POST vs 24PRE; (C) genes sobre-expresados y (D) genes sub-expresados en 30DES y
30POST vs 30PRE.

3.3.1 Analisis de Enriquecimiento

Los procesos biolégicos enriquecidos significativamente (P<0.05) fueron detectados en cada condicion
reproductiva de cada tratamiento, usando los transcritos con alto nivel de expresion diferencial. De 208
genes expresados diferencialmente (DEGs) en 24Des, 140 fueron sobre-expresados, los cuales forman
parte de 32 procesos bioldgicos enriquecidos y 68 genes sub-expresados correspondientes a 16 procesos
bioldgicos enriquecidos significativamente. Para los 301 DEGs en 24Post, 107 fueron sobre expresados y
enriquecieron 44 procesos bioldgicos, y los 194 genes sub-expresados enriquecieron significativamente
118 procesos bioldgicos. Los procesos bioldgicos enriquecidos significativamente de 24Des y 24Post son

contra su condicion inicial 24Pre.
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Los tratamientos del experimento rampa 30Des y 30Post contra su condicién inicial 30Pre mostraron los
siguientes resultados; 30Des tuvo un total de 160 DEGs, 63 fueron sobre-expresados involucrados en 35
procesos bioldgicos enriquecidos significativamente; 97 genes sub-expresados en 105 procesos bioldgicos
enriquecidos significativamente. Por otro lado, 30Post tuvo un total de 640 DEGs, de los cuales 495 fueron
sobre-expresados y enriquecieron 190 procesos biolégicos; y 145 genes sub-expresados involucrados en
73 procesos bioldgicos enriquecidos significativamente. La tabla 7 muestra los procesos mas relevantes

para este estudio en cada tratamiento y condicidn.

Tabla 7 Procesos bioldgicos enriquecidos significativamente en cada condicién reproductiva de cada tratamiento.

s Proceso Biolégico
MEICIen Sobre -expresado Sub-expresado
*RNA splcing *Proceso metabdlico de fosfocreatina
*Proceso de diferenciacidn *Proceso de regulacidn de muerte neuronal y apoptosis
24PRE *Comportamiento materno *Procesos de metabdlicos de esteroides
*Procesos de organizacion de membran
*Procesos de energia y cadena de transporte
*Procesos de energia y cadena de transporte *RNA splcing
24DES *Proceso de regulacion de muerte neuronal y apoptosis
*Procesos de metabdlicos de esteroides
*Procesos de organizacion de membrana *RNA splcing
24P0OST *Procesos de energia y cadena de transporte *Proceso de diferenciacidn
*Comportamiento
condicién Proceso Biol6gico
Sobre -expresado Sub-expresado
*Procesos metabdlico de octopamina *Axogénesis
*Comportamiento materno *Embarazo y proceso reprodutivo
*Receptores acoplados a proteina G *Procesos metabodlico de octopamina
PRE 30Rampa *Neurotransmisores *Proceso de regulacion de muerte neuronal y apoptosis
*Respuesta a estrés *Procesos de energia y cadena de transporte
Regulacion de los niveles hormonales
*Desarrollo de caractres sexuales
*Regulacion del crecimiento
*Axogénesis *Procesos de energia y cadena de transporte
*Embarazo y proceso reprodutivo *Comportamiento materno
DES 30 Rampa *Comportamiento materno *Respuesta a estrés
*Proceso de regulacidn de muerte neuronal y apoptosis
*Neurotransmisores
*Procesos de energia y cadena de transporte Regulacidn de los niveles hormonales
POST 30 Rampa| *Proceso de regulacion de muerte neuronal y apoptosis *Desarrollo de caractres sexuales
*Respuesta a calor *Respuesta a estrés

3.4 Genes involucrados en el proceso reproductivo

Se hizo una seleccion de 10 genes que representaran los dos procesos bioldgicos mas importantes y

generales de esta investigacion: reproduccidn y respuesta a estrés segln sus niveles de expresion (Fig. 20,
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21y 22) para validar su expresion diferencial mediante RT-qPCR (Tabla 8). Los mapas de calor donde se
muestran los patrones de expresién de cada gen en cada condicién se observan en la Figura 19. La
corroboracidon de las homologias por Blastn, con E-value, el porcentaje de identidad y porcentaje de

cobertura de cada transcrito seleccionado se muestra en la Tabla 9.
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GNRR2

Ha0A1

PRQFV
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DBH
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GNRR2

TFSp4

HSPT0

FMAR

H90A1

Pre30_R

Des30_R

Post30_R

Figura 19 A) Mapa de calor de los genes blancos en el tratamiento experimental a 24 °C; B) Mapa de calor de los
genes blanco en el tratamiento rampa a 30 °C.
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Tabla 8 Identificador en TRINITY, UNIPROT, Ontologia, Funcion y Proceso bioldgico al que corresponde cada gen

seleccionado.

ID_TRINITY ID_UNIPROT Ontologia Funcion P.ro?e-s ©
biolégico
TRINITY_DN44505_cO_g1_i4 | PRQFV_APLCA PRQFVamida Controla los comportamientos | oy o

de alimentacién

TRINITY_DN48933_c3_gl il4 | FMRF_DORPE | Neuropéptido FMRFamida Inhibe la activacion de la GO Reproduccién
. . Receptor del neuropéptido
TRINITY_DN45225_c2_gl i2 | FMAR_DROME | Receptor de FMRFamida _ X
FMRFamida
Enzima que convierte la Respuesta a
TRINITY_DN46896_c4_g2 i1l | DOPO_HUMAN | Dopamina beta hidroxylasa . 9 . . estrésy
dopamina a norepinefrina. .
reproduccipon
TRINITY_DN46071_c3_g2_i1 | BICD_DROME Bicaudal D Interviene en la diferenciacin | - Respuestaa
de ovocitos estrés
Receptor Il de la hormona Receptor de la hormona
TRINITY_DN545_cO_gl i2 | GNRR2_CLAGA liberadora de P X X
. Gonadotropina
gonodotropina
Desarrollo del sistema Desarrollo
TRINITY_DN46704_c4_g4_i3 | SP4_HUMAN | Factor de transcripcién Sp4 . - embrionario
nervioso central del embrion )
(Reproduccidn)
Proteinas de respuesta a Ayudan a evitar el mal Respuesta a
TRINITY_DN15253 c0_gl1 i2 | HSP70_EMENI P plegamiento de nuevas P

choque térmico, 70kDa

proteinas.

estrés

TRINITY_DN57511_c0_g1 il

H90A1_DANRE

Proteinas de respuesta a
choque térmico, 90kDa

Ayudan a evitar el mal
plegamiento de nuevas
proteinas.

Respuesta a
estrés

TRINITY_DN49013_c13_g2_i6

CP1_APYCAL

Neuropéptido APGWamida

Neuropéptido que inihibe la
activacion de la GO.

Reproduccion
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Figura 20 Valores de expresion de los genes blanco involucrados en el proceso reproductivo, lecturas por kilobase

por millén de transcritos mapeados en el transcriptoma.
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Figura 21 Valores de expresidn de los genes blanco involucrados en respuesta a estrés, lecturas por kilobase por

millén de transcritos mapeados en el transcriptoma.
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Figura 22 Valores de expresion de los genes blanco que codifican para receptores, lecturas por kilobase por millén

de transcritos mapeados en el transcriptoma.
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3.4.1 Validacién de la expresiéon mediante RT-gPCR

En la Tabla 10 se presentan los oligonucléotidos disenados con el software Primer3 de cada uno de los 10
genes blancos seleccionados y 4 genes candidatos a genes de referencia los cuales habian sido disefiados
y probados en trabajos previos (Juarez et al., 2019; Lépez-Galindo et al., 2019). La eficiencia de reaccion

para cada par de oligonucléotidos y su temperatura de disociacidon se muestran en la Tabla 11.



Tabla 9 Gen, ID_TRINITY, corroboracién con Blastn (NCBI), E-value y porcentaje de indentidad de cada uno de los diez genes seleccionados.

%

Gen ID_TRINITY Blastn E-value . Cobertura
Identidad
. . PREDICTED: Octopus vulgaris protein PRQFV- 0
PRQFVamida TRINITY_DN45102_c9_g1_i3 amide-like (LOC115217507), mRNA 0 94.61% 100
Receptor de PREDICTED: Octopus bimaculoides FMRFamide
P TRINITY_DN45225 c2 gl i2 | receptor-like (LOC106877850), transcript variant 0 98.30% 80

FMRFamida X2, MRNA

PREDICTED: Octopus bimaculoides FMRFamide-
FMRFamida TRINITY_DN48933 c3_g1_il10 related neuropeptides-like (LOC106873202), 0 97.02% 69
transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Octopus bimaculoides dopamine

D i - . . .
opamina B TRINITY_DN46896_c4_g5_il| beta-hydroxylase-like (LOC106875923), partial 0 99.22% 100
hidroxilasa
MRNA
. . PREDICTED: Octopus bimaculoides protein 0
Bicaudal D TRINITY_DN46071_c3_g2_il bicaudal D-like (LOC106879480), mRNA 0 99.57% 72
Receptor de la PREDICTED: Octopus bimaculoides gonadotropin-
hormona liberadora TRINITY_DN545_c0_g1_i2 releasing hormone Il receptor-like 7.00E-178 | 99.43% 94
de gonadotropina (LOC106869641), transcript variant X6, mRNA
Factor de . PREDICTED: Octopus bimaculoides transcription
TRINITY_DN46704 c4 gl .769 1
Transcripcion Sp4 - 6704 _c4 gl i6 factor Sp4-like (LOC106871353), mRNA 0 98.76% 00
Proteina de choque PREDICTED: Octopus bimaculoides heat shock
. 9 TRINITY_DN48936_c4_g3_i5| cognate 71 kDa protein-like (LOC106879627), 4.00E-166 | 97.16% 90
térmico 70kDa
mRNA
Prot’ein'a de choque TRINITY_DN48653_c5_g1_i12 Octopus vulgaris heat shock protein 90 (HSP90) 0 95.41% 94
térmico 90kDa mMRNA, complete cds
Bi . . .
APGWamida | TRINITY_DN49013 c13 g2 i6 iomphalaria alexandrina APGWamide 8.00E-17 | 93.94% 14

precursor, mRNA, complete cds
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Figura 23 Secuencia de nucledtidos y su traduccion a aminoacidos del transcrito codificante para el neuropéptido
APGWamida, con amarillo se encuentran resaltadas las repeticiones de aminoacidos.
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_________ |_________I_________ o o e o | o o . e | e s s .
501 cggggcaatgaggaadgaagadaxacggtttatgaggtttggacgagatcotgacagsaayg 960
T R & W E E E E E R F M R F & BE D P D 5 EKE 1l¢
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561 ttaatgggttabtggtaatagtgaggaagaaaaacgctttatgogosttggtagaatgteca 1020
117L B & ¥ ¢ H 3 E E E K R F H B F & R M 3 13€

1021 gacgaagctgabgctcaaaaaaggttcabgagatttggocogaagbgttgatgatgacaag 1030
127 D E A D 2 Q E R F M B F G R 5 W I D D K 156

1081 gocgaatagattgaaadaaatcaaacgatcagoctbtogtacgataagaatgggacgtagsget 1140
15742 W R L K K 3 W D ¢ L R T I B H & B 3 W 17&

1121l ggggataaaadaggtgaacagcgcSaatggagatgogtacctaagaattggacaaagsgat 12

E KE VvV H 3 A W ¢ b A ¥ L B I & @ 3 D 1

_________ |_________I_________ o o e o | o o . e | e s s .
1201 gaataaGAIGTTGETACGITEAGCAGGCTEACGEEATCCEICCCATCTTTEGRARTARGRE 1260

197 E = 157
_________ |_________ I_________ —— e o e e e . —— e . e e . —— e e e e .

1761 ARRRCARCTTTTTTCRAAARCRARTAACTECAGTAACRACARCERAGEAGCRARACATCAECREAS 1320

1221 AR AT ARG TR A A T R A R TR T AR TR AR TR P AR TR CRACRARTRRCRETORG L350

1281 ATTITTGTGATCATATCTTEARCGIIGTGTTGTTIGTATTEATATTCTATT 1428

Figura 24 Secuencia de nucleétidos y traduccion a aminoacidos del transcrito seleccionado que codifica para el
neuropéptido FMRFamida, en Amarillo se resaltan las repeticiones de aminoacidos.
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_54|: POA021.3 FMRF-amide neurapeptidesAplysia califomica

99

ABRLZTTES ] FMRFamide precursor 1 X+ Aplysia califomica
AZ5790 FMRFamide neuropeptide precursorAplysia califormica

NP 001191475,1 FWMRF-atmide neuropeptides Aplysia calfomica

CAAI0949.1 neuropeptide FMRFamide precursor Mytilus edulis
,—XP 0114437861 PREDICTED: FMRF-amide neuropeptides Cragsostrea gigas

96 L—— P 022302400.1 FMRF -amide neuropeptides-like Crassostraa virginica
,—}{F' 021378855.1 FMRF-amide neuropeptides-like Mizuhopecten yessoensis

28 L—— AFE25641.1 FMRFamide neuropeptide precursor Platynereis dumerili
ﬂ': PAATIIE5.1 hypathetical protein BOKIS Migl0179693 Macrostomum lignano

23

PAATIAZ0.1 hypothetical protein BOKTE Migl0179601 Macrastomum lignano
L ¥P013379870.1 FMRF-amide neuropeptides Lingula anatina

{XF’ 013066266, 1 PREDICTED: FMRF-amide neuropeptides-like Biomphalaria glabrata
100

QCENTI9,1 FMRFamide precursor Biomphalatia alexandhing

P41570.1 FullFMRF amide-related peptides Helix aspersa
100 —— ARS01392.1 fmifaride Deroceras reticulaturn

10

L—— BAB2524.1 FMRFamide precursor Ambigolimas valentianus
g6 [ ACDB5487.1 FMRF1 Haliotis asinina

L A\VWBES4ET 1 FMRF amide neuropeptide 1 Haliotis discus hannai
100 —— PYD33926.1 hypothetical protein COG70 05188 Pomacea canaliculata

27

38

L %P 025085510.1 FMRF-armide neuropeptides-like Pomacea canaliculata

{XP 0147759281 FMRFamide-related neuropeptides-like isoform 41 Octopus bimaculoides
FIMRF-like Octopus maya %

7

a4

AP 01477559311 FMRF amide-related neuropeptides-like isoform ¥2 Octopus bimaculoides

e ACP39631.1 FMRF pracursor protein [diosepius notoides

P31839.1 FullFMRF amide-related neuropeptides Sepia officinalis

_3;: BEE4BS.1 FMRFamide-related neuropeptidesDoryteuthis pealeii
G9GELD.1 FMRF amide-related neuropeptidesDoryteuthis opalescens
_92|:MT492;BB.1 FMRF amids-related peptide Sepiella japonica

Figura 25 Arbol filogenético para el transcrito FMRFamida detectado en la glandula éptica de O. maya. El asterisco sefiala

la secuencia de este trabajo.
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Tabla 10 Eficiencia y temperatura de disociacion para cada par de oligonucléotidos, obtenidas de las curvas estandar en

RT-qPCR.
Genes blanco
Temperatura
Gen % Eficiencia . d,e .,
disociacién
(%)
FMAR 103.6 83
FMRF 92.4 78
Dbh 108.3 83
BICD 110 83.5
GNRR2 94.5 82.5
SP4 101.3 89.5
HSP70 103 80
H90A1 94.8 82
APGW 90.8 84
PRQFV 89.3 82.5
Genes de Referencia
Hnr 101.3 82
Gels 90.5 80
Vat 93 82
Ef1B 102.6 82

3.4.1.1Andlisis de estabilidad de los genes candidatos de referencia

El software en linea RefFinder (https://www.heartcure.com.au/reffinder/) indicé tanto con el método de

Genorm, como con el método de NormFinder a Hnr como el gen mas estable y a FE1B como el segundo mas

estable, el gen Vat en tercer lugar y por ultimo como gen menos estable a Gels. El método de BestKeeper por

otro lado posiciond en primer lugar, como gen mas estable a Vat, en segundo lugar a FE1B, en tercer lugar a

Hnr y por ultimo el gen Gels. El comprehensive ranking indicé que Hnr y FE1B son los dos genes mas estables

y los dptimos para realizar la normalizacidn de nuestros datos, colocando en tercer lugar a Vat y en ultimo a

Gels. La Figura 26 muestra las graficas de estabilidad para cada método y el comprehensive ranking (Fig. 26).


https://www.heartcure.com.au/reffinder/
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Figura 26. Analisis de estabilidad de genes, A) Genorm, B) NormFinder, C) BestKeeper y D) Comprehensive ranking. El
recuadro rojo indica los dos genes de referencia mas estables con los que se procedié a hacer la normalizacién de los
datos de expresion.

3.4.2 Expresion relativa de genes blanco

La expresién de los genes candidatos se evalud en branquia y glandula éptica, los resultados de expresidn
relativa indicaron que los genes codificantes para FMRFamida (FMRF), APGWamida (APGW), y PRQFVamida
(PRQFV), se expresan Unicamente en glandula dptica, estos tres genes tienen diferencia significativa en sus
niveles de expresidn entre los tejidos analizados (P < 0.05) y entre tratamientos. Por otro lado, el gen
Dopamina-B hidroxilasa (DBH), presenté diferencias significativas entre los tejidos analizados, pero no entre
los tratamientos (P < 0.05). Cabe resaltar que éstos genes, presentaron mayor sobreexpresion en la condicion

de PRE30 (Figura 28).

La expresion del gen codificante para receptor del neuropéptido FMRFamida y el factor de transcripcidon Sp4
presentaron el mismo comportamiento, teniendo diferencias significativas entre tejidos (P < 0.05), y una mayor
presencia en tejido branquia. La proteina de choque térmico de 70 kDa, tuvo presencia en ambos tejidos con
diferencias significativas entre ellos (P < 0.05), con mayor expresién en glandula 6ptica. La proteina de choque
térmico de 90 kDa se expresd en ambos tejidos, sin embargo, no presenté diferencias significativas entre

tejidos ni tratamientos (P > 0.05). El gen Bicaudal D se expresd en ambos tejidos y presenté diferencias
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significativas entre ellos (P < 0.05), con mayor expresion en branquia, este gen también presento diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05), con una mayor expresion en el tratamiento control a 24 °C. Por
ultimo, el gen del Receptor de la hormona liberadora de gonadotropina mostrd bajos niveles de expresion en
ambos tejidos, en todas las condiciones, con la Unica excepcién de 24 Post-desove en Branquia, donde su
expresion fue notablemente mas alta. En las Figuras 27, 28 y 29 se muestran los niveles de expresion relativa

de cada uno de los 10 genes en ambos tejidos y en cada pool junto con las graficas agrupadas por tratamiento.
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Figura 27 Expresion relativa en logio para los genes con posible funcion en la respuesta a estrés. A.1-C.1: Expresion relativa
en las tres condiciones reproductivas de ambos tratamientos en glandula dptica y branquia; barras de color representan
el tejido Glandula dptica y barras en escala de grises representan el tejido Branquia. A.2-C.2: Expresidn relativa por tejido
y tratamiento.
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Figura 28 Expresion relativa (logio) para los genes con posible funcidn en la reproduccion. A.1-E.1, Expresidn relativa en
las tres condiciones reproductivas de ambos tratamientos en glandula éptica y branquia; barras de color representan el
tejido Glandula dptica y barras en escala de grises representan el tejido Branquia. A.2-E.2, Expresion relativa por tejidoy
tratamiento.
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Figura 29 Expresion relativa (logio) para los genes con diferentes funciones. A.1-B.1, Expresidn relativa en las tres
condiciones reproductivas de ambos tratamientos en glandula dptica y branquia; barras de color representan el tejido
Glandula optica y barras en escala de grises representan el tejido Branquia. A.2-B.2, Expresion relativa por tejido y
tratamiento.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Evaluacion de la secuenciacion del transcriptoma

En la secuenciacién transcriptdmica de la glandula éptica de O. maya se obtuvieron 258, 502, 389 pares de
lectura (paired-end) con una longitud de 100 nt, se ensamblaron 110, 189, 272 bases, 208, 747 transcritos y
98, 536 genes reconstruidos en total. Otros dos trabajos realizados en O. maya (Judrez et al., 2019; Lopez-
Galindo et al., 2019), reportan los siguientes datos: la secuenciacién del transcriptoma de testiculo de 0. maya,
obtuvo un total de 53, 214, 611 pares de lecturas con longitud de 75 pb, el ensamble de novo se realizé con
48,101, 426 lecturas y se obtuvieron 85, 249 transcritos y 77, 661 genes (Lépez-Galindo et al., 2019). Mientras
que en tejido de cuerpo blanco de hembras de O. maya realizado por Judrez y colaboradores (2019) se
obtuvieron 56, 280, 138 bases ensambladas y 75, 260 genes reconstruidos (Juarez et al., 2019). Estas
diferencias entre el numero de lecturas crudas obtenidas, bases ensambladas, transcritos y genes
reconstruidos se deben principalmente a la plataforma de secuenciacién utilizada. En los estudios anteriores
los tejidos de testiculo y cuerpo blanco fueron secuenciados en un equipo tipo MiSeq (Illumina), plataforma
gue puede generar hasta 25 millones de lecturas de 300 nt de longitud, mientras queen este estudio se utilizé
un equipo tipo HiSeq 2000, que puede generar hasta 2 billones de lecturas de 100 nt de longitud (Buermansy
den Dunnen, 2014; lllumina, 2000). La importancia de la profundidad de la secuenciacién radica en que entre
mas profundidad, mas transcritos seran detectados y su cuantificacion serd mas precisa (Mortazavi et al.,
2008). Sin embargo, el numerd de transcritos también podria depender del tejido, asi como del sexo de los

individuos analizados.

La primera evidencia de un efecto en los niveles de transcripcidén por la temperatura se observa al comparar
el nimero de genes expresados exclusivamente en cada condicién reproductiva entre los dos tratamientos
experimentales (Figura 13). En la condicién de Pre-desove los genes exclusivos aumenta de 10, 403 (24 °C) a
25, 287 (R-30 °C); para Desove aumentan de 7,274 en 24 °C a 13, 201 en Rampa, mientras que en la condicién
Post-desove ocurre lo contrario, los genes disminuyen de 15, 609 en 24 °Ca 4, 157 en Rampa. En el tratamiento
Rampa fue evidente la sub-expresién de los genes blanco, durante el desove y principalmente en Post-desove.
Esto coincide con lo reportado por Juarez (2016) y Lépez (2018), sugiriendo que altas temperaturas pueden
estar limitando o inhibiendo ciertos procesos importantes para la reproduccidn de esta especie principalmente
cuando el dafio por estrés térmico ocurre antes del desove en el caso de las hembras. Por otro lado, en la
condicidn Pre-desove, ocurre lo contrario, hay una fuerte sobre-expresion de los genes blanco en el

tratamiento Rampa, principalmente los genes codificantes para neuropéptidos, asi como aquellos relacionados
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con la respuesta al estrés. Esto coincide con la inhibicidn o retraso del desove en hembras O. maya por efecto

de temperaturas elevadas (Juarez et al., 2015).

4.2 Posibles funciones de genes blanco

4.2.1 Genes involucrados en la reproduccion

4.2.1.1 Neuropéptidos

Neuropéptido FMRFamida

La funcién de regular la maduracién de las génadas se le ha atribuido a la familia neuropéptidos FMRFamidas,
en Octopus vulgaris y Octopus bimaculoides (Cosmo y Cristo, 1998, Wang y Rasgalde, 2018). Sin embargo, es
conocido la existencia de multiples isoformas producto de un mismo gen (Chin et al., 1994), como es en el caso
de estos neuropéptidos. En el presente estudio, encontramos una nueva isoforma putativa de las FMRFamidas
en pulpos, la FMRF like-Octopus maya, esto nos explica la presencia del neuropéptido FMRFamida en nuestros
resultados con un patrén de expresion opuesto a los resultados obtenidos en el trabajo transcriptdmico de
Wang y Rasgalde (2018): bajos niveles de expresidon en Pre-desove y elevados niveles en Post-desove. Lo
anterior fue confirmado a través de una comparacién entre las secuencias de aminodcidos de ambas isoformas
(Wangy Rasgalde, comunicacién personal), sugiriendo que diferentes isoformas cumplen diferentes funciones,

como se ha reportado para otros neuropéptidos y otros organismos.

Ademas del control sobre la maduracion de gdénadas, a la glandula dptica también se le ha atribuido ser la
encargada de iniciar los procesos de anorexia y senescencia en Octopus hummelincki (Wodinsky, 1977). Estos
resultados permiten ahora sugerir que la glandula déptica es un importante centro de sefializacion, con la
funcién de realizar las transiciones de algunos procesos, tales como crecimiento, madurez sexual, puesta de
huevos y senescencia. Partiendo de esta teoria, la sobre-expresion de los neuropéptidos FMRFamida en Post-
desove a 24 °Cy en Pre-desove en rampa a 30 °C observados ahora podria estar indicando una auto-inhibicién
de la glandula éptica mediante la produccion del neuropéptido FMRFamida que inactiva a la glandula éptica
(Cosmo y Cristo, 1998), inhibiendo como consecuencia la puesta de huevos en Pre-desove 30 °C en respuesta
a las condiciones no favorables, y en Post-desove a 24 °C para para marcar el término de la puesta de huevo e
iniciar los procesos de senescencia. Otro proceso que puede estar realizando la isoforma detectada e nuestro

trabajo es el control en la ingesta de alimento (Kavaliers et al., 1985. Sossin et al., 1987), proceso que también
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se observa claramente en los organismos en las condiciones reproductivas correspondientes de ambos
tratamientos experimentales. La auto-inhibicién como la disminucion de la ingesta de alimento se presentan
en el tratamiento Pre-desove rampa a 30 °C, sin duda en respuesta al estrés térmico al que se encuentran
sometidos los organismos. Aunque las razones de tal inhibicién no han sido esclarecidas del todo es posible
gue ese sea un mecanismo adaptativo que le permite a la hembra reconocer cuando las condiciones no son

las favorables para el desarrollo de los embriones (Juarez et al., 2016; Caamal-Monsreal et al., 2016).).

Neuropéptido APGWamida

Los patrones de expresion para los genes que codifican para el neuropéptido APGWamida observados en el
analisis de RNA-Seq de nuestra investigacion, indican que existe una sobre-expresién en Pre-desove a 24°C al
igual que en Pre-desove en el tratamiento rampa a 30 °C. Esto sugiere que en la condicidn de Pre-desove no
hay o aln no son necesarias las contracciones en el oviducto, ya que una de las funciones reportadas para
estos APGWamida y sus péptidos relacionados en cefaldpodos (Sepia offinalis) es la disminucidn en el tono,
amplitud y frecuencia de dichas contracciones (Henry et al., 1997). Por otro lado, este neuropéptido fue
detectado también en los I6bulos involucrados en el control del comportamiento reproductivo en hembras de
Octopus vulgaris, y en sus glandulas oviductales, las cuales forman parte de los sistemas reproductivos
femeninos (Di Cristo et al., 2005), lo que corrobora su funcién. Estos hallazgos permitieron hipotetizar una
estrecha relacion entre los I6bulos olfativos, que reciben estimulos quimicos, y las glandulas oviductales,
abriendo la posibilidad de que el olfato en cefalépodos puede mediar aspectos en el comportamiento sexual

(Di Cristo et al., 2005).

En el tratamiento rampa a 30 °C, los elevados niveles de expresiéon de este gen podrian indicar que en
condiciones no favorables, como lo son las altas temperaturas, en la hembra se disparan mecanismos que
inhiben el desove. Este disparo descontrolado de los niveles de expresiéon del neuropéptido APGWamida en
Predesove 30 °C (posiblemente por el estrés térmico), impide que se lleve a cabo de manera déptima las
contracciones necesarias durante el desove. Esto es, debido a que cuando las condiciones de temperatura
mejoran, es muy poco el tiempo que tiene para disminuir la expresion a los niveles éptimos que se observan
en Desove a 24 °C. Las consecuencias de esta elevada expresidén de neuropéptidos APGWamida en Pre-desove
30 °C tuvieron el efecto de producir desoves menos abundantes, como se ha reportado en investigaciones

anteriores (Juarez et al., 2019).
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Neuropéptido PRQFVamida

Nuestro trabajo mostré diferencias en los niveles y patrones de expresidn de este gen entre los tratamientos,
sobre-expresandose en Post-desove a 24 °C, y en Pre-desove en rampa a 30 °C. Se ha observado y reportado
qgue en condiciones dptimas, las hembras dejan de alimentarse pocos dias antes del desove hasta la muerte.
Por otro lado, en nuestro trabajo los organismos expuestas al tratamiento rampa a 30°C disminuyeron su
ingesta de alimento desde dos semanas antes de su puesta de huevo y continua esta anorexia en las
condiciones posteriores (Juarez et al., 2016). Estos resultados coinciden con la funcién de disminuir la ingesta
de alimento que se le atribuye a este neuropéptido (Dembrow y Jing., 3003, Furukawa et al., 2006). La sobre-
expresiéon Unicamente en Pre-desove en el tratamiento rampa a 30 °C puede estar indicando que las hembras
bajo el estrés térmico son incapaces de regular y controlar adecuadamente sus rutas de sefializacién, alterando
multiples procesos. Es interesante comparar nuestros resultados sobre la expresion de PRQFVamida, con los
obtenidos por Zatylny-Gaudin et al., (2016), quienes encontraron el pentapéptido durante la puesta de huevos
en hembras Aplysia. Esto por supuesto puede tener varias explicaciones. Debido a la existencia de multiples
isoformas y péptidos relacionados como se ha reportado, es alta la probabilidad de que se esté hablando de
dos secuencias diferentes. A pesar de que los organismos utilizados en ambos trabajos pertenecen a la clase
Mollusca, son organismos diferentes, asi como el tejido utilizado y las condiciones experimentales también lo
son. En la investigacion realizada por Wang y Ragsdale (2018), reportaron la presencia de PRQFVamida en
hembras de O. bimaculoides en la glandula dptica. Al comparar los patrones de expresidn se observa cierta
concordancia entre ambos estudios, con un aumento de la expresion conforme avanzan las etapas del ciclo de
vida de ambos organismos bajo sus temperaturas dptimas correspondientes (Wang y Ragsdale, 2018), patrén

de expresion que se ve completamente opuesto en el tratamiento a 30 °C en el presente estudio.

4.2.1.2 Nuevas proteinas con funciones putativas en la regulacion de la reproduccidn en Octopus maya

Factor de transcripcidn Sp4

Sp4 es uno de los cuatro miembros de la familia de las proteinas Sp (Specificity protein), son proteinas de unién
a DNA, en regiones ricas de GC, reguladoras de la transcripcion (Suske, 1999). A esta familia de proteinas se le
ha involucrado en la expresion de muchos genes involucrados en mantenimiento, ciclo y regulacién celular,
activacion hormonal y patrones de desarrollo (Black et al., 2001; Brandeis et al., 1994; Macleod et al., 1994;
Philipsen y Suske, 1999). Estas multiples funciones concuerdan y explican la deteccion de las proteinas Sp4 en

el tejido branquia de nuestro trabajo.
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A comparacién de otros miembros de esta familia, Sp4 parece ser exclusivo de algunos tejidos. Se han
reportado altos niveles de este factor en cerebro, y en menos nivel en tejidos epiteliales, corazén, musculo
esquelético, testiculos y dientes en desarrollo (Gong et al., 2003; Hagen et al., 1992; Kubalak et al., 2000; Supp
et al., 1996). En varios trabajos se ha reportado que la mutacién del factor de transcripcién Sp4, genera la
muerte de la mayoria de los ratones a los pocos dias de nacer, y aquellos que sobreviven, son
significativamente mas pequefios y presentan diferentes malformaciones (Mcneish et al., 1990; Mcneish et al.,
1988). Otra observacidn de estos trabajos fue la incapacidad de copular para los organismos machos donde

aparentemente la fertilidad de las hembras no fue afectada.

Los resultados obtenidos ahora respecto de la expresidon de los genes involucrados en la sintesis del factor de
transcripcién Sp4 en el transcriptoma de glandula éptica muestran una sobre-expresién en la condicion de Pre-
desove, tanto en el tratamiento a 24 ° C como en rampa a 30 °C. Debido a la importancia que las Sp4 tienen en
el desarrollo embrionario, una disminucidn de expresién podria dar como resultados la produccidn de pulpos
mas pequefios asi como una disminucidn en la sobrevivencia de juveniles, tal como ha sido observado en

estudios previos (Juarez et al., 2016).

Dopamina B-hidroxilasa

La enzima dopamina B-hidroxilasa es la encargada de sintetizar diferentes catecolaminas, como dopamina,
noradrenalina y norepinefrina (Chambers et al., 1998, Houhou et al., 1995). Moléculas que son ampliamente
conocidas como mediadoras de respuesta a estrés (Cheng et al., 2016), e incluso involucradas directamente
en la reproduccion (Skobowiat et al., 2013; Taljanidisz et al., 1989, Thomas et al., 1995; Thomas y Palmiter,
1997). Otro papel de los productos de esta enzima es como posibles reguladores del metabolismo de energia
(Magistretti, 1999). La noradrenalina estimula la formacién de cAMP que a su vez estimula la glucogendlisis y

glucdlisis, resultando en un incremento en la disponibilidad de energia (Hamprecht y Dringen, 1995).

Como se ha planteado anteriormente, los procesos de preparacién para la senescencia implican un gasto de
energia para el organismo. Recordando, los organismos en la condicidon de Post-desove en condiciones dptimas
de temperatura ya no se alimentan, esto nos lleva a suponer que el pulpo podria estar haciendo uso de sus
diferentes reservas de energia, con la finalidad de poder realizar al minimo los procesos de mantenimiento. En
0. maya se ha observado que las hembras empiezan a utilizar tejidos como el ovario, la glandula digestiva y
finalmente el musculo con el fin de obtener la energia suficiente, razén por la cual se observa un aumento en
los niveles de expresidn de esta enzima en la condicidn post-desove a 24 °C. Por otro lado, es probable que

exista un aumento de la demanda de energia en la condicién de Pre-desove en rampa a 30 °C, donde la
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temperatura tiene acelerado el metabolismo oxidativo y energético de las hembras, como se ha observado en
diferentes especies pulpos (Tepler et al., 2011, Borer y Lane, 1971, O’Dor, 1982). Este aumento de energia y
desviacidn del proceso reproductivo es requerido posiblemente para poder hacer frente al estrés térmico, y
realizar los procesos de sefializacién necesarios para inhibir el desove en temperatura desfavorable. La
desviacidn de energia se ha reportado anteriormente por Ottaiani y Franceschi (1996), quienes propusieron
que los cambios neuroendocrinos inducidos por estrés desvian los recursos energéticos de un organismo de
funciones fisioldgicas como la reproduccién, crecimiento y ciertos procesos inmunes a la adaptaciones
metabdlicas y conductuales que necesitan estos para superar los desafios que les impone el ambiente
(Ottaviani y Franceschi, 1996). Judrez y colaboradores (2015), observaron esta estrategia en las hembras O.

maya cuando fueron expuestas a temperaturas mayores a 27 °C.

Una explicacion de cémo los organismos estan adaptados para regular el uso de la energia proviene de conocer
los productos de la enzima dopamina B-hidroxilasa como es la noradrenalina. Diversos estudios han reportado
un aumento simultaneo de niveles de noradrenalina cuando se incrementa la demanda de energia en los
organismos (Sangiao-Alvarellos et al., 2003). La presencia de la enzima dopamina B-hidroxilasa en la glandula
Optica de O. maya en el presente trabajo permite pensar que también estd presente la noradrenalina
permitiendo a las hembras canalizar una mayor cantidad de energia a los procesos metabdlicos motivados por
la alta temperatura, tal y como se ha detectado en el cerebro de diferentes organismos marinos (Sloley y
Rehnberg, 1988, Ortiz y Lutz, 1995, Zhou et al., 1999). La sobre-expresion de la enzima en las condiciones de
mayor demanda energética en ambos tratamientos experimentales, ya sea por falta de ingesta de alimento en
Post-desove a 24 °C, o la necesidad de activar mecanismos para poder hacer frente al estrés por temperatura,
Rampa a 30 °C. Indicdndonos una posible funcion de la enzima dopamina B-hidroxilasa en la regulacién del

metabolismo energético.

4.2.2 Genes con respuesta a estrés

Proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) y 90 kDa (HSP90)

Las proteinas de choque térmico HSP70 y las HSP90 se clasifican en diversas familias de acuerdo a su peso
molecular y su secuencia homdloga (Heikkila, 2010; Lindquist y Craig, 1988). Ambas proteinas han sido
ampliamente estudiadas en multiples especies de moluscos, como: Laternula elliptica, Crassostrea gigas,
Haliotis tuberculata, Haliotis asinene, Chlamys farreri y Argopecten irradians. Diferentes trabajos han

reportado un incremento de la expresion de ambas proteinas cuando se someten los organismos a algun tipo
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de estrés (Paim et al., 2016), sea temperatura, humedad, radiacién, hambruna, hipoxia, infeccidon o agentes

téxicos (Lindquist, 1986).

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran para los animales expuestos al tratamiento de 24 °C
una sobrexpresion de HSP70 en las condiciones de Pre-desove y Desove y para las HSP90A1 una ligera
sobreexpresion en Desove y un aumento en Post-desove. Esos resultados sugieren que estas chaperonas
juegan un papel importante durante el proceso reproductivo en hembras fertilizadas, incluso a temperatura
Optima donde la HSP70 se expresa en mayor medida durante fases tempranas mientras que la HSP90 aparece
en fases tardias. Otra razdn por la que se podrian encontrar expresadas en ausencia de estrés es por las amplias
funciones de mantenimiento que realizan estas proteinas. Las funciones de mantenimiento de las chaperonas
Hsp70 incluyen el transporte de proteinas entre compartimentos celulares, degradacién de proteinas
inestables y mal plegadas, prevencion y disolucion de complejos proteicos, plegamiento y replegamiento de
proteinas, recubrimiento de vesiculas con clatrina y control de proteinas reguladoras (Daugaard et al., 2007).
Por otro lado, se ha visto que las HSP90 interactian con alrededor de 200 proteinas que ese encuentran
principalmente involucradas en la regulacién de la transcripcién y en las vias de transduccion de sefiales
asociadas a los receptores de glucocorticoides, ribonucleoproteinas, factores de remodelacién de la cromatina

y proteinas quinasas (Sato et al., 2000).

Por otro lado, en los animales expuestos a la Rampa estos patrones de expresién nuevamente cambian en
respuesta al estrés térmico Las HSP70 se observan sobre-expresadas en desove, promoviendo la recuperacion
por el estrés producido por las altas temperaturas (Sharma et al., 2010). Por su parte, las H90A1 se observan
sobre-expresadas en Pre-desove y Desove, donde fungen el papel de lanzar una respuesta rapida de proteccion
en esa condicién experimental, tal y como se ha visto estas proteinas desempefian en diferentes
investigaciones (Richter y Buchner, 2001; Sato et al., 2000). La presencia de ambas proteinas en Pre-desove y
desove sefialan que la temperatura junto con el desgaste energético propio del proceso reproductivo, genera
en las hembras mayores niveles de estrés, para el cual es necesario la accién de ambas chaperonas permitiendo
asi mantener la estabilidad de otras proteinas. Se ha comprobado en diversas investigaciones que altas
temperaturas producen alteraciones en el metabolismo, patrones de respiraciéon y pueden cambiar el

funcionamiento de los sistemas nervioso y endocrino de los organismos (Neven, 2000).

La presencia de estas proteinas en todas las condiciones reproductivas del trabajo presente en los organismos
expuestos a 24°C y los resultados de Lopez y colaboradores (2019), quienes encontraron una sobreexpresion
de las proteinas de choque térmico de 70 kDa en testiculo de O. maya Unicamente en Post-desove bajo estrés

térmico (Lépez-Galindo et al., 2019), permiten hipotetizar que a diferencia de los machos que solo
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experimentan un elevado estrés al final de su ciclo de vida, las hembras requieren altos niveles de chaperonas

durante todas las etapas reproductivas aun en temperaturas éptimas.

Bicaudal D

La presencia del ARNm de esta proteina tanto en glandula dptica como en branquia en los resultados de esta
investigacion, concuerdan con lo reportado en otros trabajos donde altos niveles de expresiéon se han
observado en diferentes tejidos, en etapas tempranas y adultas (Baens y Marynen, 1997). Lo anterior es
explicado por las multiples funciones que cumplen estas proteinas, principalmente en la funcién del

citoesqueleto, y en la regulacién del transporte y la comunicacion celular (Hoogenraad, et al., 2001).

Una funcidon mediada en parte por las proteinas de esta familia es el control de la homeostasis principalmente
del sistema nervioso, funcién estrechamente relacionada con su papel de activador de los complejos de
dineina. Otros trabajos han reportado que éstas proteinas estan involucradas en un amplio grupo de trastornos
neuromusculares causados por una degeneracion de neuronas motoras especificas (Neveling et al., 2013). Los
resultados donde se indican que las proteinas adaptadoras Bicaudal D pueden modular las respuesta de
organulos especificos a los estimulos ambientales (Hoogenraad y Akhmanova, 2016), podria estar relacionado
con la sobreexpresidon de BICD observada en la glandula éptica en la condicion de desove de las hembras O.
maya mantenidas en el tratamiento a 24 °C. De esos resultados es posible asumir que los organismos ya en
condiciones térmicas dptimas estan sometidas a altos niveles de “estrés” producido por el desgaste energético
que les significa el desove. La sobre-expresién de estas proteinas junto con las de choque térmico en el
tratamiento control en la condicién de desove, podria corroborar que el principal objetivo de las hembras es
llevar a cabo de la manera mas exitosa posible su Unica puesta de huevos, manteniendo la homeostasis en el

organismo.

Los patrones y niveles de expresidon de los genes involucrados en la sintesis de estas proteinas cambian para el
tratamiento rampa a 30 °C, donde la maxima sobre-expresion se observa en pre-desove indican igualmente el
estrés que ejerce la temperatura sobre la homeostasis del sistema nervioso. Esto podria indicar que el estrés
térmico induce una fuerte respuesta en la hembra para mantener la homeostasis, activando mecanismos de
emergencia como la sobre-expresidn de este tipo de genes, con posible accidén sobre los érganos reproductivos
y la inhibicidn del desove en espera de que se presenten condiciones mas favorables, como ha sido observado

en otros trabajos (Judrez et al., 2015).
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Por dltimo, una funcién importante realizada por las proteinas Bicaudal D es la participacién crucial en el
desarrollo y diferenciacién de ovocitos (Terenzio et al., 2014, Oh y Steward, 2001, Bullock y Ish-horowicz, 2001;
Hughes et al., 2004). Los bajos niveles de expresidn de estas proteinas en Pre-desove a 24 °Cen glandula dptica,
y los altos niveles en branquia dificultan atribuirle esta funcidn en nuestro trabajo. Sin embargo, no se puede
descartar por completo ya que se han encontrado ovocitos inmaduros y en diferentes etapas de desarrollo en

tejido de glandula oviductal, en hembras en desove y en Post-desove (Arreola-Meraz, 2018).

4.2.3 Funcion de los receptores

Receptor del neuropéptido FMRFamida (FMAR)

Existe poca informacidén acerca del funcionamiento, actividad y estructura de los receptores de FMRFamida y
los péptidos relacionados. En 1986 se sabia que estos neuropéptidos tenian diferentes acciones de membrana
(Cottrell, 1980; Stone y Mayeri, 1981). Sin embargo, se desconocia si los multiples efectos de estos
neuropéptidos eran mediados por diferentes receptores. Cottrell y Davies (1987), reportaron que existen
cuatro tipos de accidén para estos receptores, y que multiples péptidos relacionados podian actuar sobre el
mismo tipo de receptor, activandolo o inactivdndolo (Cottrell y Davies, 1987). Diversas investigaciones han
demostrado que se requiere la secuencia Phe-NH2 en el C-terminal del péptido para unirse al receptor
(Cazzamali y Grimmelikhuijzen, 2002; Cottrell y Davies, 1987; Payza, 1987) lo que hace que no sélo péptidos
de la familia FMRFamida puedan activar al receptor si no cualquier otro péptido que cumpla esta caracteristica

(Tensen et al., 1998).

Considerando las multiples funciones que desempefian los péptidos de esta familia FMRFamida, ademas de
qgue un solo ARNm puede codificar varios péptidos relacionados a FMRFamida (Chin et al., 1994), o pueden
haber muchos genes codificantes para FMRFamidas como en el gusano Caenorhabditis elegans que contiene
al menos 20 genes (Golen et al., 1999), o la mosca Drosophila melanogaster que puede sintetizar un precursor
con 13 péptidos relacionados a FMRFamida (Cazzamali y Grimmelikhuijzen, 2002). Por lo tanto, no es de
extrafiar el encontrar en nuestros resultados altos niveles de expresién del receptor de FMRFamida en
branquia, probablemente fungiendo una funcidn relacionada al proceso de “respiraciéon”, funcién que también
se le ha atribuido a esta amplia familia de neuropéptidos. En caso de la gldndula éptica los niveles de expresion
en todas las condiciones de ambos tratamientos experimentales estuvieron por debajo de 1 PFKM, indicando
que el gen codificante para este receptor no se transcribe al mismo nivel que el gen codificante para el

neuropéptido FMRFamida. A pesar de los bajos niveles de expresidn en general de FMAR en este estudio, se
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observé una diferencia entre las condiciones reproductivas de ambos tratamientos. Sin embargo, es dificil en
este caso inferir la funcién especifica de este receptor debido a la capacidad que tienen este tipo de receptores

de activarse con diferentes isoformas o péptidos relacionados a esta familia.

Receptor de la hormona liberadora de gonadotropina (GNRR2)

Muchos estudios han confirmado la importancia del papel que juega la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH), en el control de la regulacidn gondadica en organismos invertebrados (Iwakoshi et al., 2002; Minakata
et al., 2009; Zatylny-Gaudin et al., 2016). Con el tiempo nueva informacion acerca de esta hormona ha sido
reportada, como la presencia de dos o mds variantes de GnRH en un mismo organismo como resultado del
corte-empalme de ARNm, expresados tanto en cerebro como en tejidos periféricos (Cheng y Leung, 2005;
Leung y Peng, 1996; Tello et al., 2008). Esto sugirié que la hormona liberadora de gonadotropina no sélo

cumplia una funcién en la reproduccion, también como factor en el control de las funciones del cerebro.

La presencia de variantes de la hormona, evidencia la posibilidad de diferentes receptores King, 1997; (Sealfon
et al., 1997). Kanda y colaboradores caracterizaron en 2006 un Unico receptor en Octopus vulgaris, y lo
encontraron ampliamente distribuido en el sistema nervioso central y multiples tejidos periféricos con
funciones autondmicas, de alimentacién, memoria y movimiento (Kanda et al, 2006), por otro lado se han
reportado dos receptores ortélogos en Drosophila (Hauser et al., 1998), dos receptores en Cassostrea gigas

(Rodet et al., 2008) y hasta cuatro receptores en el genoma de Danio rerio (Zebrafish) (Tello et al., 2008).

Los resultados obtenidos ahora indican una baja expresién para la glandula dptica en todas las condiciones
reproductivas, de ambos tratamientos experimentales para la glandula dptica y branquia, con la Unica
excepcion en predesove en rampa a 30 °C en la branquia. Estos resultados coinciden con los reportados en
Cassostrea gigas y Zebrafish, donde también observaron la presencia de ARNm de estos receptores en
diferentes tejidos, incluidos branquia (Rodet et al., 2008; Tello et al., 2008). Debido a la posible presencia de
mas de una variante de la hormona liberadora de gonadotropina, sus multiples funciones, la posible presencia
de dos 0o mas receptores ortdlogos y su capacidad de activarse con diferentes isoformas de esta hormona (Tello
et al., 2008). Son necesarias mas investigaciones con el objetivo de poder elucidar posibles funciones de los

receptores.
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4.3 Aportacion al modelo Growth versus Reproduction model (Di Cristo, 2013).

Los resultados de este trabajo de tesis han ayudado a identificar el neuropéptido APGWamida como posible
molécula sefializadora para realizar la puesta de huevos, como modulador de la amplitud y frecuencia de las
contracciones en el oviducto También se identificaron los neuropéptidos PRQFVamida y una nueva isoforma
del FMRFamida como moléculas sefializadoras para el proceso de senescencia. La aportacion de estos
resultados permitird un mejor y mayor entendimiento a cerca del control neuroendocrino para el crecimiento

y reproduccién en cefalépodos (Fig. 30).

Growth versus Reproduction model
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Figura 30. Aportes al modelo Growth versus Reproduction model (Di Cristo, 2013).
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Capitulo 5. Conclusiones

El enriquecimiento de la ontologia de la glandula éptica mostré una participacién de esta en multiples procesos
biolégicos como espermatogénesis, metabolismo energético, regulacidon de la apoptosis, respuesta celular a
danos en ADN, desarrollo embrionario, respuesta a estrés y comportamiento materno. Sugiriendo una funcién
mas amplia e importante de la glandula éptica como intermediaria entre el cerebro centra y diferentes tejidos

objetivo.

En el transcriptoma de glandula dptica del tratamiento a 24 °C se encontraron los neuropéptidos FMRFamida,
PRQFVamida y APGWamida, como gen nuevo también se encontré el gen de la enzima dopamina B-hidroxilasa,
corroborando la primera hipdtesis planteada en este proyecto. Los procesos de sefializacion fluctuaron en su
expresion a través de las condiciones reproductivas. Con base en estas fluctuaciones es probable que los cuatro
genes (FMRFamida, PRQFVamida, APGWamida y dopamina B-hidroxilasa) cumplan una funcion relacionada
con la regulacién del proceso reproductivo. Posiblemente, el neuropéptido APGWamida inhibe las
contracciones del oviducto, por lo que se observa su sobre-expresion en la condicién pre-desove, donde dichas
contracciones no son necesarias. Los neuropéptidos FMRFamidas y los neuropéptidos PRQFVamidas se
encuentran sobre-expresadas Unicamente en post-desove, condicién donde el desove se ha concluido y
empiezan las sefiales de preparacidn para la senescencia. Estos resultados, nos permiten hipotetizar que las
FMRFamidas podrian estar inhibiendo a la glandula éptica para el proceso reproductivo, y que en conjunto con
el neuropéptido PRQFVamida, inhiben la ingesta de alimento como inicio de la senescencia. Con base en los
resultados obtenidos por RT-gPCR podriamos sugerir que estos cuatro genes pueden ser exclusivos del tejido
glandula dptica, sin embargo se requieren llevar a cabo mas estudios donde se incluyan todos los tejidos, son

necesarios para confirmar esta hipétesis.

Por otro lado, cuando los organismos se sometieron al estrés térmico se modificaron drasticamente en los
patrones de la expresion de los genes blanco, principalmente los que codifican neuropéptidos (-amidas) y la
enzima dopamina B-hidroxilasa. El cambio inducido por estrés térmico mas relevante fue el aumento de la
expresion en la condicidn de predesove de los tres neuropéptidos FMRFamida, APGWamida y PRQFVamida, y
la enzima dopamina B-hidroxilasa. A su vez, la sobre-expresidn de estas cuatro moléculas en Post-desove a 24
°Cy Pre-desove rampa a 30 °C, dos condiciones donde no ocurre el desove, nos permiten sugerir que los cuatro
genes son moléculas sefalizadoras importantes que participan para inhibir el desove, ya sea en condiciones

Optimas o no de temperatura.
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Debido a que un analisis transcriptdmico como lo realizado en esta tesis, presenta ciertas limitaciones ya que
solo se puede trabajar con ARN mensajero, es necesario utilizar otros enfoques como un analisis protedmico
para confirmar que los transcritos encontrados finalmente si codifiquen a la proteina anotada. Experimentos
de hibridacién in situ, podrian realizarse al mismo tiempo para confirmar las funciones sugeridas para cada

gen.
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Anexo 1

Protocolo de diseccidn para Octopus maya

Por: Perla Louisiana Arreola Meraz.
Preparacion de las cajas Petri:
1. Lavar con aguay jabon. Nota: Todoslospasos
a. Una caja Petri por tejido a muestrear. siempre deben
Cubrir la superficie con cloro al 20%. realizarse con guantes.
Enjuagar con agua destilada.

Poner a secar.

o~ WD

Colocar DEPC en cada una (que cubra perfectamente el fondo).
6. Vaciary poner a secar.
Preparacién de DEPC al 1%
1. Enun matraz de Erlenmeyer de un litro, depositar un litro de agua destilada
2. Colocar un mililitro de DEPC.
a. Este procedimiento debe realizarse bajo campana por los vapores altamente tdxicos del
DEPC.
b. No desechar la punta, colocarla en un recipiente como un vaso de precipitados, por ejemplo.
3. Poner en agitacion media toda la noche.
4. Enla mafiana esterilizar en autoclave.
a. Esterilizar la punta que se utilizé en la preparacion.
b. Deja de ser altamente toxico.

Nota: Usarbata,evitar
hablar durante el
muestreo, se
recomienda el uso deun
cubrebocas.

Preparacion de instrumental de diseccion:
1. Lavar con aguay jabon.
Secar totalmente.
Colocar en su caja y sellar perfectamente la caja con cinta.

Envolver en aluminio.

Esterilizar en autoclave.

ook wDN

No abrir hasta minutos antes de iniciar la diseccion

Preparacion de tubos para depositar las muestras:

1. Esterilizar en autoclave.
a. Puede realizarse en un vaso de precipitados sellado con papel aluminio.

2. Anotar leyenda.
a. Vaciar los tubos que se vayan a utilizar sobre una superficie limpia cubierta con papel, por

ejemplo. No tomarlos directamente del contenedor.

b. Cerrar los tubos antes de anotar la leyenda.

3. Colocar de 1-1.3 ml de RNAlater en cada tubo.
a. Cerrar inmediatamente.
b. Las puntas deben haber sido previamente esterilizadas en autoclave.
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C. Se puede utilizar la misma punta para rellenar todos los tubos siempre y cuando ésta no haya
tocado ningun tipo de superficie. Si toca de cualquier modo una superficie se ha contaminado
y es necesario que se deseche y se utilice una nueva.

Preparacion de anestesia (etanol al 3%):

1. En una cubeta colocar 10 litros de agua del reservorio del sistema acuicola.
2. Verter 30 ml de etanol al 70%. —
3. Mezclar. Nota: Lapreparacion
Preparacién de mesa para la diseccion: de? etanc?l 3% debe
1. Limpiar la mesa con cloro 20%. reahzar'se]usto antes de
2. Limpiar la charola metdlica donde se realizara la diseccion. ane.stes1ar al pulpo para
a. Lavar con agua y jabon. evitar que el etanol se
b. Pasar con cloro al 20% o etanol al 70%. haya evaporado.
3. Encender las dos basculas.
a. Una paratomar el peso total del animal y la segunda para pesar los tejidos individualmente.
4. Tener listo un pafio seco y limpio cerca de la bascula donde se tomara el peso total.
a. Es parasecar al pulpo antes de pesar y envolver sus brazos antes de la diseccidn.
5. Envolver en aluminio las bases frias.
6. Tener unatemperatura de 22°C aprox. dentro del cuarto.
7. Seleccién de instrumentos de diseccion y muestreo.
a. Lapersona que realizara la diseccidn y la que va a muestrear los tejidos deben seleccionar el
instrumental que necesitan para realizar adecuadamente su labor.
b. Colocar el instrumental sobre una superficie limpia, papel, por ejemplo.
8. Tener un mechero.
9. Colocar vasos para:

a. Colocar los restos de tejidos, los érganos que no se muestrearan.
b. Enjuagar el instrumental con DEPC 1%, alcohol 70% y agua destilada.

Pasos de la diseccion:

1.

AN

Anestesiar al pulpo.
a. En caso de ser pre-desove, es necesario, que el pulpo esté en ayunas (no alimentar por la
mafiana o antes del muestreo).
b. Encaso de estar en desove o pos-desove, tener cuidado especial al momento de tomar a la
hembra para evitar dafiar los huevos.
C. Setoma el tiempo de anestesia.
d. Cuando el pulpo deja de poner resistencia y su respiracidn es lenta es sefial de que esta
anestesiado (alrededor de 5 min por adulto, pero puede variar).
Escurrir el exceso de agua y secar con un pafo.
Pesar.
Envolver, con el mismo pafio, los brazos.
Colocar en la charola metalica.
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10.

1.

12.
13.

14.
15.
16.
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Tomar el tiempo total de diseccion.
Hacer una incision en medio del rostro (entre los dos ojos) para tener acceso al cerebro central.
Desconectar el cerebro central, extraerlo y pesar.
a. Tarar la caja Petri primero.
b. Todos los 6rganos se pesan en cajas Petri diferentes.
Colocar la caja Petri con el cerebro sobre la base fria.
a. Para muestrear, ver el punto siguiente (10.)
Cortar en direccion al ojo para extraer tejidos como:
a. Cuerpo blanco,
b. Ldbulo d6ptico,
C. Glandula éptica.
Cortar la piel del manto iniciando en la incisidn ya hecha en el drea del cerebro central, con mucho
cuidado para no pinchar algin érgano.
Cortar los musculos que unen los érganos internos con la piel del manto.
Extraer los érganos a muestrear de forma limpia.
a. Sintomar parte de otros tejidos.
b. Evitar tomar membranas.
Se termina de contar el tiempo de diseccion.
Extraer el resto de los tejidos y colocar en el vaso de desechos.
En caso de muestrear un siguiente pulpo:
a. Lavar el instrumental con agua destilada.
b. Pasar por el mechero.
C. Lavarelinstrumental con alcohol 70% y DEPC 1%.
d. Limpiar la charola de diseccién con cloro 20% o etanol 70%.

Pasos para la toma de muestras de tejidos

1.

2.

3.
4.

Se corta el tejido en piezas pequefias (longitud maxima de 5 mm), se colocan dentro del tubo con
RNAlater.

a. Lacaja Petri donde se encuentra el tejido debe estar sobre una base fria.

b. No es necesario refrigerar de inmediato.

c. Se verifica que el RNAlater cubra perfectamente el tejido.

d. Enelcasodel cerebro central u otros 6rganos muy pequefios se muestrea todo el tejido, pero
en otros como la glandula digestiva sélo se toma una fraccion y el resto se desecha, de
preferencia de la parte interna-central del érgano.

e. Tener cuidado de no tomar muestras de la membrana que protege a los drganos.

Limpiar el instrumental:

a. Lavar con etanol al 70%.

b. Lavar con DEPC 1%.

C. Iniciar la siguiente toma de muestra.

Los tubos con las muestras deben ser refrigeradas a 4°C por un dia.
Pasar las muestras a -70°C para su conservacién
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Tabla 11. Protocolo de muestreo de los tejidos de Octopus maya.

Clave Tejido Nota Toma de muestra

Ce Cerebro central Se pesa Todo

CBL Cuerpo blanco No se pesa Una fraccion

Lo Lébulo Se pesa uno Todo

GO Glandula

Optica

B Branquia Se pesa uno Tejido del centro

BH Corazon branquial  Se pesan los dos  Tejido interno de uno de los corazones

Govi Glandula oviductal Se pesan lasdos Dependiendo del tamaio: una completa o la
con los mitad de una
oviductos

Gon Godnada Se pesa Sélo se toma tejido de la membrana

SH Corazon sistémico  Se pesa La mitad

Gd Glandula digestiva  Se pesa Se toma tejido de la parte interna central

M Musculo Se pesa Una fraccion
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Anexo 2

Protocolo de extraccion de RNA
a) Homogenizacién del tejido

1. Preparar tubos eppendorf de 1.5 ml con 100 mg de perlas de vidrio.

2. Agregar 1 ml de Tri Reagent (SIGMA-Ambion)

3. Pesar 100 mg de tejido y colocar en los tubos preparados anteriormente y etiquetarlos.

4. Homogenizar en un homogeneizador de tejidos durante el tiempo deseado y colocar en hielo.
Para branquia y musculo 2 ciclos de 30 segundos cada uno y hepatopancreas 1 ciclo de 30
segundos.

Nota: Entre cada ciclo los tubos deben permanecer en hielo.

5. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugar a 12,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente transferir el sobrenadante
a un tubo nuevo debidamente etiquetado.
Nota: Tratar de no llevarse perlas de vidrio al transferir el sobrenadante.

b) Extraccion de RNA:

7. Adicionar 200 ul de cloroformo por 1 ml de Tri Reagent utilizado, vortexear 15 segundos e
incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°Cy transferir la fase acuosa a un tubo nuevo
debidamente marcado.
Nota: Tener cuidado de no llevarse trazas de la interfase.

c) Precipitacion y lavado del RNA:

9. Adicionar 500 pl de etanol al 95% por 1 ml de Tri Reagent utilizado y agitar cuidadosamente
de 5 a 10 segundos. Incubar durante 20 minutos a -80°C.

10. Centrifugar a 13, 000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Posteriormente descartar con cuidado el
sobrenadante.
Nota: Tener cuidado de no tirar el pellet.

11. Adicionar 1 ml de etanol al 75% y resuspender el pellet.
Nota: lavar el pellet dos veces, repetir pasos 10 y 11.

12. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, retirar sobrenadante por decantacién y
dejar secar el pellet.

13. Resuspender el pellet de RNA en agua libre de nucleasas y almacenar a -80°C.
Nota: Pellets de tamano mediano y grande en 100 ul de H20 libre de nucleasas.
Pellets de tamafio pequefio en 50 pl de H20 libre de nucleasas.

14. Realizar una alicuota de 10 pl para cuantificacién en Nanodrop y electroforesis en gel de
agarosa al 1.0%.
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Anexo 3

Preparacion de bibliotecas para secuenciacién masiva (RNA-seq)
Proyecto: SENER-PEMEX-CICESE
Linea de accidn: Escenario de derrames de petréleo (LA 5)
Subproyecto: Caracterizacién del estado de salud de las lagunas costeras del Golfo de México
A. Generacion de pools:
1. Realizar los pools de acuerdo al disefio de cada experimento. Sin embargo, se recomienda agregar
de 0.5-1 pg de RNA total de cada una de las muestras que conformardn los pools.

B. Purificacidn y fragmentacion del mRNA:

2. Cuantificar los pools (con Qubit o nanodrop). Este protocolo permite trabajar con un rango de RNA
total inicial que va desde 0.1 a 1.0 pg. En este caso, trabajaremos con 1 pg de RNA total, por lo
que es necesario diluir los pools para obtener una concentracion de 20 ng/uL en un volumen final
de 50 pL (1 pg de RNA total (pool) = 20 ng/BIL x 50 /uL).

3. Vortexear vigorosamente el tubo que contiene las RNA Purification Beads (RPB) previamente
temperadas al ambiente. Esto permite resuspender las perlas que contienen Oligo-dT.

4. Agregar 50 pL de las RPB a cada uno de los pools. Pipetear lentamente el volumen total hacia arriba
y abajo (6 veces) para mezclar.

5. Incubar los pools en el termociclador:
65°C por 5 min
4°C .

Esto permite desnaturalizar el RNA y facilita la unién polyA-perlas Oligo-dT. Sacar los tubos cuando se haya
alcanzado los 4°C.

6. Incubar a temperatura ambiente (TA) por 5 min para permitir que el RNA se una a las perlas.

7. Colocar los tubos en la placa magnética por 5 min a TA para separar las perlas de la solucién.

8. Descartar todo el sobrenandante, retirar los tubos de la placa magnética y agregar 200 plL de
Beading Washing Buffer (BWB) para eliminar el RNA que no se unié. Pipetee suavemente hacia
arriba y abajo (6 veces).

9. Colocar los tubos en la placa magnética durante 5 min a TA.

10. Centrifugar el Elution Buffer (EB) descongelado a 600 g por 5 segundos.

11. Descartar el sobrenadante de los tubos. El sobrenadante contiene RNA ribosomal y otros RNA no
mensajeros.

12. Remover los tubos de la placa magnética, agregar 50 pL de EB. Pipetear gentilmente todo el
volumen hacia arriba y abajo (6 veces).

13. Almacenar el tubo de EB a 4°C.

14. Colocar los tubos en el termociclador (esto eludird el mRNA y rRNA residual en los pools):
80°C por 2 min
25°Cx



15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.

25.

26.

27.
28.
29.
30.

31.

32.
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Retirar los tubos del termociclador cuando se alcance los 25°Cy dejar a TA.

Centrifugar el Bead Binding Buffer (BBB) descongelado a 600 g por 5 segundos.

Agregar 50 uL de BBB a cada tubo. Pipetear suavemente hacia arriba y abajo (6 veces).

Incubar a TA por 5 min y guardar el BBB en refrigeracion.

Colocar los tubos en la placa magnética durante 5 min a TA. Descartar todo el sobrenadante.
Retirar los tubos de la placa magnética.

Lavar las perlas con 200 pL de Bead Washing Buffer (BWB). Pipetear hacia arriba y abajo (6 veces).
Guardar el BWB en refrigeracion.

Colocar los tubos en la placa magnética durante 5 min a TA.

Descartar todo el sobrenadante. Retirar los tubos de la placa magnética.

Agregar 19.5 uL de Elute, Prime, Fragment Mix (EPFM) a cada uno de los tubos. Pipetear
suavemente hacia arriba y abajo (6 veces). Guardar el EPFM a -20°C.

Colocar los tubos en el termociclador (esto eluird y fragmentard el RNA):

94°C por 8 min

4°C

Remover los tubos del termociclador cuando haya alcanzado los 4°C y centrifugar brevemente.
Proceder inmediatamente al siguiente paso.

Sintesis de la primera cadena de cDNA:

Colocar los tubos en la placa magnética durante 5 min.

Transferir 17 pL del sobrenadante (RNA fragmentado) a otros tubos.

Descongelar el First Strand Master Mix (FSMM) y centrifugar a 600 g por 5 segundos.

Mezclar en otro tubo: 9X puL de FSMM y 1X pL de la enzima SuperScript lll. Mezclar suavente con
la pipeta y centrifugar brevemente.

Agregar 8 uL de la mezcla anterior a cada uno de los tubos conteniendo los 17 uL de RNA. Pipetear
suavemente hacia arriba y abajo (6 veces). Guardar rapidamente el FSMM a -20°C.

Colocar los tubos en el termociclador (1st Strand program):

pre-head lid a 100°C

25°C por 10 min

50°C por 50 min

85°C por 5 min

4°C

NOTA: El protocolo original trabaja con SuperScript Il. Si se usa la SS Il hay que modificar las condiciones

de temperatura que aparecen aqui (ver manual original).

33.

D.

34.

Retirar los tubos cuando se alcancen los 4°C y proceder inmediatamente al siguiente paso.

Sintesis de la segunda cadena de cDNA (ds cDNA):

Descongelar y centrifugar el Second Strand Master Mix (SSMM) a 600 g por 5 segundos.

35. Agregar 25 pL de SSMM a cada uno de los tubos. Pipetear suavemente (6 veces).

36. Colocar los tubos en el termociclador: 16°C por 1 hora.



37.
38.
39.

40.
41.
42.
43.

44.
45.
46.
47.
48.

49.
50.
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Sacar los tubos del termociclador y dejar que se atemperen a TA.

Vortexear las perlas AMPURE XP hasta que estén bien dispersas.

Agregar 90 pL de las perlas AMPURE XP a cada uno de los tubos que contienen 50 pL de cDNA de
doble cadena. Pipetear suavemente todo el volumen para mezclar (10 veces).

Incubar la mezcla ds cDNA-AMPURE XP a TA por 15 min.

Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min a TA.

Descartar 135 plL del sobrenandante de cada uno de los tubos.

Lavar cada uno de los tubos con 200 BIL de etanol al 80% (preparado recientemente) sin revolver
las perlas.

Incubar a TA por 30 segundos y luego remover todo el sobrenadante.

Repetir los dos pasos anteriores.

Incubar a TA por 15 min para secar las perlas. Remover los tubos de la placa magnética.
Centrifugar el Resuspension Buffer (RB) descongelado a 600 g por 5 segundos.

Agregar 52.5 pL de RB (o agua ultrapura) a cada uno de los tubos. Pipetear suavemente hacia
arriba y abajo (10 veces).

Incubar los tubos a TA por 2 min. Colocar los tubos en la placa magnética por 5 min.

Transferir 50 yL de sobrenadante (ds cDNA) a otros tubos.

STOPPING POINT: Si no procederd con el siguiente paso, guardar las muestras a -20°C.

51.
52.
53.
54.

55.
56.
57.

58.
59.
60.
61.
62.

63.
64.
695.
66.

67.
68.
69.

Reparacion de extremos:

Centrifugar el End Repair Control (ERC) a 600 g por 5 segundos.

Diluir el ERC (1:100): 1X pL de ERC + 99X uL de RB.

Agregar 10 ulL de ERC diluido a cada uno de los tubos que contienen 50 uL de ds cDNA.

Agregar 40 pL de End Repair Mix (ERM) a cada uno de los tubos con ds cDNA. Pipetear suavemente
hacia arriba y abajo (10 veces).

Colocar los tubos en el termociclador: 30°C por 30 min.

Vortexear (invertir) las perlas AMPURE XP hasta que estén bien dispersas.

Agregar 160 pL de perlas AMPURE XP a los tubos que contienen 100 pp de ERM.Pipetear
suavemente hacia arriba y abajo (10 veces).

Incubar a TA por 15 min.

Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.
Descartar 127.5 pL de sobrenadante de cada uno de los tubos.

Repetir el paso anterior.

Con los tubos en la placa magnética, agregar 200 pL de etanol 80% (preparado recientemente) a
cada uno de los tubos sin remover las perlas.

Incubar por 30 segundos y remover todo el sobrenadante de los tubos.

Repetir los dos pasos anteriores.

Incubar a TA por 15 min para secar. Remover los tubos de la placa magnética.

Agregar 17.5 uL de Resuspension Buffer (RB) a cada uno de los tubos. Pipetear suavemente hacia
arriba y abajo (10 veces).

Incubar a TA por 2 min.

Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.
Transferir 15 pL de sobrenadante de cada uno de los tubos a otro juego de tubos.
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STOPPING POINT: Si no proseguira con el siguiente paso, guardar las muestras a -20°C.

F.

70.
71.
72.
73.
74.
75.

76.

77.

78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.
87.
88.
89.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

Adenilacion de los extremos:

Descongelar a TA el A-Tailing Control tube (ATC). Luego, colocar en hielo.
Centrifugar el ATC a 600 g por 5 segundos.

Diluir el ATC (1:100): 1X uL de ATC + 99X pL de RB.

Agregar 2.5 puL de ATC diluido a cada uno de los tubos.

Agregar 12.5 plL de A-Tailing Mix a cada uno de los tubos. Pipetear 10 veces.
Colocar los tubos en el termociclador:

37°C por 30 min

70°C por 5 min

4°Cax

Cuando se alcancen los 4°C, proceder inmediatamente con la ligacién de adaptadores.

Ligacion de adaptadores:

Descongelar a TA el RNA Adapter Index Tubes (RAIl), Ligation Control (LC) y Stop Ligation Buffer
(SLB).

Centrifugar los componentes anteriores a 600 g por 5 segundos.

Antes de usar, sacar el tubo de Ligation Mix (LM) del almacenamiento (-20°C).

Diluir el LC (1:100): 1 uL de LC + 99 EL de Resuspension Buffer (RB).

Agregar 2.5 plL de LC diluido a cada uno de los tubos.

Agregar 2.5 L de Ligation Mix a cada uno de los tubos. Regresar el LM a -20°C.

Agregar 2.5 plL de RAI descongelados a cada tubo. Pipetear hacia arriba y abajo (10 veces).
Incubar en el termociclador a 30°C por 10 min.

Agregar 5 uL de SLB a cada tubo. Pipetear hacia arriba y abajo (10 veces).

Vortexear las perlas AMPURE XP por al menos 1 min o hasta que estén bien dispersas.
Agreagar 42 plL de perlas AMPURE XP a cada uno de los tubos. Pipetear 10 veces.
Incubar a TA por 15 min.

Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.
Remover 79.5 uL de cada uno de los tubos.

Agregar 200 puL de etanol 80% (preparado recientemente) sin mezclar las perlas.
Incubar por 30 segundos y descartar el sobrenadante.

Repetir los dos pasos anteriores.

Con los tubos en la placa magnética, dejar secar por 15 min a TA.

Remover los tubos de la placa magnética.

Agregar 52.5 uL de RB (o agua ultrapura) a cada tubo. Pipetear 10 veces.

Incubar a TA por 2 min.

Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.
Transferir 50 pL de sobrenadante de cada tubo a nuevos tubos.

100. Vortexear las perlas AMPURE XP.

101. Agregar 50 uL de perlas AMPURE XP a cada uno de los tubos. Pipetear 10 veces.

102. Incubar a TA por 15 min.

103. Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.
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104. Descartar 95 ulL de sobrenadante sin mezclar las perlas.

105. Con los tubos en la placa magnética, agregar a 200 uL de etanol 80% sin mezclar las perlas.
106. Incubar por 30 segundos y descartar el sobrenadante sin mezclar las perlas.

107. Repetir los dos pasos anteriores.

108. Con los tubos en la placa magnética, dejar secar 15 min a TA y luego remover de la placa.
109. Agregar 22.5 uL de Resuspension Buffer (o agua ultrapura) a cada tubo. Pipetear 10 veces.
110. Incubar a TA por 2 min.

111. Colocar los tubos en la placa magnética e incubar a TA por 5 min o hasta que aclare.

112. Transferir 20 pL de sobrenadante de cada tubo a otro juego de tubos.

STOPPING POINT: Si no proseguird con el siguiente paso, guardar las muestras a -20°C.

H. Enriquecimiento de fragmentos de DNA:

113. Agregar 5 pL de PCR Primer Cocktail a cada uno de los tubos.
114. Agregar 25 pL de PCR Master Mix. Pipetear (10 veces).
115. Incubar en el termociclador:

98°C por 30 segundos

15 ciclos de: 98°C por 10 segundos

60°C por 30 segundos

72°C por 30 segundos

72°C por 5 min

Hold a 10°C

116. Vortexear las perlas AMPURE XP hasta que estén bien dispersas.

117. Agregar 50 pL de perlas AMPURE XP a cada uno de los tubos conteniendo 50 pL de biblioteca
amplificada por PCR. Pipetear 10 veces.

118. Incubar a TA por 15 min.

119. Colocar los tubos en la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.

120. Descartar 95 pL de sobrenadante de cada tubo.

121. Con los tubos en la placa magnética, agregar 200 uL de etanol al 80% sin mezclar las perlas.

122. Incubar por 30 segundos y descartar el sobrenadante.

123. Repetir los dos pasos anteriores.

124. Con los tubos sobre la placa magnética, secar las muestras a TA por 15 min y luego remover los
tubos de la placa magnética.

125. Resuspender el pellet con 32.5 uL de RB (o agua ultrapura). Pipetear 10 veces.

126. Incubar a TA por 2 min.

127. Colocar los tubos sobre la placa magnética e incubar por 5 min o hasta que el liquido aclare.

128. Transferir 30 uL de sobrenadante a otro juego de tubos.

STOPPING POINT: Si no proseguira con el siguiente paso, guardar las muestras a -20°C.
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. Validacion de bibliotecas:

Control de calidad:
129. Cuantificar la concentracion de cada una de las bibliotecas usando nanodrop.
130. En este punto, es recomendable correr un gel de agarosa al 4% (80 V por 1 hora). Tener en cuenta
lo siguiente:
La mayoria de fragmentos deberia estar entre los 260-300 bp. Cuando se observe fragmentos superiores
a los 500 bp es necesario hacer uno o dos lavados con perlas AMPURE XP.
131. Diluir una alicuota de cada una de las bibliotecas para obtener la concentracion recomendada
para lectura en bioanalyzer con el kit Agilent DNA 1000 (Ver manual).
132. Cargar 1 pL de cada biblioteca diluida en el chip de DNA.
133. Checar el tamafio y pureza de cada biblioteca. El producto final deberia ser una banda de
aproximadamente 260-300 bp.

Normalizacion:

134. Transferir 10 pL de cada biblioteca no diluida a otro juego de tubos.

135. Normalizar la concentracion de cada biblioteca a 4 nM con Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 con 0.1%
Tween 20. Para conocer la concentracién de cada biblioteca se puede usar el Qubit, nanodrop o
el dato de las lecturas del bioanalyzer. La concentracidon en nM se obtiene con la siguiente férmula:
nM =ng. uL()

660 x tamano fragmento x 107

NOTA: Cuando no es posible alcanzar los 4 nM, la concentracién minima permisible para seguir trabajando
bajo nuestras condiciones (biblioteca final: 9-11 pM y reactivo V3 de secuenciacion) es de 2 nM.

136. Pipetear 10 veces para homegenizar las bibliotecas.
Pooling

137. Determinar el nimero de bibliotecas a mezclar.

138. Transferir 10 pL de cada una de las bibliotecas normalizadas a un nuevo tubo para realizar la
mezcla de bibliotecas (pooling). El volumen final para cada tubo conteniendo las diferentes
bibliotecas es 10 veces el nimero de bibliotecas mezcladas.

J. Desnaturalizacidn:
Preparacion de reactivos:

139. Preparar una solucidn fresca de NaOH 0.2 N. Para esto, mezclar 200 pL de NaOH 1N y 800 uL de
agua ultrapura.

140. Invertir varias veces para mezclar. Usar esta solucion dentro de las primeras 12 horas.

141. Descongelar el HT1 a TA. Una vez que esté descongelado, guardarlo en refrigeracion hasta que
se vaya a usar en la dilucién de las bibliotecas desnaturalizadas.
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Desnaturalizacion de las bibliotecas mezcladas y normalizadas (4nM):

142. En un tubo de 1.5 mL, agregar 5 pL de biblioteca mezclada y normalizada a 4 nM y 5 pL de NaOH
0.2 N.

143. Vortexear brevemente y centrifugar a 280 g por 1 min.

144. Incubar por 5 min a TA.

145. Agregar 990 uL de HT1 refrigerado al tubo que contiene la biblioteca desnaturalizada. Esto da
como resultado 1 mL de biblioteca desnaturalizada a 20 pM.

146. Diluir la biblioteca de 20 pM a la concentracion de trabajo usando HT1. El kit de secuenciacion
V3 recomienda usar concentraciones entre 6 y 20 pM. En nuestro caso, trabajamos con
concentraciones entre 9y 11 pM (Ver tabla).

Tabla 12. Diluciones de las concentraciones.

Concentration GpM (SpM | 9pM [ 10pM | 12 pM | 15 pM (| 20 pM
20 pM library (ul) [ 180 | 240 | 270 300 360 450 600
Prechilled HT1 (ul) | 420 | 360 | 330 300 240 150 0

147. Invertir el tubo para mezclar y dar un pulso en la centrifuga.

148. Desnaturalizar el PhiX inmediatamente.

149. Mezclar en un tubo de microcentrifuga 1 uL de PhiX 10 nM y 1.5 pL de Tris-HClI 10 mM, pH 8.5
con Tween 20 0.1%. Esto diluye el PhiX a 4nM.

150. En el mismo tubo del PhiX 4 nM, agregar 2.5 uL de NaOH 0.2 N (preparado recientemente).

151. Vortexear brevemente y centrifugar a 280 g por 1 min.

152. Incubar a TA por 5 min.

153. Agregar 495 uL de HT1 descongelado. Invertir para mezclar. Esto diluye el PhiX a 20 pM.

154. Mezclar en un tubo eppendorf 6 pL de PhiX a 20 pM y 594 uL de biblioteca a secuenciar.

K. Secuenciacion:

155. Antes de empezar la secuenciacion, aseglrese de haber realizado los lavados del MiSeq (3
lavados x 30 min c/u aproximadamente). Si va a secuenciar mas de una vez, una tras otra, con el
lavado de post-corrida es suficiente.

156. Antes de cargar la mezcla bibliotecas-PhiX, descongelar el cartucho de secuenciacién a TA por
30 min o hasta que los reactivos se hayan descongelado completamente.

157. Cargar la mezcla bibliotecas-PhiX (600 uL) en el pozo destinado para la muestra en el cartucho
de secuenciacion. Cargar el cartucho en el MiSeq y proceda a secuenciar.
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Anexo 4

#!/usr/bin/env perl

use warnings;
use strict;

# my vars

my Smap = SARGV[0] or die "file wasn't selected"; # my first argu is the matrix
my $gol = "GO30PRE-1.txt";

my Sgo2 = "GO30DES-1.txt";

my $go3 = "GO30POST-1.txt";

my $go4 = "GO24DES-1.txt";

my $Sgo5 = "GO24POST-1.txt";

my $go6 = "GO24PRE-1.txt";

# open connections
open (IN, "< Smap") || die "can't open Smap file!! $!'\n";
open (OUT1, ">Sgo1") || die "can't create $Sgo1 file $!\n";

open (OUT2, ">$g02") || die "can't create Sgo2 file $!'\n";
open (OUT3, ">$g03") | | die "can't create $go3 file $!'\n";
open (OUT4, ">Sgo4") || die "can't create $go4 file $! \n";

OUTS5, ">$go5") | | die "can't create $go5 file S!'\n";
0UTs6, ">5go6") | | die "can't create Sgoé6 file S!'\n";

open

—_ e~~~ o~~~

open

# processing matrix
my @field;
while (<IN>) {
chomp;
next if /Atarget/;
@field = split(/\t/);
if (Sfield[1] > 0){
print OUT1 "$field[0]\n"
}
if (Sfield[2] > 0) {
print OUT2 "$field[0]\n";
}
if (Sfield[3] > 0) {
print OUT3 "$field[0]\n";
}
if (Sfield[4] > 0) {



print OUT4 "Sfield[0]\n";
}
if (Sfield[5] > 0) {

print OUT5 "$field[0]\n";
}
if (Sfield[6] > 0) {

print OUT6 "Sfield[0]\n";

# close connection
close IN;

close OUT1;

close OUT2;

close OUT3;

close OUT4;

close OUTS5;

close OUT®6;
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Anexo 5

Informacion del disefio de los oligonucléotidos

Tabla 13. Informacion del disefio de los oligonucléotidos

Primers
Gen ID_TRINITY OLIGO Len Tm ge% Seq 5’ -3' Nombre | Tamafio
. Left primer 18 53.8 50 TCCACTTCATTTCCTCGT PRQFV2 L
PRQFVamida TRINITY_DN45102_c9 g1 i3 - - 1 T = 198
Right primer 18 58.14 44.44 CGGCAAACGATATCCTGA PRQFV2 R
. Left primer 22 59.9 50 GGTTTATACAGCAGTTGGTCGC FMAR_L
Receptor de FMRFamida| TRINITY _DN45225 c2 g1 i2 - - 98
Right primer 22 59.97 50 GTTCGTGTATCCGCCTCATTTG FMAR_R
. Left primer 22 59.77 45.45 GCCAAGCACAACATCCCAAATA FMRF_L
FMRFamida TRINITY_DN48933 ¢3 gl i10—— , 150
Right primer 22 59.96 45.45 TGGGTTCCTTTTAATCTGCCGA FMRF_R
) . . . Left primer 22 60.03 50 CGCCTTTAACCTCACACCTACT Om-Dhh-L
Dopamina B-hidroxilasa| TRINITY_DN46896 c4 g5 il 173
Right primer 22 59.89 45.45 TTGTGGCATTCCTTCCCAGTTA Om-Dbh-R
. Left primer 22 60.03 45.45 AACATTTGCTTCCTTACGTGCC BICD_L
Bicaudal D TRINITY_DN46071 ¢3 g2 il : , 175
Right primer 22 59.97 45.45 CAAATCTTCCAACCGCTGTGTT BICD_R
Receptor de la hormona Left primer 22 60.35 50 GAAACACCATTCACCAAGCTCG | GNRR2_L
liberadora de TRINITY _DN545 c0 gl i2 170
gonadotropina Right primer 22 59.89 45.45 TCTTTGCCATTCCCCAGTGTAA GNRR2_R
Factor de Ti ipcid Left primer 22 60.03 45.45 ACTTTCAAGCTATCACTCCGCA SP4_L
actor de Transcripelon | 1o NITY_DN46704 c4 g1 i6 —— = 188
Sp4 Right primer 22 60.03 50 CTGTATCTGTTGTGGGCTGAGT SP4R
Proteina de choque . Left primer 22 60.29 45.45 ATGGCTTGGAGAGTTACGCTTT HSP70_L
. TRINITY_DN48936_c4 g3_i5 : , - - {164
térmico 70kDa Right primer 24 60.08 41.67 AGCCTCAAATTCATCCTTTTCAGC HSP70_R
Proteina de ch Left primer 22 59.7 45.45 AGTTGGCTGATTTCCTCCGTTA H90A1_L
roteina de choque |ro\\iTy DN48653 c5_g1 112 = 148
térmico 90kDa Right primer 22 60.16 45.45 AAGGCAGAGTTCTTGACAGCTT H90A1 R
. Left primer 20 57.5 55 TGCCCAACTTCTCCGTCTTG Om CP1 L
APGWamida TRINITY_DN49013_c13_g2_i6—— , 189
Right primer 20 56.8 50 GGCAAACAATCACAGCAGCA Om_CP1 R
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