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Introduccién general

Con la finalidad de aumentar la sobrevivencia durante la deshabituacién, se han realizado
estudios para evaluar la capacidad digestiva en peces de cultivo o con potencial comercial
(Goda et al., 2018; Salem et al., 2018; Eryalcin, 2018), justificados por los cambios
fisiologicos ocurridos durante la morfogénesis, para desarrollar y promuever la funcionalidad
de los érganos que componen el sistema digestivo (Riddle et al., 2018). Por otra parte, el uso
de herramientas moleculares como la secuenciacion masiva y el analisis transcriptémico, han
permitido mejorar la comprension del desarrollo del sistema digestivo, asi como, la conexion
entre el alimento y los mecanismos de regulacion génica en la digestion y asimilacion de
nutrientes en larvas de distintas especies de interés acuicola (Jiménez-Martinez et al., 2018;
Zhao et al., 2020), promoviendo la busqueda de genes relacionados con la digestion y
asimilacion de nutrientes, como hormonas y enzimas digestivas; usadas como marcadores
nutricionales en campos de estudio como la nutrigenética y nutrigendmica (Fenech et al.,
2011; Williams and Watts, 2019).

Ademas de contribuir en la nutricion, los estudios transcriptomicos son de suma
importancia para evaluar el estado de salud en peces; investigando las interacciones entre
las condiciones del medio y su sistema inmune (Cai et al., 2018; Mittermayer et al., 2019). Es
por ello, que el presente estudio tiene como objetivo; Identificar posibles marcadores
nutricionales a través de un analisis transcriptémico, durante el desarrollo larvario de totoaba

Totoaba macdonaldi.
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Justificacion
Debido al alto porcentaje de mortalidad registrado en larvas de totoaba durante su etapa
larvaria. El presente estudio tiene como propdsito, generar un transcriptoma de novo con sus
anotaciones, que contribuya en el estudio de la expresion génica durante el desarrollo
larvario; enfocando en el proceso de deshabituaciéon al alimento vivo, con la finalidad de
identificar marcadores nutricionales, relacionados con el desarrollo vy funcionalidad del
sistema digestivo, mediante analisis de expresion diferencial.
Hipoétesis
Se espera una correlacion positiva entre los niveles de expresion génica, relacionados con
procesos del desarrollo morfolégico y funcional del sistema digestivo, en larvas de totoabas
durante el proceso de deshabituacion.
Objetivo general
Identificar posibles marcadores nutricionales a través de un analisis transcriptomico,
durante el desarrollo larvario de totoaba Totoaba macdonaldi.
Objetivos especificos
- Generar un ensamble de novo con anotaciones del transcriptoma de Tofoaba
macdonaldi; a partir de larvas de entre 6 dias post eclosion, hasta los 28 DPE.
- Identificar marcadores nutricionales, que permitan sugerir medidas que mejoren el estado
de salud en larvas durante el proceso de deshabituacion, mediante el analisis de la expresion
diferencial entre las muestras.
- Relacionar los marcadores nutricionales con el desarrollo y funcionalidad del sistema

digestivo, durante la deshabituacion.

11



Transcriptome of Totoaba macdonaldi to identify nutritional
markers during ontogeny.

Journal:

Frontiers

Manuscript ID

Draft

Journal Name

Frontiers in Physiology

Manuscript Type

Original Research

Date submitted by
The Author

n/a

Complete List of Authors

Hermandez-Montiel, A. H .
Llera-Herrera, R 2.
Giffard- Mena, | .
Sanchez-Serrano, S .
Galaviz-Espinoza, M, A .

" Facultad de Ciencias Marinas, Universidad Autonoma

de Baja California (UABC), Carretera Transpeninsular
Ensenada - Tijuana No. 3917, Col. Playitas, 22860.
Ensenada, Baja California, México.

? Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad

Académica Mazatlan, Universidad Nacional Auténoma
de México. Joel Montes Camarena s/n, Cerro del Vigia,
82000. Mazatlan, Sin.

Key Words

Totoaba, Larvae, Dehabituation, De novo transcriptome,
Ontogeny.

12



Transcriptome of Totoaba macdonaldi to identify nutritional markers during
ontogeny.
Hernandez-Montiel, A. H', Galaviz-Espinoza, M, A", Llera-Herrera, R%, Giffard- Mena, | *,

Sanchez-Serrano, S 1.

'Faculty of Marine Sciences, Autonomous University of Baja California (UABC),
Transpeninsular Highway Ensenada - Tijuana No. 3917, Col. Playitas, 22860.

?Institute of Marine Sciences and Limnology, Mazatlan Academic Unit, National Autonomous
University of Mexico. Joel Montes Camarena s/n, Cerro del Vigia, 82000.

* Correspondence:
Galaviz-Espinoza, M, A.
mgalaviz@uabc.edu.mx

Llera-Herrera, R.
raul.llera@gmail.com

Keywords: Totoaba, Larvae, Dehabituation, De novo transcriptome, Ontogeny.

Abstract

In fish farming, the use of last generation sequencing techniques has produced a large
amount of information related to biological processes in cultured organisms or with culture
potential, which through transcriptomics, have allowed studying in detail processes of interest
in their different organic systems; mainly in gene regulation pathways involved in
morphological and functional development, as well as, feeding processes and nutrient
assimilation; especially during the process of dishabituation between live food and formulated
food in the larval stage. With respect to Totoaba macdonaldi, the culture cycle has been
developed; however, as is usually the case with marine fish larvae, mortalities are high.
Therefore, in order to study the possible causes, the expression of genes present during the

dehabituation process was analyzed, relating them to the ontogeny of the digestive system
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and its immune system. For this purpose, a de novo transcriptome was assembled from the
sequencing of larval groups with different post-hatching days (D) and diet, allowing grouping
them into the following stages: early (D6 - D9, rotifer), middle (12D - 16D, rotifer - Artemia)
and late (20D - 28D, Artemia — microdiet). Using the lllumina 1.9 / Sanger platform, 139,773
transcripts were identified, with which the de novo transcriptome was generated, of which
66,008 encode for a protein. On the other hand, by means of an analysis of single copy
orthologous genes, a total of 89% of complete genes were observed, 4.1% fragmented and
6.9% lost. Among the genes expressed were those related to the morphological development
of the digestive system, as well as metabolic hormones and enzymes, highlighting the
increase in the expression of proteases related to acid digestion between the middle and late

stages, coinciding with the onset of weaning and the presence of the first gastric glands.
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Resumen

La aplicacion de técnicas de secuenciacién de ultima generacién en la piscicultura, a
generado una gran cantidad de informacion, relacionada con la ontologia génica de
organismos cultivados o con potencial de cultivo, que mediante analisis transcriptdmicos; han
permitido estudiar con detalle procesos de interés entre el desarrollo de sus diferentes
sistemas organicos, a partir de analisis diferenciales de la regulaciéon génica implicada en
alguna funcion molecular, proceso biolégico o como un componente celular durante su
desarrollo morfologico y funcional, relacionandolos con procesos alimenticios y asimilacion
de nutrientes; especialmente durante el proceso de deshabituacion entre alimento vivo ha
formulado en la etapa larvaria. Con respecto a Totoaba macdonaldi, se cuenta con el ciclo de
cultivo desarrollado, sin embargo, como suele suceder con larvas de peces marinos las
mortalidades son altas. Por lo tanto, para estudiar las posibles causas se analizé la expresion
diferencial de genes en larvas durante el proceso de deshabituacion, relacionandolos con la
ontogenia del sistema digestivo y el sistema inmune. Para ello se ensamblé un transcriptoma
de novo a partir de la secuenciacion de grupos larvas con diferentes dias (D) post-eclosion y
dieta, permitiendo agruparlas en las siguientes etapas: temprana (D6 - D9, rotifero), media
(12D - 16D, rotifero - Artemia) y tardia (20D - 28D, Artemia - microdieta). Usando la
plataforma lllumina 1.9 / Sanger se identificaron 139,773 transcritos, con los que se genero el
transcriptoma de novo de los cuales 66,008 codifican para alguna proteina. Por otra parte,
mediante un analisis de genes ortdlogos de copia unica, se observo un total del 89% de
genes completos, 4.1% fragmentados y 6.9% perdidos. Entre los genes expresados se
ubicaron aquellos relacionados con el desarrollo morfolégico del sistema digestivo, asi como

hormonas metabdlicas y enzimas, destacando el aumento en la expresion de proteasas
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relacionadas con la digestion acida entre la etapa media y tardia, concordando con el inicio
de la deshabituacion y la presencia de las primeras glandulas gastricas.

1. Introduccién.

El costo en la produccion de alimento vivo para la etapa larvaria, representa una de las
mayores inversiones en el cultivo de peces marinos, comparable con el gasto producido en la
etapa de engorde, a pesar de durar menos tiempo (El-Dahhar et al., 2018). En consecuencia,
los productores comunmente realizan deshabituaciones del alimento vivo anticipadas, para
reducir gastos en produccidn de alimento vivo. Sin embargo, esta practica puede ser
perjudicial en los organismos, que no tengan la capacidad digestiva requerida para asimilar el
cambio alimenticio (Stejskal et al., 2018; Nieves-Rodriguez et al., 2018).

Por lo anterior, se han realizado estudios para evaluar la capacidad digestiva en peces de
cultivo o con potencial comercial, para aumentar la sobrevivencia durante la deshabituacion
(Goda et al., 2018; Salem et al., 2018; Eryalcin, 2018). Justificados en los cambios
fisiolégicos ocurridos durante la morfogénesis, como la presencia de células especializadas,
que desarrollan y promueven la funcionalidad de los 6rganos que componen el sistema
digestivo (Riddle et al., 2018). Por otra parte, el uso de herramientas moleculares como la
secuenciacion masiva para analisis transcriptomicos, han permitido mejorar la comprension
del desarrollo del sistema digestivo, asi como, la conexion entre el alimento y los
mecanismos de regulacion génica en la digestion y asimilacion de nutrientes en larvas de
distintas especies de interés acuicola (Jiménez-Martinez et al., 2018; Zhao et al., 2020). Esto
ha permitido el avance en ramas de la gendmica nutricional, como la nutrigenética y
nutrigenémica (Fenech et al, 2011; Wililams et al., 2019) al estudiar marcadores
nutricionales, a partir de genes relacionados con la digestion y asimilacion de nutrientes,

como hormonas y enzimas digestivas.
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Ademas de contribuir a mejorar aspectos nutrimentales para los peces, los estudios
transcriptomicos son de suma importancia para evaluar su estado de salud, al estudiar la
expresion génica de su sistema inmune, en respuesta a las condiciones fluctuantes del
medio, debido a factores bidticos y abidticos (Cai et al., 2018; Mittermayer et al., 2019).

En el caso de Totoaba macdonaldi, se ha documentado el aumento en la expresion de
tripsina y quimiotripsina entre los dias 15 y 16 post eclosion, al igual que el inicio en la
expresion de pepsina, coincidiendo en el inicio de la diferenciacion histolégica del estbmago
y desarrollo de glandulas gastricas, observadas desde el dia 20 post eclosién (Galaviz et al.,
2015). Sin embargo, para totoaba no se ha reportado un perfil transcriptomico, que permita
dar seguimiento a la expresion génica completa durante su etapa larvaria, para interpretar el
desarrollo celular desde una perspectiva morfofuncional, mediante el analisis de expresion
diferencial e histologico. Este tipo de aproximaciones ayudaria en la planeacion de
soluciones a problemas como las altas mortalidades, asociadas con la mala digestion de los
alimentos y la presencia de deformaciones, debido a la implementacién de dietas
inadecuadas (Lopez-Lopez et al., 2015); relacionandose con el proceso de deshabituacion
del alimento vivo a formulado, durante la etapa larval. Totoaba presenta un desarrollo
ontogénico de tipo indirecto, por ello su sistema digestivo aun esta en desarrollo cuando se
inicia la primera alimentacién exdgena, por lo que requiere de una adecuada deshabituacion
(Mata-Sotres et al., 2015) que le permita desarrollarse correctamente durante su etapa larval.

Estudios previos en Totoaba, han demostrado la presencia de tripsina y quimiotripsina a
partir del primer dia (D) post-eclosién (D1), con un aumento en su actividad el D6 que
coincide con la apertura de la boca e inicio de la alimentacion exégena (Cérdova-Montejo et
al., 2019), asi como un incremento en la actividad de pepsina en D24 (Galaviz et al., 2015).

Debido a que no existen estudios a nivel transcriptoma de Totoaba, para evaluar el
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desarrollo del sistema digestivo de totoaba. El presente trabajo, tiene como objetivo
identificar marcadores nutricionales, mediante analisis de expresién diferencial, a partir de un

transcriptoma de novo, generado con larvas presentes en el proceso de deshabituacion.

2. Método y materiales.
2.1 Recoleccion de muestras.
Las larvas de totoaba (Totoaba macdonaldi) provenian del laboratorio de la unidad de
Biotecnologia en Piscicultura (UBP), de la Facultad de Ciencias Marinas (FCM), Universidad
Auténoma de Baja California (UABC). Eclosionaron en agua de mar (35 psu)a24 +1°C,y
oxigeno disuelto > 6 mg/L-1 (True, 2012), con larvas L1 alimentadas y L2 en inanicion.
Colectadas los dias; D1 larvas lecitotroficas, D6_L1 (exotrdfica) larvas en preflexion
alimentada a saciedad con rotifero enriquecido (Algamac 3050 — 0.3 g/500 000 rotifero),
D6_L2 (larva en inanicién), D9y D12 (larvas en flexion) alimentadas con rotifero enriquecido
y nauplios de Artemia, D16 con larvas en postflexion alimentadas con metanauplios de
Artemia enriquecidos (Algamac, 0.4 g/100 000 Artemia), D20 (inicia deshabituacion) con
larvas en postflexion alimentadas con metanauplios de Artemia enriquecidos y microdieta
(Otohime B 250-360 Mm) y D28 (deshabituacion total) con postlarvas alimentadas con
microdieta (Figura 15). Se colectaron 50 organismos enteros para D1, D6 y D9; 20 para D12
y D16, 10 en D20 y 5 para D28 preservando cada muestra en 10 volumenes de RNAlater
(QIAGEN) a -80° C para la extraccion de ARN.
2.2 Proceso de histologia.
Larvas previamente fijadas en paraformaldehido al 4%, fueron procesadas utilizando el
método descrito en el anexo 1. Colocando las muestras en una serie ascendente de etanol

graduado en un procesador de tejidos Leica (modelo TP1020), para después ser embebidos

18



en parafina (mondmero de glicol metacrilato). Posteriormente se realizaron cortes
longitudinales de 4 y 5 um de espesor con un microtomo de rotacion manual Leica (modelo
RM2125RTS), tedidos con tincion hematoxilina-eosina (H&E) y observados en un
microscopio (ZEISS Axioscope) con la camara (Axiocam 305 color de ZEISS); con el
software para analisis de imagenes (ZEN 2.3) de ZEISS.

2.3 Extraccion total de ARN y secuenciacion.

Se realizd la construccion de bibliotecas y secuencia del cDNA en el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Autbnoma de México, Unidad de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica Cuernavaca Morelos, México. Usando el secuenciador NextSeq lllumina 1.9
con 2X75 ciclos, con una productividad esperada de 120-400 millones de lecturas por
muestra.

2.4 Calidad, limpieza, ensamblaje y anotacién de transcriptoma de novo.

Se verifico la calidad de las secuencias usando FastQC y la limpieza de lecturas se realizo
con trimommatic (trinityrnaseq-v2.9.0), retirando los adaptadores (ILLUMINACLIP:TrueSeq3-
PE.fa:2.30.10) mediante un escaneo de lecturas en ventanas de 4 pb, cortando aquellas con
promedio menor a 15 pb (SLIDINGWINDOW:4:15) y eliminando las lecturas por debajo de 36
pb (MINLEN:36). Se genero un catalogo de K-mers usando el indexador jellyfish, obteniendo
lecturas pares (P) e impares (U) por el descarte de secuencias (Bolger et al., 2014).

El ensamble de novo se llevo a cabo con Trinity (trinityrnaseq-v2.9.0), que emplea tres
programas independientes. Primero usa inchworm para ensamblar los contigs, después
chrysalis que agrupa los contigs; construyendo graficos de Bruijn y finalmente butterfly, para
trazar los caminos a través del grafico; reconstruyendo las secuencias finales de las
isoformas presentes (Haas et al., 2013). Posteriormente se usé Transdecoder de Trinotate
(Bryant et al., 2017), para extraer los marcos de lectura abiertos (ORFs) que cumplen con el
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criterio minimo de longitud (100aa), usados para generar archivos de secuencias peptidicas;
mediante una retencién por similitud <1e-6 con Uniprot y pFAM.

Con los que posteriormente, se realizé la anotacion funcional por blast entre sus
homologos presentes en bases de datos, como; Uniprot, pFAM, RNAMMER, SignalP,
TMHMM, Swiss-prot y KEGG incorporando los resultados en una base de datos SQLite.
Finalmente se evaluo la integridad de los genes del ensamble de novo con BUSCO ortholog
(BUSCO v2.0), mediante su base de datos de Actinopterygii_odb10 (Creada el 2019-11-20,
numero de especies: 3640).

2.5 Estimacion de abundancia y expresion diferencial.

Para determinar la abundancia de k-mers se usé el programa Kallisto (https: //
pachterla .github.io / kallisto /), generando matrices de la estimacién de transcritos mediante
pseudo-alineamientos. Con esas matrices se realizé un analisis de expresion diferencial,
aplicando una estimacion empirica de Bayes basado en distribuciones binomiales negativas,
modelos lineales generalizados y pruebas de verosimilitud con los paquetes DESeq2
(v1.30.0) (Love et al., 2014) limma (v3.46.0) (Ritchie et al., 2015) y edgeR (v3.32.1)
(Robinson et al., 2009) del programa Bioconductor v3.11 (Huber et al., 2015) para R (v3.5).
Con las matrices anteriores se realizaron MA plots; graficos para relacionar la intensidad
logaritmica (valor M), contra los promedios de intensidad logaritmica (valor A) Ritchie et al
(2015), al comparar la expresion diferencial sobre el cambio logaritmico con significacion
estadistica del valor P < 0.001, FDR (false discovery rate) < 0.05 y dispersion de 0.1 entre
muestras. Posteriormente se extrajeron y agruparon las transcripciones de acuerdo con su
patrén de expresion diferencial, usando el valor FDR y el valor de cambios o fold change mas
significativos (logFC), definidos por el corte del valor P para FDR de 0.001 y un limite de 22
para logFC, generando una matriz de correlacion de expresion unica, una matriz de
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correlacion de Pearson entre muestras y mapas calor para visualizar dicha correlacion.
Ademas de un analisis de componentes principales (Figura 11), para observar la correlacion
entre las muestras.

La muestra D1 se excluyé de los analisis de expresion diferencial debido a que los genes
de expresiéon morfolégica fueron muy abundantes y enmascaran la expresion asociada a
nutricién u otros procesos.

2.6 Seleccion de genes relacionados con organogénesis y marcadores nutrigenéticos.
Los genes seleccionados para la organogenia del sistema digestivo y marcadores
nutrigenéticos (enzimas y hormonas), fueron extraidos de la matriz de genes expresados
diferencialmente realizada con edgeR, de genes con un valor de P < 1e-3 y una expresion >
22, aunada a una busqueda semantica para genes con relacion ontoldgica, presentes en
rutas de interaccibn molecular de KEGG. Vinculandolos mediante clusters de redes

interaccion proteina- proteina con String (version 11; Szklarczyk et al., 2019).

3. Resultados.

3.1 Histologia.

A continuacion se describe el desarrollo del sistema digestivo de larvas en etapa media y
tardia, donde se detectd la presencia de las primeras glandulas gastricas (GG) en la etapa de
deshabituacion al alimento vivo a partir del D20. Por otra parte la larva D16 (Figura 1),
presenta células caliciformes en es6fago y ensanchamiento del estdmago, los enterocitos del
intestino medio presentan una distribucion cilindrica simple normal, adheridos a células de
tejido liso del endotelio por la parte basal y su respectivo borde de cepillo en la parte apical,
también se observa el desarrollo avanzado del pancreas exocrino con presencia de células

acinares y granulos de zimégeno, mientras que en la porcién endocrina se observa un islote
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de Langerhans y el conducto intercalar. Por ultimo, el tejido hepatico presenta capilares
sinusoides y diversos vasos sanguineos que interactuan con los cordones hepaticos.

Al dia 20 (Figura 2) de la etapa tardia se observa un crecimiento del area esofagica, con
un estdmago mas alargado y presencia de GG en estdmago. Las vellosidades del intestino
anterior presentan un aumento de tamafo y una migracion avanzada de células caliciformes
en intestino, asi como vacuolas supranucleares en recto con inflamacién de lamina propria y
presencia de leucocitos.

En D28 (Figura 3), el esofago presenta abundancia de células caliciformes desde la
cavidad buco faringea hasta el eséfago, también se observa una proliferacion de GG en el
estdmago y células parietales. En los pliegues intestinales del intestino medio se distinguen
células caliciformes migrando a la parte apical de los enterocitos, en las vellosidades del
intestino posterior proliferan células con vacuola supranucleares y ademas se detectd
inflamacién de la lamina propria con presencia de leucocitos. Por ultimo, se observo el
desarrollo del tejido hepatico de las larvas D16, D20 y D28 observando un aumento del

diametro de vacuolas y el nucleo desplazado a la periferia en hepatocitos del D28 (Figura 4).

3.2 Secuenciacion y ensamblaje de transcriptoma.

A partir de la secuenciacion con NextSeq lllumina, se obtuvieron un total de 120,659,600
lecturas en bruto de las cuales 85,780,479 fueron ensambladas (71%), para obtener los
139,773 transcritos que componen el ensamble de novo, que codifican un aproximado de
90,952 genes totales, con contings promedio de 943 pb en la isoforma mas larga por gen,
una N50 de contings no menores a 2066 pb para generar el 50% del genoma y un porcentaje
promedio de 46.9% de GC. Con los que se identificaron a 139,981 ORFs con el criterio

minimo de longitud, y de los cuales 66,008 transcritos codifican para alguna proteina.
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Mediante la evaluacion cuantitativa del ensamblaje anotado contra una base de genes
ortdlogos de copia unica se observo que; 58,747 (89%) de los genes estdn completos con
35,835 (61%) de copia unica y 16,449 (28%) duplicados, 2,408 (4.1%) fragmentados y 4,053
(6.9%) perdidos; debido a una posible pérdida durante el ensamblaje, secuencias sin
coincidencias significativas o nula coincidencia las secuencias de la base de ort6logos.

3.3 Abundancia y expresion diferencial de los transcritos.

La organizacion de las muestras se establecio con la ayuda de un andlisis de componentes
principales (Figura 5), una matriz de correlacién entre muestras (Figura 6) y el analisis de
tamano del efecto para la matriz R de Pearson, mediante un T-test con significancia de a =
0.05; presentando valores t = 0.51, df = 48 y un P-valor = 0.61 que corrobora la hipétesis
alternativa, al indicar que la media verdadera no es igual a 0 entre las muestras. Clasificando
las larvas en tres grupos (G): G1 con D06_L1 (larva alimentada), DO6_L2 (larva en inanicion)
y D09; G2 con D12 - D16 y G3 con D20 - D28. En los graficos de MA (Figura 5) se observan
genes con valor < 0.05 de FDR, indicando diferencias entre G1 y G2 con 46 (0.09%) genes
diferenciados, de los cuales 2 estaban sobreexpresados y 44 subexpresados; entre G2 y G3
fueron 51 (0.07%) genes con 12 sobreexpresados y 39 subexpresados, por ultimo, entre G1
y G3 fueron 585 (0.88%) genes con 156 sobreexpresados y 428 subexpresados del total de
secuencias codificables, representados en redes de interaccidén entre proteinas (Figura 12,
13, 14).

En G3 se sobre expresaron los genes: pepsina A (PGA3 o PepA, tripsina 1 (PRSS1 o
Try1), tripsina 6 (PRSS3P2 o Try6), gastrina (PGC o PepC), triptasa 2 (TPSB2 o TryT),
quitinasa acida de mamiferos (CHIA), apolipoproteina M (APOM), mucina-2 (Muc?2), lisozima
g (LYZ), Lectina I-2 fijadora de lactosa (MBL). Por otro lado en G1 y G2 se sobre expresaron

los genes: Molécula de adhesion celular relacionada con el antigeno carcinoembrionario 1
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(CEACAM1), cGMP 3 ', 5" de cono retiniano sensible a la rodopsina (PDE6H), Arrestin-C
(ARR3), Opsina-1 sensible al verde (OPSG), Retinol dehydrogenase 10-A (RDH10),
Queratina tipo | citoesquelética 13 (KRT13), subunidad catalitica calpaina-1 (CAPN1). Para el
analisis de expresion diferencial se seleccionaron los genes con un valor P < 1e-3 y una
expresion de al menos 2% (Figura 7).

3.4 Genes relacionados con organogénesis.

Ademas de los genes obtenidos a partir de la expresion diferencial, se realizé una busqueda
semantica de genes relacionados con el desarrollo morfolégico del sistema digestivo (Tabla
1), a partir de la base de datos generada con Trinotate. Identificando algunos de los genes
con mayor expresion (Figura 8) entre la etapa temprana y D12 de la etapa media (larvas
postflexion-flexion): factor de transcripcion SOX-2 (Sox2), receptor de acido gamma retinoico
(RarG), receptor de acido gamma-A retinoico (RarGA) y proteina Homeobox CDX-1 (Cdx1).
Por otra parte, el factor nuclear de hepatocitos 3-beta (FoxA2) tuvo una expresién maxima de
22.89 TPM en D28.

Con relacién al desarrollo del higado se identifico la expresion de genes relacionados con
posible dafio hepatico (Figura 4) (Tabla 3), encontrando sobre expresion de genes
relacionados con procesos inflamatorios en D28, estos son: interleucina- 6, 8, 10 y 22 (IL6,
IL8, IL10, IL22); leptina (Lep) y una subexpresion de genes relacionados con el transporte y
biosintesis de lipidos, como: proteina de unién al elemento requlador del esterol 1y 2 (Srbp1
y Srbp2), acil-CoA desaturasa 1 (Scd1), apolipoproteina B (ApoB) y B-100 (ApoB100).

3.5 Marcadores nutricionales.
Para seleccionar los genes relacionados con procesos metabdlicos durante la
deshabituacion, se utilizé el analisis de expresion diferencial generado con Kallisto y edgeR

(Figura 7) y una busqueda semantica (Figura 9) (Tabla 2), genes como; orexina (Orex) y
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colecistoquinina (CCKN) tuvieron mayor expresion antes de la primera alimentacién en larvas
en inanicion del dia 6_L2, y la fosfatasa alcalina de tipo intestinal (Ppbi) en todos los dias a
excepcion de D28.

Otras endopeptidasas digestivas relacionadas con el desarrollo metabdlico son: Try1,
PepC, PepA, Try6, TryP y TryT, asi como genes relacionados con el metabolismo de lipidos:
triacilglicerol lipasa pancreatica (Lipp) y Apolipoproteina M (ApoM) con altas expresiones en

la etapa tardia.

4. Discusion.

4.1 Secuenciacién y ensamblaje del transcriptoma de novo.

Para obtener un perfil detallado sobre procesos digestivos, absorcidn de nutrientes y
respuestas a posibles dafios nutricionales (Martin et al., 2016), se evalu6 el proceso de
deshabituacion con la técnica de RNA-seq mediante un analisis transcriptdmico; con la
finalidad de observar la expresion de ARNm presente en las células de diferentes tejidos,
bajo determinadas condiciones fisico-quimica del cultivo (Stahl et al., 2012; Qian et al.,
2014), permitiendo la comparacién de la expresion génica en el tracto digestivo, pancreas e
higado de larvas de T. macdonaldi, durante el cambio alimenticio. Diversos estudios han
evaluado el proceso de deshabituacion, concluyendo que un adecuado desarrollo del sistema
digestivo contribuye con una menor mortalidad y mayor crecimiento (Yufera et al., 2007;
Ueberschar et al., 2018; Laczynska et al., 2020), por otra parte, una deshabituacion temprana
aunque promueve la expresidn de enzimas digestivas, también retrasa la maduracién
intestinal y disminuye la tasa de crecimiento (Campoverde et al., 2017; Hu et al., 2017;
Eryalgin et al., 2017), debido a que la ontogenia enzimatica es inducida por factores

enddgenos y exogenos; reguladores de la expresion génica (Liu et al., 2020).

25



En el caso de totoaba como en el de otros peces no modelo, no se contaba con un
genoma de referencia que nos ayudara a comprender su genotipo. Ahora con la
secuenciacion realizada para el presente estudio, del cual se obtuvieron un total de 139,773
transcritos en el ensamblaje de novo, a partir de contings promedios de 943 pb con valor N50
de 2066, para un total de 139,981 ORFs con el criterio minimo de longitud, donde 66,008
transcritos codifican para alguna proteina. Estos resultados son similares a los reportados
para otros Teledsteos, como el Pagellus bogaraveo (dorada) con 61,850 genes, pagrus
pagrus (pargo) con 62,116 genes y mas pequeno que el de Pagellus erythrinus (pandora)
con 89,124 genes (Natsidis et al., 2019).

El transcriptoma de novo se generé a partir de larvas sometidas a un proceso de
deshabituacion al alimento vivo, con larvas exotroficas catalogadas en etapa temprana (D06-
D09), media (D12-D16) y tardia (D20-D28) con base en un andlisis de expresion diferencial,
entre genes relacionados con el desarrollo del sistema digestivo.

4.2 Desarrollo morfolégico y funcional del sistema digestivo.

Los cambios morfolégicos mas notables se dieron durante la transicion de la etapa media a
tardia, con el desarrollo y proliferacion de células de glandulas secretoras del tracto digestivo,
como en el caso de las GG en D20 y su proliferacion avanzada en D28; indicadoras de la
maduracién funcional del sistema digestivo (Cui et al., 2017) que concuerda con el analisis
de expresion diferencial, donde se observa la expresion de las proteasas asparticas pepsina
Ay C; secretadas por células principales en GG y usadas para evaluar la funcionalidad del
estbmago (Feng et al., 2008). Para que totoaba cumpla con la funcionalidad digestiva
esperada durante la deshabituacion, se requirié de la expresién de genes como Sox2; un
importante marcador de células madre epiteliales gastricas, que participa en la proliferacion

de células epiteliales en intestino anterior y medio, al igual que en la formacion de GG; junto
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a Cdx1 mantienen el desarrollo y homeostasis del epitelio intestinal temprano (Gongalves et
al., 2019; Holst et al., 2019).

Por otra parte, Sox2 también actia como marcador en células precursoras e inmaduras de
Schwann, interactuando con sus receptores Efrin B2 encargados de formar las bandas de
Blngner; guias en la proliferacién de células de Schwann. La fosforilacion mediada por Cdk1
sobre el sitio de unién serina 39 de Sox2, inhibe la proliferacion y promueve la diferenciacién
(Lim et al., 2017); Cdk1 tuvo una expresion de 6 TPM en D16 y 4 TPM en D20, mientras que
en D28 se desactiva; coincidiendo con el cambio de larva en postflexién a flexion, y el cambio
entre proliferacion a diferenciacién celular en tejidos como el nervioso.

Por lo que la expresion de Sox2 y Cdk1, interviene en el desarrollo y maduracion del
sistema nervioso periférico, permitiendo la conexién del tubo neural con células de la cresta
neural, que durante el desarrollo embrionario migran a los arcos faringeos (Pachajoa et al.,
2015), relacionandose también con el cambio de etapa entre larva en post-flexion a flexion,
generada por la flexion de la notorcorda. Contribuyendo a la funcionalidad digestiva del
sistema nervioso parasimpatico, al comunicar diferentes tejidos mediante la inervacion del
nervio glosofaringeo en branquias, tejido glandular de la faringe, laringe, eséfago y traquea
que en conjunto con el nervio vago; se encargan de la accion aferente que estimula la
relajacion de esfinteres gastrointestinales y el control de la homeostasis intestinal, con la
ayuda de acuaporinas y mucinas (Kohbara et al., 2001; Sundin et al., 2002; Jonz et al., 2008;
Sudiwala et al., 2019).

En larvas de totoaba < D20 se observé un comportamiento osmorregulador estenohalino
con avanzado desarrollo a eurihalino en larvas D28 (Giffard-Mena et al., 2020), donde las
acuaporinas facilitan la digestién y absorcion de contenido gastrointestinal; transportando

agua por via trans-membranal que regula la secrecion de vias gastrointestinales (Liao et al.,
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2020). En totoaba se identificaron las acuaporinas Aqp1, Agp2, Aqp4, Aqp8; las
acuagliceroporinas Aqgp3, Aqp9, Agp10 y las acuaporinas poco ortodoxas Aqp11 y Aqp12. En
teledsteos se ha identificado la presencia de Aqp3 en recto y esoéfago anterior, este ultimo,
incovolucrado en la absorcién de NaCl en teledsteos marinos; relacionandose con su alta
capacidad para absorber agua en intestino distal y liberacion de NaCl por ionocitos
branquiales (Giffard-Mena et al., 2008; Takei et al., 2017). Sugiriendo que Agp3 proporciona
el agua en la reaccién de la anhidrasa carbdnica; regulando la presion osmotica al excretar
protones a través de las branquias en condiciones acidas y de hipoxia (Ellis et al., 2019;
Shen et al., 2019; Ruhr et al., 2020). Por ultimo, en rifidn donde controla el flujo de liquidos
en los tubulos renales (Cutler et al., 2007; Finn et al., 2011; Giffard-Mena et al., 2011).

En totoaba se identificaron 3 transcritos para Agp3, uno expresado entre los dias D06,
D09, D12 y las otras dos en D16, D20 y D28; al ser un transcriptoma completo de totoaba se
debera realizar los analisis de funcionalidad necesarios, para corroborar la participacion de
las Agp3 y el resto de las acuaporinas identificadas en los diferentes 6rganos. Por lo anterior,
el papel de la homeostasis intestinal en procesos digestivos, mediados por quimioreceptores
del sistema nervioso parasimpatico, a través de las fibras peptidérgicas del nervio vago es
fundamental para la secrecién de gastrina; hormona polipeptidica secretada en células G que
promueve la secrecion de HCL en células parietales y pepsindgeno en células principales,
asi como su activacion en PepA; enzima relacionada con la nutricibn en peces gastricos
(Nolasco-Soria et al., 2020).

La expresion de PepC entre el D06 y D12 fue residual; menor a 1 TPM, incrementandose
a partir de D16 con 3.40 TPM y un aument6 a 354 TPM en D20. La expresion de PepA fue
similar, con una abundancia de transcripciones menor a 1 TPM entre D6 y D12 aumentando

a 57.36 TPM en D16 y 2540 TPM en D20; indicando el cambio de digestion alcalina a acida
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en larvas (Zhang et al., 2015), coincidiendo con estudios realizados anteriormente ha
enzimas digestivas de totoaba (Galaviz et al., 2015; Cérdova-Montejo et al., 2019) y otros
teledsteos (Galaviz et al., 2012; Suzer et al., 2013; Teles et al., 2019).

Lo anterior se relaciona con el aumento de células caliciformes en el tracto digestivo a
partir de D16, y coincide con la disminucién en la expresion de los receptores de hormonas
nucleares RarG y RarGA; involucrados en el desarrollo de los arcos faringeos, al expresarse
en células mesodérmicas de los musculos faringeos y el endotelio (Hale et al., 2006; Linville
et al., 2009), contribuyendo al desarrollo y funcionalidad del endodermo faringeo junto a Sox2
y Cdx1 (Graham et al., 2005). Por otra parte, en células secretoras progenitoras durante el
desarrollo glandular del endodermo gastrointestinal, la expresion de Math1 permite el
desarrollo de células de Paneth, al mismo tiempo la coexpresion de Math1 con Foxa2 como
factor de transcripcidén adicional, promueven el desarrollo de células caliciformes (Gao et al.,
2008), aumentando la expresion de mucinas de membrana y gel.

Un estudio realizado en Sparus aurata (Pérez-Sanchez et al., 2013), revel6 que la
expresion de mucina unida a membrana Muc13 se localiza en estdmago, con una mayor
abundancia en intestino anterior, medio y posterior. Por otra parte, Muc18 mantuvo una
mayor presencia en estobmago, branquias, piel y es6fago. Con respecto a la expresion de
mucinas de gel de secrecion se observo a Muc19 principalmente en eséfago y en menor
medida en estdmago, finalmente las mucinas Muc2 y Muc2L se expresaron unicamente en
estbmago e intestinos. En otro estudio sobre el desarrollo y funcionalidad del sistema
digestivo en Argyrosomus regius, se observo la aparicion de las primeras células mucosas en
eséfago entre D5 y D9, distinguiéndose las primeras células mucosas en la parte posterior
del bucofaringe, mientras que la aparicién de células caliciformes en intestino anterior, medio

y posterior se dio entre D13 y D20 (Solovyev et al., 2016).
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En totoaba se identific6 un incremento en la expresion de mucina unida a membrana
Muc18 durante D0O6_L2 (larva en inanicion); contrastando con la expresién de Muc13 de
D06_L1 (larva alimentada) que aumentd durante los D9 y D12, posiblemente por el cambio
de alimento. También se identificd que la expresion de mucinas unidas a membranas es mas
abundante en la etapa temprana y media; durante el desarrollo y proliferacion de las
glandulas secretoras. En contraste la expresion de mucinas de gel de secrecion como Muc2,
Muc2L, Muc5A y Muc19 presentaron mayor expresion en la etapa final, relacionandose con
el aumento en la expresion de enzimas digestivas como PepA y PepC en estomago, y
tripsinas en duodeno e intestino (Cordova-Montejo et al., 2019); debido a la proteccion
proteolitica de mucinas secretadas como Muc2 (Godl et al., 2002) sobre al epitelio intestinal,
permitiendo la digestidn y proteccion contra la microbiota y patégenos (Cornick et al., 2015;
Schneider et al., 2018). Relacionandose también, con la disminucién de la actividad de
peptidasas citosdlicas en enterocitos, durante la proteolisis digestiva entre la tercera y cuarta
semana después de la eclosion (Zambonino-Infante et al., 2001), asi como el aumento en la
expresion de genes relacionados con la actividad enzimatica en el borde de cepillo, como;
Try1, Try6 y TryP contrastando con la expresion de genes involucrados en la proliferacion
celular de de tejido pancreatico.

Donde la interaccion de FoxA2 con Pdx1 permite la maduracién y diferenciacion de
células B; Pdx1 se expresa en células de los islotes de Langerhans, células centroacinares y
del epitelio ductal formando ramificaciones durante la ontogenia inicial de las yemas
pancreaticas (Park et al.,, 2011; Bastidas-Ponce et al., 2017). Desarrollo que se observa
desde D06 L2, con la expresion de Cckn antes de la primera alimentacion, como en el caso
de la platija japonesa Hippoglossoides elassodon, donde su expresién en el epitelio intestinal;

estimula la secrecion de enzimas pancreaticas (Kurokawa et al., 2000).
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Esto se puede corroborar en la Figura 8, donde por medio de un analisis lineal a los dias
muestreados, se observo heterocedasticidad al escalar y normalizar las abundancias
geénicas. En el dendograma por dia se aprecian dos grupos: G1 con D16, D20 y D28; y G2
con D06 _L1, D09, D12 y D06 _L2 comprobando que la distancia entre D16 y D12 permite
diferenciar su desarrollo morfoldgico basandose en la expresion de los genes seleccionados.

Por otra parte, en la correlacién presentada por gen se observan dos grupos con cuatro
subgrupos principales (SG): G1/SG1 con Aqg3-1, Muc19 y Muc13; relacionados con
proteccion y homeostasis en esofago y colon, y G1/SG2 con Sox2, RARGA, RARG y Cdx1;
involucrados en el desarrollo del mesodermo dorsal y ventral, contribuyendo a la maduracion
de las conexiones nerviosas sobre el desarrollo, proliferacién y funcionalidad de células
excretoras del tracto gastrointestinal, G2/SG1 con Aqp3-2, Muc5AC, Muc2, Muc2l;
relacionados con procesos de digestion y homeostasis, por ultimo G2/SG2 con Aqp3-3,
FoxA2 y Muc18 presentes en células excretoras en el epitelio maduro del endodermo del
estbmago; intervienen en la homeostasis en eso6fago y branquias. Que sumado a la
expresion de proteasas como: PepA, PepC, Try1, Try6, TryP y genes del desarrollo digestivo,
se observa una separacién en dos grupos, con G1 formado por D06 L1, D09 y D12;
separandose a partir de D16 y contrastando con G2 conformado por D20 y D28, donde se
identificd la mayor abundancia de proteasas.

4.3 Biosintesis de lipidos en higado durante la deshabituacion.

Al evaluar Ppbi, se observé una relacion entre la expresion y los cambios de alimento,
identificando su expresion en D06 L1 alimentadas con rotifero enriquecido, pero no en
D06 L2 en inanicién. Durante D09 se observa un aumento en la expresion de Ppbi, que
disminuye en D12; alimentadas a partir de rotifero enriquecido y nauplios de artemia, en D16

se observa una baja en la expresion; dieta a base de metanauplios de Artemia enriquecida.
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Después en D20 hubo un aumento en la expresidon que coincididé con la pre-deshabituacion,
donde se administré Artemia enriquecida y microdieta (Otohime B250-360 Mm, proteina
52.11%, lipidos 16.3% y ceniza 11.2%), la deshabituacion completa se realizé en D28, donde
Ppbi tuvo su nivel mas bajo (< 0.1 TPM); Ppbi regula la absorcién de acidos grasos (AG),
procesos inflamatorios y participa en la colonizacion del microbiota intestinal en larvas
(Rader, 2017; Schroeder, 2019; Lallés, 2020).

Con respecto al proceso de deshabituacion, se ha identificado una baja en la expresion de
Ppbi en larvas de Pagrus pagrus sometidas a una deshabituaciéon temprana. Posiblemente
por la variacion y disponibilidad de AG en el alimento formulado y las Artemias enriquecidas;
aunado a la alimentacién individual mayoritaria entre Artemia o alimento formulado por las
larvas, generando variacion de tallas y promoviendo el canibalismo (Andrade et al., 2012).
Por lo que, al igual que en Pagrus Pagrus y en Lutjianus guttatus se recomienda un proceso
de deshabituacion a partir de D20; durante la aparicién de pepsinas, tomando en cuenta la
capacidad digestiva sobre el contenido nutricional del alimento formulado (Moguel-
Hernandez et al., 2014), por lo que también se recomienda analizar las posibles acciones
inhibidoras de proteasas en alimentos comerciales (Dikena et al., 2018), para descartarlo
como un factor en el aumento en la absorcion de lipidos y carbohidratos en tejido graso como
el higado. Lo anterior se suma al enriquecimiento de Artemia y su bajo aporte proteico, que
podria vincularse al aumento en la disparidad de tallas, debido al efecto que tienen las dietas
altas en lipidos sobre el crecimiento (Gawlicka et al., 2002). Debido a la variacién en la
asimilacion y acumulacion de lipidos por enterocitos inmaduros, presentes en diferentes
regiones de la mucosa intestinal de larvas (Zambonino-Infante et al., 2001).

Asimismo, la disminucién de Ppbi genera una mayor absorcion de AG, debido a su

reduccion en la desintoxicacion sobre LPS en dietas altas en grasa, generando aumento de
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tejido adiposo e inflamacion por el aumento en su absorcion (Lalles, 2014). Ademas, en
peces marinos existe una baja tasa fisioldgica, sobre la ruta biosintética encargada de
convertir AG poliinsaturados (PUFAs), en AG poliinsaturados de cadena larga (LC-PUFAs)
(Geay et al., 2012; Carmona-Antofanzas et al., 2013); relacionandose con la expresion de
genes como: Lep, Scd1, ApoB, ApoB100, Srbp1 y 2. En el caso de Lep, su expresion en
peces es principalmente en higado, participando en la activacién del metabolismo basado en
grasas; promoviendo la lipogénesis y la expresion de anorexigénicos, por otra parte la leptina
producida en la hipofisis de peces teleosteos como el pez cebra y la medaka japonesa
Oryzias latipes, podria tener funciones paracrinas que ayudan a mantener la homeostasis en
estos peces, donde identificaron dos tipos de leptinas; Lep o LepA y LepB posiblemente
debido a un proceso de duplicacion (Gorissen et al., 2009; Copeland et al., 2011). En totoaba
tambien se identifico a LepB, con un 49.38% de identidad con la de medaka, identificada en
la ruta KEGG:0la:100301595 y relacionada con las vias de interaccién citoquina- receptor de
citoquina, interaccién ligando-receptor neuroactivo y en la via de sefalizacion de
adipocitoquinas. Lo que en totoaba podria atribuirse a una mayor asimilacion de AG
presentes en la dieta formulada y la aun inmadura capacidad proteolitica al inicio de la etapa
tardia, 6 al proceso en la maduracion de la capacidad osmorreguladora y el aumento en la
expresion de citoquinas. Por otra parte ApoB100 se produce en el higado, generando
lipoproteinas de baja densidad (Fisher, E. et al., 2014); en larvas de pez cebra ApoB100
recubre los quilomicrones, que a su vez tiene la capacidad de madurar en lipoproteinas de
baja densidad (LDL) aterogénicas de larga duraciéon por el suministro de PUFAs (Schlegel,
2016), principalmente de las familias n-3 y n-6 con potencial pro-inflamatorio a través de los

eicosanoides; metabolitos del &cido linoleico (18:2n-6) (Solakivi et al., 2013).
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La competencia del acido linoleico y el acido alfa linolénico (18:3n-3) por Fads6, se
comprobd en trucha arcoiris (Emery et al., 2013), donde la disposicién de estos AG en las
dietas repercute en la salud de los peces (Lenas et al., 2011). En totoaba se identificé una
acumulacion de AG 18:2n-6 en musculo y visceras; mayor al proporcionado en la dieta,
mientras que el nivel de acido araquidonico (20:4n-6) fue menor en comparacién con el acido
eicosapentaenoico (20:5n-3), atribuyéndole la baja calidad de los desoves por el aumento en
la acumulacion de lipidos en reproductores (Lopez et al., 2006). También se observo que
totoaba almacena mayor cantidad de lipidos y glucégeno en higado, en comparaciéon a
musculo y el resto del cuerpo (Trejo et al., 2017).

Un estudio epigenético en Sparus aurata, revel6 que la hipermetilacion del promotor
Fads2 es independiente a los reproductores, por otra parte, Scd1 respondié a una dieta rica
en acido linolénico, transfiriendo la metilacion a la descendencia con una duracion de 6
meses, afectando inversamente su expresién hepatica y disminuyendo la acumulacion de
grasas en condiciones dietéticas lipogénicas (Perera et al., 2020). En totoaba se observé una
variacion en los niveles de Scd1, con 1 TPM en D06 _L1 - L2, 31 TPM / D09, 3 TPM / D12 -
D16, 5 TPM / D20 y 0.80 TPM / D28. El aumento en D09 coincide con la expresiéon de los
genes involucrados en la inervacion de glandulas secretoras, durante el desarrollo larvario;
debido al aumento en la demanda de AG en la mielinizacion del tejido nervioso periférico
(Monje, 2018). Por ultimo, Srbp1 y Srbp2 estan relacionados con el control alostatico sobre la
composicion lipidica en membranas, regulando la expresién de desaturasas (Hagen et al.,
2010). En trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss, lubina japonesa Lateolabrax japonicus y
corvina amarilla grande Larimichthys crocea Srbp1 aumento la actividad de Fads2, mientras
que un aumento en PUFAs disminuyé la expresiéon de Srbp1; regulando la ruta del

metabolismo de lipidos y AG. En tanto que Srbp2, regula la biosintesis del colesterol con
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mayor actividad sobre Fads2 y elongasas (Betancor et al., 2014; Dong et al., 2017; Tay et al.,
2018).

En nuestro estudio se identificaron las desaturasas Fads2, 6 y elongasas Elovi1, 4, 5,6 y
7; con selectividad de Elvol1, 6 y 7 por AG saturados y monoinsaturados, mientras que Elovl4
y 5 por PUFAs (Chen et al., 2018; Monroig et al., 2018; Deak et al., 2019). Asi mismo, se
observaron dos grupos principales: G1 con Fads2 y 6, Elovl1, 4, 5y 7 con mayor expresion
los dias D06 L2, D16 y D20, y G2 con Fads2, Elovl4 y 6 con mayor expresion los dias
D06_L1, D09 y D12. Durante D28 se observo una disminucién en la actividad de la
biosintesis de AG, principalmente en Elovl4 y 5, ademas de una mayor actividad de Fads6
sobre Fads2. La ausencia de Elovl2 y 3 en peces marinos, se relaciona con la baja
capacidad y en algunos casos nula, de biosintetizar LC-PUFAs a partir de AG saturados vy
monoinsaturados de cadenas muy largas, sugiriendo que Elovl4 compensa en parte a ElovI2
(Oboh et al., 2016; Castro et al., 2016; Oboh et al., 2017).

En Sparus aurata se observo una expresion transcripcional regulada al alza de Elovl4, 5y
6 en higado, mientras que Elovl7 presento niveles de expresién bajos en higado pero altos
en cerebro (Benedito-Palos et al., 2014). En nuestro estudio se observo sobre-expresion de
Elovl7 en D16 y D20, coincidiendo con el avanzado desarrollo del tubo neural durante la
etapa de post-flexion, su expresion disminuye la concentracion de acido palmitoleico (16:1n-
7) y oleico (18:1n-9), aumentando la concentracioén de acido linoleico (18:2n-6) (Naganuma et
al., 2011; Monroig et al., 2011; Shi et al., 2019). Por otra parte, en Epinephelus coloides, se
observo que Elovl5 alargé los AG C18(18:2n-6, 18:3n-3, 18:3n-6 y 18:4n-3) y C20 (20:4n-6 y
C20:5n-3) pero no AG de C22; sumado a una represion de SREBP1, por una alta
implementacion en niveles de n-3 LC-PUFAs (Li et al.,, 2016). En Nibea mitsukurii otro

teledsteo marino, se identificé la accion de Elovl5 y 6 para elongar C18 en C22; con mayor
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actividad sobre C18, debido a una mayor actividad de Fads2 sobre A6 desaturasa (Kabeya et
al., 2015; Garrido et al., 2019).

En el presente estudio mediante un analisis de ontologia génica, se relaciono a Fads2 con
funciones moleculares sobre la actividad de linoleoil-CoA desaturasa; involucrada en la
produccion del acido linoleico 18:2n-6 (Li et al., 2008; Murzina et al., 2016; Murzina et al.,
2019), y sobre estearoil-CoA 9 desaturasa (Scd1), con mayor afinidad al acido palmitoleico
16:0 y el acido estearico 18:0, que catalizan su conversion a acido palmitoleico 16:7n-7 y
acido oleico 18:1n-9 monoinsaturado; generando AG esenciales para la formacion de
ésteres de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos, lisofosfatidilcolina, y esfingomielina para la
formacion de membranas plasmaticas; manteniendo su fluidez (Evans et al., 2008; Rimoldi et
al., 2016). Donde la mayor expresion de Fads2, 6 y Scd1 se relacionaron con la expresién de
Aqgp3, Mucina 13 y 19; involucrados en el control de la homeostasis intestinal, debido a la
participacion de los AG en la formacion de membranas y niveles en la produccion de
mucosa, asi como en su composicion bioquimica (Torrecillas et al., 2015; Parolini, 2019). Sin
embargo, la expresion de Elovl4, Elovl5, Fasd2 y Fasd6 en D28 fue minima en comparacion
con los otros dias, lo que podria explicar la baja conversion de AG PUFAs y su acumulacion
en tejido graso como el hepatico.

4.4 Respuesta inmune en intestino durante la deshabituacion.

Los bajos niveles de Ppbi funcionan como indicador del estado de la microbiota (Egerton et
al., 2018; Lalles, 2019), debido a que su disminucidon produce un aumento de LPS, que
activan la expresion de la proteina de respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88
(Myd88); encargada de activar el movimiento de neutréfilos intestinales y reclutada por los
receptores tipo Toll (TIr) (Mhatre et al., 2012; Chu et al., 2017). En totoaba se identificaron

receptores tipo Toll (TIr1, TIr2, TIr3, TIr5, TIr7 y TIr13); estos se relacionan con la expresion
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de IL6, IL8, IL22 durante procesos inflamatorios en teledsteos (Wang et al., 2014; Nguyen et
al., 2020), siendo TIr5 el receptor con mayor actividad durante D28 con 285 TPM, este gen
se asocia a la respuesta a infecciones bacterianas, como: Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus
y Vibrio parahaemolyticus contribuyendo en la respuesta hepatica y renal durante procesos
de infeccidn e inflamacion; el aumento en la expresion de Tir1, TIr2 y TIr7 también se asocia
a infeccidon por vibrios, junto a la presencia de leucocitos intraepiteliales, junto a un
aumentando en la biosintesis de PUFAs (Wang et al., 2016; Pan et al., 2017; Reyes-Becerril
etal., 2017; Huo et al., 2018; Fan et al., 2019).

En totoaba se identific6 una expresion elevada de IL10 en D28, efectuando funciones
antiinflamatorias y disminuyendo la expresion de IL8 (Seppola et al., 2008; Zou et al., 2016),
IL22 es otra citocina de la familia IL10 producida por células del sistema inmune y células
epiteliales; IL22 genera quimiocinas, factores inflamatorios y péptidos antimicrobianos para
proteger la mucosa intestinal y branquias (Corripio-Miyar et al., 2009; Peng et al., 2017; Yang
et al., 2020; Chen et al., 2020). Por ultimo, el aumento en la expresion de C1ql3 entre D20 y
D28, se puede relacionar con el aumento de mucinas, como Muc2 por su accion protectora
del epitelio. Debido a que C1ql3 participa como receptor de LPS, peptidoglicanos y vibrios;
ejerciendo accion antimicrobiana (Wang et al., 2017; Vestrum et al., 2018; Du et al., 2019),
vinculando la accion de C1ql3 y Muc2 con la actividad de las células dendriticas, sobre la
respuesta inflamatoria y antiinflamatoria en intestino (Galindo-Villegas et al., 2016; Salinas et
al., 2017; Melo-Gonzalez et al., 2018).

5. Conclusiones.
Se generd un transcriptoma de novo de Totoaba macdonaldi, a partir de larvas con 6, 9, 12,
16, 20 y 28 dias pos-eclosion, sometidas a un proceso de deshabituacion al alimento vivo,

contabilizando 139,981 ORFs que codificaban para 66,008 proteinas. Ademas, se identificd
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la mayor expresidn de genes relacionados con la proliferaciéon celular de glandulas
secretoras entre D6 y D12, mientras que los genes asociados a la diferenciacién y
funcionalidad se observaron entre D16 y D28; durante la transicion de digestion alcalina a
acida, ademas de un aumento en la vacuolizacion hepatica en D28, que coincide con la
disminucién en la expresion de genes relacionados en la biosintesis de AG LC-PUFA vy la
deshabituacion total.

Por el contrario, se observd un aumento en la expresién de genes involucrados en
respuestas proinflamatorias y antimicrobianas, asi como presencia de neutrofilos en intestino
posterior a partir de D20 durante la pre-deshabituacion. Relacionandose con la mayor
actividad en la biosintesis de AG saturados, monoinsaturados y colesterol; sumado a un
aumento en la expresion de mucinas de gel de secrecion en estbmago, intestino y branquias.

Con base en lo anterior, se identificaron como marcadores nutricionales del desarrollo
digestivo, genes relacionados con la digestidon acida, como: PepA, PepC, Try1, Try6. Ademas
de genes como Ppbi y Muc2 por su trabajo en la homeostasis y proteccion del epitelio
intestinal; junto a Myd88, IL8 y C1q|3.

Por ultimo y como recomendacion, debido a que el exceso de lipidos en dieta se relaciono
con la disminucion de Ppbi, posiblemente influyendo de forma negativa sobre su estado de
salud, se propone evaluar la capacidad enzimatica sobre la asimilacion proteica y lipidica
entre Artemia y alimento formulado en larvas de totoaba, durante el proceso de
deshabituacién. Ademas, la inhibicion de Ppbi, también podria asociarse a factores de
inhibicion en el alimento formulado; asociando ambas cuestiones con la acumulacion de
lipidos en higado y tejido adiposos. Sin embargo, la relacion entre estos cambios
transcripcionales también puede ser ocasionado por el desarrollo de membranas y las

respuestas del sistema inmune observadas durante la deshabituacién, debido a la menor
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expresion de genes involucrados en la biosintesis de LC-PUFAs, y el aumento de PUFAs.
Conocer la relacidn entre estas dos acciones, ayudaria a entender si son procesos normales
durante la deshabituacién, o son efectos de una deshabituacion anticipada al redireccionar la

biosintesis de AG; perjudicando el desarrollo de membranas celulares de las larvas.
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Figuras

Histologia larvas D16

Figura 1.Cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina de larva de 16 dias post
eclosion. a) se observa a 10X, la cavidad buco-faringe (BP), esdfago (e), el estobmago
cardiaco (cs), intestino anterior (Al), intestino medio (Mg), intestino posterior (PI), higado (L),
pancreas (p), rindn (K), tejido musculo (M) y arco branquial (GA). b) Corte de eséfago a
100X, marcado con asterisco esta la célula caliciforme. c) corte de intestino medio a 100X, se
aprecian enterocitos (E), borde de cepillo (bb), con asterisco se marca un leucocito y células
de tejido liso (sc). d) corte del pancreas e higado a 100X, islote de Langerhans (Li), acinos
serosos (sa) y conducto intercalar (id).
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Histologia larvas D20.

1pm
1pm

Figura 2.Cortes histologicos de larva de totoaba de 20 dpe, tefiido con hematoxilina-eosina,
en la imagen a) se observa el esofago (e), estbmago (S), el intestino anterior (Al), intestino
posterior (Pl), higado (L) y pancreas (p) en un aumento de 10X. En la imagen b) a 40X,
marcado con asterisco esta la glandula gastrica, acinos serosos del pancreas (sa), islote de
Langerhans (Li), entre el pancreas e intestino se observa tejido conectivo laxo. En la imagen
c) a 100X, se observa vellosidades del intestino anterior (Al), enterocitos (E), células
caliciformes marcadas con asterisco y el borde de cepillo (bb). En la imagen d) a 100X se
observa vellosidades del colon, con presencia de células caliciformes (GC), en el area de la
lamina propia (LP) se aprecian leucocitos marcados con asterisco y vacuolas supranucleares
(SV).
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Histologia larvas D28.

Figura 3. Cortes histologicos de la
glandulas gastricas (GG), el estobmago (S), pancreas (p), higado (L), intestino anterior (Al),
intestino posterior (PI) y el intestino medio (Mg). En la imagen b) a 100 X marcadas con
asterisco estan las glandulas gastricas, marcadas con flecha, células parietales. En la
imagen c) a 40X se aprecian vellosidades del intestino posterior, vacuolas supranucleares

(SV), células caliciformes (GC), lamina propia (LP), borde de cepillo (bb) y en la flecha la
presencia de leucocitos.

66



Histologia en higado de D16, D20 y D28.

.'l,:\ '_ ‘ < E E % um
Figura 4.Cortes histolégicos de higado de los dias 16, 20 y 28. Se observa el corte de
higado (L) y pancreas (p) de las muestras del dia 16 (a), dia 20 (b) y dia 28 (c). se puede
observar un aumento en el tamafio de los hepatocitos y la migracién del nucleo a la periferia,
por vacuolizacion hepatica como posible senal de esteatosis.
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transformados logaritmicamente a conteos por millén (CPM), contra el coeficiente

estimado sobre los cambios significativos de expresién, en base a su intensidad
logaritmica (log2) en la escala de M (eje y) y la intensidad logaritmica del valor promedio
por transcrito (eje x). Marcando su expresion diferencial en rojo, como resultado de la
tasa de falsos descubrimientos o FDR <0.05. Etapas temprana (E) con larvas D06 en
etapa preflexion y D9 de flexion, media (M) con larvas D12 en transicion de flexion a
postflexion y D16 en postflexion, por ultimo la etapa tardia (L) con larvas D20 en

postflexion y larvas de D28 en postlarva.
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Heatmap de expresion diferencial por muestra.
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Figura 6.Heatmap de expresion diferencial entre muestras, generada a partir de los
valores logaritmicos de los conteos por millon de transcritos, contra los aumentos log?
significativos de la expresion por transcrito. Etapa preflexion (G1), flexion (G2) y
postflexion (G3). Observando correlacion positiva entre las muestras G1, que disminuye
en D12. Asi como, una correlacion entre las muestras del G3; marcando el salto entre

G1y G3, a partir de D16.
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Heatmap de expresion diferencial por gen.
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Figura 8. Heatmap con los 250 transcritos con mayor expresion diferencial. A partir de
valores de log-CPM (recuentos de conteos log® por millén) entre los aumentos log?
significativos en su expresion y diferenciados por el método de FDR para un valor P maximo
de 1e-3 entre transcritos. Observando la relacién en la expresion que marca la transicion
entre D20 con D16, pasando de la flexién a la postflexion.
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Matriz de correlacién, desarrollo del sistema digestivo.
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Figura 9. Matriz de correlacion para genes involucrados en el desarrollo del sistema
digestivo de Totoaba, a partir de valores normalizados de TPM, centrados con base en la
resta de la expresion promedio por variable, escaladas mediante la division de los niveles de
expresion de la variable centrada, por su desviacién estandar. Generando una matriz de
disimilitud con el método euclidiano, y una agrupacion jerarquica de vinculacion maxima por
nodos. Con genes del desarrollo del mesodermo y glandulas secretoras, como: RarG,
RarGA, Sox2, Cdx1, Pdx1, Muc13, Muc19 y Aqp3 de D06 _L1 a D12. Y genes relacionados a
la diferenciacién celular, maduracién intestinal y homeostasis Cdk1, Aqp3, Muc5AC, Muc2,
Muc2L, Aqp3, FoxA2 y Muc18.
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Matriz de correlacién, funcionalidad digestiva.
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Figura 10. Matriz de correlacion para genes usados como marcadores de la funcionalidad
del sistema digestivo. Donde se muestran los valores normalizados de TPM, centrados con
base en la resta de la expresion promedio por variable, escaladas mediante la division de los
niveles de expresidén de la variable centrada, por su desviacion estandar y una agrupacion
jerarquica de vinculacién maxima por nodos. El dendrograma horizontal se separé a D06 _L2
del resto (azul), unido de D06_L1 a D16 en un grupo (verde), y D20 - D28 en otro grupo, junto
a los genes relacionados con la digestién acida (rojo) Tripsina-1 (Try1), Gastrina (PepC),
Pepsina A (PepA), Tripsina-6 (Try6), Tripsina (TryP). Por otra parte, Fosfatasa alcalina
intestinal (Ppbi) con proteccion y homeostasis intestinal.

72



Matriz de correlacién, sistema inmune y biosintesis de lipidos.
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Figura 11. Matriz de correlacion con genes relacionados, en la biosintesis de lipidos y
respuesta inmune. Observando tres grupos principales entre muestras, con D28 (rojo) y
genes involucrados en la respuesta inmune, como: IL10, Tir1, C1ql3, TryT, Lep, Tir5, IL6,
Myd88, IL8 e IL22 (azul). Contrastando con la expresion de genes relacionados con la
biosintesis de AG PUFAs y colesterol; Elovl5, Fasd6, Srbp1, Srbp2 y Fasds2 (rojo), asi como;
genes asociados a biosintesis y transporte de AG saturados y monoinsaturados; Elovl1,
Elovol7, ELovl6, Scd1, ApoB, ApoB100 (verde). A partir de valores normalizados de TPM,
centrados con base en la resta de la expresion promedio por variable, escaladas mediante la
division de los niveles de expresion de la variable centrada, por su desviacién estandar.
Generando una matriz de disimilitud con el método euclidiano, y una agrupacion jerarquica
de vinculacion maxima por nodos.
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Analisis PCA.
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Figura 12. Analisis de componentes principales. Realizado a partir de los
recuentos por millon de transcritos. Donde el componente 1 describe el 32.88%
de la variabilidad intergrupal y el componente 2 el 23.87%. Observando a D28 y
DO06_L2 mas alejados entre si, también a D6_L1 mas cercas a D9 y D12. Por otra
parte, en el componente 2 se observa como D16, D20 y D28 se agrupan,
explicando la mayor similitud de D12 con G1 y D16 con G3.
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Red de interaccién entre G1 y G2.

SREBF2

Figura 13. Red de interacciéon con 14 proteinas expresadas diferencialmente entre G1y G2,
relacionadas con el desarrollo del sistema digestivo y sintesis de AG (Tabla 1, Figura 8). El
color de las conexiones representa diferentes tipos de asociacion proteina-proteina. Verde:
activacion, rojo: inhibicion, azul oscuro: unién, azul claro: fenotipo, violeta oscuro: catalisis,
violeta claro: modificacion postraduccional, negro: reacciéon, amarillo: regulacion
transcripcional. Realizada con String (version 11; Szklarczyk et al., 2019), con un valor de
confianza medio de 0.0600 (60% de probabilidad que exista un vinculo entre 2 genes en el
mismo mapa metabdlico  de la base de  datos KEGG: http: ~ //
www.genome.jp/kegg/pathway.html).
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Red de interaccién entre G2 y G3.
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Figura 14. Red de interaccion con 54 proteinas expresadas diferencialmente entre G2 y G3,
relacionadas con el desarrollo del sistema digestivo, biosintesis de lipidos y respuesta
inmune. El color de las conexiones representa diferentes tipos de asociacién proteina-
proteina. Verde: activacioén, rojo: inhibicién, azul oscuro: unién, azul claro: fenotipo, violeta
oscuro: catalisis, violeta claro: modificacion postraduccional, negro: reaccion, amarillo:
regulacion transcripcional. El halo rojo representa expresion a la alta y el verde a la baja.
Realizada con String (version 11; Szklarczyk et al., 2019), con un valor de confianza medio
de 0.07400 (74% de probabilidad de un vinculo entre 2 genes del mismo mapa metabdlico en
la base de datos KEGG: http: // www.genome.jp/kegg/pathway.html).
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Red de interaccion entre G2 y G3.
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Figura 15. Red de interaccion con 80 proteinas expresadas diferencialmente entre G1 y G3,
relacionadas con el desarrollo del sistema digestivo, biosintesis de lipidos y respuesta
inmune. El color de las conexiones representa diferentes tipos de asociacién proteina-
proteina. Verde: activacioén, rojo: inhibicién, azul oscuro: unién, azul claro: fenotipo, violeta
oscuro: catalisis, violeta claro: modificacion postraduccional, negro: reaccion, amarillo:
regulacion transcripcional. El halo rojo representa alta expresion y el verde baja. Realizada
con String (version 11; Szklarczyk et al., 2019), con un valor de confianza medio de 0.06800
(68% de probabilidad de un vinculo entre 2 genes del mismo mapa metabdlico en la base de
datos KEGG: http: // www.genome.jp/kegg/pathway.html).
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Esquema alimenticio.
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Figura 16. Ganancia de peso humedo en larvas de totoaba, durante los cambios de
alimento en las etapas de flexidn, y las etapas temprana, media y tardia generadas con un
analisis de expresion diferencial, para genes relacionados con el desarrollo del sistema

digestivo.
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Tablas

Genes expresados diferencialmente durante el desarrollo del sistema digestivo.

Proteina Gen Funcién
Acuaporina 3 Agp3 Acuagliceroporina de membrana transportadora de agua y glicerol.
Gumizac?gip;e;n?lente Cdk1 Relacionada con la regulacién del ciclo celular, mediante la fosforilacion de diferentes sustratos.
Mucina SAC MucdAC Glicoproteina secretada por epitelio de estomage y branguias.
Mucina 2 Muc2 Glicoproteina secretada por células caliciformes de intestino delgado y colon.
Mugcina 2L Muc2L Moco oligémerico formader de gel (cavidad bucal).
Factor nuclear de Factor de transcripcion que participa en el desarrollo embrionario, estableciendo la expresion génica especifica por
: FoxA2 - X " ) :
hepatocitos 3-beta tejido y regulando la expresion en tejidos diferenciados.
Glicoproteina de superficie celular, promueve |a adhesion celular y cohesion de la moenocapa endotelial en uniones
Mucina 18 Muc18 intercelulares del tejido vascular. Posible molécula de adhesién activa en las células de la cresta neural durante el
desarrollo embrionario.
Receptor de acido RarG Regulador de la expresion geénica en varios procesos biclogicos, requerido para el desarrollo de la yema de |as
retinoico gamma extremidades, el crecimiento esquelético, la homeostasis de la matriz y la funcién de la placa de crecimiento.
Rgce_ptor de acido RarGA Requerido para el desarrollo del rombencéfalo y los arcos faringeos.
retinoico gamma-A
Factor de Sox? Compoenente criticé en la embricgénesis temprana, para la pluripotencia de células madres embrionarias. Mantiene
transcripcion Sox-2 las células madre indiferenciadas, suprimiendo la diferenciacion neural; interruptor del desarrolle neural.
Protelngdﬁﬂmeobox Cdx1 Regulador transcripcional en células de cancer colomrectal y en la diferenciacion terminal del intestino.
Proteina 1 ) ' - - ' ) ) ) e )
Homeobox de Pdx1 Diferencia y especifica el epitelio pancreatico temprano, promoviendo la proliferacién, ramificacion y posterior
diferenciacién. En la etapa adulta mantiene el fenotipo proeductor de hormonas de |a célula beta.
pancreas / duodeno
: Mucina transmembranal epitelial y hematopoyética que desempefia un papel en la via de sefalizacidon del receptor
Mucina 13 Muc13 ) ) ] i . - -
estimulante de lectina de tipo C y en el mantenimiento del epitelio gastrointestinal.
Mucina 19 Muc19 Gel de secrecion expresado en esofago, relacionado con la diferenciacion celular involucrada en el desarrollo de

las glandulas salivales y la regulacién negativa de la respuesta inflamatoria.

Tabla 1. Genes expresados diferencialmente durante el desarrollo del sistema digestivo,
definiciones resumidas de uniprot y definiciones ontoldgicas generadas para cada gen en el

proceso de anotacion.
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Genes relacionados con la funcionalidad del sistema digestivo.

Proteina Gen Funcién
Fosfatasa alcalina de Pobi Participa en la defensa de |a mucosa intestinal, manteniendo la homeostasis. La perdida de su expresién genera
tipo intestinal P aumento en la inflamacién intestinal, disbiosis y translecacion bacteriana; provocande inflamaciones sistémicas.

Hormena neuropéptida que estimula la secrecion de acido gastrico y produce la contraccién de |a vesicula biliar y

Colecistoquinina Cekn |a liberacion de enzimas pancreaticas en el intestino.

Meuropéptido involucrada en la regulacion de |a ingesta de alimentos como respuesta al hambre, el suefio -vigilia y

Orexina Orex la homeostasis de la temperatura.
Tripsina Tryt I TryP Proteasa con actividad endopeptidasa de tipo serina, |nvolucrafjo en |a digestion, desmontaje de la matriz
extracelular y protedlisis.
Gastrina Penc Estimula la mucesa del estémago para preducir y secretar acido clorhidrico y en €l pancreas promueve 1a
P secrecion de enzimas digestivas. También aumnenta la secrecion de agua en el estémago e intestino.
Pepsina A PepA Proteasa con actividad endopeptidasa de tipo aspértice, involucrado en |a digestion.
Tripsina 6 Try6 Proteasa con actividad endopeptidasa de tipo serina, involucrado en |a digestion, desmontaje de la matriz

extracelular y la protedlisis.
Tabla 2. Genes usados como marcadores de la funcionalidad del sistema digestivo,
definiciones resumidas de uniprot y definiciones ontoldgicas generadas para cada gen en el
proceso de anotacion.
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Genes relacionados con el sistema inmune y biosintesis de lipidos.

Proteina Gen Funcién
Citoquina inmunorreguladora que actia sobre células del sistema inmune como: macrofagos, monocitos y
Interleucina 10 IL10 h . o . i . o .
granulocitos con funcidén antiinflamatoria profunda; protegiendo el tejido inflamado.
. . Farticipa en la respuesta inmune innata a los agentes microbianos. reconociendo las lipoproteinas o lipopéptidos
Receplor lipo peaje 1 Tir bacterianos. Actua a través de Myd88 provocando la secrecion de citocinas en |a respuesta inflamatoria.
Complemento de la Receptor de LPS y peptidoglicanos que estimulan la respuesta inflamatoria y antiinflamatoria, mediante la
proteina 3 similar a C1ql3 actividad sinaptica de las células dendriticas. También promueve la captacion de glucosa en adipocitos, miotubos
C1iq vy hepatocitos.
Triptasa 2 T Principal proteasa neutra presente en los mastocitos, secretada por la respuesta acoplada de activacion-
P v desgranulacion de ese tipo de células. Participando en la inmunidad innata.
Induce factores ancrexigénicos y suprime neuropéptidos ocrexigénicos, regula la masa dsea, aumenta el
metabolismo basal. es proangiogénico en células endoteliales y afecta la inmunidad innata v adaptativa:
Leptina Lep modulando |a actividad y funcion de los neutréfilos, aumentando también la fagocitosis por macrofagos y mejora la
secrecitn de mediadores proinflamatorios; promueve la produccion de ILE e IL8. En intestino reduce la absorcién
de glucosa por parte de los enterocitos.
Receptor de reconocimiento de patrones ubicado en las superficies celulares involucradas en la actividad inmune
Receptor de peaie 5 Ties v la respuesta inflamatoria, mediante el reconocimiento de flagelinas bacterianas: reclutando proteinas
P peaj adaptadoras intracelulares Myd88. que promueven la secrecion de citocinas en la respuesta inflamatoria. Mantiene
la composicién de la microbiota intestinal, controlando la interaccién entre epitelio intestinal y microbiota.
Citoquina con funciones biclégicas en inmunidad, regeneracién de tejidos y metabolismo, es un potente inductor
Interleucina 6 IL6 de la respuesta inmune en la fase aguda, sintetizada por células mieloides, como; macréfagos y células
dendriticas, tras reconocer un patégenc mediante el receptor Tir.
proteina de respuesta Proteina adaptadora de la via de sefalizacion del receptor tipo Toll y del receptor IL1 en la respuesta inmune
primaria de My das innata, también aumenta la transcripcién de IL8. La sefalizacidén de células epiteliales intestinales mediada por
diferenciacion ¥ Myda8, favorece el mantenimiento homeostatico intestinal y controla la expresion de lectina antimicrobiana en
mieloide intestino delgado.
Interleucina 8 s Factor quimiotactico que atrae neutrdfilos, basdfilos y ceélulas T, en respuesta a un estimulo inflamatorio. Con
mayor afinidad a la activacion de neutréfilos.
Interleucina 22 L2z Citoguina involucrada en la regulacidn negativa sobre la respuesta inflamatoria.
Alargamiento de la . . . - . . .
roteina de Acidos Cataliza la primera y reaccion limitante del ciclo de elongacion de los acidos grasos de cadena larga, para su
prasos de cadena Elovi1 posterior uso como precursores de lipidos en membrana y mediadores lipidicos. Importante en la sintesis de
9 muy larga esfingolipidos saturados y monecinsaturados, presentes en la esfingomielina de las vainas de Schwann.
A:g{g?ﬂ”;'zgggg{lz Participa en la produccion de acidos grasos de cadena muy larga saturados y poliinsaturados, especialmente acil-
prasos de cadena ElovI7 CoAs de C18:3 (n-3) y CoAs de C18:3 (n-6), para la formacion de precursores de lipidos de membrana y
g mediadores lipidicos.
muy larga 7
Acil-CoA desaturasa scd1 Intreduce el primer doble enlace en sustratos de acil-CoA grasos saturados. al catalizar la insercion de un doble
1 enlace cis en |a posicion Delta-9 de sustratos grasos, como el pamitoil-CoA y el esteamil-CoA.
ApoB es un componente proteico de los quilomicrones (ApoB-48). LDL y VLDL (ApoB100). ApoB100 sefaliza el
Apoli roteina B ApoB J/ reconocimignto para la unién celulary la internalizacién de particulas LDL, involucrandose en varios procesos
polipop! ApoB100 biclédgicos como la homeostasis del colesterol, regulacién positiva de almacenamiento de colesterol y lipidos, y en
la via de senalizacion de los receptores de peaje.
Alargamiento de Ta
proteina de acidos Permite la adicién de 2 carbonos a la cadena de acidos grasos de cadena larga y muy larga por ciclo. catalizando
grasos de cadena Elovi4 la sintesis de acidos grasos saturados y poliinsaturados. Produciendo precursores de lipidos de membrana y
muy larga 4 mediadores lipidicos, que participan en el desarrollo temprano del cerebro y la piel.
Alargamiento de la
proteina de acidos Elovis Cataliza la primera reaccidn en el ciclo de elongacion de los acidos grasos de cadena larga. especificamente
grasos de cadena hacia acil-CoA poliinsaturada como CoA C18:3 (n-6), para la produccion de membrana y mediadores lipidicos.
muy larga 5
Alargamiento de la
proteina de acidos Elovis Enzima condensadora que alarga los acidos grasos con 12, 14 y 16 carbonos, con mayor actividad hacia CoAs
grasos de cadena C16:0. Genera precursores de membrana y mediadores lipidicos.
muy larga &
Acido graso - .
desaturasa 6 Fads6 Proteina con actividad oxidorreductasa que participa en el metabolismo y biosintesis de acidos grasos y lipidos.
proteina 1 de unién al Estimula la expresion de genes lipogénicos y colestogenicos, participa en la regulaciéon nutricional de acidos
elemento regulador de Srbp1 grasos y triglicéridos en érgancs lipogénicos como el higado. Requerido en la respuesta inmune innata por
esteroles macrdfagos, para regular el metabolismo de lipidos.
proteina 2 de unién al Participa en procesos biolégicos, como: la respuesta celular al estimulo de particulas de lipoproteinas de baja
lelemento regulador de Srbp2 densidad, respuesta celular a la inanicién, homeostasis del colesterol, proceso metabdlico de colesterol y lipidos,
esteroles asi como, en la regulacién de la via de sefalizacidon Notch.
Involucrado en la biosintesis de acidos grasos altamente insaturados, a partir de precursores como el acido
Acil-CoA 6- Eads? linoleico (18: 2n-6) y el alfa-lincleico (18: 3n-3). catalizando la produccién de acido gamma-lincleato v
des aturasa estearidénato respectivamente. Asi como biosintesis de docosahexaenoato (DHA) (22: 6n-3), importante para la
funcien del sistema nervioso.

Figura 17.Genes de biosintesis de lipidos y respuesta inmune, como indicadores del estado
de salud en intestino e higado. Definiciones resumidas de uniprot y definiciones ontoldgicas
generadas para cada gen en el proceso de anotacion.
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Anexo 1

Protocolo para fijaciéon y almacenamiento de larvas

1.

Se recolectaron larvas vivas en tubos de micro-centrifuga, como se describe en la
metodologia.

. Se realizaron 3 enjuagues con agua destilada, retirando el exceso de agua.

Se le agregd 1.5 mL de paraformaldehido al 4% a cada tubo, agitando con inversiones
lentas para ayudar a la fijacion.

Se dejaron las larvas fijadas por un lapso no mayor a 24 horas a 4 °C.
Se retiro el fijador mediante enjuagues con agua destilada.

Se suspendidé la muestra en 1.5 mL de alcohol al 70 % y se almacend hasta su
proceso histologico.

Elaboracion del fijador.

Reactivos:

* 4 gr de paraformaldehido.

» 25 mL tampon fosfato 0.4 M pH 7.4.
* 3 gotas de hidréxido sédico 10N.

* 75 mL de agua destilada.

Para preparar 100 mL de paraformaldehido al 4%.

1) Calentar 75 mL de agua destilada a 60 °C en un matraz con un agitador magnético.
2) Anadir 4 gr de paraformaldehido.
3) Alos 60°C adicionar 2 — 3 gotas de hidroxido sédico 10N (esperar a que la solucion

se vuelva transparente).

4) Filtrar.
5) Adadir 25 mL de tampédn fosfato 0.4 M pH 7.4.

6)

Enfriar a 4 °C.
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