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Resumen

Las investigaciones con las especies del género Seriola van en aumento por la importancia econémica que
representan para varias regiones del planeta. Mediante las herramientas gendmicas, el grupo de Fisiologia y
Gendmica Funcional del CIBNOR en colaboracion con otras instituciones, estan desarrollando diferentes
investigaciones que permitiran conocer la biologia de la especie y asi optimizar la produccion de juveniles. Los
enfoques planteados en este trabajo comprenden el estudio de la ontogenia de diversos genes que permiten
conocer la evolucion de algunos componentes del sistema inmune, asi como de factores de crecimiento,
proliferacion y diferenciacién celular, en esquemas basicos de alimentacion y en presencia de levaduras como
probidticos. Tras estos experimentos, el transcriptoma obtenido representa el primer registro bioinformatico en
extenso para esta especie y permitira realizar estudios de biologia comparativa, expresion de genes
seleccionados bajo contextos experimentales diversos (nutricion, metabolismo, inmunologia), y se constituye
como una base para la exploracién de marcadores genético-poblacionales (SNPs, microsatélites). Por otro lado,
se presentan datos preliminares del uso de fitobidticos solos o combinados con probidticos, la presencia de
toxinas marinas y su efecto en la expresion de genes relacionados con el sistema inmune y al desarrollo de

larvas de jurel Seriola rivoliana.
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Herramientas genomicas para el estudio de S. rivoliana: RNA-Seq y gPCR

Los peces del género Seriola han despertado el interés por la iniciativa privada en diversas
partes del mundo, siendo las especies Seriola lalandi, S. dumerili, S. quinqueradiata y S.
rivoliana las mas estudiadas. En México se han establecido diversas empresas en la region
noroeste, con la finalidad de cultivar S. rivoliana, principalmente para engorda, ya que la
produccion de juveniles es limitada y ain presenta varios cuellos de botella. Sin embargo,
hay pocos estudios sobre la biologia basica de esta especie que limita la superacién de brechas
tecnoldgicas. Con la implementacién de nuevas técnicas de secuenciacién masiva de
genomas y de transcriptomas, se ha acelerado el conocimiento basico, que nos permite
entender aspectos mas especificos asociados al desarrollo, metabolismo, crecimiento,
nutricién, inmunologia y sobre todo de su genética y gendémica funcional.

Con el uso de técnicas de gendmica funcional como microarreglos, gJ°PCR y RNA-Seq, se
han abordado diversos aspectos que nos permiten estudiar efectos sobre numerosos genes
relacionados a la inmunologia, la digestion, el crecimiento, la diferenciacion y proliferacion
celular y el metabolismo, por ejemplo. Los trabajos de genémica funcional desarrollados por
nuestro grupo de trabajo, se han enfocado en S. rivoliana, especie cultivada por la empresa
Kampachi Farms Co., y que esta establecida en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste (CIBNOR) mediante un convenio de colaboracion.

Los estudios de genémica llevados a cabo por el grupo de Fisiologia y Genémica Funcional
del CIBNOR, se han direccionado desde diferentes puntos de vista, abordando la nutricion,
desarrollo ontogénico, inmunologia, metabolismo y salud, para entender como los factores
bidticos y abidticos del cultivo afectan diversos procesos biolégicos que nos permitan
optimizar las condiciones de cultivo e incrementar la productividad y calidad desde las

primeras fases de su desarrollo.
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Informacion gendmica primaria: transcriptoma de novo

Para lograr el desarrollo préctico de la investigacion a nivel molecular de los procesos
fisioldgicos, consideramos que la plataforma de inicio, podria ser el uso de la informacion
primaria del genoma traducido, es decir, a partir de la secuenciacion de los transcritos.

Las estrategias tradicionales para la obtencidn de transcritos se basaban en la secuenciacion
dideoxi-terminal (Sanger) de fragmentos parciales de transcritos denominados ESTs (del
inglés expressed sequence tags) a partir de la generacion de bibliotecas de ADN
complementario (ADNCc) obtenidas por clonacion de fragmentos. Las tecnologias recientes
de secuenciacion, han permitido facilitar esta tarea, al obtener de forma directa (denominado
secuenciacion shotgun) la secuencia de millones de fragmentos de ADNCc para que a través
de procesos computacionales de ensambles de secuencias parciales, se reconstruyan los
transcritos completos y/o parciales expresados en una muestra bioldgica. Recientemente,
hemos aplicado esta estrategia de obtencién del transcriptoma de novo en larvas de jurel S.
rivoliana obtenidas en un cultivo larvario, empleando muestras a los 15 y 30 dpe. Las larvas
en ayuno de 12 hrs fueron homogenizadas en TRIzol y el ARN total fue aislado y su
integridad fue verificada. A partir del ARN total se generaron librerias de ADNc (TruSeq
RNA library kit; Illumina), y las bibliotecas fueron ecualizadas en concentracion y
secuenciadas en pool en la plataforma NextSeq500 de Illumina, empleando la quimica de
secuenciacion de 2x75 ciclos. Con este procedimiento se obtuvieron millones de lecturas
totales.

Las secuencias obtenidas fueron depuradas por criterios estrictos de calidad, y los
adaptadores fueron removidos con la herramienta Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Las
secuencias depuradas fueron ensambladas de novo mediante el algoritmo de Bruijn
implementado en el software Trinity (Grabherr et al. 2011). Se generaron traducciones
conceptuales con el software Transdecoder
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3875132/) 'y los transcritos y sus
traducciones conceptuales fueron anotadas mediante similitud con la base de datos
SwissProt, pFAM y Gene Ontology (Tabla 1).
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Tabla 1. Estadisticas descriptivas obtenidas a partir del ensamble de novo de transcriptoma

de Seriola rivoliana

Transcritos ensamblados 117,997
Genes identificados 81,680
Tamafio N50 de transcritos 2,015 pb
Proteinas identificadas 63,344
Proteinas completas 32,015
Parciales internos 10,557
Parciales 5' 5'- 16,325
Parciales 3' 3'— 4,447
Proteinas con anotacién SwissProt (evalue < 1e-5) 45,690
Proteinas con término ontoldgico asignado 19,154

El transcriptoma obtenido constituye el primer recurso bioinformatico extenso para la especie
S. rivoliana, que permitird realizar estudios de biologia comparativa, expresién de genes
seleccionados bajo contextos experimentales diversos (nutricién, metabolismo,
inmunologia), y es una base para la exploracion de marcadores genético-poblacionales
(SNPs, microsatélites). Los datos se encuentran en proceso de incorporacion a bases de datos

publicas para ser disponibles a la comunidad cientifica.

Nutricién (Aditivos Funcionales)

Desde el punto de vista nutricional, se han utilizado diversos aditivos funcionales como los
probidticos, para incrementar la maduracion digestiva en las primeras fases del desarrollo, y
en la etapa juvenil de algunas especies. En este sentido, se han utilizado prebioticos como -
glucanos y simbiéticos para estimular el crecimiento y modular la respuesta inmune innata y
adaptativa en peces serranidos, asi como aceites esenciales extraidos del orégano, y
medicamentos homeopaticos para incrementar la respuesta inmune y antioxidante de S.
rivoliana.

Probioticos: levaduras

La fase larvaria del cultivo de peces representa un cuello de botella tecnoldgico para las
especies que se deseen cultivar, dada la fragilidad, el desconocimiento de su fisiologia y la
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falta de esquemas de alimentacion apropiados en cada una de ellas. Las altas tasas de
mortalidad constituyen una brecha importante tecnoldgica a superar no solo para la industria,
sino también para la parte cientifica porque limita llevar a cabo estudios relacionados al
desarrollo, fisiologia digestiva, respuesta inmune entre otros. Una de las alternativas para
aumentar las tasas de supervivencia y mejora en la salud de larvas de peces marinos, es el
uso de probidticos, cuya utilizacion se incrementa cada vez mas debido a los efectos
benéficos que éstos aportan al hospedero. Los efectos méas relevantes de la administracion de
la levadura Debaryomyces hansenii son la estimulacion del crecimiento, maduracion
digestiva, supervivencia y estatus antioxidante en diversas especies de peces marinos (Tovar
et al. 2002, 2004, 2010; Guzman-Villanueva et al. 2008; Reyes-Becerril et al. 2008a, 2008b,
2011, 2012; Angulo et al. 2017; Tapia-Paniagua et al. 2011).

Teniendo lo anterior como antecedente, se realizd un experimento por 30 dias en el que las
larvas de S. rivoliana recibieron la levadura D. hansenii como suplemento en la dieta
(Burgoin 2015). Las larvas fueron suplementadas con levadura a partir del dia 5 post-eclosion
(dpe), mediante bioencapsulacion de la levadura utilizando como vector el alimento vivo
(Artemia sp. y rotifero, Brachionus rotundiformis) donde el 50% del enriquecedor comercial
fue sustituido por la levadura (Fig. 1). Una vez enriquecido el alimento vivo, este se

administré a las larvas de S. rivoliana.
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Figura 1. Microscopia de fluorescencia a 40X, donde se aprecian algunas levaduras marcadas
con fluoresceina (DTAF) dentro del rotifero y metanauplios de Artemia A, By C. Fig. D
microscopia electrénica de barrido a 2000X que muestra el interior del rotifero B.

rotundiformis con levadura. Flechas y circulo sefialan las levaduras en el tracto del rotifero.

El crecimiento y maduracion digestiva de larvas de S. rivoliana alimentadas con levadura,
mostraron un incremento en talla y peso. Por otro lado, para la identificacion de los procesos
involucrados en la utilizacion de la levadura como suplemento para larvas de S. rivoliana,
fueron realizados anélisis de expresion génica correspondientes a los procesos de
crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular a través de qPCR. Se analizaron 6 genes
de interés donde se pudo observar una mayor expresion del antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA), proteina morfogénica 6sea (BMP) quien juega un papel clave en el
desarrollo 6seo induciendo la diferenciacion de ceélulas mesenquimales en los precursores de

osteoblastos; y el colageno del tipo 1al (COL1al) encontrado en la mayoria de los tejidos
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conectivos, asi como en el hueso. Aunque no se pudo observar diferencias estadisticas
significativas en el Factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF1) a los 30 dpe, se pudo
observar una mayor expresion del IGF1 en las larvas suplementadas con levadura al dia 15
(datos no mostrados). Para el IGF2 y la hormona de crecimiento (GH) no se observaron
diferencias significativas entre las larvas del control y las alimentadas con levadura al final

del experimento (Fig. 2).
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Figura. 2. Expresion relativa de diversos genes involucrados en el crecimiento, inmunologia
y diferenciacion celular de larvas de S. rivoliana a los 30 dias después de la eclosion en peces
alimentados con (Yeast) y sin levadura (Control). La expresion relativa de los genes diana ha
sino normalizada al gen de referencia Factor de elongacion 1 (EF1) y de la Subunidad 18 s
ribosomal (18S). Los datos representan la media + D.S. (n=3) de incremento en relacion al
control (1.0). El asterisco indica diferencias estadisticas significativas entre larvas Control y

alimentadas con la levadura (t-test, p < 0.05).

La expresion de genes clave para el desarrollo, como aquellos involucrados en rutas
metabolicas como la de la vitamina D, la sintesis de diversas enzimas digestivas (hidrolasas),
metabolismo de polisacaridos, lipidos y actividad ATPasa tambien fue aumentada (resultados
no mostrados). Por otro lado, actualmente se estd procediendo al estudio de las rutas
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metabolicas estimuladas por la presencia de levaduras, particularmente las involucradas en
la proliferacion y diferenciacion celular, no s6lo a nivel morfo-histoldgico sino también
utilizado aproximaciones transcriptomicas de mayor rendimiento como la identificacion de
los miles/cientos/decenas de genes diferencialmente expresos entre las larvas Control y las
alimentadas con la levadura por RNA-Seq.

Para conocer el efecto de los diferentes aditivos funcionales utilizados, es necesario contar
con marcadores moleculares de maduracién digestiva y respuesta inmune; de tal manera que
a lo largo de los primeros 30 dias del desarrollo del jurel, se cuantifico la expresion de los
genes Interleukina 1 beta (IL1B), Interleukina 10 (IL10), Gen 88 de respuesta a
diferenciacion mieloide primaria (MYD88), y Fosfatidilinositol sintetasa (PIS) (Fig. 3). El
objetivo de este trabajo fue conocer el patron de expresion de algunos genes que codifican
moléculas relevantes para diferentes respuestas del sistema inmune durante el desarrollo

ontogenético. El perfil de expresion se muestra en la Fig. 3.
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Figura 3. Ontogenia de expresion de algunos genes del sistema inmune como la Interleukina
1 beta (IL1B), Interleukina 10 (IL10), Gen 88 de respuesta a diferenciacién mieloide
primaria (MYD88), y Fosfatidilinositol sintetasa (PIS) en larvas de S. rivoliana a diferentes
dias post eclosion. Valores relativos al promedio de la expresion de los genes Ef1 y 18s de

S. rivoliana.
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El andlisis de gPCR mostro incrementos significativas para IL-1B al dia 15, y en el nivel mas
bajo de expresidn se observo el 03 dpe, y ausencia de transcritos para el 09 dpe. Para IL-10
se observo un incremento significativo de la expresion al 09 dpe con respecto al tiempo y a
los niveles de los otros genes analizados en este experimento. MyD88 se expresd
constantemente y no presento variaciones significativas en su regulacién a través del tiempo.
El nivel més alto de expresion para PIS fue el 19 y 25 dpe.

El conocimiento del desarrollo larvario, asi como el optimizar la nutricion y reforzar la
respuesta inmune, son aspectos que permiten abatir las mortandades de los peces que estan

siendo considerados como especies emergentes para la industria.

b. Fitobidticos: Experiencias en la combinacion de aceite esencial de orégano (Lippia

graveolens) y probidticos (Debaryomyces hansenii))

Recientemente, y aunque en menor escala, los fitobidticos han sido utilizados como
inmunoestimulantes, aunque con resultados prometedores (Van Hai et al. 2015). Se definen
como productos obtenidos de plantas que son afiadidos al alimento para incrementar el
rendimiento de animales destinados al consumo humano y generalmente incluyen hierbas,
especias, aceites esenciales y oleoresinas entre otros (Windisch et al. 2008). En los ultimos
afios, se ha estudiado el efecto inmunomodulador de algunos aceites esenciales y de
compuestos aromaticos incluidos en ellos, principalmente los terpenos. Entre estos
compuestos, el carvacrol es un inmunomodulador y promotor del crecimiento en peces. Por
otro lado, sus efectos en el sistema inmune se han estudiado a nivel celular, molecular e
histologico en diversos modelos animales (Karkabounas et al. 2006; Lee et al. 2008; Hotta
et al. 2010; Choet al. 2012; Lima et al. 2013).

La combinacion de probioticos y fitobidticos podria constituirse como una estrategia
responsable con el medio ambiente en el desarrollo de futuros aditivos funcionales para
peces. El trabajo de Hassan y Soltan (2016), es el primer estudio que explora la posibilidad
de incluir aceites esenciales de plantas medicinales y bacterias probidticas al mismo tiempo,
obteniendo buenos resultados en el crecimiento y en algunos parametros relacionados con la

salud de los peces. Recientemente, Hernandez-Contreras et al., (com. personal) incorporaron
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aceite esencial de orégano y la levadura D. hansenii, por separado y en combinacion, en
piensos para juveniles de S. rivoliana. En estos peces se analizd los efectos sobre el
crecimiento, el sistema inmune innato, el estatus oxidativo y el crecimiento luego de seis
semanas de alimentacion con 4 dietas: control (sin aditivos), con levadura viva (1.1% de
inclusion), con 500 mg kg™ de aceite esencial de orégano (OEQ), y levadura + orégano.

Como resultado inicial, se obtuvo que los peces aceptaron adecuadamente todas las dietas
experimentales con factores de crecimiento y conversion alimenticia excepcionales con
respecto a otras especies y similar al reportado por Kissinger et al. (2016). Los resultados
obtenidos en parametros sanguineos, mucus y expresion de genes del sistema inmune
mostraron un efecto superior con el uso de los aditivos por separado, y mas potente en el caso
de la levadura. Sin embargo, la combinacion de los tratamientos tuvo un efecto negativo. Por
otro lado, el mayor nivel de expresion de MyD88 en rifion cefalico, con un papel central en
el sistema inmune, se observé con la dieta que contenia aceite esencial de orégano; el resto
de genes se expresaron con un nivel mas alto en el grupo alimentado con la dieta con
levadura. En los peces alimentados con la combinacion de aditivos, los tres genes
relacionados con el sistema inmune fueron sub-expresados con respecto a los de la dieta

control (Fig. 4).
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Figura 4. Expresion relativa de los genes Gen 88 de respuesta a diferenciacion mieloide
primaria (MyD88) (blanco), Tumor necrosis factor (TNF-a) (gris) y piscidina (negro) en el
rifidn ceféalico (a) y en el bazo (b) de jurel alimentado durante seis semanas con cuatro dietas
(control, D. hansenii (Yeast), aceite esencial de orégano (OEQO) y D. hansenii + OEO (Yeast
+ OEQ)). Los datos representan la media + D.S. (n=3) de incremento en relacion al control

(1.0). Letras diferentes expresan diferencias significativas entre grupos (p < 0.05).
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Salud

ToxicogenOmica

Uno de los mayores retos en los estudios de toxicologia, es conectar la respuesta de genes
con los fenotipos estresantes ambientales (Pavey et al. 2012). Para hacer frente a este desafio
se requiere integrar enfoques interdisciplinarios que permitan entender los procesos que
actian en los diferentes niveles de organizacion, desde los ecosistemas hasta los genes.
Conocer los efectos de las toxinas en el transcriptoma, es una herramienta cominmente
utilizada hoy, ya que muestra una visién crucial de los procesos bioldgicos afectados y su
mecanismo de accion.

Dada la problemética de la aparicién de intoxicaciones producidas por diversas toxinas
marinas en organismos de importancia econémica y su repercusion en la salud humana por
su consumo; y por otro lado, el crecimiento y futuro de la industria de cultivo de peces
marinos, es importante efectuar investigaciones para determinar los mecanismos implicados
en la toxicidad, asi como encontrar métodos de prevencion y monitoreo. En el CIBNOR, se
ha abordado esta problematica desde varios puntos de vista interdisciplinarios, desde
aislamiento, identificacién y caracterizacion de las toxinas producidas por organismos
marinos hasta el establecimiento de métodos moleculares de deteccion, y programas de

monitoreo.

El &cido okadaico (AQ), entre otras toxinas marinas, es producido por varias especies de
dinoflagelados de los géneros Prorocentrum y Dinophysis, siendo responsable de problemas
de salud humana asociados al consumo de algunos mariscos, tales como nausea, vomito,
diarrea, dolores abdominales (Aune et al. 2012), se ha comprobado que inhiben las proteinas
fosfatasa del tipo 1 (PP1) y 2A (PP2A) (Biolojan & Takai, 1988), implicadas en varios
procesos intracelulares importantes como la contractibilidad, metabolismo, transcripcion y
mantenimiento del citoesqueleto (Traore et al. 2003; Ehlers et al. 2010). Otro ejemplo es la
saxitoxina (STX) y analogos (PSP) son toxinas paralizantes, solubles en agua y que actdan
bloqueando los canales de sodio de las neuronas y son producidas por algunos dinoflagelados

y algunas cianobacterias en mares tropicales y subtropicales, pero también en agua dulce (Da
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Silva et al. 2014). Algunos reportes, aungue no concluyentes, indican que existen evidencias
de genotoxicidad asociada a eventos de estrés oxidativo, por lo que algunos de los
mecanismos de la toxicidad aun son desconocidos en peces y eso representa una oportunidad
de estudio importante para la caracterizacion de su impacto en la industria agroalimentaria

relacionada con la pesqueria y/o la acuicultura.

Debido a que los peces son componentes de los sistemas acuaticos y que constituyen parte
importante de la cadena trofica y alimento para los humanos, actian como centinelas
ambientales en la ecotoxicologia. El pez cebra y la tilapia son peces dulceacuicolas que han
sido usados como modelo en ecotoxicologia (Zhou et al. 2005), sin embargo, los eventos de
toxicidad méas importantes y donde ocasionan pérdidas millonarias, se dan en el medio
marino, que constituye el medio donde se generara la futura produccidn que surtira la cadena
alimenticia humana. Los trabajos que se realizan por el grupo de Fisiologia y Gendmica
Funcional en esta area, han permitido conocer el efecto de la presencia de toxinas marinas
sobre el desarrollo embrionario y larvario del jurel S. rivoliana, lo cual constituye un factor

limitante en la disponibilidad de larvas y juveniles en su ambiente de reclutamiento.

Para conocer el efecto de la presencia del AO y STX durante el desarrollo embrionario y
larvario inicial de S. rivoliana, se desarrollaron varios experimentos en el CIBNOR para
conocer la respuesta transcriptémica en estas etapas. Por un lado se observé que la expresion
de la proteina morfogénica ésea (BMP) y del antigeno nuclear de proliferaciéon celular
(PCNA), disminuyen naturalmente de las 8 a las 28 horas del desarrollo embrionario, pero
en dosis bajas de acido okadaico se estimula su expresion (Fig. 5y 6). En el caso de la BMP,
ésta es requerida durante la embriogénesis para la organizacion del segmento caudal y
mesodermo ventral, evitando la formacion de dos colas por ejemplo cuando su expresion se
ve alterada. La expresion de la PCNA es importante durante las primeras horas del desarrollo
por la proliferacion celular acelerada y posterior diferenciacion en los diferentes tejidos y
organos. Ambos valores de expresién son modificados durante la embriogénesis, pero

mayormente significativos en dosis bajas de AO (Fig. 6).
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Desde el punto de vista del metabolismo lipidico, la presencia de toxinas marinas como el
AO y la STX inducen le expresion de genes como el de la lipasa pancreatica, sin embargo,

ambas toxinas inhiben el desarrollo embrionario y la eclosion.
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Figure 5: Valores medios de expresion relativa de la proteina morfogénica dsea (BMP) en embriones de S.
rivoliana expuestos al &cido okadaico (AO) durante 28 horas post-fertilizacion (hpf). Control: huevos cultivados
sin AO; Low: huevos cultivados a dosis baja de AO (120ug.I"t AO eq.), High: huevos cultivados con dosis alta

de AO (175ug.I"t AO eq.). Valores con diferencia significativa contra el control son sefialados con “*” y “#*”

con significancia de p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente. Para la expresion esta referida al gen de referencia

—h
[EkN

03hpf 08hpf 13hpf 18hpf 23hpf 28hpf

o

L

I

i

PCNA log (relative normalized expression)

Control Control Low High Control Low High Control Low Control Low Control Low
Treatment

Figure 6: VValores medios de expresion relativa del anticuerpo nuclear de proliferacion celular (PCNA) en embriones de S.
rivoliana expuestos al &cido okadaico (AO) durante 28 horas post-fertilizacion (hpf). Control: huevos cultivados sin AO;
Low: dosis baja de AO (120ug.I"t AO eq.), High: huevos cultivados con dosis alta de AO (175ug.I1" AO eq.). Valores con
diferencia significativa contra el control son sefialados con “*” y “**” con significancia de p < 0.05 y p < 0.01,

respectivamente. Para la expresion esta referida al gen de referencia Ef1.
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Perspectivas

Los estudios de nutrigendmica y transcriptomica aportan conocimiento de vanguardia y
complementan las técnicas tradicionales, aportando un conocimiento para describir la
biologia de nuevas especies de interés en acuicultura. Los estudios que actualmente se
desarrollan en el CIBNOR con el jurel Seriola rivoliana, incluyen la fisiologia digestiva bajo
diferentes aditivos funcionales, inmunoestimulacién temprana con medicamentos
homeopaticos y uso de fuentes proteicas alternativas para su engorda y el uso de embriones
para describir procesos de toxicologia y metabolismo lipidico, son solo algunos de los ejes
de investigacion que dardn como resultado la generacion de conocimiento de frontera, con
aplicabilidad en el desarrollo, innovacion y mejora continua de protocolos de cultivo y

tecnologias de produccidn de esta especie.
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