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RESUMEN

El interés por la Transcriptoémica en moluscos bivalvos se ha
incrementado notablemente en la Gltima década debido en gran
parte al papel que estos organismos desempefian en
Acuicultura y a su utilizacion en el ambito de la
monitorizacion ambiental. Entre todos ellos, el mejillon es
considerado un bioindicador o centinela de contaminacion
marina y actualmente existen diversos trabajos que evaltan los
efectos desencadenados a distintos niveles en este organismo

por la presencia de toxicos en el medio.

En este trabajo se estudiaron las diferencias existentes en el
perfil transcriptomico de mejillones control respecto a
mejillones incubados de forma controlada con el dinoflagelado

Prorocentrum lima productor de acido okadaico (OA).

Para ello, se construyeron 8 genotecas de sustraccion (SSH)
pertenecientes a dos tejidos (branquias y hepatopancreas) de
mejillones control y tratados, con el objetivo de identificar una
serie de genes sobrerrepresentados (en controles respecto a
tratados y/o viceversa) que conforman la respuesta al OA.
Ademas se evalu6 la expresion génica a tiempo real (PCR-
RT) de 22 genes elegidos entre todos los obtenidos en las

genotecas SSH.

Con todo ello, se encontr6 que esta respuesta ante la presencia

del toxico ocurria de forma temprana y diferenciada segin el
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tipo de tejido y la intensidad del tratamiento, aunque en
general se trata de una respuesta de aclimataciéon sometida
principalmente a dos frentes: procesos celulares relativos al
citoesqueleto (transporte del toxico), y procesos metabdlicos

relacionados con la detoxificacidén (eliminacion del téxico).

Por otra parte, dada la ausencia de datos anotados sobre la
secuencia de fosfatasas (PPs) en mejillon y debido al interés
que suscita el fenémeno de inhibicidon que estas proteinas
sufren por accion del OA, se caracterizaron varias subunidades
de PPs en mejillon. Para ello, en este trabajo se parti6 de las
secuencias correspondientes a PPs encontradas en las
genotecas SSH que se extendieron por 3’-5°’RACE. En
concreto, se ha llevado a cabo la caracterizacion y el analisis
filogenético de siete subunidades de las fosfatasas PP1 y PP2A
aisladas y secuenciadas en Mytilus galloprovincialis expuestos
y no expuestos a OA. Los resultados obtenidos no mostraron
cambios significativos en la subunidad catalitica de PP2A y
apuntaron a posibles diferencias en una de las subunidades

cataliticas de PP1 identificadas.
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ABREVIATURAS

ug: microgramo (10 gramos)

uL: microlitro (107 litros)

uM: micromolar (10 moles/L)

3’-5’RACE: 3°-5° rapid amplification of cDNA ends
aa: aminoacido

ADN:: acido desoxirribonucleico

AN Ref: secuencia anotada del grupo control

AN Test: secuencia anotada del grupo tratado

Agua mQ: agua ultra pura filtrada y purificada por 6smosis inversa
ARN: 4cido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosin trifosfato

BP: procesos bioldgicos de GO

Ca™: i6n calcio

cDNA: ADN complementario por retrotranscripcion
cm.: centimetro

CO III: citocromo oxidasa III

CYT P-450: citocromo P-450

dNTPs: desoxinucleotido (dATP, dTTP, dCTP y dGTP)
dscDNA: ADN de doble cadena

DSP: diarrhetic shellfish poisoning

DTT: ditiotreitol

DTX: dinophisistoxina

EF-2: gen housekeeping factor de elongacion 2

EST: Expression Sequence Tag
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F/R: forward/reverse (genotecas)

FAO: Food and Agriculture Organization o Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura

GO: Gene Ontology

GTP: guaninosin trifosfato

HAB: harmful algae bloom

HSP71: heat shock protein 71

K': i6n potasio

kDa: kilodalton

L: litro

LC-MS/MS: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

MBC: 4cido nucleico de branquia de mejillon control

MBT200: acido nucleico de branquia de mejillon incubado 1 dia con 200
células de Prorocentrum lima por L

MBT20000: acido nucleico de branquia de mejillon incubado 1 dia con 20000
células de Prorocentrum lima por L

MF: funciones moleculares de GO

Mg ™: ién magnesio

MGC: acido nucleico de hepatopancreas de mejillon control

MGT200: acido nucleico de hepatopancreas de mejillon incubado 1 dia con
200 células de Prorocentrum lima por L

MGT20000: acido nucleico de hepatopancreas de mejillon incubado 1 dia con
20000 células de Prorocentrum lima por L

min: minutos

mV: milivoltios (10~ voltios)

n: base no identificada

Na': i6n sodio

NADPH: coenzima dinucledtido de nicotinamida-adenina fosfato reducida
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ng: nanogramos (10” gramos)

NoA Test: secuencia no anotada del grupo tratado

NoA Ref: secuencia no anotada del grupo control

nt: nucledtido

OA: 4cido okadaico

ORF: Open Reading Frame o marco de lectura abierto

pb: pares de bases

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar fragmentos de ADN
PCR-RT: PCR a tiempo real

PM: Peso Molecular

PP1 CAT: isoforma de la subunidad catalitica de PP2A

PP1: proteina fosfatasa 1

PP2A CAT: isoforma de la subunidad catalitica de PP2A

PP2A REG: isoforma de alguna subunidad reguladora de PP2A
PP2A: proteina fosfatasa 2A

PPP: phosphoprotein phosphatase

RIN: valor de integridad para un ARN

RT: retrotranscripcion

s: segundos

Sequence 1D: c6digo identificador de una secuencia subida a GeneBank
Ser: aa serina

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso periférico

sscDNA: ADN de cadena sencilla

SSH: librerias de sustraccion

TF-AP1: gen housekeeping factor de transcripcion AP1

TFF: trefoil factor

Thr: aa treonina
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Tyr: aa tirosina

UE: Union Europea

UV-VIS: espectroscopia ultravioleta visible

Valor E o E-value: parametro que describe el niimero de resultados de
homologia de la secuencia dada esperados por azar en una determinada base de
datos

Valor p o p-value: probabilidad de obtener un resultado tan extremo al menos
como el que realmente se ha obtenido

: coeficiente de seleccion
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Introduccion

1. CULTIVO DEL MEJILLON EN GALICIA

1.1. HISTORIA DE LA MITICULTURA

Desde el siglo VII a.C., de la mano de las primeras poblaciones celtas, existen
pruebas (conchales) que vinculan el consumo del mejillén con la comunidad
gallega. Es a partir del siglo XVIII cuando comienzan a exportarse barriles de
mejillones y otros bivalvos en “escabeche real” a la corte de los Austrias desde
las rias gallegas. Pero no fue hasta el siglo XIX cuando comenzaron a
producirse las primeras experiencias de cultivo en cercados o estacas,
concretamente en la Ria de Arousa, con el objetivo de complementar la
creciente demanda de productos pesqueros que no podia ser cubierta por la
pesca extractiva. Finalmente en los afios 40 se inicia el desarrollo de la
miticultura gallega, cuando el propietario de “Viveros de Rial” promueve el
método de cultivo de mejillones suspendidos en cuerdas y culmina fondeando
la primera batea en la Ria de Arousa en 1945 (Duran et al., 1990). Vistos los
esperanzadores resultados de este disefio autdctono, estas estructuras se
multiplicaron en diversas rias y se mejoraron perfeccionando su vida 1til y su
capacidad de produccion soportando mas cuerdas, lo que contribuyo al

desarrollo del cultivo y explotacion del mejillon en Galicia.

1.2. LAS BATEAS

Las rias gallegas presentan unas caracteristicas en cuanto a su orografia, luz,
temperatura y elevada produccion primaria, que las definen como un escenario
inmejorable para el desarrollo del mejillon de forma natural y/o cultivada,

ademas de otros recursos marinos (Alvarez et al., 2011) [ver Figura 01].
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Figura 01. Mapa que muestra la distribucion de acuicultura marina en Galicia
actualmente. Sombreado en rosa se destacan las zonas de produccion de moluscos, y
los puntos azules representan las bateas y otros centros relacionados (Fuente:

http://webserv.mapa.es/visoracuicultura/matlab/gmf” apps/butm/utm.phtml).

La batea es una especie de vivero flotante, mediante un sistema de boyas,
constituido por un entramado de madera de eucalipto de forma mas o menos
rectangular sobre el que se suspenden las cuerdas que sostienen los mejillones

adheridos [ver Figura 02].

El proceso de cultivo y engorde del mejillon en bateas en las rias gallegas se
divide en varias etapas: la obtencion de la semilla o “mejilla”, el encordado, el
desdoble, la cosecha y la seleccion (Figueras, 2007). Entre los meses de
octubre a abril, cuando los mejillones adultos adheridos a las cuerdas liberan
sus gametos al mar generando larvas por fecundacion, los “bateeiros” recogen
la mejilla de las rocas del litoral por medio de rasquetas. También, cuando las
condiciones ocednicas y ambientales son favorables, la recoleccion de la

mejilla puede llevarse a cabo en épocas de desove (de marzo a junio) por medio
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Introduccion
de cuerdas colectoras especiales. Luego, manualmente o por medio de

maquinas encordadoras, mediante una red biodegradable se recubren las

semillas de 1-2 cm alrededor de las cuerdas para darle tiempo a que embisen.

/ BOYA DE SENALIZACION

ESTACHAS Y CABLES
DE AMARRE

: CUERDAS DE CULTIVO

CADENA DE FONDEOQ

BLOQUE DE HORMIGON

Figura 02. Representacion de una batea. Notese que las cuerdas de cultivo se

distribuyen a lo largo de toda la plataforma.

Cuando los mejillones alcanzar los 5 cm aproximadamente, tras 4-6 meses en
el mar, se suben las cuerdas y se “desdoblan” dado el aumento notable en el
peso del mejillon y como medida para facilitar el crecimiento de los mismos.
Finalmente, tras cerca de un afio, el mejillon de desdoble alcanza una talla
comercial de 8-9 cm. Asi, se sacan las cuerdas del agua por medio de grias, se
retiran los mejillones, se limpian y se seleccionan por tallas (Pérez-Camacho

et al., 1991) [ver Figura 03].
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Figura 03. Método de cultivo de mejillones en una batea (Fuente: FAO).

1.3. IMPACTO SOCIOECONOMICO

La miticultura en Galicia, tanto en lo que se refiere a su producciéon como a la

cadena de valor que de ella se deriva, se ha ganado un merecido protagonismo

como referente en el contexto mundial, siendo a la vez un importante motor

econémico de la zona costera y contribuyendo de modo importante al

desarrollo de las economias locales (Miranda, 1998). En concreto, la

producciéon media en Galicia de mejillon, segun datos de la FAO, se ha

mantenido en los ultimos afios en valores que oscilan entre las 270000 y las

300000 toneladas (MAGRAMA, 2012).

Todo esto sitlia a Galicia a la cabeza en el espacio europeo concentrando la

mitad de toda la produccion de la UE, y en segundo lugar después de China
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Introduccion

como productora mundial de este bivalvo. No obstante, es importante subrayar
que el destino mayoritario de la produccion china es su utilizacion como
alimento para otros organismos de mayor valor de mercado como por ejemplo
el cangrejo azul. Con ello, la miticultura gallega es con diferencia lider mundial

por volumen de produccién para el consumo humano.

En cuanto al impacto que este sector supone para la economia gallega
destacamos, respecto a la produccion primaria, la existencia de mas de 8000
empleos directos, mas de 1000 embarcaciones auxiliares, y cerca de 3300
bateas situadas en las rias gallegas que, aproximadamente, generan un valor
anual de aproximadamente 115 millones de euros. Ademas otros sectores
estrechamente vinculados son las empresas proveedoras, las empresas
conserveras, los cocederos de mejillon y las plantas depuradoras, y en conjunto
proporcionan empleo a mas de 2000 personas y facturan anualmente mas de
200 millones de euros (Consello Regulador do Mexillén de Galicia, 2010;
OESA, 2011).

Todo esto sirve para resaltar el importante papel que desempeiia el cultivo del
mejillon en Galicia, y el hecho de que cualquier cambio que altere su
produccién repercutira directamente sobre la economia y la sociedad gallega.
Por ello es necesario el estudio de la fisiologia del mejillén y de los posibles

cambios capaces de alterarla.

2. MYTILUS GALLOPROVINCIALIS

2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA Y DISTRIBUCION

El mejillon pertenece al phylum Mollusca, clase Bivalvia (Linnaeus, 1758),

subclase Pteriomorphia (Beurlen, 1944), orden Mytiloida (Ferussac, 1822),
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familia Mytilidae (Rafinesque, 1815), género Mytilus (Linnaeus, 1758),
siendo las especies mas cultivadas y estudiadas Mytilus edulis y Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819). Su distribucién abarca todas las aguas
boreales y templadas en todos los océanos y grandes mares del mundo, tanto en
el submareal como el intermareal, ocupando una gran diversidad de sustratos
(Koehn, 1991). Posiblemente su amplia dispersion resida, ademas de en su
elevada tolerancia y plasticidad bioldgica, en una relacion con la fijacion de

bivalvos en los cascos de barcos (Branch et al., 2004).

2.2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA

Los mejillones son organismos dioicos, de fecundacion externa en el mar, con
un estadio larvario planctonico que sufre metamorfosis y fijacion, originando
los individuos adultos sésiles que exteriormente carecen de dimorfismo sexual
(si presentan frecuentemente distinta coloracion en el manto y en las gonadas).
Externamente muestran dos valvas que le otorgan su caracteristica forma
longitudinal en hacha, puntiaguda y gruesa en el extremo anterior, y larga muy
afilada en el posterior. Estas dos valvas iguales estan constituidas de carbonato
calcico y cubiertas externamente por una capa de color negro azulado donde se

pueden observar las lineas o estrias de crecimiento concéntricas.

En cuanto al aspecto interno (Field, 1922; Gosling, 2003), ¢l cuerpo del
mejillon estd cubierto por dos lobulos unidos en su borde anterior que
constituyen el manto. La cavidad delimitada por los bordes del manto se
conoce como cavidad paleal de cuya cara ventral sale el pie (musculo alargado
rojizo) y el biso. Desplegando los lobulos del manto se aprecian las dos
branquias, que ademas de su funcién respiratoria constituyen el aparato
filtrador del mejillon. Estd formada cada una por dos laminas delgadas de

filamentos recubiertos de cilios, dandoles un aspecto estriado transversalmente.
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En el centro se observa el hepatopancreas de color café-amarillento sobre el

que pasan los musculos retractores del pie de color blanco /ver Figura 04].

Cavidad pericardica

Musculo retractor del pie

Intestino Ano

Estémago .
Muasculo aductor
Miasculo retractores posterior
del biso
Brandguia

Palpo labial

Misculo aductor Borde del manto

anterior

Figura 04. Anatomia interna de un mejillon (Fuente: http.//www.asturnatura.com/).

El mejillon es, por tanto, un organismo filtrador, que se alimenta reteniendo las
particulas de fitoplancton y de detritus organicos en suspension en el agua de
mar (seston). Asi, el agua entra por el siféon inhalante y atraviesa las branquias
donde quedan retenidas las particulas en suspension. Estas son transportadas
por los cilios hacia los palpos que rodean la boca, mientras que el agua ya
filtrada es expulsada por el sifon exhalante [ver Figura 05]. Pero no todas las
particulas retenidas en las branquias son ingeridas. Cuando existe una gran
carga de alimento, los palpos labiales son capaces de realizar una seleccion pre-
ingestiva para no colapsar el sistema digestivo. Estas particulas desechadas o
pseudoheces, embebidas en mucus, son eliminadas junto con el agua filtrada a

través del sifon exhalante (Widdows et al., 1979, Figueras, 2007).

Por su parte, el alimento ingerido llega al estomago donde se encuentra el estilo
cristalino, que al girar por accion de los cilios que presenta el saco del estilo
que lo contiene, choca contra el escudo gastrico y libera enzimas digestivas.

Con ello, el alimento que llega sufre procesos de ruptura mecanica y es
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digerido extracelularmente para pasar, en funcién de su tamafio, a los

diverticulos del hepatopancreas o glandula digestiva.

Agua Agua
inhalada exhalada

l Sifon
3 exhalante

Figura 05. Intercambios realizados con el medio durante la digestion de un mejillon

(Fuente: http.//www.magrama.gob.es).

El hepatopancreas se compone de dos tipos celulares principalmente, las
células digestivas y las células secretoras (Robledo et al., 1997). Las primeras
son las mas grandes y abundantes, se encargan de la digestion intracelular,
detoxificacion, biotransformacion de xenobidticos y defensa antioxidante
(Gosling, 2003). Las células secretoras por su parte, originan ciertas células
digestivas y presentan funcion secretora (Dimitriadis et al, 2004). Pero la
cantidad de alimento procesable en un tiempo dado es limitado, por ello,
cuando se supera cierto limite, el material en exceso no entra al hepatopancreas
estableciendo también una seleccion post-ingestiva. Con esto las heces tendran
un componente glandular bien digerido y un componente intestinal con
alimento poco digerido y a menudo incluso con células fitoplanctonicas vivas

(Widdows e al., 1979).
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2.3. MEJILLONES COMO ORGANISMOS CENTINELA

El mejillon constituye un importante organismo centinela o biosensor de la
contaminacion marina dada su excepcional capacidad de filtracion, alcanzando
valores de hasta 8 L de agua por hora, y su capacidad de bioacumulacion
debido a su lento metabolismo y al sedentarismo (Krieger et al., 1981;
Chapman, 1997). Esto le permite incluso poner de manifiesto contaminantes
poco concentrados, ofreciendo una alerta temprana frente a diversas toxinas,
que pueden ser detectados debido a que el agente téxico desencadenaria un
sindrome de estrés a nivel celular antes de que ocurran graves efectos en el

medio (Livingstone, 1992A; Livingstone, 1992B).

En términos generales existen varios requisitos que debe cumplir una especie
para ser considerada un bioindicador eficiente para un uso adecuado en la
monitorizacién de niveles de contaminacion (Viarengo et al., 1991; Van der
Lelie et al., 1994; Hansen et al., 1997). Entre ellos destacamos los siguientes,
que son cumplidos en toda su extension por mejillones del género Mytilus:
existencia de un area de distribucidon conocida y global, disponibilidad a lo
largo de todo el afio con una densidad de poblacién suficiente y un tamafio
adecuado para su manipulacion, habitat de facil acceso que permita el
muestreo, identificacion taxondmica sencilla, amplia tolerancia a los cambios
en salinidad y turbidez del agua, movilidad reducida (en este caso ausente en la
etapa adulta ya que son sésiles), presencia de vias de exposicion al toxico
conocidas, bioacumulacion de las toxinas, y una elevada resistencia frente a
altas dosis de contaminante pareja al desarrollo de alteraciones notables en sus
parametros genéticos (que se traduce en alteraciones en parametros fisiologicos

y bioquimicos).

El mejillon (M. galloprovincialis) ha sido ampliamente estudiado como

organismo modelo debido a su papel como bioindicador (Goldberg ef al.,
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2000), a su valor econdmico (Beadman et al., 2002) y a su importancia
ecologica (Gosling, 1992). Concretamente se han usado mejillones como
organismos centinela para la evaluacion de una enorme diversidad de téxicos
presentes en las aguas costeras (Kira et al., 1989; Cajaraville et al., 1996) y
para la vigilancia biologica de los ambientes marinos (Cajaraville ez al., 2000;
Bocchetti et al., 2008). Es de hecho una de las especies mas empleadas para
este fin en programas de monitorizaciéon europeos, como ¢l MEDPOL
(Gabrieldes, 1997), el Biomar (Narbonne et al., 1999), o el Mussel Watch
(Jeng et al., 2000) que analizan la concentracion de hidrocarburos, metales y/o

biotoxinas marinas en tejidos del mejillon.

2.4. GENOMICA Y TRANSCRIPTOMICA

El andlisis de las secuencias genomicas de un organismo permite detallar
multiples aspectos de su biologia tanto a nivel estructural como funcional, y es
en la actualidad una de las herramientas mas poderosas y con mayor aplicacion
en este campo (Gibson ef al, 2004). Sin embargo, el conocimiento de la
estructura y del contenido génico de genomas de organismos bivalvos es muy
reducido en comparacion a la mayoria de los demas grupos de invertebrados, y
claramente inferior si se compara con organismos vertebrados.

En concreto, en lo referente al conocimiento del genoma a nivel global, a pesar
de que los organismos invertebrados representan mas del 70% de la diversidad
mundial de especies, son los menos estudiados alcanzando no méas del 30% de
los Proyectos Genoma actualmente completados. En la Figura 06 se aprecian
los porcentajes de los Proyectos Genoma completados dentro del Dominio
Eukarya segln el Filo al que pertenecen (GOLD: genome online database). Es
de interés aqui el Filo Mollusca, uno de los mas diversos con mas de 100000
especies vivas, en el que se incluye la Clase Bivalvia con aproximadamente

20000 especies, entre las cuales se completaron poco mas del 0.4% de
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Proyectos Genoma. Como prueba de este sesgo, una busqueda en la base de
datos GeneBank por las palabras clave “Mollusca” + “Bivalvia” ofrece en
torno a 700000 secuencias nucleotidicas (entre ellas, tan s6lo 380000 ESTs),
dentro de los cuales, Mytilus galloprovincialis abarca 40000, mientras que si
realizamos una busqueda por “Human” o “Fish” obtenemos 19 y 11 millones
de secuencias nucleotidicas respectivamente (entre ellas, 10 y 6 millones de

ESTs en cada caso).

B 4SCOMYCOTA

B STREPTOPHYTA
B BASIDIOMYCOTA
B CHORDATA

B APICOMPLEXA

B ARTHROPODA

B NEMATODA

B CHLOROPHYTA

W PLATYHELMINTHES
B MICROSPORIDIA
® Moriusc4

W CNIDARIOS

ANNELIDA
OTROS

Figura 06. Porcentajes de los Proyectos Genoma completados dentro del Dominio

Eukarya segun el Filo al que pertenecen (GOLD: genome online database).

En lo referente a invertebrados marinos, los principales estudios a nivel
gendmico se centran en tres especies de crustdceos: Penaeus sp. (langostino
mas criado del mundo), Carcinus sp. (cangrejo de mar comtn), Daphnia sp.
(pulga de agua ampliamente usada como indicadoras de contaminacion o para
alimentar a organismos superiores). Ademas existen otras cinco especies cuyos
genomas estan ya completamente secuenciados y disponibles en las bases de

datos: Aplysia californica o liebre de mar (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/assembly/GCA_000002075.1, 2009), Strongylocentrotus purpuratus o
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erizo de mar puarpura  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF
000002235.4/, 2005), un nematodo denominado Caenorhabditis elegans
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000002985.1, 2005), Lottia
gigantea o lapa (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/ GCF_000327385.1/,

2012) y, el ultimo proyecto culminado, de Crassostrea gigas u ostra del

Pacifico (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_000297895.1/, 2012).

Por otro lado, una gran parte de las secuencias de bivalvos presentes en las
bases de datos se corresponde a los estudios clasicos realizados con genes
individuales (estudios “single-gene” en oposicion a estudios “whole-
genome”). La naturaleza de estas secuencias es reflejo del interés que suscita
en la comunidad cientifica el proceso en el que estan implicadas, siendo el
ejemplo mas notable el elevado numero de secuencias mitocondriales
conocidas en bivalvos. A pesar de representar un pequefio porcentaje respecto
al ADN total, han sido objeto de multiples estudios evolutivos dada la
transmision biparental del ADN mitocondrial en Mytilus (herencia uniparental
doble) y su consiguiente implicacion en la determinacion sexual (Zouros,
1994). En lo referente a los genes nucleares se han desarrollado trabajos en
bivalvos sobre multiples procesos tanto de interés biologico (estudios
evolutivos u ontogénicos), como de interés aplicado en Biotecnologia (estudios
sobre la formacién de la concha y la adhesion al sustrato) o en Acuicultura
(estudios sobre estrés, inmunidad y resistencia a enfermedades o sobre

monitorizacion ambiental) (Saavedra et al., 2006).

Dentro de las posibles aproximaciones en el estudio de la expresion génica se
distinguen los “sistemas cerrados”, que requieren un conocimiento previo del
genoma de la especie a estudio como p. €j. los microarrays, de los “sistemas
abiertos” que no precisan ningin conocimiento previo como p. ¢j. las librerias
de cDNA (Green et al.,, 2001; Tanguy at al., 2008). Dados los escasos

estudios gendomicos llevados a cabo en moluscos bivalvos, las aproximaciones
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tipo “sistema abierto” son las mas numerosas en la bibliografia. Hasta la fecha
han sido varios los estudios realizados en bivalvos sobre la identificacion de
genes y el estudio de su expresion, relacionados generalmente con los cambios
sufridos bajo determinadas presiones ambientales. En concreto se realizaron
estudios en dos especies de ostra Crassostrea virginica y C. gigas (Jenny et
al., 2002; Gueguen et al., 2003; Tanguy et al., 2004; Quilang et al., 2007), en
la almeja Ruditapes decussatus (Kang et al., 2006; Gestal et al., 2007), en dos
especies de vieira Pecten maximus y Argopecten irradians (Song et al., 2006) y
en el mejillon Mytilus galloprovincialis (Venier et al., 2003B; Venier et al.,
2006; Craft et al., 2010). También se han realizado multiples estudios de tipo
“sistema abierto” con el fin de caracterizar determinada familia de genes en
bivalvos y analizar su evolucion, como p. €j. los trabajos llevados a cabo con
genes del desarrollo (homeobox Gbx y genes POU) en Pectinidos y otros
moluscos (Mesias-Gansbiller et al., 2012; Lozano et al., 2014).

En el caso concreto del mejillon, se realizaron varios estudios con el objeto de
identificar posibles genes biomarcadores de exposicion a agentes
contaminantes tales como el OA (Manfrin et al., 2010), mezclas de toxicos
como metales o compuestos organicos (Dondero et al., 2011; Canesi et al.,
2011), estrés salino o térmico (Lockwood et al., 2011; Mohamed et al., 2014),
estrés inmunolégico (Venier et al., 2011; Philipp et al., 2012; Gerdol et al.,
2012) y acidificacion oceanica (Huning et al, 2013). El analisis de las
secuencias descritas hasta la fecha revelaron que la mayoria de los transcritos
encontrados mostraban homologia principalmente con genes ribosomales y
estructurales, estando las proteinas implicadas en el citoesqueleto muy
representadas en el ultimo grupo, y en menor medida con genes implicados en

el sistema inmune.

Todos los enfoques genomicos y transcriptomicos (librerias gendmicas,

colecciones de ESTs, microarrays...) necesitan ir acompanados del progreso de
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otros aspectos como el desarrollo de lineas celulares en bivalvos (Yang et al.,
2011) o un mayor conocimiento de procesos, p. €j. la regulacion del
crecimiento o la maduracion sexual (Rinkevich, 2005). La Gendémica ofrece
multiples vias extremadamente utiles para incrementar este conocimiento, lo
que se traduciria entre otros en importantes mejoras para la Acuicultura de
bivalvos. Uno de los aspectos en auge que identifica cada dia nuevas
secuencias es el estudio de la acumulacién de compuestos toxicos en bivalvos

debido a su extendido consumo humano.

3. EPISODIOS TOXICOS

Algunas especies de microalgas planctonicas de las que se alimentan los
moluscos bivalvos son capaces de producir compuestos toxicos que se
acumulan en los tejidos del bivalvo y se transmiten a través de la cadena trofica
a los niveles superiores llegando incluso al hombre, lo que en ciertas ocasiones
supone serios problemas de salud publica [ver Figura 07] (Shumway, 1995;
Rossini et al., 2010; Munday, 2013). Estos problemas se agravan aun mas
puesto que muchas de estas ficotoxinas no se alteran con el cocinado ni

modifican las condiciones organolépticas de los alimentos que las contienen.

El término “episodio toxico” (en inglés, harmful algae bloom o HAB),
comunmente conocido como “marea roja” aunque no siempre genera esta
coloracion en las aguas [ver Figura 08] (Anderson, 1994; Hallegraeff et al.,
1995), se define como una proliferacion repentina, no necesariamente masiva,
de microalgas (principalmente de dinoflagelados) que liberan endotoxinas
desencadenando una bioacumulacion de las mismas en los organismos que las

consumen (Sellner et al., 2003).
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CONSUMIDOR

CONDICIONES AMBIENTALES:
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Temperatura
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Figura 07. Esquema del impacto sobre la salud humana de las ficotoxinas. Las

condiciones ambientales expuestas a la izquierda promueven la proliferacion
descontrolada de dinoflagelados toxicos, que son consumidos por los organismos
bivalvos que habitualmente se alimentan de otros dinoflagelados. Finalmente, la
ingesta de estos bivalvos contaminados por el ser humano transmite la intoxicacion

generando enfermedades de diversa gravedad.

Figura 08. Ejemplos de HABs con distintas tonalidades (Fuente: http://citpt.lcsc.edu/).

Actualmente existen diversas teorias acerca de las causas por las que se
producen estos espontancos afloramientos planctonicos. Muchas de ellas
apuntan a una estrategia de competencia por el espacio como método de
defensa ante el crecimiento excesivo de otros organismos o directamente
contra depredadores (Botana et al., 1996). Otras teorias apuntan a una

emergente idoneidad en las condiciones climaticas atendiendo a temperatura,
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turbidez, salinidad del agua, concentracion de nutrientes, corrientes, vientos e
iluminacion (Wong et al., 2005). Pero es importante destacar que el aumento
de la actividad antropogénica directa o indirectamente a través del cambio
climatico que eleva la temperatura oceanica promueve su incidencia (Van

Dolah, 2000; James et al., 2010).

De hecho, recientemente se viene apreciando una mayor incidencia de estos
episodios toxicos, tanto en intensidad como en distribucion geografica
(Anderson et al., 2012), lo que obliga a la generalizacion de normativas
legales y programas de control, tanto en el medio marino como en los bivalvos,
que garanticen la salubridad de los productos marinos para el consumo
humano. Para ello se efectiian controles periddicos y lo mas comun cuando se
detecta la presencia de un episodio toxico, en el caso del cultivo de mejillones,
es la paralizacion o cierre de las bateas afectadas bloqueando la extraccion del
producto hasta que recupere los limites legales permitidos de toxicidad.
Obviamente y dada la importancia mencionada del sector mejillonero en
Galicia, esto repercute economica y socialmente causando importantes pérdidas
que dependen fundamentalmente de la duracion del periodo de cierre y su

localizacion y extension geogréafica.

Para evitarlas, es indispensable conocer las bases de los procesos de
incorporacion o asimilacion, retencion o acumulacion y eliminacion de las
toxinas en los bivalvos. Lo esperable inicialmente es que las toxinas,
independientemente de su forma de entrada en la célula y debido a que no son
constituyentes celulares, en caso de que no se eliminen directamente, sufran
biotransformaciones similares a las de los xenobidticos, convirtiéndose en
conjugados polares que serian mas facilmente excretados (Desbiens et al.,
1993). Una de las soluciones mas efectiva consiste en transferir a los bivalvos

contaminados a aguas libres de toxicos para favorecer el proceso depurativo.
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4. TOXINAS MARINAS

Los episodios toxicos pueden estar provocados por la presencia de multiples
toxinas de origen fitoplanctonico cuyos efectos sobre la salud en el hombre son
muy diversos. De las casi 4000 especies marinas de fitoplancton microscopico
que existen, unas 300 pueden proliferar en numero tan elevado que alcancen
densidades de millones de células por litro de agua, siendo toxicas alrededor de

60 de ellas (Lin, 2011).

La clasificacion de estas fitotoxinas marinas ha sido abordada desde diferentes
perspectivas, en particular: similitud estructural (Wright & Cembella, 1998),
distribucién taxonémica y filogenética (FAO, 2005; Wang, 2008), propiedades
quimicas (polaridad, caracter lipofilico y otras propiedades) (Gerssen et al.,

2010; La Barre et al., 2014).

Una clasificacion alternativa de las fitotoxinas podria hacerse en base a su
modo de accion (Baden & Trainer, 1993) o de acuerdo con los sintomas
observados en humanos (Scoging, 1998), en cuyo caso se pueden considerar
siete sindromes de intoxicacion causados por los siguientes grupos de toxinas
marinas: PSP (Paralytic shellfish poisoning), ASP (Amnesic shellfish
poisoning), DSP (Diarrhetic shellfish poisoning), NSP (Neurotoxic shellfish
poisoning), AZP (Azaspiracid poisoning), CFP (Cigiiatera fish poisoning) y

clupeotoxismo.

Los cinco primeros son causados por consumo de marisco contaminado y los
dos tultimos se deben fundamentalmente al consumo de pescado contaminado
(Underman et al., 1993; Caplan, 1998), tal y como se refleja en la Tabla 01

adjunta:
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MEDIO DE
INTOXICACION

SINDROME TOXINAS

Acido domoico (DA) e isomeros

Amnésico (ASP) )
geométricos

Neurotoxico (NSP) Brevetoxinas (PbTX)

CONSUMO DE MARISCOS

Ciguatoxinas (CTX) y
Ciguatera (CFP) maitotoxinas (MTX)

Tabla 01. Clasificacion de las ficotoxinas marinas segun el medio de intoxicacion y los

PESCADO

=
=
=)
72!
Z
=
O

sintomas observados en humanos.

A continuacion se detallan brevemente las caracteristicas quimicas de cada
toxina y las implicaciones sobre la salud humana generaradas por los

sindromes que provocan, tanto a nivel organico como a nivel molecular.

® Paralytic shellfish poisoning (PSP)

Entre las toxinas paralizantes, causantes de PSP, encontramos principalmente a

las saxitoxinas (STX) y las gonyautoxinas (GTX). Ambas son tetrahidropurinas

con distinta carga neta a pH 7 segun los sustituyentes estructurales (Schantz,
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1986). Son producidas por varias especies de dinoflagelados como
Alexandrium sp. o Gymnodinium sp. y por una Unica especie de alga verde-
azulada denominada Aphanazomenon flos-aquae (Wiese et al., 2010). El
mecanismo de accion es similar al de la tetrodotoxina ya que se unen de forma
especifica y reversible al sitio 1 del canal de Na“ dependiente de voltaje,
situdndose en su parte externa e inhibiendo su apertura. De esta forma
disminuyen o impiden la propagacion de los impulsos nerviosos, causando
desde un entumecimiento hasta la paralisis respiratoria completa (Shimizu,

1984; Lehane, 2001).

® Amnesic shellfish poisoning (ASP)

Las toxinas amnésicas son las causantes de ASP y estan representadas por el

acido domoico (DA) y sus isémeros geométricos (Wright et al., 1990),
producidas todas ellas por diatomeas del género Pseudonitzschia (Ramsey et
al., 1998). Son analogos estructurales del aminoacido y neurotransmisor L-
glutamato por lo que interfieren en la transmision sinaptica generando un
efecto de hiperexcitabilidad y consiguiente dafio neurotoxico en determinados
receptores tanto a nivel del SNC como del SNP, desencadenando espasmos
abdominales, vomitos, desorientacion y pérdida de memoria (Hampson et al.,

1998; Pulido, 2008).

® Diarrhetic shellfish poisoning (DSP)

Entre las toxinas diarreicas, causantes de DSP, encontramos tres grupos bien

diferenciados de toxinas: uno representado por el acido okadaico (OA) y sus
derivados o dinofisistoxinas (DTX1 a DTX6), otro constituido por las
pectenotoxinas (PTX), y otro por las yessotoxinas (YTX) (Dominguez et al.,
2010). Cabe destacar que se agrupan de este modo dada la existencia de

propiedades de solubilidad y lipofilia compartidas, por lo que pueden ser co-
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extraidas utilizando los protocolos genéricos de extraccion de toxinas, pero en
realidad tanto su estructura quimica como su mecanismo de accion difieren

sustancialmente.

En lo referente al primer grupo, que se describira con mayor detalle debido a su
relevancia en el estudio de esta tesis, tanto el OA como las DTX, cuya
estructura quimica se refleja en la Figura 09, son producidas principalmente
por los dinoflagelados Dinophisis spp. y Prorocentrum spp. (Hallegraeff et al.,

1995).
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Figura 09. Estructura quimica del OA y las DTX.

Son compuestos polietéreos liposolubles cuyo mecanismo de accion se basa en
la inhibicion de proteinas fosfatasas localizadas en las células del epitelio
intestinal. Esto provoca cuadros agudos de sintomatologia gastrointestinal
caracterizados por diarrea, nauseas, vomitos y dolor abdominal, sin haberse
producido muertes por este motivo hasta la actualidad (Haystead et al., 1989;
Schmitt ef al., 2013). Los sintomas aparecen entre 30 minutos y unas pocas
horas después de la ingestion de los moluscos contaminados, y cursan con una

recuperacion total en tres dias. La intensidad de los sintomas depende de la
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dosis ingerida y generalmente no se necesita hospitalizacion (Lloyd et al. 2013;

Valdiglesias at al., 2013).

En lo que respecta al segundo grupo, es importante subrayar que, al margen de
que concurren frecuentemente en muestras naturales con OA y DTX
(MacKenzie et al., 2002), las PTX y las YTX difieren de ellas en que no
causan sintomatologia gastrointestinal ni inhiben la actividad de proteinas
fosfatasa (Terao et al., 1986). De hecho, en base a los efectos hepatotoxicos
generados por las PTX (Espiiia et al., 2008) y YTX (Tubaro et al., 2010),
estas toxinas podrian incluirse en un nuevo grupo que a modo tentativo podria
denominarse HSP (Hepatotoxic Shellfish Poisoning). Las PTX son similares
estructuralmente al OA y producidas también por Dinophysis spp., aunque no
inhiben a las proteinas fosfatasas PP2A y PP1 (Luu ef al., 1993; Fladmark et
al., 1998). No se conoce con exactitud su diana intracelular, sin embargo se ha
demostrado un efecto sobre el citoesqueleto de actina (Spector et al., 1999;
Ares et al., 2005; Ares et al., 2007). Las YTX, por su parte, son poliéteres tipo
brevetoxinas cuya procedencia radica en los dinoflagelados Protoceratium
reticulatum y Lingulodinium polyedrum. El musculo cardiaco, higado y
pancreas son considerados sus principales dianas (Tubaro et al, 2010). Su
mecanismo de accidon no se conoce completamente pero se ha documentado
que es capaz de inducir muerte celular programada a concentraciones
nanomolares en diferentes sistemas modelo (Paz et al., 2008; Korsnes et al.,

2011).

® Neurotoxic shellfish poisoning (NSP)

Las toxinas neurotdxicas, denominadas brevetoxinas (PbTX) y causantes de

NSP, son compuestos polietéreos consistentes en 10-11 anillos fusionados
mediante enlaces éter (Watkins et al., 2008). Afectan al SNC alterando la

vision, el habla o la ingestion, y en general, causan un sindrome de intoxicacion
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similar a la ciguatera (Baden, 1989). Son producidas por el dinoflagelado
Karenia brevis. Sus efectos toxicos se basan en la capacidad de unién a la
posicion 5 de canales de Na' sensibles al voltaje que conducen a su
despolarizacion. De esta forma se alteran las propiedades de membrana de las
células excitables favoreciendo el flujo hacia el interior de iones Na* (Catterall

et al., 1992).
® Azaspiracid poisoning (AZP)

Los azaspiracidos (AZA), causantes de AZP, estan formados por un anillo de
unién azaspiro, una amina ciclica y un acido carboxilico (Twiner et al., 2008;
Jauffrais et al, 2012). Son producidos por dinoflagelados del género
Protoperidinium y Azadinium 'y, a pesar de que presentan un mecanismo de
accion aun por determinar, se sabe que produce una paralisis lenta y progresiva
en ratones ademas de sintomas caracteristicos de tipo diarreico (Furey et al.,

2010).

Hasta aqui, todas las biotoxinas mencionadas proliferan puntualmente y se
relacionan casi exclusivamente con el consumo de marisco contaminado. Las
toxinas que se resumen a continuacion presentan una distribucion o
proliferacion cronica que afecta principalmente a las zonas tropicales y
subtropicales, y ademas se relacionan esencialmente con el consumo de

pescado contaminado.
® (Cigiiatera fish poisoning (CFP)

La ciguatera (CFP) es causada por la presencia de ciguatoxinas (CTX) vy
maitotoxinas (MTX), ambas producidas por el dinoflagelado Gambierdiscus
toxicus. La CFP es la intoxicacion alimentaria mas comuan a nivel mundial, se

debe al consumo de peces contaminados y cursa con problemas de tipo
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neuroldgico, cardiovascular y gastrointestinal (Lehane ef al., 2000; Dickey et
al., 2010). Las CTX son solubles en lipidos y actian activando los canales de
Na’ en nervios y musculos (Bidard et al., 1984) del mismo modo que las
PbTX (Lombet et al., 1987). Las MTX son solubles en agua, activan los
canales de Ca™ de membrana (Escobar et al., 1998) y no estan implicadas
aparentemente en la sintomatologia de ciguatera en humanos. Estas toxinas por
tanto actiian directamente sobre las membranas excitables, lo que se traduce en
la aparicion de potenciales de accidon espontaneos que conllevan un incremento
de la respuesta contractil del tejido muscular liso y estriado causando la

sintomatologia neurologica y/o gastrointestinal.

® Clupeotoxismo

Finalmente, el clupeotoxismo es causado por las palitoxinas (PITX),
producidas por dinoflagelados del género Ostreopsis (Onuma et al., 1999;
Ramos et al., 2010; Riobo et al., 2011). En concreto, se trata de una
intoxicacion debida al consumo de peces y cangrejos de la familia Clupeidae
que se alimentan de estos dinoflagelados productores de toxina, la cual deriva
en cuadros clinicos similares a la ciguatera. Estas toxinas presentan actividad
sobre la bomba Na'/K" generando una despolarizacién a nivel de la
permeabilidad de la membrana plasmatica y causando también problemas

neurologicos (Habermann, 1989; Rossini ef al., 2011).

En Galicia las biotoxinas mas frecuentes de las que se realiza un seguimiento
continuo y reglamentado son las PSP, DSP y AZA. En este trabajo nos hemos
centrado en las toxinas DSP y dentro de ellas en el OA dada su implicacion en
el sector mejillonero y sus posibles efectos cronicos y subletales. Aunque se
trata del grupo de toxinas con repercusiones menos drasticas sobre la salud

humana ya que hasta la fecha no se han registrado intoxicaciones letales, su
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amplia distribucion geografica y su elevada frecuencia de aparicion las
convierte en uno de los grupos mas importantes en lo relativo al nimero de
cierres de explotacion de poligonos mejilloneros que causan a lo largo del afio

(Valdiglesias et al., 2013).

5. SINDROME DIARREICO TOXICO (DSP) Y OA

En el afio 1976 se informo por primera vez una intoxicacion por OA en Japon,
donde varias personas resultaron afectadas, presentando problemas gastricos
tras el consumo de bivalvos. Entre 1976 y 1982 se documentaron en Japon
unos 1300 casos por intoxicacion de DSP. En 1981 se produjeron mas de 5000
en Espafia y en 1983 alrededor de 3300 en Francia (Hallegraeff, 1993). Todo
ello apunta a un aumento significativo de los casos de intoxicacion por toxina
diarreica, que puede ser debido tanto a una mayor incidencia de estos episodios

como a una mejora en los métodos de determinacion de las intoxicaciones.

En las rias gallegas, el OA es la principal toxina detectada en los mejillones,
aunque también se encontraron otras toxinas causantes de DSP de menor
polaridad (Fernandez et al., 1996) siendo el dinoflagelado Dinophysis
acuminata el principal productor de OA, al margen de la variabilidad que se

aprecia de unas rias a otras (Blanco et al., 1998).

El analisis comparativo de la toxicidad relativa a DSP de distintos bivalvos
mostro que el mas toxico es el mejillon, seguido de las vieiras y por tltimo las
ostras y almejas. En lo referente a los mejillones, estan mas frecuentemente
contaminados y en mayor intensidad aquellos que crecen a poca profundidad
(Viviani, 1992). A continuacidén se presenta un mapa de la distribucion
mundial de las toxinas DSP creado con las referencias citadas en el ICES-IOC

HAEDAT (Harmful Algae events Database) de 2013 [ver Figura 10]. Es
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importante subrayar la amplia dispersion de esta toxina a nivel mundial,
mostrando focos de abundante presencia en toda la costa europea, desde los
paises escandinavos a zonas muy interiores del Mar Mediterraneo, ademas de

ocupar casi toda la costa de Japon.

Figura 10. Distribucion mundial de las toxinas. Mapa creado en 2013 por la DSP
ICES-10C HAEDAT (Harmful Algae events Database).

La toxicidad de cada especie productora de OA varia espacial y temporalmente
por lo que la cantidad de células por litro necesaria para contaminar los
organismos marinos es muy variable (Aune & Yndestad, 1993; Botana et al.,
1996). Lo que se ha confirmado es que sorprendentemente los mejillones
parecen ser insensibles a los efectos citotoxicos y secundarios del OA y otras
toxinas diarreicas, lo que explicaria por qué éstos son capaces de acumular
altos niveles de este toxico en sus tejidos grasos y, sin embargo, sobreviven
durante largos periodos de exposicion (Ciminiello ef al., 2006). Pero a pesar de
que tanto la acumulacion como la purificacion de toxinas sea el tema mas
estudiado en este campo, poco se sabe del tiempo de retencion (Hallegraeff et
al., 1995) y del mecanismo de accion. En general, la mayoria de los estudios
apuntan a la deposicion de heces como el mecanismo principal para la

liberacion rdpida de toxinas no asimiladas y de células de dinoflagelado
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intactas (Sedmak & Fanuko, 1991). Con ello, la hipdtesis mas aceptada hasta
el momento se basa en una respuesta tedrica del mejillon a varios niveles ante
la presencia de estas toxinas destinada a minimizar de forma precoz sus
efectos, siendo significativamente mas relevante el ineludible bloqueo de la
inhibicidon que ejercen estas toxinas sobre las fosfatasas (Nagao et al., 1995;

Valdiglesias et al., 2013).

Entre los diversos estudios realizados se ha determinado una relacién entre la
existencia de moluscos contaminados con OA en las costas francesas y el
desarrollo de cancer de colon en los habitantes de dichas regiones (Cordier et
al., 2000). Ademas se ha demostrado que tanto el OA como la DTX1 son
promotores tumorales en estudios realizados con animales (Fujiki ef al., 1988)
y que el OA concretamente presenta una marcada actividad mutagénica
(Fessard et al., 1996), por ello es de elevado interés conocer los riesgos para la
salud humana de exposiciones subcronicas incluso a niveles bajos de estos
toxicos. Se ha expuesto también que el OA, DTX1 y DTX2 son inhibidores
especificos de las fosfatasas de proteinas con residuos de serina y de treonina
denominadas PP1 y PP2A, siendo la PP2A 200 veces mas inhibida que la PP1.
Estas fosfatasas estan implicadas en la regulacion de multiples procesos
celulares, ya que modulan el grado de fosforilacion o defosforilacion de las
proteinas (Bialojan et al.,, 1988; Fernandez et al., 2002), por lo que la

modificacion de su actividad da lugar a multiples cambios a nivel celular.

6. FOSFATASAS (PPs)

Aspectos tan importantes como el metabolismo, el transporte de sustancias a
través de las membranas, los procesos de conservacion, transmision y

expresion de la informacion genética, y otros muchos, estan sujetos a delicados
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mecanismos de regulacion y control. Una de las bases moleculares mas
importante sobre la cual descansan estos mecanismos es el ciclo de
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas (Shi, 2009; Virshup et al., 2009).
De hecho, aproximadamente un tercio de todas las proteinas intracelulares

estan sujetas a regulacion por fosforilacion.

6.1. MECANISMO DE FOSFORILACION-DESFOSFORILACION

Este mecanismo requiere la accidon concertada de dos tipos de enzimas: las
proteinas kinasas (PKs) que realizan la fosforilacion o transferencia de un
grupo y—fosforilo desde el ATP al grupo OH de determinados residuos
aminoacidicos, y las proteinas fosfatasas (PPs) que catalizan la desfosforilacion

o hidrdlisis del enlace éster fosforico previamente formado [ver Figura 11].

El mecanismo se basa en el hecho de que las proteinas presentan propiedades
diferentes cuando estan fosforiladas respecto a cuando no lo estan. Asi, la
intensidad de su actividad, su estructura, su estabilidad, su afinidad a ligandos y
su localizacion celular dependen del estado de fosforilacion de la proteina

(Salazar et al., 2009).

Kinasas
Proteina Fosfoproteina

OH  ArP ADP (OHPO,)?

P; H,0

Fosfatasas

Figura 11. Esquema del mecanismo de fosforilacion-desfosforilacion.
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La adicion del grupo fosfato a una proteina o la sustraccion del mismo desde
una proteina provoca en ella un fendmeno de transconformaciéon que trae como
consecuencia un cambio en sus propiedades bioldgicas y, por lo tanto, una
modificacion en las caracteristicas de los procesos en los cuales participan estas

proteinas.

6.2. ESTRUCTURA DE LAS FOSFATASAS

La naturaleza reversible de la fosforilacion sumada a su elevada especificidad
de sustrato sugiere que deberia haber igual numero de PKs como de PPs. Sin
embargo, en el genoma humano se han secuenciado mas de 500 PKs pero tan
solo en torno a 140 PPs. Esta diferencia se explica mediante la formacion
combinatorial de holoenzimas de PP, que implica variaciones en la proteina
funcional resultante debidas a las diversas combinaciones de subunidades
cataliticas con las subunidades reguladoras. Con ello se consigue un ntimero
similar de PPs y PKs que regulen especificamente cada reaccion (Sents et al.,

2013).

Asi, en cuanto a la estructura cuaternaria de las PPs, destacamos la presencia de
tres subunidades: una subunidad catalitica encargada de la reaccion in sensu
estricto que contiene un dominio catalitico conservado de aproximadamente
280 aminoacidos incluyendo una serie de motivos comunes, una subunidad
reguladora variable que la dirige a su diana correspondiente, y una subunidad

estructural o scaffold que ensambla la holoenzima resultante (Shi, 2009).

6.3. CLASIFICACION DE LAS FOSFATASAS

Tanto PKs como PPs se clasifican seglin los residuos aminoacidicos donde

ocurre la reaccidén, que en eucariotas pueden ser principalmente tres: serinas
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(Ser), treoninas (Thr) y/o tirosinas (Tyr). Por razones funcionales y
estructurales se diferencian las PKs y PPs que modifican residuos de Ser/Thr,
de las que actuan sobre residuos de Tyr, y de aquellas “duales” capaces de

actuar sobre los tres residuos (Mustelin, 2007).

En este trabajo nos centraremos en un tipo concreto de PPs por lo que
previamente se establecera una clasificacion que se puede apreciar en la Tabla
02. Se diferencian cinco superfamilias (Kenelly, 2001) segin el residuo
aminoacidico sobre el que actuan y la similitud en la secuencia consenso del
dominio catalitico conservado. En la Tabla (2 también se refleja la distribucion
filogenética y el mecanismo catalitico implicado en la reaccion de
desfosforilacion.

En términos evolutivos, es importante sefialar que a pesar de que la
fosforilacion de proteinas parece ser un mecanismo universal de regulacion
proteica, la amplia variedad de fosfatasas que se conocen hoy en dia en
eucariotas surgieron mediante eventos de duplicacion génica a partir de un
unico y funcional dominio catalitico ancestral, sumados a posibles fusiones con
otros dominios (Kenelly, 2003; Moorhead et al, 2009). En concreto, los
analisis de fosfatasas de la superfamilia PPP (phosphoprotein phosphatases)
indican que surgieron con anterioridad a la divergencia de los tres dominios
filogenéticos constituyendo, por tanto, las fosfatasas mas antiguas. En
organismos procariotas también se baraja la posibilidad de transferencia
horizontal génica dado que hay escasos tipos de proteinas fosfatasas comunes a
todos (Ponting et al., 1999). Recientes estudios demuestran también que las
plantas superiores son los organismos en los que mas implicaciéon tienen los
procesos de fosforilacion ya que estan presentes en casi todas sus rutas de

sefalizacion (Luan, 2003).
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Distribucion
_ L. Mecanismo Motivo
Superfamilia | Miembros  filogénica .
E— catalitico conservado
A B E
PPP PP1, Hidrolisis GDXHG,
(dependientes PP2A, S N directa sobre GDXVDRG,
de Zn/Fe) PP2B residuos GNH(E/D)
PPM aminoacidicos  (S/T)DGXX -
(dependientes PP2C -+ + de Ser y Thr -(D/E/N),
de Mn/Mg) principalmente  D(D/N)X(T/S)
PTP 5 . Dependientes D-X<30-
convencional del HCXsR(S/T)
PTP-LMW intermediario
. . . CX5R-Xgs.
(de bajo peso ? + + enzimatico Cys-
105)-DP
molecular) P, sobre
residuos Tyr o
Cdc25 indistintamente
= = + D-X+45-CXsR
(“duales”) cualquiera

(“PPs duales”)

Tabla 02. Clasificacion de las fosfatasas segun el residuo aminoacidicos sobre el que

actuan y el mecanismo catalitico implicado. Se distinguen las PPP o “phosphoprotein

phosphatases”, las PPM o proteinas fosfatasas activadas por Mg”, dos tipos de PTP o

“protein tyrosin phosphatase” y las cdc25 o proteinas del ciclo celular que promueven

la mitosis por activacion del factor promotor MPF. Se aprecia también la distribucion

filogenética de las mismas segun estén presentes en: A o Archaea, B o Bacteria, y E o

Eukarya. La ultima columna refleja los motivos conservados dentro de los dominios

cataliticos, donde G significa glicina, D dcido aspartico, X representa cualquier

aminodcido, H histidina, V valina, R arginina, N asparragina, E dcido glutamico, S

serina, T treonina, C cisteina, y P prolina.
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6.4. FOSFATASAS Y OA

Numerosos estudios han demostrado el efecto inhibitorio que el OA ejerce
sobre las fosfatasas PP1 y PP2A y estudiado sus posibles implicaciones
(Munday, 2013). Entre los efectos generados por la inhibicion de PP1 y PP2A,
es destacable el bloqueo producido a su vez en la activacion de las senales
extracelulares reguladas por la quinasa 5 (ERKS), un miembro de la familia de
las MAP-quinasas activadas por factores de crecimiento y varios tipos de estrés
(Garecia et al., 2002). Algunos autores indican que PP1 y PP2A participan en el
inicio de la mitosis por lo que los efectos que denotan son mas drasticos (del
Campo et al., 2013). Otros sin embargo afirman que la causa de la diarrea en el
ser humano es la hiperfosforilacién de las proteinas que controlan la secrecion
de Na" de las células intestinales o un aumento de la fosforilacion de las
proteinas citoesqueléticas o de union, responsables de regular la permeabilidad
a los solutos; lo que ocasiona una pérdida pasiva de fluidos (Van Egmond et
al., 1993; Hallegraeff et al., 1995; Fiorentini ef al., 1996; Tripuraneni et al.,
1997).

7. RESPUESTA DEL MEJILLON AL OA

Los moluscos bivalvos, como el caso del mejillon, estan sometidos a cultivos
intensivos y se encuentran continuamente afectados por diversos factores
estresantes como la presencia de biotoxinas. Como ya se ha mencionado, en los
ultimos afios se ha detectado un incremento considerable en la incidencia de los
blooms microalgales de especies productoras de biotoxinas. Sin embargo,
nunca se ha informado de mortalidades masivas en el mejillon (M.

galloprovincialis) debidas a estos episodios toxicos.
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En el campo de la Citogenética se han realizado estudios con hemocitos de
almejas y mejillones para evaluar su viabilidad celular tras episodios de
incubacion con OA mediante citometria de flujo que registran un mayor indice
de muerte celular a concentraciones elevadas de toxico (Prado-Alvarez et al.,
2012; Prado-Alvarez et al., 2013). En otros estudios se llevo a cabo la
evaluacion del dafio genotoxico en diversas estirpes celulares de almejas y
mejillones mediante el ensayo del cometa, cuyos resultados revelan una mayor
tasa de roturas en el ADN de células branquiales tras incubaciones con bajas

concentraciones de OA (Florez-Barros et al., 2011; Pereira et al., 2011).

En el ambito de la Transcriptomica existen varios estudios que apuntan a la
presencia de mecanismos de defensa en el mejillon ante estas toxinas. En lo
que atafie al sistema inmune se han identificado varios genes cuya expresion se
eleva tras un episodio toxico, como son los péptidos antimicrobianos (AMPs)
(mitilinas, miticinas, mitimicinas y defensinas) (Hubbert, 1996; Mitta et al.,
1999; Mitta et al., 2000; Gerdol et al., 2012), la lisozima (Bachali et al.,
2002), las proteinas de choque térmico (HSPs) (Kourtidis ez al., 2005; Cellura
et al., 2006) o las lectinas (Venier et al., 2003A).

Otro punto interesante en la caracterizacion de la respuesta del mejillon al OA
se centra en la detoxificacion y/o retencion del toxico. Las toxinas DSP, una
vez ingeridas por los mejillones, se acumulan casi exclusivamente en el
hepatopancreas. En el caso concreto del OA, es sabido que su transporte no
requiere ATP y tiende a saturarse a altas concentraciones, lo cual sugiere que la
difusion simple no es el mecanismo responsable de su absorcion. La difusion
facilitada u otras vias de entrada alternativas basadas en mecanismos de
difusion de dimeros de OA con potasio o de agregados de la toxina disueltos en
tampones biologicos podrian ser los mecanismos responsables del transporte a

través de las células (Blanco et al., 2007).
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El OA puede ser transformado o bien durante el proceso de digestion
extracelular o, una vez absorbido por las células, por digestion intracelular y
metabolizacion. Hasta la fecha no se conoce cudl es el mecanismo de
depuracion de estas toxinas aunque son varios los procesos y vias que con
bastante probabilidad pueden estar implicados (Svenson, 2003; Svenson et al.,
2004). Entre ellos destaca como principal via de depuracion la excrecion desde
las células del hepatopancreas a las heces, que puede ocurrir bien directamente
o bien a través de esférulas de excrecion denominandose transporte vesicular.
Para esta segunda opcién, el OA se une a un receptor celular, cuya naturaleza
quimica mas probable es la de una lipoproteina de alta densidad, formando un

complejo con un tamafio estimado entre 30 y 300 kDa (Rossignoli ef al., 2010).

Es llamativo el hecho de que al analizar el contenido en toxinas de las heces se
detecta que la mayor parte estan constituidas por formas conjugadas del OA y
so6lo un pequefio porcentaje lo estan por OA libre. Por ello se confirma que
existen otras vias de depuracion que act@ian conjuntamente a la anterior, como
la degradacion de las toxinas o transformacion en compuestos no toxicos, o
como la excrecion a través del rifion al flujo exhalante. Al respecto, se ha
detectado también que la principal forma estructural de depuracion de las
toxinas DSP es como acil-éster (esterificacion del OA), aunque es probable que
existan otras formas conjugadas mas apolares que todavia no han sido
identificadas (Reossignoli et al., 2011). Ademas se ha confirmado mediante
experimentos con mejillones tratados con antibidticos que estas reacciones de
esterificacion no son llevadas a cabo por bacterias u otros microorganismos
externos (Vale, 2010). Esto revela la existencia de esterasas especificas del OA
que act@ian en el hepatopancreas de los mejillones una vez ingerida la toxina
generando derivados de ésta menos toxicos y mas facilmente excretables. Con
ello se pone de manifiesto otro posible mecanismo para incidir en la

aceleracion del proceso de depuracion del mejillon, ya que se ha visto
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significativamente relacionada la tasa de esterificacion del OA y DTXs con la
tasa de excrecion de sus derivados acilados, de forma que, promoviendo los
mecanismos de esterificacion se promueve la excrecion de los derivados

toxicos (Moroiio at al., 2003; Garcia et al., 2010; Rossignoli at al., 2011).

8. BIOMONITORIZACION DE BIOTOXINAS MARINAS

En los ultimos afios se han desarrollado diferentes estrategias para tratar de
mitigar las incidencias de los episodios toxicos centrandose en los tres agentes
fundamentales involucrados en el proceso: el fitoplancton, los moluscos
bivalvos y el hombre. Fundamentalmente son tres las vias sobre las que se
puede actuar: reduccion de la disponibilidad de toxina interviniendo
directamente sobre los productores de ésta, seleccion genética de los
organismos cultivados para intentar minimizar de raiz sus efectos y eliminacion

de toxinas de los organismos una vez contaminados (Kim, 2006).

En lo referente al estudio de la biomasa algal productora de toxinas, una
herramienta para su control se basa en la cuantificacion de sus poblaciones
(Sun et al., 2004). Pero resulta dificil establecer una correlacion cuantitativa
entre la cantidad de plancton toxico y los niveles de toxinas en los bivalvos
debido a que la cantidad de toxina por célula es muy variable. Ademas, las
floraciones masivas de algas son impredecibles y la informacion sobre su inicio
es escasa. Por otro lado, eliminar las células algales podria desencadenar la
liberacion de mas toxinas de su interior, y también podria afectar a las células
algales beneficiosas de las que se alimentan directamente los organismos

marinos (Scholin ez al., 1998).

En cuanto a la seleccion genética de organismos, permite partir de individuos

reproductores con menor capacidad de captacion y/o retencion de las toxinas
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que la media de la poblacion actual. Por ejemplo sobreexpresando los genes
implicados en mecanismos de esterificacion de toxinas. Sin embargo esto
requeriria un conocimiento mas preciso sobre p. ¢j. el desarrollo de los
mecanismos de esterificacion del mejillon que permitiria seleccionar una serie
de individuos mejor adaptados hacia la eliminacion del OA. Un buen ejemplo
de resistencia a toxinas se encontrd a través de la identificacion de una
mutacion en los canales de Na' de la almeja Mya arenaria que incrementa su

supervivencia tras la exposicion a toxinas PSP (Bricelj et al., 2005).

Otra forma de tratar de mitigar las consecuencias de los episodios toxicos pasa
por actuar sobre los propios moluscos bivalvos una vez que ya han adquirido la
toxicidad, identificando las toxinas presentes y disefiando tratamientos que
permitan su eliminacion, bien sea in vivo o mediante procesado industrial. Esta
es la estrategia con mayor calado y representacion desde los ultimos afios
(Prassopoulou e al., 2009) aunque continia generando enormes pérdidas
econémicas. Hasta la fecha, los métodos probados para reducir el contenido de
toxinas DSP de bivalvos, como por ejemplo transferir los individuos a aguas
sin organismos toxicos para autodepurarse, desplazar verticalmente los
mejillones en la columna de agua para reducir al minimo la acumulacion de
toxinas, tratar el agua con ozono, estrés de sal o temperatura, tratamientos de
choque eléctrico, disminucion del pH o cloracion y cocciéon, no parecen
seguros. Algunos son demasiado lentos y otros no son viables econémicamente
o resultan en productos de aspecto o sabor inaceptables (Hallegraeff et al.,

1993; Anderson, 2009).

Segun esta via y desde el punto de vista de la salud publica, el control de
toxinas marinas en alimentos es necesario para su comercializacion evitando de
esta forma provocar intoxicaciones alimentarias. El disefio de los programas de
monitorizacion contempla el hecho de que los eventos toxicos pueden tener

lugar en cualquier periodo del afio y los niveles de toxicidad pueden afectar
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solo a pequefias areas. En Galicia esta funcion es llevada a cabo por el
INTECMAR (Instituto Tecnoloxico para o Control do Medio Mariio de
Galicia). En este centro se hacen mediciones periodicas de la concentracion de
microalgas en el medio, determinando las distintas especies que se pueden
localizar. Ademas, se recogen muestras de los diferentes moluscos que se
explotan para medir la concentracion de sustancias toxicas que pudieran haber
asimilado. La recoleccion y comercializacion de moluscos estara permitida
siempre y cuando los resultados de tal muestreo determinen niveles de toxinas
por debajo de los limites legales permitidos. Actualmente estan legisladas las
toxinas paraliticas (STXs), amnésicas (DA), lipofilicas (OA y derivados,
YTXsy PTXs) y AZA.

El método que se ha utilizado durante mucho tiempo para el control de toxinas

lipofilicas en moluscos es el bioensayo en ratdén. Para este analisis se utilizan 3

ratones de unos 20 gramos por muestra, a los cuales se les inyecta en la region
intra-peritoneal un extracto de toxinas del tejido del molusco. La muerte de 2
de los 3 ratones en 24 horas indica la presencia de toxinas por encima de los
niveles permitidos. En este caso, el limite de deteccion son 160 pg/kg de
vianda para OA, DTXs, AZA, YTXs y PTXs juntas (Comisién Europea,
2004). Sin embargo, contrastando con la sencilla operatibilidad y menor coste
que exhibe este método, problemas éticos y dudas generadas sobre los
resultados obtenidos han originado gran preocupacion en el sector en los
ultimos afios. Entre las dificultades practicas que presenta este método destacan
las siguientes: la relacion entre el tiempo hasta la muerte y la concentracion de
toxinas no es lineal (subjetividad), la determinacion exacta del tiempo hasta la
muerte es muy trabajosa y puede ocasionar un gran numero de falsos positivos
(Suzuki et al., 1996), conlleva el mantenimiento y sacrificio de un gran
numero de animales, y ademas, se detectan todos los componentes de las DSP

ademas de otras toxinas (falta de especificidad) (Vieites et al., 1996).
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Por ello son varios los autores (Quilliam ,1995; Suzuki et al., 2011) que han

abogado por el empleo de la cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de masas (LC-MS/MS) como método de deteccion universal para todas las
toxinas marinas. Esta técnica ofrece un bajo limite de deteccion de 40 ug/kg de
vianda, una alta sensibilidad y la capacidad de enfrentar la diversidad

estructural y la naturaleza 1abil de las toxinas.

Asi, dada la reciente presion social para evitar el uso de animales de
experimentacion junto con la falta de fiabilidad de los resultados producidos
por el método biologico de bioensayo en raton, se ha redactado un nuevo
reglamento que prohibe este método a partir del 31 de Diciembre del 2014
(Comision Europea, 2011), quedando sustituido por el LC-MS/MS como
método de referencia principal. Ademas, el reglamento que modifica
(Comision Europea, 2005) ya contempla el uso de otros métodos analiticos
siempre y cuando cumplan el criterio de funcionamiento establecido por el
laboratorio de referencia y proporcionen un nivel equivalente de proteccion de

la salud.

Un ejemplo de estos métodos alternativos es el ensayo de inhibicién de la

fosfatasa, que permite la determinacion cuantitativa de OA y otras toxinas del
grupo, incluyendo DTX1, DTX2 and DTX3, mediante un método colorimétrico
o fluorimétrico basado en la inhibicion de una enzima (Tubaro et al., 1996;
Smienk et al., 2012) y aplicable a especies de moluscos bivalvos tales como
los mejillones, almejas, ostras, vieiras, berberechos, etc. En concreto se basa en
la capacidad inhibitoria documentada que presenta el OA y DTXs frente a las
fosfatasas PP1 y PP2A, que se usa para determinar el contenido de toxinas del
grupo del OA mediante un ensayo realizado en una microplaca y usando un
substrato colorimétrico o fluorimétrico. Asi, en condiciones normales, la
fosfatasa es capaz de hidrolizar de forma especifica un sustrato obteniéndose un

producto que puede ser detectado por espectroscopia UV-VIS. En presencia de
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toxinas del grupo del OA se producira una inhibicion de la actividad enzimatica
proporcional a la cantidad de toxina presente en la muestra. Mediante la
utilizacion de una curva de calibrado se pueden obtener los valores de
concentraciéon de toxina presentes en la muestra analizada. Este método
presenta un limite de deteccion de aproximadamente 30 pg OA/kg

hepatopancreas y un limite de cuantificacion de 85 ug OA/kg hepatopancreas.

Sin embargo, entre otros muchos métodos alternativos a los bioensayos en
animales (ensayos sobre induccion de apoptosis con células vivas, o sobre
cambios en potenciales de membrana y flujo de iones con anticuerpos)
(Vilariiio et al., 2010), uno de los métodos mas punteros y eficaces aunque aun
en desarrollo, se basa en la construccion de microarrays que revelen la
expresion de determinado patron génico diferencialmente expresado en
mejillones contaminados respecto a mejillones control (McNamee et al.,
2014). Pero esto requiere la identificacion previa de una serie de genes
presentes en el genoma del mejilldbn que actien como bioindicadores de
contaminacioén, lo que requiere conocimientos mas detallados sobre el
transcriptoma del mejillon. Por ejemplo en el caso de la ostra cuyo genoma ya
se encuentra disponible en las bases de datos, se han construido microarrays
utiles ante una gran variedad de perturbaciones ambientales (Jenny et al.,

2007).

9. BIOMARCADORES GENETICOS DE DETECCION

Como se ha visto hasta el momento, es imprescindible el uso de métodos de
control para verificar la presencia de toxinas en los bivalvos previamente a su
comercializacion. Sin embargo, esto contintia generando enormes pérdidas

econdmicas una vez que los moluscos estan contaminados.
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Un método factible y en auge desde hace pocos afios, enmarcado dentro de los
métodos moleculares de deteccion de toxinas, es el uso de biomarcadores
genéticos de contaminacion. Un biomarcador se puede definir como la medida
a nivel molecular, celular, o del organismo completo, de la exposicion a toxicos
(biomarcador de exposicion), o de la respuesta de este organismo a los
contaminantes (biomarcador de efecto). Su estudio permite identificar las
interacciones que han ocurrido entre los contaminantes y los organismos,
permitiendo ademas la evaluacion de los efectos subletales, lo cual proporciona
una sefial de advertencia para iniciar acciones preventivas o paliativas
(biorremediacion) (Cajaraville et al., 2000; Sarkar et al., 2006; Marigomez
et al., 2013). Ademas, estos efectos subletales son detectados primero a nivel
molecular o bioquimico, por lo que el uso de biomarcadores permite evaluar las
sefales de alerta producidas antes de que ocurran graves efectos en el medio.
Actualmente existen chips en el mercado que permiten evaluar la exposicion a
un toxico, como el “Expert System” (Dondero et al., 2006) que permite
detectar la respuesta de mejillones a la contaminacion por cobre a través de un
set de siete biomarcadores, correspondientes con genes relativos a la
estabiliadad de la membrana lisosomal, a la acumulacion de lipidos en los
lisosomas, al ratio Viisesoma/ Veitoplasma O @ la actividad catalasa. También se han
identificado biomarcadores en mejillon mediante estudios con genes relativos a
la actividad glutation-S-transferasa para evaluar la respuesta en presencia de

cadmio y/o benzo-[a]pireno (Hoarau et al., 2006).

Es importante sefalar que, a pesar del creciente interés en el empleo de
moluscos bivalvos como centinelas de contaminacion ambiental marina, debido
al escaso conocimiento de su genoma, la aplicacion de bioindicadores
genéticos de contaminacion en estas especies estda muy limitada. Es por ello
cada vez mas necesario el estudio del perfil toxicologico de estos organismos

para la identificacion de genes que sirvan como biomarcadores y posibiliten la
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deteccion temprana de episodios toxicos en el medio marino. De hecho, el uso
de herramientas moleculares para la biomonitorizacion supondrian un avance
en cuanto a que ofrecen una mayor sensibilidad y fiabilidad, una deteccion

temprana y, en la mayoria de los casos, un abaratamiento de los costes.

10. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LOS EFECTOS DEL
OA EN LOS MOLUSCOS BIVALVOS

Como ya se ha indicado, las toxinas DSP, producidas por una gran variedad de
especies de dinoflagelados, son las biotoxinas marinas mas abundantes en
Europa, y concretamente en la costa gallega. La caracterizacion del efecto que
ejerce el OA sobre los moluscos bivalvos, y concretamente los mejillones, es

esencial debido a las siguientes razones:

1. Galicia es una regiéon con una importante industria mejillonera desde
donde se distribuyen estos productos a numerosos consumidores, y uno
de los principales problemas que paraliza esta distribucion causando
notables pérdidas econdmicas en el sector es la intoxicacidbn por
toxinas como el OA presentes en los blooms microalgales;

2. Los mejillones son organismos filtradores por lo que bioacumulan el
OA y otras toxinas, pero a pesar de constituir el vector a través del cual
la toxina llega al consumo humano generando multiples sindromes, la
presencia de OA no afecta a la viabilidad del mejillon;

3. La legislacion actual contintia permitiendo un contenido minimo de
toxinas en vianda, lo cual implica que moluscos con cantidades
inferiores al término legal sean introducidos en el mercado y lleguen al
consumidor generando posibles efectos subletales atin poco conocidos;

4. Dados los escasos estudios del transcriptoma de mejillon en general y

en lo que respecta a su respuesta al OA, el desarrollo de librerias de
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cDNA constituye una buena herramienta para la identificacion de
nuevas secuencias génicas, en este caso, correspondientes a genes
implicados en esta respuesta y candidatos a biomarcadores de
exposicion al OA;

5. Los estudios realizados sobre el mecanismo de accion del OA y sus
efectos revelan su papel de inhibicion sobre las PPs y, comprobada la
relevante funcidon de estas proteinas en la viabilidad celular, el
conocimiento de estas secuencias aportaria mas datos sobre los efectos
a nivel molecular que provocan diversas concentraciones y tiempos de

exposicion a OA.

El presente trabajo se focalizo en la evaluacion de la expresion diferencial de
los genes de dos tejidos de M. galloprovincialis, branquia y hepatopancreas, en
individuos control respecto a individuos contaminados con OA. Esto permitio
perfilar el tipo de respuesta que se genera en los mejillones tras un episodio
toxico con OA, pues cabe recordar que los mejillones parecen ser insensibles a
los efectos citotoxicos de la toxina lo que les permite acumular altos niveles de

esta toxina durante largos periodos de exposicion.

Ademas, profundizando en uno de los aspectos de esta respuesta al toxico, se
centrd el estudio en uno de los principales efectos del OA: la inhibicion de las
fosfatasas PP1 y PP2A, fendémeno que, dada la viabilidad mantenida de los
mejillones en respuesta a este toxico, debe ante todo ser evitada mediante algiin
tipo de mecanismo auxiliar o combinacion de varios mecanismos en estos

organismos.

Pégina | 43



Introduccion

Pégina | 44



OBJETIVOS



Pégina | 46



Objetivos

Los mejillones son los organismos marinos mas estudiados por su interés
ecoldgico, econdmico y por su papel como bioindicador de contaminacion. Sin
embargo, todavia son escasos los estudios realizados sobre su respuesta
transcriptomica a la presencia de toxinas DSP como el acido okadaico (OA) en
el medio. También, dado el contraste existente entre la documentada inhibicion
que el OA ejerce sobre las fosfatasas (PPs) y la aparente invulnerabilidad de los
bivalvos a la presencia de este toxico, es de especial interés la caracterizacion
por primera vez de determinadas PPs en mejillon. Para abordar el estudio de
esta respuesta generada a varios niveles por el mejillon ante la presencia de
OA, se estructurd este trabajo en base a la obtencion de los siguientes

objetivos:

1) Elaboracion de librerias de sustraccion (SSH) de branquia y de
hepatopancreas de M. galloprovincialis sometidos a la accidon del dinoflagelado
P. lima productor de OA y posterior analisis informatico de los genes
sobrerrepresentados segun la terminologia del Gene Ontology para perfilar el

tipo de respuesta que se genera en los mejillones tras un episodio téxico;

2) Estudio de la expresion, mediante PCR-RT, de los principales genes
obtenidos en las genotecas segun criterios de abundancia relativa y
representacion de los principales procesos biologicos para evaluar a tiempo real

su respuesta al OA;

3) Caracterizacion de las secuencias nucleotidicas completas de los cDNA
extendidos mediante la técnica de 3°-5° RACE-PCR a partir de los ESTs
observados en las genotecas que codifican para alguna subunidad de las

proteinas fosfatasas PP1 y PP2A;

4) Simulacién in silico del complejo multimérico PP2A a partir de las

secuencias obtenidas de sus subunidades en Mytilus galloprovincialis, para
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localizar la posicion de los posibles motivos significativamente diferentes y

verificar su posible implicacion en la union con el toxico OA;

5) Analisis evolutivo de las secuencias de las subunidades cataliticas de PP1 y

PP2A, para evaluar la presencia de presion evolutiva.
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@® MATERIALES UTILIZADOS:

Objetivos

Los principales materiales empleados en esta investigacion han sido los

siguientes:

NN N N O N NN

AN N N RN NN

Material electronico

2100 Bioanalyzer

Agitador

Autoclave

Balanza de precision

Campana de flujo laminar
Centrifuga refrigerada
Congeladores -20°C y -80°C
Espectrofotometro Nanodrop
Estufa

Fuente de alimentacion para
electroforesis
LightCycler 480
Multiwell Plate 96

System

AN N N N NN

Reactivos

Acido acético glaciar 100%
Acetato amoénico 3M

Agar bacteriologico
Agarosa D1 LE

Agua mQ

Ampicilina

Azul de bromofenol

Xilenocianol

AR N N N N N N

Medidor de pH
Microcentrifuga spin
Microondas

Nevera

Micropipeta electronica
Secuenciador automatico ABI
3730

Secuenciador masivo Roche
454 GS FLX+ (Life Seq.)
Termocicladores con gradiente
de temperatura
Transiluminador

Vortex

Bactotriptona

Bromuro de etidio (10 mg/mL)
Cebadores de disefio propio
Cloroformo

Cloruro sodico

dNTPs (2.5 mM each)

EDTA 0.5 M

Etanol al 75% y al 100%
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Extracto de levadura
Glicerol Reagent Plus
Glucbdgeno

IPTG

Isopropanol

AN NEEANEAN

Materiales y Métodos

Magnesio (MgCl,)
Nitrogeno liquido
Tris Base 0.1 M
X-Gal

Kits comerciales

Células competentes YE107 E.
coli (YEASTERN BIOTECH)
Columnas Amicon Microcon-
PCR Centrifugal Filter
Devices (MILLIPORE)
Columnas Chroma Spin
(CLONTECH)

DNasa I RNasa-free 1 U/uL
(FERMENTAS)

ER Rsa/ (INVITROGEN)

Kit 3’ -5 RACE
(CLONTECH)

Kit BigDye Terminator v3.1
(APPLIED BIOSYSTEMS)
Kit SMARTer PCR cDNA
Synthesis (CLONTECH)

Software

BEAST 1.7
(http://beast.bio.ed.ac.uk/)
BioEdit (Ibis Biosciences)
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Kit SSH-PCR select cDNA
Subtraction (CLONTECH)

Kit Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis (ROCHE)
Kit yT&A Cloning Vector
(YEASTERN BIOTECH)
Marcadores moleculares
(ROCHE)

SYBR green 1 dye supermix
(ROCHE)

Taq DNA polymerase para
PCR-colonias 5U/uL ROCHE)
TaKaRa Taq DNA polymerase
5 U/uL (CLONTECH)

TRI® Reagent
(INVITROGEN)

Blast2GO (BioBam
Bioinformatics)

ClustalW (EMBL-EBI)



Materiales y Métodos

v’ DNA baser sequence v' MEGA 6

assembler v3.1 (Heracle (http://www.megasoftware.net/)
BioSoft) v PHYRE? (Structural
v' EGassembler Bioinformatics Group)

(http://www.genome.jp/tools/ Primer3 (Biotools)

gBase+ (Biogazelle)

REST 2009 (QIAGEN)
Universal  Probe  Library
(Roche Applied Science)

egassembler/)
v" Geneious R6 (Biomatters Ltd.)

v' HyPhy Package

RN NN

@ PREPARACION PREVIA DE MEDIOS:

Todas las preparaciones que se presentan a continuacion fueron realizadas en

campana de flujo laminar para evitar contaminaciones.

Cebadores o primers utilizados

Los cebadores liofilizados se diluyeron en agua mQ para obtener soluciones
stock de 100 uM. Para evitar posibles degradaciones tras ciclos de congelacion-
descongelacion, a partir de esta solucion stock se hicieron alicuotas de trabajo a

10 pM.

Tampon TAE 50x
En un matraz aforado de 1 L se afiadieron: 242 g de Tris base, 51.7 g de acido
acético glacial, y 100 mL de EDTA 0.5 M a pH 8. Se enras6é con agua mQ, se

transfirio a botellas de vidrio y se guardaron a temperatura ambiente.

Geles de agarosa
Los geles de agarosa se prepararon a concentraciones diferentes dependiendo

de la finalidad (visualizacion de fragmentos pequefios de ADN o purificacion
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de banda). El peso necesario para alcanzar la concentracion adecuada de

agarosa (D1 LE al 2%) se disolvié en TAE diluido 1x.

Una vez disuelta la soluciéon de agarosa se vertid en el soporte hasta que
solidifico y se transfirio el gel a la cubeta de electroforesis, completamente
llena con TAE 1x, donde cada pocillo fue cargado con una muestra (6
uL/pocillo). Como control de tamafio molecular se utlizé al menos un marcador
de peso molecular. Los geles de agarosa se dejaron migrar a un voltaje de 80-

100 mV.

Solucion de bromuro de etidio (BrEt)
La visualizacion de los geles de agarosa se llevo a cabo mediante inmersion
durante 20 min en una solucioén de BrEt (2.5 uM). Para prepararla se afiadieron

40 pL de BrEt a 10 mg/mL en un recipiente adecuado para el tamafio del gel

con 400 mL de TAE diluido 1x.

Tampon de carga

Por cada 10 mL de agua mQ se afiadieron 3 mL de glicerol al 40%, 25 uL de
azul de bromofenol (colorante de migracion rapida, similar a un fragmento de
300 pb) y 25 pL de azul de xilencianol (colorante de migracion lenta, similar a
un fragmento de 5 Kb). Para cargar en el gel, se afiadio 1 ul. de tampon de

carga por cada 5 pL. de muestra de ADN.

Medio solido Luria-Bertani (LB)

En 200 mL de agua mQ se afadio 1 g de extracto de levadura, 2 g de
bactotriptona, 3 g de agar bacteriologico y 2 g de NaCl. Se ajusté a pH 7 y se
esterilizd en autoclave a 120°C durante 20 min. Antes de que el medio
solidifique (aproximadamente cuando alcanza 50°C) se afiadieron a la solucioén

200 pL de ampicilina (antibidtico selectivo) concentrada a 100 mg/mL. Se
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mezcld bien, y se vertio en placas de Petri. Cuando solidifico se guardaron las

placas boca abajo en bolsas y se almacenaron a 4°C.

Solucion IPTG 0.1 M
Se afiadieron 48 mg de IPTG (238.31 g/mol) a 2 mL de agua mQ. Se

homogenizo bien con el vortex y se almacend a -20°C.

Solucion X-Gal 0.1 M
Se disolvieron 20 mg de X-Gal (408.63 g/mol) en 400 pL de N,N-
dimetilformamida. Se mezcloé adecuadamente, se cubri6é el tubo con papel de

aluminio para evitar que la luz lo degrade y se congeld a -20°C.

® METODOLOGIA:

1. MUESTREO Y EXPOSICION EXPERIMENTAL A Prorocentrum

lima

Los ejemplares de Mytilus galloprovincialis adultos fueron seleccionados en
base a su tamafio, de entre 8 y 10 cm. La zona de muestreo elegida para todo el
trabajo se corresponde con la playa de Balcovo (Galicia, W 8° 21° 56” N 43°
19’ 50”). Los mejillones fueron trasladados al laboratorio en bolsas con agua
de mar. Una vez en el laboratorio se depositaron en tanques de 20 L con
aireacion, en agua marina filtrada y en circuito semiabierto. Para minimizar el
periodo de aclimatacion se controlaron las condiciones naturales de fotoperiodo
y se mantuvo la temperatura constante a 18°C y la oxigenacion al 80%. Tras el
periodo inicial de aclimatacion (3-4 dias), los ejemplares se separaron en tres
grupos: un grupo control y dos grupos tratados. El grupo control se alimento

tres veces al dia con las algas Isochrysis galbana y Tetraselmis suecica, del
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mismo modo que se hizo durante la fase de aclimatacion. En los grupos
tratados la alimentacion fue efectuada exclusivamente con el alga productora
de OA Prorocentrum lima. Al igual que con el grupo control, la alimentacion
se llevo a cabo tres veces al dia. Las concentraciones utilizadas en los grupos

tratados fueron 200 células/L y 20000 células/L.

2. ANALISIS DEL CONTENIDO DE OA POR LC-MS/MS

Los analisis de contenido de OA se llevaron a cabo en cada tejido por separado
(branquia y hepatopancreas) mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectroscopia de masas de alta resolucion (HPLC/MS), siguiendo el protocolo
establecido por la Unién Europea en el "European Union (UE) harmonized
Standard Operating Procedure for determination of OA-group toxins by LC—
MS/MS", descrito por el Laboratorio de Referencia de la Unidén Europea de
Biotoxinas Marinas en Agosto de 2009 (http://acsan.msssi.gob.es/CRLMB/
docs/docs/procedimientos/EU-Harmonised-SOP-LCMS-OA-Versionl.pdf).

Este método se basa en la extraccidon con metanol del OA libre presente en una
muestra de tejido liofilizado y homogeneizado. Los extractos se filtraron y se
analizaron directamente mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion
con deteccion de espectrometria de masas tandem (LC-MS/MS) operando en
modo MRM (Multiple Reaction Monitoring). Todos los analisis fueron
realizados en los Servicios de Apoyo a la Investigacion, Unidad

Cromatografica, de la Universidade da Coruiia.

3. EXTRACCION DE ARN

Se llevo a cabo la diseccion en frio de branquias y hepatopancreas para realizar

la extraccion del ARN total en los dos tejidos. Para ello, branquias y
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hepatopancreas de seis especimenes se pulverizaron en un mortero con la ayuda
de nitrogeno liquido. Aproximadamente 50 mg de este pulverizado fueron
utilizados para la extraccion de ARN mediante el kit TRI® Reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El protocolo de extraccion se detalla a
continuacion: se afiadieron, en tubos Falcon, 8 mL de Trizol por cada 50 mg de
pulverizado. Esta mezcla se repartid en tubos Eppendorf (1 mL por tubo),
anadiéndose a cada uno 1 uL de Glycogen (Sigma, Aldrich) para ayudar a la
precipitacion del ARN. Todas las centrifugaciones se realizaron a 4°C para
preservar la integridad del ARN. Asi, los tubos Eppendorf se centrifugaron a
12000g durante 10 minutos y se pasé el sobrenadante a tubos limpios donde se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. A continuacion, se
afiadieron 0.2 pL de cloroformo a cada tubo y se agitaron durante 15 segundos
seguido de una incubacidon a temperatura ambiente durante 2-3 minutos.
Posteriormente se centrifugaron a 12000g durante 15 minutos. Tras la
centrifugacion se observaron tres fases: una fase roja de fenol-cloroformo, una
interfase, y una fase acuosa transparente en la parte superior, la cual contiene el

ARN vy fue la que se transfirio a tubos limpios.

La precipitacion del ARN se llevo a cabo por inversion del tubo tras afiadir 0.5
mL de isopropanol a 4°C. Tras dos periodos de incubacion, uno a temperatura
ambiente de 10 minutos, y otro de 30 minutos en hielo, las muestras se
centrifugaron a 12000g durante 10 minutos, para posteriormente descartar el
sobrenadante. El pellet se lavd afiadiendo 1 mL de etanol al 75%. Finalmente,
los tubos se centrifugaron a 13000g durante 7 minutos y el ARN fue
resuspendido a temperatura ambiente (2-3 min) en 100 uL de H,O mQ libre de
RNAsas.

Los tubos con el ARN resuspendido se pasaron a hielo y se procedido a
comprobar la calidad y a medir la concentracion del ARN extraido. Para ello se

empleé el espectrometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Scientific), verificando
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que el ratio Ayep/Asgo era mayor de 1.75 (indicador de que el ARN esta integro).
En los casos que se requeria una mayor concentracion de ARN, éste se
precipitd a -20°C durante toda la noche afadiendo 0.1 volimenes de acetato
amonico 3 M y 2.5 de alcohol absoluto (Somerville et al, 1989).
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 12000g durante 15 min y se
lavé dos veces el pellet con etanol al 75%. Se repitio el paso de centrifugacion
el pellet fue resuspendido en 100 puL. de agua mQ. Ademas, se cuantifico el
ARN en cada muestra mediante el espectrometro NanoDrop™ 1000 (Thermo
Scientific), y se comprob6 la calidad del ARN en términos de posibles
degradaciones mediante electroforesis capilar con el 2100 Bioanayzer (Agilent

Technologies) para verificar su integridad.

4. GENOTECAS DE SUSTRACCION (SSH)

Esta técnica molecular, descrita por Diatchenko e al. (1999), combina
normalizacion y sustraccién en un uUnico procedimiento ya que primero se
iguala la abundancia de cDNA en la poblacion de interés y después se excluyen
las secuencias comunes entre la poblacion de interés y la control. Con ello es
posible la comparacion entre dos poblaciones de cDNA sometidas a
tratamientos distintos con OA y la obtencion de aquellos transcritos expresados

diferencialmente en respuesta a la presencia del toxico.

Para la construccion de las genotecas de sustraccion se requieren dos
metodologias moleculares consecutivas. (Hillmann et al., 2009). El primer
paso consiste en la sintesis de cDNA de doble cadena (dscDNA) y en la unién
de los adaptadores necesarios partiendo de una concentracion inicial de 2 ng —
1 pg de ARN total, mientras que en el segundo paso se lleva a cabo la

hibridacion de los fragmentos apropiados permitiendo la amplificacion
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exponencial mediante PCR tnicamente de las secuencias expresadas

diferencialmente.

Para la sintesis de dscDNA se utilizé el kit SMARTer™ PCR cDNA (Clontech,
Madrid). Para la sintesis de ¢cDNA de cadena sencilla es necesaria una
retrotranscripcion previa mediante cebadores oligo-dT con la diana para la
enzima de restriccion Rsal (3> CDS primer IIA). Estos cebadores se unen a la
cola poliA de los ARNm permitiendo la retrotranscripcion de la hebra
completa. En el extremo 5° de los ARNm se une directamente el
oligonucledtido proporcionado en el kit (SMARTer oligo IIA) que contiene
también la diana para la enzima de restriccion Rsal, por lo que todos los
transcritos resultado de la retrotranscripcion llevan ambos extremos iguales con
las dianas para Rsal incluidas. A continuacion se procedié a la polimerizacion
mediante una PCR convencional con un cebador que se une a este
oligonucledtido afiadido en el extremo 5° del ARNm y retrotranscrito en el
extremo 3’ del sscDNA (5’PCR IIA) para obtener finalmente dscDNA /[ver
Figura 12].

Para evitar alcanzar el plateau y obtener una representacion adecuada de todos
los transcritos, se realizo una fase de optimizacion de los ciclos aplicados en la
PCR anterior con el control suplementado en el kit. Tras esto, las distintas
poblaciones de dscDNA con extremos iguales y conocidos y con la diana para
Rsal, se purificaron en columnas Chroma Spin (Clontech, Madrid). Finalmente
se llevd a cabo la digestion con la enzima de restriccion Rsal para obtener
fragmentos con extremos cohesivos adecuados para la posterior ligacion de los
adaptadores, y de nuevo se realizd6 una purificacion en columnas Amicon
Microcon-PCR Centrifugal Filter Devices kit (Millipore, Madrid) para eliminar

cualquier tipo de contaminante.
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Figura 12. Explicacion detallada del mecanismo de adicion de etiquetas para la
obtencion de dscDNA con los extremos 3’y 5° adecuados mediante el kit SMARTer
oligo lIA a partir de ARNm. Notese que en cada etiqueta aparecen en gris las dianas
para la ER Rsal. En verde se muestra la etiqueta que se une al extremo 5’ del ARN y
en naranja la etiqueta que hibrida con la cola poli-A del ARN a partir de la cual se
inicia la retrotranscripcion para obtener sscDNA. En degradado verde-naranja se
muestra el primer que hibrida con la etiqueta verde retrotranscrita a partir de la cual
se inicia la polimerizacion de una hebra de cDNA complementaria para obtener

finalmente el dscDNA.
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La ligacion de los adaptadores necesarios para las hibridaciones adecuadas que
pongan de manifiesto los fragmentos diferencialmente expresados, o también
llamado proceso de sustraccion, se llevo a cabo mediante el kit SSH-PCR-
select cDNA subtraction (Clontech, Madrid). Las poblaciones de cada dscDNA
digerido y purificado se dividieron en tres: una no se sometid a ninglin
tratamiento (driver), y las otras se ligaron con dos adaptadores (tester) durante
12 horas a 16°C, una con el adapter 1y otra con el adapter 2R. De esta forma
se obtuvieron 3 poblaciones de cada dscDNA procedente de individuos control

y tratados con 200 y 20000 células/L.

En la preparacion de genotecas de sustraccion, dependiendo de la procedencia
del ARN del tester, individuos control o tratados, se diferencian dos tipos de
genotecas: las genotecas forward que ponen de manifiesto los fragmentos que
aparecen nuevos o que son mas expresados en los grupos tratados respecto a
los controles (ARN fester de individuos tratados), y las genotecas reverse que
por el contrario revelan aquellos fragmentos que aparecen nuevos o que son
mas expresados en los grupos control respecto a los tratados (ARN fester de

individuos control).

Para las genotecas forward se realizaron dos hibridaciones consecutivas con
estas poblaciones de dscDNA ligadas a adaptadores para obtener finalmente los
fragmentos diferencialmente expresados en los grupos tratados. La primera
hibridacion se realizd entre el driver control y un tester del respectivo tratado
durante 8 horas a 68°C, previamente desnaturalizados a 98°C durante 1 minuto.
La segunda hibridacién consistié en la mezcla de las primeras hibridaciones
realizadas con cada tester tratado mas el driver control desnaturalizado y en
exceso. El objetivo final fue obtener los fragmentos diferencialmente
expresados del dscDNA del grupo tratado respecto al control con los dos

adaptadores ligados.
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Por otra parte, para las genotecas reverse se realizaron también dos
hibridaciones consecutivas con las poblaciones de dscDNA ligadas a
adaptadores para obtener finalmente los fragmentos diferencialmente
expresados en los grupos control. La primera hibridacion se realizé entre el
driver tratado y un fester del respectivo grupo control durante 8 horas a 68°C,
previamente desnaturalizados a 98°C durante 1 minuto. La segunda hibridacion
consistid en la mezcla de las primeras hibridaciones realizadas con cada fester
control mas el driver del grupo tratado desnaturalizado y en exceso. El objetivo
final fue obtener los fragmentos diferencialmente expresados del dscDNA del
grupo control respecto al tratado con los dos adaptadores ligados [ver Figura
13].
Driver en exceso

Adaptor_1 —_— Adaptor_2R

(tester) (tester)
o
— 1

PRIMERA HIBRIDACION

—0— _—
\ SEGUNDA HIBRIDACION /
- _—

-
-

=

Figura 13. Esquema de las hibridaciones llevadas a cabo con cada una de las
poblaciones de dscDNA. En azul se representa el adaptor 1 y en amarillo el
adaptor 2R. En rojo se sefiala el hibrido con ambos adaptadores ligados que serad el

unico que contenga la secuencia de cada gen diferencialmente expresado.
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Dado el orden de estas hibridaciones se obtuvieron ocho genotecas totales,
cuatro de cada tejido estudiado (branquia y hepatopancras), y dentro de las
cuales se obtuvieron dos forward y dos reverse. Las forward son las genotecas
denominadas MBT200/MBC (branquia tratada con 200 células/L),
MBT20000/MBC (branquia tratada con 20000 células/L), MGT00/MGC
(hepatopancreas tratado con 200 células/L) y MGT20000/MGC
(hepatopancreas tratado con 20000 células/L). Las reverse son las: genotecas
denominadas MBC/MBT200, MBC/MBT20000, MGC/MGT200 vy
MGC/MGT20000.

Finalmente, para enriquecer exclusivamente cada muestra tras la segunda
hibridacion con genes expresados diferencialmente y eliminar el background,
se realizaron dos PCRs convencionales consecutivas (nested PCR) con
cebadores complementarios a las secuencias de los dos adaptadores. La primera
PCR consistié en una desnaturalizacion inicial de 25s a 94°C, 27 ciclos de 10s a
94°C seguidos de 30s a 66°C, y una extension final de 1.5min a 72°C. La
segunda PCR consistio en 12 ciclos de 10s a 94°C, 30s a 68°C y 1.5min a 72°C.
De esta forma, sélo los hibridos con ambos adaptadores ligados a sus extremos
fueron amplificados exponencialmente, desestimando aquellos hibridos y

secuencias simples con un unico adaptador o sin adaptadores [ver Figura 14].
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Figura 14. Esquema de las amplificaciones exponenciales llevadas a cabo con primers
homologos a los adaptores 1 y 2R. Se muestra la secuencia de cada adaptador y los

primers incluidos en el kit SSH-PCR-select cDNA subtraction que hibridan sobre ellos.

5. LIGACION Y CLONACION

Las ocho genotecas de sustraccion obtenidas fueron clonadas por separado en
plasmidos yT&A utilizando el kit yT&A Cloning Vector (Yeastern Biotech,
Taiwan). La ligacion se llevdo a cabo durante 20 minutos a temperatura
ambiente, y los productos obtenidos fueron transformados en células
competentes TE107 de E. coli (Yeastern Biotech, Taiwan) tras un choque
térmico a 42°C durante 45 s para incrementar la permeabilidad de membrana de
las células y ayudar asi a que admitan los plasmidos ligados en su interior.
Posteriormente las bacterias modificadas fueron cultivadas en placas con medio
Luria-Bertani suplementadas con ampicilina, [PTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido) y X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactésido).
Esto permitid distinguir a aquellas bacterias que reciben el vector recombinante

ya que, dada la presencia del gen de la B-galactosidasa en el sitio de clonacion
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del vector, la insercién de una secuencia en esta region interrumpe e inactiva
este gen impidiendo la metabolizacion de X-Gal y formando colonias blancas

en lugar de azules.

Posteriormente el analisis de las colonias positivas (blancas) se llevd a cabo
mediante una PCR convencional utilizando cebadores que hibridan con las
regiones que flanquean el sitio de insercion del vector (M13 forward y M13
reverse) suplementados en el kit de clonacion. El programa que se utilizd
consta de una desnaturalizacion inicial de 10 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a
94°C mas 1 min a 55°C mas 1 min a 72°C, y una extension final de 10 min a
72°C. Finalmente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% para

confirmar la presencia de bandas y su tamatfio.

6. SECUENCIACION CAPILAR CON EL METODO SANGER

Tanto los fragmentos clonados procedentes de las ocho genotecas como los
fragmentos de PPs obtenidos por la técnica 3’-5° RACE que se explicara a
continuacion, fueron secuenciados por el método enzimatico de Sanger en el
servicio Secugen (Biological Research Center, Madrid) con un secuenciador
automatico 3730 de 96 capilares (Applied Biosystems) utilizando el kit BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Para ello los insertos fueron diluidos a
una concentracion de 20 ng/puL con una concentracion de cebador de 5 pM

(M13 forward o M13 reverse).

Cabe sefialar que en el caso de los fragmentos clonados procedentes de las
genotecas, solo los fragmentos mayores de 300 pb fueron secuenciados pues, al
margen de que 150 pb se corresponden con secuencia del vector, se pretendio
evitar posibles desviaciones debidas a la mayor tendencia de inserciéon de

fragmentos pequefios.
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7. ANALISIS DE SECUENCIAS OBTENIDAS POR SECUENCIACION

CAPILAR CON EL METODO SANGER

Todos los cromatogramas obtenidos, en formato ABI, fueron analizados con el
software DNA Baser Sequence Assembler v3.1 (2010, Heracle BioSoft), tanto
para eliminar la secuencia del vector (herramienta VecScreen) como para
examinar la calidad de las lecturas en cuanto a tamafio de las secuencias,
cantidad de bases no identificadas (N) y presencia de contaminantes. A
continuacion, los cromatogramas editados se transformaron en formato FASTA
generando un archivo por cada genoteca conteniendo todas sus secuencias.
Estos archivos se analizaron con el software EGassembler, que incorpora la
herramienta CAP3 (Masoudi-Nejad et al., 2006), necesaria para ensamblar los
contigs ¢ identificar los singletons encontrados por genoteca. Posteriormente
estas secuencias se cotejaron con todas las secuencias existentes en las bases de
datos (NCBI, EMBL) mediante el software Blast2GO (Conesa et al., 2005)
para asignarles una identidad y agruparlas en alguna categoria funcional.
Finalmente, se comprobo si alguna de las categorias GO (Gene Ontology),
Procesos Biologicos (BP), Funciones Moleculares (MF) o Componentes
Celulares (CC), estaban enriquecidas en alguna de las genotecas. Para ello se
llevé a cabo un Fisher’s Exact Test (Benjamini et al., 1995) implementado en

el software Blast2GO.

8. SECUENCIACION MASIVA NGS

Con el objetivo de obtener el maximo numero posible de secuencias génicas
pertenecientes a una genoteca (“saturacion” de genotecas), dos de las genotecas
de sustraccion obtenidas a partir de cDNA de hepatopancreas, la genoteca
forward MGT200/MGC y la reverse MGC/MGT200, fueron secuenciadas por
medio de un secuenciador masivo Roche 454 GS FLX+ (Roche). La calidad

del ¢cDNA necesaria para la preparacion de las librerias de secuenciacion
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requiri6 una purificacion previa mediante el uso de columnas Genelet
(Fermentas, Madrid) para conseguir una concentracion de = 5 pg del cDNA de
cada genoteca. Del mismo modo que se hizo en el apartado 3 con el ARN
extraido, la calidad e integridad del cDNA purificado se evaludé también

mediante espectrometria (Nanodrop) y electroforesis capilar (Bioanalyzer).

9. ANALISIS DE SECUENCIAS OBTENIDAS POR SECUENCIACION

MASIVA NGS

Los archivos sff, formato de salida del secuenciador Roche, fueron convertidos
al formato fastq usando la herramienta sffinfo del software Newbler (Roche). El
primer control de calidad de las secuencias implicé un “trimming” de aquellas
bases con un phred score inferior a 20. Después de realizar el “trimming”
aquellas secuencias inferiores a 50 pb también fueron eliminadas. A
continuacion se calculé el numero de singletons y secuencias duplicadas,
colapsando estas ultimas. La distribucion de la longitud de las secuencias, la
distribucion de la calidad de las secuencias, la distribucion de calidad por
posicion de secuencia, asi como la distribucion de la frecuencia nucleotidica
por posicion fueron calculadas y visualizadas para comprobar la calidad de las
secuencias filtradas. El filtrado de las secuencias se llevo a cabo mediante las

herramientas disponibles en el Fastx Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/

fastx_toolkit) y la visualizacion del control de calidad se realiz6 mediante el

empleo del servidor online Galaxy server (https://usegalaxy.org). El siguiente

paso después del filtrado de las secuencias consistio en la eliminacion de
adaptadores, tanto los utilizados para la elaboracion de las genotecas de
substraccion como los resultantes de la preparacion de las librerias de
secuenciacion. Para esta tarea se usaron las herramientas trim_blast short,

disponible en el paquete de herramientas bioinformaticas seq crumbs
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(http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/) y el programa cutadapt. Los posibles

contaminantes (secuencias ribosomales, restos de vectores, etc.) fueron
eliminados empleando el programa filter by blast (seq crumbs) usando una
base de datos local de secuencias ribosomales (18S, 28S y 16S) de secuencias
de bivalvos, asi como vectores de clonacion procedentes de la base de datos

UniVec.

Las lecturas, una vez filtradas y limpias de adaptadores y contaminantes,

fueron ensambladas mediante el software MIRA (http://sourceforge.net/

projects/mira-assembler/) usando la version 4.9.3. Los contigs resultantes del

ensamblaje fueron comparados contra secuencias disponibles en las bases de
datos mediante el empleo de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Se
emplearon tres grandes bases de datos para hacer la comparacion: GenBank’s
non-redundant protein database (NR) y las bases de datos proteicas Uniprot’s
Swiss-Prot y TrEMBL. Para considerar una comparacion como significante
situamos un valor minimo de E-value = 0.00001. Para la realizacion del
BLAST se utilizo el SVG (Superordenador Virtual Gallego) del CESGA

(Centro Supercomputacional de Galicia) (http://www.cesga.es/). Aquellas

comparaciones que fueron significativas se utilizaron como entrada para una
instalacion local de Blast2GO (b2g4pipeline) utilizando la base de datos GO
con fecha de Noviembre del 2013. Al igual que con las secuencias analizadas
mediante secuenciacion capilar SANGER, se realizO un analisis de

enriquecimiento para términos GO en las dos genotecas analizadas.

10. PCR EN TIEMPO REAL (PCR-RT)

Esta técnica de PCR en tiempo real procesa los datos a medida que progresa la
reaccion de polimerizacion (PCR) combinando la amplificacion y la deteccion

en un Unico paso, a través del uso de fluoréforos que permiten la correlacion
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entre la concentracion del producto de PCR y la intensidad de fluorescencia

(Higuchi et al., 1993).

Se seleccionaron para un analisis por PCR-RT aquellas secuencias a las que se

les asignaron funciones GO (Gene Ontology, http://geneontology.org) relativas

al metabolismo, a los procesos de detoxificacion o al citoesqueleto, ademas de
aquellas secuencias marcadas como especificas de tratamiento tras la
sustraccion, para confirmar y cuantificar su expresion diferencial tras el

tratamiento con OA.

Los cebadores fueron disefiados mediante la herramienta Universal Probe

Library (Roche Applied Science) (http://lifescience.roche.com/shop/Category

Display?identifier=Universal+Probe+Library) con los parametros por defecto.

En la Tabla 03 se reflejan las secuencias de estos cebadores, su funcion y las

genotecas donde fueron obtenidas.

Se utilizaron las mismas muestras de ARN empleadas en las genotecas: tanto
de branquia (B) como de hepatopancreas (G), control (C) y tratados (T) durante
un dia con OA a dos concentraciones distintas, 200 células/L y 20000 células/L

(MGC, MBC, MGT200, MBT200, MGT20000, MBT20000).

Cada muestra de ARN fue tratada con DNasa I libre de RNasa (Fermentas,
Madrid) para evitar contaminacion con posibles restos de ADN. Para ello, a las
muestras de ARN se les afiadié el volumen correspondiente de 10X Reaction
Buffer con MgCl, y de DNasa I (1 U/ul) y se incubaron a 37°C durante 30 min.
La reaccion se detuvo mediante la adicion de EDTA 25 mM y posterior

incubacion a 65°C durante 10 min.

El cDNA se obtuvo mediante retrotranscripcion de 1 pg de ARN, previamente

tratado con DNAsa, en 20 pL totales de mix de reaccion y empleando
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conjuntamente random primers y oligo-dT. Se utilizo para ello el Transcriptor

First Strand cDNA Synthesis kit (Roche Applied Science).

CEBADORES

. SSH de F/
PARA FUNCION — R SECUENCIAS
PCR-RT &
Transcription TARGET DE SSHror | F |57 CCCAATGAAGGTCGATGTAAA 3°
[factor AP1 REFERENCIA | MBT200/20000 | R |5 CAAGCCTCACACGAAAAGAA 3’
Elongation TARGET DE SSHrox | F |ACCACGACGCTTGTTGAGA
Factor 2 REFERENCIA MGT200 | R |TTCTTGGTAGAAATTCAGTGTCCA
. e SSHrox | F |[TGTGATAATGTATGCATTGGAATTT
ITOESQUELETO
Tektin 3 CITOESQL 7| MBT200 |R |ACCATATTATGCAAAGAAACAGAA
. o SSHrox | F |TGCCAACAATGGATAGAAACA
ITOESQUELETO
Actin CITOESQU 7 |MBT200/20000 | R |GTAAAGCTGGATTCGCAGGA
. ‘ , SSHror F |GGCGTTTGATTTCTGCTTGT
YESQU )
Gelsolin CHTOESQUELETO N Vip1900 | R [TGTTTAAAGGCTACTTTCCATCAA
Dynein light CITORSOUELETO SSHror F |GCTGGTACACCAACATCCAA
chain SUEEREIY MBT200 | R [TGGCTGGATTTCCAACAACT
Tubulin beta CITOESOULLETO SSHror F |GACAACTTTGTTTTCGGACAGA
chain o MBT200/20000 | R [GCACCCTCGGTATAATGTCC
. ‘ , SSHrox | F |[CCGGTGTCACCACATGTCT
YESQU )
Tubulin beta 3 | CITOESQUELETO [y p1000/20000 | R |CAGCCAATTTACGGAGATCAG
Cathesin B METABOLISMO SSHrox | F |GAAGTCAGAGACCAAGGAGATTG
athepsin CELULAR MGT200 | R |CAGACATAGCTTCTACTGCACCA
Proteasome METABOLISMO SSHror F |GCAACTGATGTTAACCCTCCTT
subunit CELULAR MBT200 | R |AGTGCAGGTTTCGACAGACA
Peroxiredoxin-| METABOLISMO SSHror | F |[TGCATTTCTGTCAATGATCCA
like CELULAR MBT200 | R |ACATGTGTCTGCCAACATCC
Methionine METABOLISMO SSHrox | F |[TGTGAAGATTTAGGACTTCCACAG
Sulfox. Reduct. CELULAR MBT20000 | R |CCATATGTTTAAAGCTTATTTGCAGT
Heat Shock ESTRES SSHror F |[AGGTGGTGGTATGCCAAACT
Protein 71 MGT200 | R |GGTCCACCACTTCCACCA
I ecti SISTEMA SSHrox | F |ATCCTCGTCTGGCTAATCTAT
ectin INMUNE MGT200/20000 | R |GGTCAGTACCGTATCGGTAA
Trefol SISTEMA SSHrox | F |CCAATCTTCTACTTACTATCT
rejot INMUNE MBT20000 | R |TCGGGCTGCCTACGTACTCGA
. SSHrox F [TCAATCCAGCTGTAGTTAAACCAT
F-spondin DESARROLLO MGT200 | R |AGCAACGCCACTATACCAAGA
. SSHrox | F |GGGGCTAGTTATAATCGGTA
DESARROLL
Suprabasin SARROLLO 1\ 15120000 | R |ATATTCGCTTTAGGGCTGGCG
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e SSHror F |GGCTACGTCTAGCTGTACGTA

CYT P450 DETOXIFICACION |y 161200120000 R |GTCTGTCGGTCATTTAGCTGC
CYT like . F

. DETOXIFICACION|  SSHror GGGGATTGTATACCCTTGGAAT
polypeptide 2- MGT200/20000| R |GTCGAACGTGGGACCATT
CcYr . F

. DETOXIFICACION|  SSHror TCGTTTTCTGCAAATCGTTG
polypepnde 1 MGT200 R |TCCATTTGCATATACTCCTTTCG

. . . . SSHrey F |CCTTGGCTTGGAGAAGGATT

DETOXIFICACION
CYT family 4 OXIFICACION!  \1BT20000 | R [TCGTCTGGATCTAGCCCATT
CYTBS . F
DETOXIFICACION|  SSHeev TTGCGGAAAATATAAAGGAGATG
domain MGT20000 | R |[AATGTGATATGTCGCCACCA
Cytoc. Oxidase CADENA I\f;?;g‘a , | F [TAAGGCCCTCGTGTGAGCTA
subun. IIT RESPIRATORIA R |GGGTTTGGCGTACGGATT
: MGT200

Scavenger BIOMARCADOR SSHrev F |TGGAGGTTCTCATTTTGGACA
receptor POTENCIAL MBT20000 | R |ACGCTTTTCTCGTGACCAGT
Apple mosaic | BIOMARCADOR SSHeor F |CTTGCAAACATGCAACCAAT
virus POTENCIAL MGT200 | R |CGCAGGAAACGTGAGGTATT

Tabla 03. Cebadores utilizados en PCR-RT y diseiiados a partir de los genes
secuenciados de las genotecas. También se muestra su funcion, la genoteca SSH a
partir de la que se obtuvo, y la secuencia forward (F) y reverse (R) de cada uno en la

orientacion adecuada 5’2 3.

Las amplificaciones por PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un
equipo Light Cycler® 480 Real-Time PCR System Multiwell Plate 96 (Roche
Applied Science). La mezcla de reaccion se compuso de 10 pL. de Light Cycler
480 SYBR Green I Master (Roche Applied Science), 0.8 puL de cada primer a
una concentracion de 10 pM, 7.2 pL de agua mQ y 2 pL de cDNA. El
programa de PCR utilizado consistié de una desnaturalizacion inicial de 10 min
a 95°C, 35 ciclos de 10 s a 95°C mas 15 s a 60°C mas 10 s a 72°C, seguidos de
una curva de melting desde 65 a 95°C con un incremento de 0.5°C cada

segundo.

Al finalizar el programa se efectud el andlisis cuantitativo para medir los

valores de fluorescencia con respecto al numero de ciclos de amplificacion, y el
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analisis de las curvas de melting para verificar la no existencia de dimeros de

cebadores asi como la presencia de un s6lo amplicon.

El niimero de ciclos de amplificaciéon necesarios para alcanzar el threshold
cycle number (Ct) fue calculado usando el programa LightCycler software
1.5.0 (Roche Applied Science). Los valores Ct obtenidos fueron utilizados
como base para realizar una cuantificacion relativa mediante el programa
gqBase+ (Hellemans et al., 2007) y asi poder evaluar su nivel de expresion
diferencial. La estabilidad de los genes de referencia o housekeeping TF-AP1 y
EF-2 secleccionados fue comprobada mediante el programa geNorm

(Vandesompele et al., 2002) implementado en el software qBase+.

La evaluacion de la significacion estadistica de la expresion diferencial entre
los grupos control y tratados en ambos tejidos se llevo a cabo con el programa

REST (Relative Expression Software Tool) (http://www.gene-quantification.de/

rest.html), considerando como diferencias estadisticamente significativas

aquellas donde p < 0.05 (Pfaffl ez al., 2002).

11. DISENO DE CEBADORES (NORMALES Y DEGENERADOS)

Para la busqueda de las distintas subunidades componentes del trimero de la
PP2A, se procedio al disefio de cebadores gen-especificos (gene-specific
primers) y cebadores degenerados. Los primeros se emplearon para la
extension por RACE de secuencias de interés encontradas en las distintas
genotecas, mientras que los segundos se utilizaron para la busqueda de
subunidades relacionadas con las fosfatasas que no fueron encontradas en las

genotecas.

Los cebadores gen-especificos se disefiaron, en la direccion adecuada, usando

como molde la secuencia de interés encontrada en las genotecas, con un tamafio
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comprendido entre 23 y 28 nt, con un contenido en GC de 50-70% y con una
temperatura de annealing mayor a 70°C. Los cebadores disefiados en este
trabajo fueron utilizados conjuntamente con los cebadores proporcionados en el
kit para 3’-5’RACE, por lo que, ademas de los parametros anteriores, se evitd

en su disefio cualquier complementariedad con la secuencia de estos cebadores:
Long Primer para nested — PCR 1 =
5’-TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’
Short Primer para nested — PCR 2 = 5>-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

Los cebadores degenerados se disefiaron con las mismas caracteristicas que los
anteriores pero usando como molde la secuencia consenso resultado del
alineamiento de todas las secuencias obtenidas en las bases de datos del gen de
interés. Asi, en aquellas posiciones en las que coexistan mas de una base se
incorporo en el cebador una base degenerada para incrementar la posibilidad de

encontrar el gen de interés por PCR.

Ambos tipos de cebadores fueron disefiados mediante la herramienta Primer 3

(Biotools) ajustando los parametros a los aqui descritos.

12. 3°-5° RACE

De entre todas las secuencias obtenidas en las genotecas por secuenciacion
normal y por secuenciacion masiva se localizaron aquellos genes que
presentaron homologia con cualquier subunidad de las proteinas fosfatasas PP1
y PP2A. Estas secuencias se extendieron aguas arriba y aguas abajo mediante
el kit SMARTer RACE 5°/3’ (Kit for Rapid Amplification of cDNA Ends,
Clontech, Madrid) y siguiendo el protocolo desarrollado por Frohman (1994),

con el fin de obtener la secuencia completa de cada gen.
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La esencia de este método recae en la accion combinada de una reverso
transcriptasa y del oligonucleétido SMARTer II A, ambos proporcionados en
el kit, ya que una vez culminada la retrotranscripcion a partir del cebador
oligo(dT), portador de una etiqueta en 5°, que se une a la cola 3’— poliA del
molde de ARN, cuando la transcriptasa reversa alcanza el otro extremo es
capaz de afiadir varios residuos a mayores dada su actividad transferasa. Estos
residuos sirven como anclaje para la hibridacion del oligonucle6tido
mencionado que proporciona un molde extra para la sintesis de una etiqueta en

el extremo 3’ del cDNA en formacion [ver Figura 15].

RNAmM
7 I ' TN " N ty » 'y ¥ . ’
A ™ " -
5= TR N T ™ poliA - 3
XXXX -5’
Actividad transferasa NV Ty, -
Retrotranscripcién
5’ SMARTer oligo Il A
L] ] ty
2 oo ™,
5 h';"' L} 'l' 'I..“Ir
XXXX
Retrotranscripcion etiqueta extra
RNAmM

- RN T S poliA - 3

sscDNA

3'- XXXX NV T, - .5

Figura 15. Esquema explicativo del mecanismo del kit SMARTer RACE 5°/3°. Primero
ocurre la hibridacion de la etiqueta naranja sobre la cola poli-A del ARNm, punto de
partida de la retrotranscripcion desde el extremo 3°, y cuando alcanza el extremo 5’
del mismo se aniaden varios residuos extra dada la actividad transferasa de la

transcriptasa reversa proporcionada en el kit. Después, la etiqueta verde utiliza estos
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residuos como anclaje y permite el inicio de la retrotranscripcion, en este caso desde

el extremo 5°.

En la practica, las reacciones para la adicion de ambas etiquetas se realizaron
por separado de forma que se obtuvo un cDNA 5’RACE Ready y otro cDNA
3’RACE Ready, teniendo el primero la etiqueta verde en 3’ y el segundo la

etiqueta naranja en 5’ [ver Figura 15].

Para ambas reacciones se prepardé un mix comun conteniendo 4 pL del buffer
proporcionado en el kit, 0.5 uL DTT, 1 pL dNTPs, 0.5 uL RNasa y 2 pL
SMARTScribe RT. A continuacion se prepararon los mix especificos que se
incubaron a 72°C durante 3 min para desnaturalizar el ARN. El mix para la
obtencion del cDNA 3’RACE Ready contenia 1 pg de ARN poliA bioanalizado
mas 1 pL del 3°CDS primer A portador de la etiqueta naranja. El mix para la
obtencion del cDNA 5’RACE Ready contenia 1 pg de ARN poliA bioanalizado
mas 1 pL del 5°CDS primer A que hibridard con la cola poliA, y tras la
incubacion se afiadio 1 pL del oligonucleotido SMARTer II A portador de la
etiqueta verde. Finalmente se mezclé cada mix especifico con el mix comin y

se incubo durante 90 min a 42°C mas 10 min a 70°C.

Una vez se obtuvieron los 5’ y 3> RACE Ready cDNA se realizaron nested-
PCR por separado con los cebadores adecuados: los proporcionados en el kit
que hibridan sobre las etiquetas, y los disefiados a partir de la region de

secuencia conocida del gen de interés, segun se aprecia en la Figura 16.

Para ello se realizaron dos touchdown-PCR consecutivas cuya temperatura de
annealing disminuye gradualmente con cada mix de reaccion, que incluian, en
un volumen total de 25 puL, el RACE Ready cDNA diluido adecuadamente, (.2
uL de Taq polimerasa (Takara), 2.5 uL de buffer correspondiente con Mg, 2.5
pL de dNTPs y 0.5 pL de cada primer. El programa que se utilizé constaba de

una fase de desnaturalizacion inicial de 1 min a 94°C, 15 ciclos de 20 s a 94°C
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mas 25 s a 68°C mas 2 min a 72°C, 10 ciclos mas similares donde la
temperatura de annealing desciende 0.5°C/ciclo (alcanzando en el décimo ciclo
los 63°C), y una extension final de 3 min a 72°C. Los fragmentos resultantes se
visualizaron en un gel de agarosa al 2% para verificar sus tamafios, previo a su

secuenciacion.

3’-|:|xxxxx TTTT77-5’

(5’ RACE Ready cDNA)

Secuencia conocida (3’ RACE Ready cDNA)

Etiqueta 3’ RACE
3 o S

Figura 16. Una vez sintetizados los sscDNA con las etiquetas adecuadas en cada
extremo, se utilizaron cebadores que hibridan sobre la secuencia conocida del gen de
interés (de disefio propio) y cebadores que hibridan sobre la secuencia de las etiquetas
aniadidas en 3’ y 5 para amplificar por PCR los extremos desconocidos de dichos
genes. Se realizaron dos PCR consecutivas o nested para evitar posibles

amplificaciones inespecificas.

13. ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE FOSFATASAS (PPS)

Tanto para el disefio de cebadores degenerados como para los analisis
evolutivos posteriores de las secuencias de PPs obtenidas, fue necesario
realizar busquedas en la base de datos GenBank (NCBI) de todas las secuencias
conocidas codificadoras de subunidades cataliticas de PP1 y PP2A en

organismos eucariotas.
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Para llevar a cabo la identificacion de las diferentes subunidades cataliticas de
PP2A se obtuvieron 89 secuencias de subunidades cataliticas que fueron
alineadas con el programa MEGA6 (Tamura et al., 2013). Se excluyeron del
alineamiento aquellas secuencias con una divergencia nucleotidica muy
elevada y la region mas conservada fue la utilizada para el disefio de los

cebadores.

En cuanto a los analisis evolutivos, se seleccionaron 143 secuencias
codificantes para la subunidad catalitica de PP1 pertenecientes a 65 especies
diferentes, y 118 secuencias de subunidades cataliticas de PP2A pertenecientes
a 67 especies diferentes, entre las que se incluyen las 89 secuencias
mencionadas anteriormente [ver Tablas Anexas 01 y 02]. Las secuencias
fueron editadas manualmente con el software BioEdit (Hall, 1999)
restringiendo su longitud a la regidon cds de la proteina antes de realizar los
alineamientos multiples de estas secuencias traducidas a proteinas con el

software CLUSTALW (Thompson et al., 1994).

14. EMULACION PROTEICA ESTRUCTURAL DE PP2A

La secuencia obtenida de la subunidad catalitica de PP2A se utilizd para
construir una emulacion estructural in silico mediante el software PHYRE®
(Protein Homology analogY Recognition Engine v2.0). Este programa actiia
comparando la secuencia caracterizada en este trabajo con secuencias de PP2A
ya conocidas en otras especies y realizando mediante esta guia una estructura
tridimensional que simula el plegamiento de nuestra proteina. El objetivo es
conocer la posicion exacta en el trimero de los motivos variables encontrados
en la secuencia aminoacidica de la subunidad catalitica de PP2A encontrada en

el mejillon.
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15. BUSQUEDA EN BASES DE DATOS DE SECUENCIAS DE PPS

Tras obtener las secuencias completas de los genes seleccionados de las PPs, se
analiz6 su composicion nucleotidica y aminoacidica con el software Geneious
R6 6.1.6 (Biomatters Ltd.). Respecto a la secuencia nucleotidica de cada ORF,
se obtuvieron datos de tamafio, temperatura de annealing y contenido CGY%.
Respecto a la secuencia proteica, se obtuvieron datos también de tamafio, peso
molecular y punto isoeléctrico. Finalmente se realizaron analisis evolutivos
sencillos con las secuencias nucleotidicas de las subunidades reguladoras de
PP2A mediante la herramienta BLAST implementada en la web del NCBI. Los
arboles evolutivos para cada secuencia se obtuvieron mediante el método de

Kimura (Kimura, 1980).

16. ANALISIS FILOGENETICO DE PPS

La filogenia de las subunidades cataliticas de PP1 y PP2A, tanto a nivel de
aminoacidos como a nivel de nucledtidos, fue reconstruida segiun el enfoque
probabilistico de Maxima Verosimilitud (“maximum likelihood”, ML)
utilizando el programa MEGA v. 6 (Tamura et al., 2013). Tanto para el caso
de PP1 como para el de PP2A, se usé el modelo GTR (General Time
Reversible) asumiendo estacionariedad, reversibilidad y homogeneidad
(Rodriguez et al., 1990) a nivel nucleotidico mientras que la matriz de
reemplazamiento LG (Le and Gascuel) fue la elegida para llevar a cabo el
analisis a nivel aminoacidico (Si Quang et al, 2008). Al margen de la
probabilidad de cambio de nucleétidos y aminoacidos, se afadié también un
parametro adicional para modelar la variacion de estas tasas de mutacion entre

las posiciones del alineamiento descrito mediante una distribucion gamma.
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El grado de confianza de la topologia del arbol reconstruido para PP1 y para
PP2A fue contrastado utilizando un test bootstrap no paramétrico con 1000
réplicas, y posteriormente fue examinado por analisis bayesianos para obtener
una distribucion aproximada de las probabilidades posteriores correspondientes
utilizando el programa BEAST v. 1.7 (Drummond et al., 1012). Para estos
analisis bayesianos se utilizdo el algoritmo MCMC (Markov chain Monte
Carlo), mediante el que se evaluaron, tres veces de forma independientes, tres
topologias cada 1000 generaciones para asegurar la independencia de los
arboles sucesivos, hasta alcanzar las 10000 generaciones. Ademads, dado que se
comienza por una topologia aleatoria en las generaciones iniciales (fase de
burn-in) arrojando asi una probabilidad posterior baja, los 1000 primeros

arboles fueron descartados.

17. ANALISIS DE EVOLUCION MOLECULAR Y PRESION EVOLUTIVA

DE PPS

Suponiendo que la tasa evolutiva no fuese constante, la huella de la posible
presion selectiva presente en las subunidades cataliticas de PP1 y PP2A fue
estudiada siguiendo dos enfoques distintos. Por un lado, se analizo la presencia
de relojes moleculares locales y globales mediante el software HyPhy (Pond ef
al., 2005). Por otro lado, se examind la existencia de episodios selectivos de
diversificacion (o > 1) a nivel molecular sobre codones particulares de cada
gen en determinadas ramas de la filogenia mediante el modelo REL (Random

Effects Likelihood) (Pond et al., 2005).

En total se examinaron 347 codones en la subunidad catalitica de PP1 y 381
codones en la subunidad catalitica de PP2A. La proporcion de sitios en los que
se inferia que actuaba la seleccion diversificadora en cada rama se estimo

utilizando un contraste LTR (likelihood ratio tests) basado en la razon de
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verosimilitudes, resultando en un p-valor concluyente con los episodios de
seleccion descritos. El coeficiente de seleccion fue dividido en tres intervalos
(0 >5, ®=1, ®=0) por propositos descriptivos. El estudio de la seleccion se
extendio a sitios individuales utilizando el “Mixed Effects Model of Evolution”
(MEME), modelando la variable ® (dN/dS) a través de las lineas evolutivas y
de los sitios individuales (Murrell et al., 2012). Asi, un total de 11 codones en
PP1 y 3 en PP2A sujetos a episodios significativos de seleccion diversificadora
(p-valor < 0.05) se detectaron con la herramienta MEME y se analizaron
posteriormente en el contexto de las filogenias de PP1 y PP2A, proporcionando
informacion en ramas internas de la acumulacion de un elevado nimero de
mutaciones no sindnimas. Estos analisis se llevaron a cabo mediante el

webserver Datamonkey (Delport ef al., 2010; Poon et al., 2009).
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1. ESTUDIO DE LAS GENOTECAS SSH SECUENCIADAS
POR EL METODO SANGER

En este trabajo se construyeron un total de ocho genotecas de sustraccion,
cuatro correspondientes a tejido branquial y las otras cuatro a hepatopancreas.
Dentro de cada uno se diferencian dos genotecas forward y dos genotecas
reverse que a su vez se distinguen por el tipo de tratamiento: 200 y 20000

células de P. lima por litro [ver Tabla 04].

Genoteca: Forward MBT200/MBC MGT200/MGC
MBT20000/MBC MGT20000/MGC
Genoteca: Reverse  MBC/MBT200 MGC/MGT200
MBC/MBT20000 MGC/MGT20000
TOTAL 4 genotecas de branquia 4 genotecas de hepatopancreas

Tabla 04. Resumen de todas las genotecas construidas partiendo de ARNm extraido de
branquia y hepatopancreas control y tratados con dos concentraciones de células
productoras de OA: 200 células/L y 20000 células/L. MBT y MBC se corresponde a
tejido branquial tratado y control respectivamente, mientras que MGT y MGC se

corresponden a tejido de hepatopancreas tratado y control respectivamente.

1.1. ANALISIS DEL CONTENIDO DE OA

Es relevante destacar en primer lugar que la exposicion al téxico del
hepatopancreas es considerablemente mayor que la exposicion de las branquias
ya que el primero es un tejido mas activo y estd implicado en la purificacion y
detoxificacion de ciertos genotdxicos. En los andlisis por LC-MS/MS
realizados para cuantificar el OA presente en cada tejido, solo se detectod
presencia significativa del toxico en branquias de mejillones incubados por mas

de 3 dias, mientras que en hepatopancreas de mejillones incubados durante un
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dia ya se cuantificaron 73 ng/g en las muestras tratadas con 200 células/L y 489

ng/g en las tratadas con 20000 células/L.

1.2. ANALISIS GLOBAL DE LAS GENOTECAS

En total se secuenciaron por secuenciacion capilar (Sanger) 1346 clones
pertenecientes a las 8 genotecas. Tras el analisis de calidad correspondiente se
descartaron 243 clones debido al reducido tamafio de secuencia y/o al elevado
nimero de indeterminaciones, dejando un total de 1103 secuencias para el
analisis posterior (580 secuencias en las genotecas forward y 523 en las
genotecas reverse). De ellas, 784 secuencias o ESTs (expressed sequences
tags) presentaron homologia con alguna de las secuencias depositadas en la

base de datos GeneBank (nr) /ver Tabla 05].

NUMERO DE TRANSCRITOS

Secuencias totales
Transcritos analizados
Transcritos con similitud en BLAST

Transcritos desconocidos

Tabla 05. Caracteristicas de las secuencias obtenidas por el método convencional. Se
refleja el numero de ORFs obtenidos, el numero de transcritos descartados por
motivos de calidad para andlisis posteriores y el numero de transcritos sin identidad

conocida.

De entre las secuencias que si presentaron homologia con algin gen conocido
de otra especie se obtuvieron los datos necesarios para la representacion del
“top hit” de especies con mayor homologia [ver Figura 17] y también para la
distribucion de secuencias segun la cobertura de homologia a nivel de

secuencia alcanzada [ver Figura 18].
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BLAST Top-Hits
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Figura 17. “Top hit” de las especies que presentan mayor homologia con las

secuencias identificadas en las genotecas SSH de mejillon (M. galloprovincialis).
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Figura 18. Distribucion de las secuencias conocidas de las genotecas SSH segun el
porcetaje de cobertura a nivel de secuencia que presenta homologia con alguna
secuencia conocida. Notese que la mayoria de los hits encontrados ocurren con

secuencias con mas del 90% de cobertura.

Todas las secuencias fueron ensambladas para determinar el nlimero de contigs
existentes en cada genoteca y eliminar asi la redundancia de ciertas secuencias.
En la Tabla 06 se indican los contigs ensamblados en cada genoteca y el

numero de secuencias a partir de las cuales se realizo el ensamblaje.
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GENOTECA N° SEC. CONTIGS SINGLETONS

MBT200/MBC (forward) 148 16 (56 secuencias) 92
MBT20000/MBC (forward) 141 18 (60 sccuencias) 81
MBC/MBT200 (reverse) 116 13 (35 secuencias) 81
MBC/MBT20000 (reverse) 136 5 (14 secuencias) 122
MGT200/MGC (forward) 142 6 (33 secuencias) 109
MGT20000/MGC (forward) 149 8 (30 secuencias) 119
MGC/MGT200 (reverse) 109 5 (I8 secuencias) 91
MGC/MGT20000 (reverse) 162 10 (28 secuencias) 134
TOTAL = 1103 81 (274 sec.) 829

Tabla 06. Numero de secuencias totales por genoteca, y numero de contigs y singletons
obtenidos en cada una. En la columna “contigs” se muestra entre paréntesis el niumero

de secuencias exactas que se ensamblaron para obtener los contigs indicados.

Tras la busqueda de homologia en las bases de datos, los ESTs con un Evalue <
0.00001 fueron anotados usando la base de datos Gene Ontology (GO;

http://geneontology.org/). Asi, en lo referente a los principales procesos

biologicos (BP) implicados en la respuesta del mejillon al OA, tomando en
conjunto todas las genotecas, destacaron los siguientes en orden de abundancia:
1) procesos metabdlicos (~21%), 2) procesos celulares (~18%), 3) procesos de

organismos sencillos (~15%), 4) organizaciéon y biogénesis de componentes
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celulares (~8%), 5) regulacion biologica (~7%), 6) respuesta a estimulos
(~6%), 7) localizacion (~5%), 8) sefializacion (~3%) y 9) procesos del sistema
inmune (~2%). En la Figura 19 se muestra de forma mas detallada esta
distribucion de procesos biologicos en cada genoteca. Asi por ejemplo,
comparando las genotecas forward y reverse, se observa que tras la exposicion
a OA, aparece una disminucion en la expresion de genes relativos a la
reproduccion, a la regulacion biologica, a la locomocion y a los procesos
ritmicos principalmente. Por el contrario, aparece un aumento en la expresion
de genes relativos a la sefializacion, a la organizacion de componentes celulares
y a la localizacion, de forma primordial. Es importante destacar igualmente que

existen diferencias notables entre tejidos, las cuales se discutiran mas adelante.

Del mismo modo, en lo referente a las principales funciones moleculares (MF)
implicadas en la respuesta del mejillon al OA, tomando en conjunto las ocho
genotecas, se encontraron las siguientes en orden de abundancia: 1) actividad
catalitica (~45%), 2) union (~35%), 3) actividad relativa a la estructura
molecular (~10%), 4) actividad transportadora (~4%), 5) actividad de
regulacion de enzimas (~2%), y 6) actividad relativa al transporte electronico
(~1%). En la Figura 20 se muestra mas detalladamente la distribucion de
funciones moleculares en cada genoteca. Cabe destacar que al igual que con los
BP, la comparacion entre genotecas forward y reverse relacionadas con la
exposicion a OA refleja una represion notable de genes con funciones
estructurales, de receptores, de factores de transcripcion o de actividad
antioxidante. Por el contrario aparecen sobrerrepresentadas funciones como
actividad catalitica y unién a proteinas. De nuevo es importante subrayar las
diferencias existentes entre los resultados obtenidos en ambos tejidos y en los

distintos tratamientos.
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® Single organism process

® Multicellular organismal process
= Multi-organism process

= Signaling

® Response to stimulus

® Reproduction
® Metabolic process

GO: BP (Forward) = Biclogical dhesion GO: BP (Rmrse)

A. EXTERNO = GT20000 » Biological regulation A. EXTERNO = GT20000

A.2=61200 I A.2=GT200
A. 3 = 8T20000 T A. 3 = 8720000
A. INTERNO = BT200 " Ol come ' A. INTERNO = 87200

® Cellular process

® Developmental process
® Growth

* Inmune system process
= Localization

= Locomotion

= Rythmic process

Figura 19. Principales procesos biologicos (BP) en los que se encuentran implicados los genes diferencialmente expresados en las
genotecas. A la izquierda se muestra la distribucion de los procesos biologicos de primer nivel relativos a las genotecas forward, y a la
derecha se muestra la misma distribucion para las genotecas reverse. En ambos diagramas circulares, el anillo externo representa la
distribucion para la genoteca MGT20000, luego MGT200, a continuacion MBT20000 y finalmente el anillo interno muestra la
distribucion para la genotecas MBT200.
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® Transporter activity
m Structural molecule activity
= Enzyme regulator activity

m Electron carrier activity

GO: MF (Forward) = Catalytic activity GO: MF (Reverse)
A. EXTERNO = GT20000 = Binding A. EXTERNO = GT20000
A.2=GT200 A.2=6T200
A. 3 = BT20000 ® Receptor activity A. 3 = BT20000

A. INTERNO = BT200 A. INTERNO = BT200

® Protein binding TF activity
» Molecular transducer activity
= Antioxidant activity

= Channel regulation activity

= Nucleic acid binding TF activity

Figura 20: Principales funciones moleculares (MF) en los que se encuentran implicados los genes diferencialmente
expresados en las genotecas. A la izquierda se muestra la distribucion de las funciones moleculares de primer nivel
relativos a las genotecas forward, y a la derecha se muestra la misma distribucion para las genotecas reverse. En ambos
diagramas, el anillo externo representa la distribucion para la genoteca MGT20000, luego MGT200, a continuacion

MBT20000 y finalmente el anillo interno muestra la distribucion para la genotecas MBT200.

Pégina | 89



Resultados

1.3. ANALISIS DE LAS GENOTECAS DE BRANQUIA

De forma mas especifica, en lo referente a las genotecas procedentes de
branquia, se obtuvieron 289 secuencias correspondientes a las genotecas
forward y 252 a las reverse. El total de homologia con secuencias conocidas
fue de un 78.55%. Entre los genes relacionados con el tratamiento de 200
células/L (procedentes de las genotecas MBC/MBT200 y MBT200/MBC), y a
nivel de MF, se encontraron sobrerrepresentados aquellos relativos a la
actividad GTPasa, la union a proteinas y con constituyentes estructurales del
citoesqueleto. Sin embargo, el numero de secuencias relacionadas con la
actividad carbono-carbono liasa fue significativamente inferior. Por otro lado,
entre los BP, se aprecid un enriquecimiento en procesos relacionados con la
polimerizacion de proteinas, el movimiento basado en los microtibulos, la
induccion de apoptosis y los procesos del ciclo celular. En este caso la
represion fue identificada en aquellos genes relativos al comportamiento y a los
procesos multiorganicos. Finalmente, entre los componentes celulares
sobreexpresados se identificaron genes relativos a la parte citosolica y a los
microtibulos. Algo similar ocurre con los genes alterados por el tratamiento de
20000 células/L (procedentes de las genotecas MBC/MBT20000 vy
MBT20000/MBC), pero en este caso aparecen como sobreexpresadas la
actividad ATP entre las funciones moleculares, la organizacién del
citoesqueleto y los procesos de biosintesis de auxinas entre los procesos
biologicos, y la fraccion soluble y el citoesqueleto cortical entre los
componentes celulares. Todo esto en detrimento de otros genes reprimidos con
funciones relativas a la induccién de apoptosis y a los procesos del ciclo
celular, a los procesos metabolicos e inmunologicos como protedlisis,
metabolismo de lipidos, transporte mediado por vesiculas y respuesta celular a
estimulos, y a funciones como la union de iones metalicos o actividad

oxirreductasa.

Pégina | 90



Resultados

En la Tabla 07 se expone con mas detalle el conjunto de términos GO

sobrerrepresentados y reprimidos en las genotecas de branquia tras los

tratamientos con 200 y 20000 cé¢lulas/L.

P AN AN NoA | NoA
Término GO Categ. | P-Value Test | Ref | Test | Ref Efecto
MBT 200
GO0:0005874 Microtubule CC | 6.65E-10 | 46 0 32 31 | Over
GO0:0005887 Integral
component of plasma CC 0.00566 0 4 78 27 | Under
membrane
G0:0005829 Cytosol CC 0.02075 | 17 1 61 30 | Over
GO:0005794 Golgi apparatus | CC 0.02141 0 3 78 28 | Under
GO0:0005525 GTP binding MF | 2.50E-09 | 44 0 34 31 | Over
GO0:0003924 GTPase activity | MF | 2.19E-08 | 41 0 37 31 | Over
GO:0005515 protein binding | MF 0.00305 | 50 10 28 21 | Over
GO:0016830 car?)?n—carbon MF 0.00141 0 3 78 28 | Under
lyase activity
GO :‘0005200 structural MF 0.03178 1 0 67 31 | Over
constituent of cytoskeleton
GO:0051258 protein BP | 250E09| 44 | 0 | 34 | 31 | Over
polymerization
GO:0007018 microtubule- BP | 2508-00 | 44 0 34 31 | Over
based movement
GO0:0007610 Behavior BP 0.00145 0 5 78 26 | Under
G0:0051270 Regulation of | g | (1708 | 12 | 0 | 66 | 31 | Over
cellular component movement
GO:0051704 Multi-organism BP 0.00246 | 4 77 27 | Under
process
GO:0006915 Apoptosis | gp | 43178 | 11 | 0 | 67 | 31 | Over
process
(G0:0022402 Cell cycle BP | 003178 | 11 | 0 | 67 | 31 | Over
process
G0:0000226 Microtubule | gp | 63178 | 11 | 0 | 67 | 31 | Over
cytoskeleton organization
MBT 20000
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GO:0005625 Soluble fraction CC 1.00E-05 | 18 0 56 46 | Over
GO:0030863 Cortical CC |210E-04| 17 | 0 | 57 | 46 | Over
cytoskeleton
GO:0070688 MLL5-L complex| CC | 8.50E-04 | 14 0 60 46 | Over
GO0:0035267 NuA4 histone cc | 850504 | 14 0 60 46 | Over
acetyltransferase complex
G0:0005829 Cytosol CC 0.00104 | 26 4 48 42 | Over
GO:0012505 Endomembrane e 0.01987 0 4 74 42 | Under
system
G0:0044425 Membrane part | CC 0.02254 5 10 69 36 | Under
GO:0005881 Cytoplasmic | | gosg0 | 7 | 0 | 67 | 46 | Over
microtubule
G0:0003924 GTPase activity | MF | 7.68E-07 | 30 1 44 45 | Over
GO0:0005525 GTP binding MF | 7.68E-07 | 30 1 44 45 | Over
GO0:0005524 ATP binding MF | 499E-05 | 26 2 48 44 | Over
GO:0050998 Nitric-oxide | \e | g sor04 | 14 | 0 | 60 | 46 | Over
synthase binding
GO0:0019894 Kinesin binding | MF | 8.50E-04 | 14 0 60 46 | Over
G0:0004197 Cysteine-type | \ie | 001986 | 0 | 4 | 74 | 42 |Under
endopeptidase activity
G0:0005200 Structural MF | 002296 | 8 | 0 | 66 | 46 | Over
constituent of cytoskeleton
(G0:0046872 Metal ion MF | 002634 | 2 | 7 | 72 | 39 |Under
binding
GO:0016491 Oxidoreductase | \rg | 603066 | 4 | 9 | 70 | 37 |Under
activity
GO:0051238 Protein BP | 7.676-07 | 30 | 1 | 44 | 45 | Over
polymerization
GO:0007018 Microtubule- BP | 767607 | 30 1 44 45 | Over
based movement
GO:0009851 Auxin BP | 1.66E-04| 21 | 1 | 53 | 45 | Over
biosynthetic process
GO0:0006508 Proteolysis BP | 9.00E-04 | 0 7 74 39 | Under
GO:0007010 Cyroskeleton | gp | 401255 | 9 | 0 | 65 | 46 | Over
organization
G0:0006629 Lipid metabolic BP 0.01987 0 4 74 42 | Under
process
G0:0051716 Cellular BP | 001987 | 0 | 4 | 74 | 42 |Under
response to stimulus
GO0:0016192 Vesicle-mediated BP 0.01987 0 4 74 4 | Under
transport
GO:0033036 Macromolecule | gp | 401987 | 0 | 4 | 74 | 42 | Under
localization
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Tabla 07. La tabla muestra los términos de Gene Ontology que se encuetran
enriquecidos en el “Test group” (branquia de mejillones tratados con OA) tras
compararlo con el “Reference group” (branquia de mejillones control) mediante el
Test Exacto de Fisher con correccion FDR. La segunda columna muestra la categoria
a la que pertenece cada término GO: CC o componentes celulares, BP o procesos
biologicos, y MF o funciones moleculares. Las columnastercera y cuarta muestran los
P-valor obtenidos con el test corregido y no corregido con FDR. Las columnas 5-8
indican el numero de secuencias anotadas (AN) y no anotadas (NoA) presentes en el
“Test group” y en el “Reference group” que presentan relacion con cada término GO.
La ultima columna muestra la presencia de efectos de sobreexpresion (over) o

represion (under) en cada término GO.

1.4. ANALISIS DE LAS GENOTECAS DE HEPATOPANCREAS

Del mismo modo, en lo referente a las genotecas procedentes de
hepatopancreas, se obtuvieron 291 secuencias de las genotecas forward y 271
de las reverse, asumiendo que solo un 63.88% de los genes presentaron
homologia con otros ya conocidos. Entre los genes relativos al tratamiento de
200 células/L (procedentes de las genotecas MGC/MGT200 Y MGT200/MGC)
se encontrd principalmente una rapida represion de la actividad transportadora,
tanto de sustratos como de electrones, que ocurre a expensas de una elevada
sobreexpresion en la actividad catalitica. También entre los procesos bioldgicos
se observo una sobreexpresion de aquellos relacionados con el desarrollo, con
el sistema inmune, con la respuesta a estimulos y con la organizacion de los
componentes celulares. De forma similar, entre los genes alterados por el
tratamiento de 20000 células/L  (procedentes de las genotecas
MGC/MGT20000 y MGT20000/MGC) se encontrd6 en este caso, una
sobreexpresion de la actividad transportadora de sustratos, catalitica y de

regulacidon enzimatica, mientras que se reprime la union a sustratos. Entre los
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procesos celulares se detectd una sobreexpresion en la adhesion bioldgica, en la

regulacion bioldgica, en la localizacion y en los procesos celulares.

En la Tabla 08 se expone con mdas detalle el conjunto de términos GO
sobreexpresados y reprimidos en las genotecas de hepatopancreas tras los

tratamientos con 200 y 20000 células/L.

P AN AN NoA | NoA
Término GO Categ. | P-Value Test | Ref | Test | Ref Efecto

MGT 200
G0:0044444 Cytoplasmic part| CC | 0.00959 | 6 16 19 9 | Under
GO:0005737 Cytoplasm CC | 0.04500 | 10 18 15 7 | Under
GO:0065007 Biological | "' gp |\ 003742 | 2 | 9 | 23 | 16 |Under
regulation
MGT 20000
GO0:0005829 Cytosol CC ]0.02430 | 1 10 34 | 41 |Under

GO:0005622 Intracellular CC | 0.02577 | 15 35 20 16 | Under

GO:0044424 Intracellular cC 002577 | 15 35 20 16 | Under

part
GO0:0005737 Cytoplasm CC | 0.04685 | 11 28 24 | 23 | Under
GO:0000166 Nucleotide MF | 001216 | 4 | 19 | 31 | 32 |Under
binding
G0:0032553 Ribonucleotide | \rg | 002938 | 3 | 15 | 32 | 36 |Under
binding
G0:0017076 Purine MF | 002938 | 3 | 15 | 32 | 36 |Under
nucleotide binding
(0:0032555 Purine MF |002938 | 3 | 15 | 32 | 36 |Under
ribonucleotide binding
G0:0044092 Negative
regulation of molecular BP | 0.02465 | 4 0 31 51 | Over
function

Tabla 08. La tabla muestra los términos de Gene Ontology que se encuetran
enriquecidos en el “Test group” (hepatopancreas de mejillones tratados con OA) tras
compararlo con el “Reference group” (hepatopancreas de mejillones control)
mediante el Test Exacto de Fisher con correccion FDR. La segunda columna muestra

la categoria a la que pertenece cada téermino GO: CC o componentes celulares, BP o
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procesos biologicos, y MFE o funciones moleculares. Las columnastercera y cuarta
muestran los P-valor obtenidos con el test corregido y no corregido con FDR. Las
columnas 5-8 indican el numero de secuencias anotadas (AN) y no anotadas (NoA)
presentes en el “Test group” y en el “Reference group” que presentan relacion con
cada término GO. La ultima columna muestra la presencia de efectos de

sobreexpresion (over) o represion (under) en cada término GO.

2. ESTUDIO DE LAS GENOTECAS SSH SECUENCIADAS
POR SECUENCIACION MASIVA NGS

Tanto la genoteca forward como la reverse de hepatopancreas que muestran los
genes diferencialmente expresados entre controles y el tratamiento leve con

200 células/L fueron ultrasecuenciadas con el objetivo de saturar las genotecas.

En conjunto, y tras los controles de calidad pertinentes, se obtuvieron 774328
lecturas entre las genotecas forward y reverse. Estas secuencias fueron
ensambladas posteriormente hasta obtener un total de 55028 contigs que fueron
analizados en BLAST. Asi, un 44.35% de los transcritos no presentaron
homologia con ninguna secuencia depositada en las bases de datos GeneBanl
mientras que so6lo un 55.65% de todos los transcritos presentaron homologia

con alguna de las proteinas conocidas [ver Tabla 09].

Posteriormente, del mismo modo que con las secuencias obtenidas por
secuenciacion Sanger convencional, se clasificaron los genes obtenidos en
términos de las categorias de la base de datos Gene Ontology (GO). En
concreto, se clasificaron segun los procesos bioldgicos (BP) y las funciones
moleculares (MF) implicadas y se efectudé una comparacion entre los resultados

obtenidos con la genoteca forward y con la reverse.
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MGT200/MGC MGC/MGT200

Numero de lecturas 407957 395582
Secuencias validas 397614 376714
Contigs 21591 33437

Secuencias

9578 (44.36%) 14824 (44.33%)
desconocidas

Tabla 09. Resumen de las caracteristicas de las secuencias obtenidas por
secuenciacion masiva. Se representa el numero de lecturas totales obtenidas en cada
genoteca, el numero de secuencias validas tras desechar aquellas de baja calidad, el
numero de contigs obtenidos tras el ensamblaje, y el numero y porcentaje de

secuencias desconocidas tras los andlisis de BLAST.

En el caso de la comparativa entre la genoteca forward y la reverse respecto a
los procesos bioldgicos (BP) [ver Figura 21], y concordante con los datos
obtenidos con secuenciacion convencional, los procesos mayoritarios contintian

siendo la sefializacion y los procesos celulares.

Sin embargo, tras el tratamiento con OA, se observa una notable represion en
procesos que implican un Unico organismo (single organism process), en la
respuesta a estimulos y en la sefializacion, mientras que se aprecia una
sobreexpresion en los procesos multicelulares, en los procesos ritmicos y en los

procesos relativos a la reproduccion [ver Figura 21].
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w Single organism process

® Multicellular organism process
= Multi-organism process

m Rythmic process

® Response to stimulis

m Reproduction

m Metabolic process

GO: Bio. Process
(level 2)

® Biological regulation

Cellular component organization / Biogenesis

m Cellular process
EXTERNO = REVERSE
INTERNO = FORWARD

® Development

= Growth

w Inmune system process

® Localization
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u Signaling

w Biological adhesion

Cell killing

Figura 21. Principales procesos biologicos (BP) en los que se encuentran implicados
los genes diferencialmente expresados en las genotecas. El anillo externo se
corresponde con la genoteca MGC/MGT200 o genoteca reverse, y el anillo interno con

la genoteca MGT200/MGC o genoteca forward.

En el caso de la comparativa entre funciones moleculares (MF), y de nuevo
concordante con los datos obtenidos por secuenciacion convencional, los
procesos mayoritarios continilan siendo la actividad catalitica y la actividad de
unidn a sustratos. Por otro lado, tras el tratamiento con OA, se observa una
represion en la actividad estructural (structural molecular activity), mientras
que se aprecia una ligera sobreexpresion de la regulacion enzimatica y de la
actividad transportadora. En la Figura 22 se muestra un esquema
representativo de esta comparativa respecto a las funciones moleculares con

mas detalle.

Pégina | 97



Resultados

m Transporter activity

m Receptor activity

» Catalytic activity

® Structural molecular activity

0: Molec.Func.
(level 2)

® Nucleic acid binding TF activity

u Electron carrier activity

EXTERNO = REVERSE

INTERNO = FORWARD i 7 3 ¢
® Antioxidant activity

» Binding
Enzyme regulation activity

= Protein binding TF activity

Figura 22. Principales funciones moleculares (MF) en los que se encuentran
implicados los genes diferencialmente expresados en las genotecas. El anillo externo
se corresponde con la genoteca MGC/MGT200 o genoteca reverse, y el anillo interno

con la genoteca MGT200/MGC o genoteca forward.

3. ESTUDIO TEMPORAL DE LA EXPRESION DE GENES
DE INTERES SELECCIONADOS A PARTIR DE LAS
GENOTECAS

Los 22 genes procedentes de las genotecas SSH que fueron seleccionados para
un posterior analisis por PCR-RT se agruparon en 6 categorias: 1)
citoesqueleto, 2) metabolismo de compuestos exogenos, 3) metabolismo
celular, 4) sistema inmune y estrés, 5) desarrollo, y 6) biomarcadores posibles
de contaminacion.

A continuacidén se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los

genes asignados a las categorias establecidas.
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3.1. CITOESQUELETO

Se analiz6 la expresion de un total de 6 genes: la actina (ACT), la dineina
(DYNLL), la tektin3 (TEKT3), la gelsolina (GSN), la fubulin beta chain
(TUBB) y la tubulin 3 (TUBB3).

Los resultados obtenidos mostraron una tendencia a la sobreexpresion en uno
de los genes relativos a la tubulina beta (fubulin beta chain), en todos los
tejidos y tratamientos. También se detecto la sobreexpresion de tektin3 y actina
a bajas dosis de OA (200 células/L) en branquia. En hepatopancreas ademas se
reveld una notable propension a la represion de actina, dineina y gelsolina [ver

Figura 23].

CITOESQUELETO

0,5

0,0 ACTINA . T .:tnn + -m TUBULINA TUBULINA .
L

n F )

EMBT200 ®=MBT20000 =MGT200 =MGT20000

Figura 23. Datos logaritmicos de expresion de seis genes, relacionados con el
citoesqueleto, analizados por PCR-RT en branquias (MBT) y hepatopancreas (MGT)
de mejillones incubados durante un dia con 200 y 20000 células/L de P. lima. Se
muestran los datos de dos pools de cDNA (1.1y 2.2).
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3.2. METABOLISMO DE COMPUESTOS EXOGENOS

Se analiz6 la expresion de 5 genes de la familia de hemoproteinas denominadas
citocromo P-450 (CYT P-450). Los resultados obtenidos apuntaron a una
tendencia a la sobreexpresion de los niveles de CYT-1 en todos los

tratamientos en hepatopancreas. Los genes CYT-2 y CYT-4 sélo se

sobreexpresaron tras elevadas dosis de OA en hepatopancreas, y a bajas dosis
en branquia. Sin embargo, CYT-BS, proteina encargada de facilitar la
transferencia de electrones desde el NADPH a otros citocromos, permanecia

reprimida en todos los tratamientos para ambos tejidos.

Ademas se estudio la expresion del gen citocromo oxidasa III (CO III). Los

resultados revelaron una tendencia a la sobreexpresion de los niveles de CO 111

con tratamientos severos (20000 células/L) en hepatopancreas [ver Figura 24].

METABOLISMO DE COMPUESTOS EXOGENOS

:iﬂlaﬁii .

R B I,I I"'

-0.3
-0.4

-0.5
EMBT200 wMBT20000 =MGT200 =MGT20000

Figura 24. Datos logaritmicos de expresion de cinco genes, relacionados con el
metabolismo de compuestos exogenos, analizados por PCR-RT en branquias (MBT) y
hepatopancreas (MGT) de mejillones incubados durante un dia con 200 y 20000
celulas/L de P. lima. Se muestran los datos de dos pools de cDNA (1.1y 2.2).
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3.3. METABOLISMO CELULAR

Se efectuo el andlisis de la expresion de los siguientes 4 genes: el proteasoma
(PSM), la catepsina B (CTSB), la peroxirredoxina (PRDX), y la metionina-
sulfoxido reductasa (MSR).

Los resultados obtenidos mostraron una leve tendencia a la sobreexpresion de
los genes del proteasoma y de la metionina-sulfoxido reductasa a bajas dosis de
OA (200 células/L) en branquias, mientras que la catepsina B aparecio
significativamente sobreexpresada en todos los tratamientos y tejidos /[ver

Figura 25].

0.0
-0,

0.4

METABOLISMO CELULAR

0,8
0.6

0.4

e
o

[

-0.6
= MBT200 =MBT20000 =MGT200 =MGT20000

Figura 25. Datos logaritmicos de expresion de cuatro genes, relacionados con el
metabolismo celular, analizados por PCR-RT en branquias (MBT) y hepatopdncreas
(MGT) de mejillones incubados durante un dia con 200 y 20000 células/L de P. lima.
Se muestran los datos de dos pools de cDNA (1.1y 2.2).

Por el contrario, las peroxirredoxinas aparecieron reprimidas en todos los

tratamientos y tejidos [ver Figura 25].
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3.4. SISTEMA INMUNE Y ESTRES

Se analiz6 la expresion de los siguientes 3 genes: proteina de choque térmico
71 (heat shock protein 71 o HSP71), factor trefoil (TFF) o proteina altamente

conservada implicada en procesos de morfogénesis y reparacion tisular, y

lectinas de uniéon al acido sialico (SIGLEC) o proteinas involucradas en la

recepcion de virus, hormonas y toxinas en invertebrados.

Los resultados obtenidos revelaban una tendencia a la represion en todos los
tejidos y tratamiento de la expresion de las lectinas de union al acido sialico,
mientras que en lo referente a la expresion de TFF se encontré una
sobreexpresion en branquias a bajas dosis de OA. Ademas, los niveles de
HSP71 se encontraron también sobreexpresados en todos los tratamientos en

hepatopancreas, y a bajas dosis en branquia /ver Figura 27].

3.5. DESARROLLO

Se llevo a cabo el estudio de la expresion de los 2 genes siguientes: la
suprabasina (SBSN) relativa a la diferenciacion, y la F-espondina (FSPO)
relativa al crecimiento celular. Los resultados indicaban una sobreexpresion
significativa en todos los tejidos, marcadamente elevada a bajas dosis (200
células/L), que recobra su estado normal con tratamientos mas severos (20000
células/L), lo que indica que son genes relevantes en la respuesta precoz al
toxico. Es destacable la sobreexpresion de la F-espondina a bajas dosis en

hepatopancreas [ver Figura 27].

3.6. BIOMARCADORES POSIBLES DE CONTAMINACION

Se analizd la expresion de otros dos transcritos elegidos debido a su mayor

representacion en las genotecas pero sin resultados claros de homologia en
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BLAST, con lo que se le asignaron los nombres biomarcador S y biomarcador
AV. En concreto, uno de estos ESTs, el biomarcador S, presenta dominios de
homologia considerable (E-value =~ 10°) con un receptor rico en cisteina que
reconoce lipoproteinas de baja densidad (dominio SR) [Figura 26]. Pero al
margen de ésto, la mayor homologia que presenta en BLAST es con una
proteina de Strongylocentrotus purpuratus relacionada con tumores cerebrales

malignos, y no comparte ni el 40% de identidad.

1 160 240 300 e So0 [T e

RF +3 e e

specific hits EEmeeeameeeeees EeeeeaReeeeea)
Superfanilies SRCR superfamily SRCR superfamily
NOMBRE ACCESO DESCRIPCION INTERVALO  E-VALUE

Smart00202  Scavenger receptor Cys-rich. The sea ucrhin egg peptide speract contains 4 repeats of 57-356 2.96e-30
SR (superfamilia SR domains that contain & conserved cysteines. May bind bacterial antigens in the

¢cl02509) protein MARCO. 387-641 7.25e-24

Pssm-ID: 214555 Cd Length: 101 Bit Score: 109.38 E-value: 2.96e-30

lo88s3

Cdd: smar

108883

Cdd:smart8@2e2 81

108883 129 V EGTV VIHGSV !
Cdd: smart8d202 1 VRLVGGGSPCEGRVEVYHN 5 GWOLRDANVV L GAV! ISAYFGPGSGPIWLONVRCSGTEASLSDC 8@

108883 289 AST

Cdd:smart@0202 81 PHS 85

Figura 26. Dominios hallados por BLASTX en la secuencia de aminodcidos del posible
biomarcador S (secuencia n° 108883), altamente representado en las genotecas de
individuos tratados con OA. En la tabla se describe el dominio que mejor se ajusta a
los intervalos indicados de la secuencia en cuestion, su codigo de acceso en la base de
datos y su E-value o parametro que describe el numero de resultados de homologia de
la secuencia dada esperados por azar en una determinada base de datos. Se muestra
también el alineamiento de la secuencia con este dominio indicando en azul aquellos

aminodcidos que varian respecto al consenso, y en rojo aquellos conservados.
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La expresion de estos genes a 200 y 20000 células/L. puede observarse en la
Figura 27. En ambos genes hay un cambio drastico en los perfiles de
sobreexpresion y/o represion tras tratamientos con dosis bajas de OA. Cabe
destacar el comportamiento del gen biomarcador AV a tratamientos severos
donde los niveles de expresion vuelven a valores similares a los basales [ver

Figura 27].

SISTEMA INMUNE Y ESTRES - DESARROLLO - BIOMARCADORES

8,0

6,0

*
4,0 J
* * * Fox *
i T

e — =
HSPT71 TFF - LecTivn F-SPONDIN SUPRABASINA C. AV BIOMARC. S

-4,0 *

6,0 *

s MBT200 =MBT20000 =MGT200 =MGT20000

Figura 27. Datos logaritmicos de expresion de siete genes, relacionados con el sistema
inmune y estrés (los tres primeros), con el desarrollo (los dos siguientes) y como
biomarcadores de contaminacion (los dos ultimos). Para ello fueron analizados por
PCR-RT en branquias (MBT) y hepatopancreas (MGT) de mejillones incubados
durante un dia con 200 y 20000 células/L de P. lima. Se muestran los datos de dos
pools de cDNA (1.1 y 2.2). Se marcan con asteriscos aquellos valores de expresion

significativos.
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4. CARACTERIZACION DE SIETE SUBUNIDADES
RELATIVAS A LAS FOSFATASAS PP1 Y PP2A

Como hemos indicado en este trabajo, cada proteina PP1 funcional consta de

una subunidad catalitica altamente conservada en eucariotas, y una subunidad

reguladora (subunidad R) variable. Las interacciones entre ambas subunidades
son cruciales para explicar las funciones del complejo proteico ya que es la
subunidad R quien dirige a la subunidad catalitica hacia el compartimento

subcelular especifico y modula su especificidad de sustrato.

Los resultados obtenidos a partir de la caracterizacion de las secuencias de
genotecas de hepatopancreas relacionadas con PPs permitieron identificar dos
isoformas de subunidades cataliticas completas y dos isoformas de subunidades
reguladoras en Mytilus galloprovincialis. A continuaciéon se caracterizan
brevemente los ORF (“Open Reading Frame” o marco de lectura abierto) de

cada una:

+ PPl _CATALYTIC SUBUNIT ALPHA —» secuencia de 1896 nucleotidos que
codifica para una proteina de 37.3 kDa con 329 aminoacidos, presenta un
99% de homologia con una secuencia de la ostra Crassostreas gigas
(sequence ID: EKC23784.1). Sus dominios conservados se muestran en

la Figura 28.
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metal binding site 1| A A A
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natural toxin binding site ) A YWY A
MYPTL binding sita ) B4 A MG 8L Py

Specific hits
Superfanilies | MPP_superfamily superfamily
NOMBRE ACCESO DESCRIPCION INTERVALO  E-VALUE

PP1, PPKL (PP1 and kelch-like) enzymes, and related proteins, metallophosphatase
cd07414 domain. PP1 (protein phosphatase type 1) is a serine/threonine phosphatase that

MP:I;EI (superfamilia regulates many cellular processes including: cell-cycle progression, protein  147-1025 Oe+00
= cl13995) synthesis, muscle contraction, carbohydrate metabolism, transcription and neuronal
signaling, through its interaction with at least 180 known targeting proteins.
59191

Cdd:cd@7414

59191
Cdd:cd@7414

17e 18e 19@ 208 21e 228 230 248
59191

Cdd:cd@7414

59191
Cdd:cd@7414

Figura 28. Dominios conservados de la proteina identificada en M. galloprovincialis
como la subunidad catalitica alpha de PP1 (secuencia n° 59191). En la tabla se
describe el dominio que mejor se ajusta al intervalo indicado de la secuencia dada, su
codigo de acceso y su valor E, que informa sobre la significatividad del alineamiento.
Se muestra también el alineamiento a nivel de proteina de la secuencia obtenida con
este dominio (secuencia inferior), destacando en azul los aminodcidos variables y en

rojo los conservados.

% PPl CATALYTIC SUBUNIT GAMMA > secuencia de 1210 nucledtidos que
codifica para una proteina de 35.2 kDa con 307 aminoacidos, presenta un
81% de homologia con una secuencia predicha del erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus (sequence ID: XP 794664.2). Esta
isoforma se localizd a partir de secuencias pertenecientes Unicamente a
las genotecas reverse de hepatopancreas. En la Figura 29 se representan

sus dominios conservados.
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MPP PP1 cd07414 PP1, PPKL (PP1 and kelch-like) enzymes, and related proteins, metallophosphatase
= (superfamilia  domain. PP1 (protein phosphatase type 1) is a serine/threonine phosphatase that 141-1010 1.72e-166
_PPKL : G
cl13995) regulates many cellular processes including: [...].
70 8o
90212 47 L QYEDMLRHFDKCGYPPDANY 125
Cdd:cde7414 1 DIDS YYD FEYGGFPPESNY 88
90212
Cdd:c

90212 206 SPDLKEMSQLY
Cdd:cd07414 161 KIFCMHGGLSPDLQSMEQIRRIMRPTI

250 26@ 27e 280 29

Figura 29. Dominios conservados de la proteina identificada en M. galloprovincialis
como la subunidad catalitica gamma de PP1 (secuencia n°® 90212). Notese que, en
comparacion con la subunidad alpha anterior [ver Figura 28], sus dominios no se
consideran especificos dado que existen diferencias significativas en su secuencia. Esto
viene representado por una mayor tasa de aminodcidos variables (en azul) respecto a
aquellos conservados (en rojo) en el alineamiento que se muestra con la secuencia del
dominio mds representativo (secuencia inferior). Notese también en la tabla las
variaciones que presenta en el intervalo de homologia y en el valor E que informa

sobre la significatividad del alineamiento.

4 PPl REGULATORY SUBUNIT 10 -> secuencia parcial de 997 nucleo6tidos
encontrada en las genotecas tratadas, con un 61% de homologia con una
secuencia de la ostra Crassostreas gigas (sequence ID: EKC19845.1).

4 PPl REGULATORY SUBUNIT 124 -> secuencia parcial de 480
nucleotidos encontrada en las genotecas tratadas, con un 66% de

homologia con una secuencia de la ostra Crassostreas gigas (sequence
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ID: EKC18372.1). Presenta un dominio PLC-beta C terminal (de
fosfolipasa-beta C).

Por otra parte, cada proteina PP2A funcional consiste en un nucleo

heterodimérico enzimatico, formado por una subunidad estructural y una

subunidad catalitica, que se une a distintas subunidades reguladoras

estructuralmente relacionadas. De nuevo tanto las subunidades reguladoras
directamente como la subunidad estructural y su flexibilidad conformacional
indirectamente son clave para la modulacion de la actividad fosfatasa sobre el

sustrato adecuado.

En este trabajo se identificaron dos isoformas de la subunidad catalitica, una
isoforma de la subunidad estructural y tres isoformas de subunidades
reguladoras en Mytilus galloprovincialis. A continuacion se caracterizan

brevemente los ORF de cada una:

+ PP2A CATALYTIC SUBUNIT ALPHA = secuencia de 1995 nucleétidos que
codifica para una proteina de 35.8 kDa con 312 aminoacidos, presenta un
96% de homologia con una secuencia de la babosa marina Aplysia
californica (sequence ID: XP_005100173.1). Es muy similar también a
otras subunidades cataliticas de PP2A encontradas en la ostra
Crassostreas gigas (sequence ID: EKC38582.1), en la lapa Lottia
gigantea (sequence ID: XP_009065210.1) o en el pez cebra Danio rerio
(sequence ID: NP_998458.1). Incluye varios dominios conservados que

se aprecian en la Figura 30.
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Metal lophos
Superfanilies MPP_superfamily superfamily
NOMBRE ACCESO DESCRIPCION INTERVALO E-VALUE

PP2A, PP4, and PP6 phosphoprotein phosphatases, metallophosphatase domain.
PP2A-like family of phosphoprotein phosphatases (PPP's) including PP4 and PPE.
PP2A (Protein phosphatase 2A) is a critical regulator of many cellular activities.
cd07415 PP2A comprises about 1% of total cellular proteins. PP2A, together with protein

MEE_EEZA (superfamilia phosphatase 1 (PP1), accounts for more than 90% of all serine/threonine 242-1096 4.10e-165

_PPa_PPé cl13995) phosphatase activities in most cells and tissues. The PP2A-like family of
phosphatases all share a similar heterotrimeric architecture, that includes: a
65kDa scaffolding subunit (A}, a 36kDa catalytic subunit (C), and one of 18
regulatory subunits (B).
20
7356 KQLTENQVKTL
Cdd:cd@7415 (KCELLPESEVKSLCEK

7356
Cdd:cd@7415
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Cdd:cde7415 161

288
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Figura 30. Dominios conservados de la proteina identificada en M. galloprovincialis
como la subunidad catalitica alpha de PP2A (secuencia n° 7356). En la tabla se
describe el dominio que mejor se ajusta al intervalo indicado de la secuencia dada, su
codigo de acceso y su valor E o parametro que describe el numero de resultados de
homologia de la secuencia dada esperados por azar en una determinada base de datos.
Se muestra también el alineamiento a nivel de proteina de la secuencia obtenida en
mejillon con este dominio (secuencia inferior), indicando en azul los aminodcidos

variables y en rojo aquellos conservados.

% PP2A_CATALYTIC SUBUNIT BETA -» secuencia parcial de 601
nucleétidos que se amplifico mediante el uso de cebadores degenerados
y presenta un 99% de homologia con isoformas de la subunidad
catalitica de PP2A de abeja la Apis dorsata (sequence ID:
XP_006620954.1), del pato Anas platyrhynchos (sequence ID:
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EOBO07367.1), o del oso panda Ailuropoda melanoleuca (sequence ID:
EFB24270.1). A nivel nucleotidico presenta diferencias significativas
con la isoforma alpha de la subunidad catalitica de PP2A aislada en M.
galloprovincialis (182 nucle6tidos variantes). En la Figura 31 se
aprecian los motivos conservados que presenta, concordantes con los

exhibidos por esta isoforma alpha.
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Superfanilies MPP_superfamily superfamily
NOMBRE ACCESO DESCRIPCION INTERVALO E-VALUE

PP2A, PP4, and PP6 phosphoprotein phosphatases, metallophosphatase domain.

MPP_PP2A  (superfamilia  PP2A-like family of phosphoprotein phosphatases (PPP's) including PP4 and PP6. 19-543 4.45e-110

_PP4_PPe cl13995) PP2A (Protein phosphatase 2A) is a critical regulator of many cellular activities
[}
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Figura 31. Dominios conservados de la proteina parcial identificada en M.
galloprovincialis como la subunidad catalitica beta de PP2A (secuencia n® 32502). En
la tabla se describe el dominio que mejor se ajusta al intervalo indicado de la
secuencia dada, su codigo de acceso y su valor E que informa sobre la significatividad
del alineamiento. Se muestra también el alineamiento a nivel de proteina de la
secuencia obtenida con este dominio (secuencia inferior) indicando en azul los
aminodcidos variables y en rojo aquellos conservados. Al margen de que este dominio
estd incompleto en su extremo 5°, notese la existencia de diferencias sustanciales en su
secuencia aminoacidica con respecto al mismo dominio encontrado en la isoforma

alpha [ver Figura 30].
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+ PP2A REGULATORY SUBUNIT 55KDA - secuencia de 1363 nucledtidos
que codifica para una proteina de 51.3 kDa con 445 aminoacidos,
presenta un 93% de homologia con una proteina de la ostra Crassostreas
gigas (sequence ID: EKC35778.1) e incluye un dominio conservado

CDCS55 que se aprecia en la Figura 32.
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Serine/threonine protein phosphatase 24, regulatory subunit [Signal transduction
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Figura 32. Dominio conservado CDC55 de la proteina identificada en M.
galloprovincialis como la subunidad reguladora de 55 kDa de PP2A (secuencia n°
17685). En la tabla se muestra su numero de acceso, el intervalo de homologia con la
secuencia de mejillon y su valor E que informa sobre la significatividad del
alineamiento. Se muestra también el alineamiento a nivel de proteina de la secuencia
obtenida con este dominio (secuencia inferior), destacando en azul los aminodcidos

variables y en rojo aquellos conservados.
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% PP2A REGULATORY SUBUNIT 56KDA_DELTA —-> secuencia de 2041
nucledtidos que codifica para una proteina de 65.7 kDa con 564
aminoacidos. Presenta un 83% de homologia con una proteina de la ostra
Crassostreas gigas (sequence ID: EKC28886.1) y sus dominios
conservados se reflejan en la Figura 33.
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Protein phosphatase 2A regulatory B subunit (B56 family). Protein phosphatase
2A (PP2A) is a major intracellular protein phosphatase that regulates multiple
P aspects of cell growth and metabolizm. The ability of this widely distributed
B8 JEDIGITE heterotrimeric enzyme to act on a diverse array of substrates is largely controlled o162 e
by the nature of its regulatory B subunit. There are multiple families of B subunits
(see also pfam01240), this family is called the B56 family.
30 se 6@ 70 8e
T —, (Sop—_— v oo im0 ] .
18549 KRAALN FVSHNR - -GVITEPIYPEAIHMFSVNLFRTL 212
Caa:pfam@16€3 LPOVPSPEFKDLFLKKLKQCCVICDFS-DPNSOLKAKE IKRQTLKE IVDYVSNSDivGKLTEDLYDEIFKMIAVNIFRPL 79
11@ 120 130
18549 213 PPSSNPhgaEFOPEEDEPALEASHPHLQL EFFQFLES"D=Q=N'S| RFVLQLLELFOFEDPRERDFLKTLLH 292
Cdd:pfam@1603 80 VYEILLRFIESPPFDPL - -KKYIDHSFIKRLLDLFDSPOPRERDQLKTFLH 154
190 230 249
........ . — wond®ywnnfoer®uwnn]
18549 293 ETEHHNGIA LPLHKVKSLSVYHPQL 372
Cdd:pfam@1603 155 YETEKPNGVAE KVLLPLHKSKHLSLYHQQL 234
31e 320
ST S (e e |
18549 373 KQLAKCVSSP! ERAL 452
Cda:pfam@1683 235 EKIPPEEFQKIMVPLFKILARCISSPHFQVAERAL 314
350 360 370 3se 390 20¢
S [N, F R ([N o [ Seseny [ S |
18549 453 K - SKEHWNKT IHGL I YNALKLFMEMNQKL FODC TQQYKAERQKEKERLKNRD 531
Cdd:pfam@1603 315 394

18549 532 DAWTKVNNLA 541
Cad:pfam@1603 395 KTWARIAEAA 404

]

Figura 33. Dominios conservados de la proteina identificada en M. galloprovincialis

como la subunidad reguladora delta de la familia B56 de PP2A (secuencia n° 18549).

En la tabla se describe el dominio que mejor se ajusta, el intervalo de alineamiento,

su

codigo de acceso y su valor E o parametro indicativo de la significatividad del

alineamiento. Se muestra también el alineamiento a nivel de proteinas de este dominio
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(secuencia inferior) con la secuencia obtenida en mejillon, destacando en azul los

aminodcidos variables y en rojo aquellos conservados.

“ PP2A REGULATORY SUBUNIT 56KDA_EPSILON -> secuencia de 1914
nucledtidos que codifica para una proteina de 51.6 kDa con 440
aminoacidos. Presenta un 89% de homologia con una proteina de la lapa
Lottia gigantea (sequence ID: XP_009065773.1), e incluye los mismos
dominios que la isoforma “PP2A CAT 56kDa delta” pero con

variaciones sustanciales que se pueden apreciar en la Figura 34.
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Protein phosphatase 2A regulatory B subunit (BS6 family). There are multiple
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Figura 34. Dominios conservados de la proteina identificada en M. galloprovincialis
como la subunidad reguladora epsilon de la familia B56 de PP2A (secuencia n°
17728). En la tabla se describe el dominio que mejor se ajusta, su codigo de acceso, el
intervalo donde alinea con la secuencia obtenida y su valor E que informa de la

significatividad del alineamiento. En el alineamiento se destacan en azul los
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aminoacidos que difieren con la secuencia de mejillon y en rojo aquellos conservados.

Notese también la presencia de diferencias a nivel aminoacidico con la isoforma

“PP2A4 REG 56kDa delta” descrita anteriormente [ver Figura 33].

+ PP2A SCAFFOLD SUBUNIT ALPHA - secuencia de 2588 nucledtidos que

codifica para una proteina de 65.2 kDa con 600 aminoacidos y presenta

un 87% de homologia con una proteina de la ostra Crassostreas gigas

(sequence ID: EKC43171.1).

La Tabla 10 resume los principales parametros encontrados en aquellas ORFs

completas relativas a las proteinas fosfatasa serina-treonina. Se excluyen por

tanto las secuencias parciales de las dos subunidades reguladoras de PP1 y de

la subunidad catalitica beta de PP2A halladas en M. galloprovincialis:

% DE
NOMBRE CONSENSO:
IDENTIDAD
RESULTADO DE BLASTP
DE BLASTP
PP1 CAT alpha:
PP1 catalytic subunit alpha isoform 99%
(Crassostrea gigas)
PP1 CAT gamma:
PPI-like PREDICTED catalytic subunit 81%
(Strongylocentrotus purpuratus)
PP2A CAT alpha:
PP24 PREDICTED catalytic subunit 96%

beta isoform-like (Aplysia californica)
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ORFs

® TAMANO

= %CG

® 990 nt
= 36.9%

= 024 nt
= 36.0%

® 939 nt
m382%

PROTEINA

® TAMANO
® P\

® PUNTO ISOELECTR.

®320aa
® 37.298 kDa
®6.25

® 307 aa
® 35193 kDa
*5.10

®3]2aa
® 35875 kDa
® 536



PP2A REG scaffold:
PP2A regulatory subunit 65 kDa alpha

isoform (Crassostrea gigas)

PP2A REG 55 kDa:
PP2A regulatory subunit 55 kDa

subunit B alpha isoform (Crassostrea

gigas)

PP2A REG 56 kDa delta:
PP2A4 regulatory subunit 56 kDa delta

isoform (Crassostrea gigas)

PP2A REG 56 kDa epsilon:
PP24 regulatory subunit 56 kDa
PREDICTED epsilon isoform (Lottia

gigantea)

87%

93%

83%

89%

= 1803 nt
= 40.0%

® 1338 nt
= 10.6%

= 1695 nt
®35.7%

® 1323 nt
®35.2%

Resultados

® 600 aa
® 65.241 kDa
e 811

® 445 aa
®51.312kDa
799

® 564 aa
® 65.757 kDa
774

® 140 aa
®51.610 kDa
e 7’54

Tabla 10. Parametros descritos para los genes completos de PP1 y PP2A identificados

en mejillon. Se muestra el mejor resultado obtenido en BLASTP y el porcentaje de

identidad con éste. En lo relativo a la secuencia nucleotidica de la ORF se refleja su

longitud y el porcentaje en CGs. En lo referente a la secuencia aminoacidica de la

proteina resultante se muestra su longitud, su peso molecular y el punto isoeléctrico.

5. RESULTADOS DE PCR-RT CON LAS SUBUNIDADES

CATALITICAS DE PP1 Y PP2A

Se efectud el analisis de la expresion de los genes codificantes para las

subunidades cataliticas de PP1 (isoformas alpha y gamma) y PP2A (isoforma

alpha).

Péagina | 115



Resultados

En los tres genes se encontré una tendencia a la sobreexpresion en branquias
con tratamientos suaves con OA que disminuia conforme se aumentaba el
tratamiento. Esta disminucion se agudizaba mas con la isoforma “PP1 CAT
alpha”, la cual se reprimia a elevadas dosis de OA. En hepatopancreas, sin
embargo, se encontrdé una tendencia a la represion con exposiciones bajas al
toxico, que, de nuevo, disminuia conforme se aumentaba el tratamiento,
detectando efectos de sobreexpresion con el tratamiento mas severo. En este
caso, esta disminucion es mas leve en la isoforma “PP1 CAT alpha”, la cual
presenta una expresion similar en casos control y en casos de tratamiento

severo de OA con 20000 células/L [ver Figura 35].

Subunidades cataliticas de PPs
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
O —
-
0,1 z
-0,2
0,3
EMBT200 w=MBT20000 =mMGT200 mMGT20000

Figura 35. Datos logaritmicos de expresion de las distintas isoformas de las
subunidades cataliticas de PP1 y PP2A, analizados por PCR-RT en branquias (MBT) y
hepatopancreas (MGT) de mejillones incubados durante un dia con 200 y 20000
células/L de P. lima.
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6. ANALISIS EVOLUTIVO DE LAS SUBUNIDADES
CATALITICAS DE PP1 Y PP2A

La filogenia de las secuencias aminoacidicas identificadas como subunidades
cataliticas de PP1 y PP2A en mejillon fue reconstruida tras la ejecucion de una
extensiva prospeccion de datos moleculares en otras especies que permiten la
evaluacion de las sustituciones producidas en dichas secuencias [ver Tablas

Anexas 01y 02].

6.1. ANALISIS EVOLUTIVO DE LA SUBUNIDAD CATALITICA
PP1

La topologia resultante del arbol filogenético reconstruido para la subunidad
catalitica de PP1 y basado en las secuencias de proteinas se muestra en la
Figura 36. Este andlisis filogenético revela la presencia de tres grandes grupos
monofiléticos apoyada por los elevados valores de confianza correspondientes

a cada subunidad catalitica de PP1 (alpha, beta y gamma).

Entre las secuencias analizadas, “PP1 CAT alpha” se localiza muy proxima a
la subunidad catalitica alpha de PP1 de otros moluscos, lo que confirma que la
primera es efectivamente una isoforma alpha [ver Figura 36]. En concreto, los
analisis de homologia revelan en torno a un 98% de similitud con secuencias
“PPl-alpha catalytic subunit-like” de Crassostrea gigas (sequence ID:
EKC23784.1), Aplysia californica (sequence ID: XP 005111155.1) y Lottia
gigantea (sequence ID: XP_009048328.1).

Por otro lado, “PP1 CAT gamma” ocupa una posicion basal en la topologia
[ver Figura 36/, bastante alejada de las isoformas correspondientes a
invertebrados. Ademas, los analisis de homologia a nivel de proteinas revelaron

que “PP1 CAT gamma” exhibia una similitud no mayor del 80% con la

Péagina | 117



Resultados

secuencia “PPI-2-like isoform” del gasteropodo Aplysia californica (sequence
ID: XP_005101598.1) y con una proteina hipotética del gasteropodo Lottia
gigantea (sequence ID: XP_009064257.1). También y no menos importante, a
diferencia del resto de isoformas que presentan un tamafio de 330 aminoacidos,
esta subunidad “PP1 CAT gamma” encontrada en mejillon consta de tan so6lo

310 aminoacidos.
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Figura 36. Reconstruccion de la filogenia de la subunidad catalitica de PP1 a nivel de
secuencias proteicas en eucariotas utilizando el método de Maxima Verosimilitud. El
numero sobre las ramas internas representa los valores de bootstrap no-paramétrico
(1000 pseudorréplicas) seguido de la probabilidad posterior bayesiana (solo se
indican si los valores de bootstrap > 50% o de probabilidad posterior > 0.5). Los
circulos negros en los nodos internos indican las desviaciones significativas de la
hipotesis del reloj molecular a lo largo de la filogenia (p < 0.001). Los grupos
monofiléticos correspondientes a las distintas subunidades cataliticas se indican en el

margen derecho del arbol.

6.2. ANALISIS EVOLUTIVO DE LA SUBUNIDAD CATALITICA
PP2A

La topologia resultante del arbol filogenético basado en secuencias proteicas
reconstruido para la subunidad catalitica de PP2A se muestra en la Figura 37.
En este caso, este analisis filogenético indica la presencia de dos grandes
grupos monofiléticos apoyada por los elevados valores de confianza de las
isoformas alpha y beta de subunidades cataliticas de PP2A. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurria con PP1, la diferenciacion funcional de las

subunidades cataliticas de PP2A se restringe a organismos vertebrados.

En este caso, la unica subunidad catalitica de PP2A caracterizada en M.
galloprovincialis estd localizada filogenéticamente proxima al grupo de
Invertebrados [Figura 37]. En concreto, los analisis de homologia muestran un
96% de similitud de “PP2A CAT alpha” con la subunidad catalitica beta de
PP2A de Aplysia californica (sequence ID: XP_005100173.1) y de Crassostrea
gigas (sequence ID: EKC38582.1).
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Figura 37. Reconstruccion de la filogenia de la subunidad catalitica de PP2A a nivel
de secuencias proteicas en eucariotas utilizando el método de Mdaxima Verosimilitud.
El numero sobre las ramas internas representa los valores de bootstrap no-
paramétrico (1000 pseudorréplicas) seguido de la probabilidad posterior bayesiana
(solo se indican si los valores de bootstrap > 50% o de probabilidad posterior > 0.5).
Los circulos negros en los nodos internos indican las desviaciones significativas de la
hipotesis del reloj molecular a lo largo de la filogenia (p < 0.001). Los grupos
monofiléticos correspondientes a las distintas subunidades cataliticas se indican en el

margen derecho del arbol.
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7. ESTUDIO DE LA NATURALEZA DE LOS EPISODIOS
SELECTIVOS IMPLICADOS EN LA DIVERSIFICACION
DE LAS SUBUNIDADES CATALITICAS DE PP1 Y PP2A

Una vez confirmada la divergencia a partir de un antecesor comun de las
subunidades cataliticas de PP1 y PP2A de forma temprana durante la evolucion
de los Cordados, se defini6 la naturaleza de la seleccion natural implicada. En
ambos casos se encontraron desviaciones significativas de la hipotesis de
relojes moleculares globales (p < 0.001). Los analisis de los relojes moleculares
locales revelaron también una desviacion significativa en varios nodos internos
de las filogenias reconstruidas respecto al comportamiento tedrico esperado,
especialmente en aquellos nodos que conducen a los distintos grupos
monofiléticos presentes en las subunidades cataliticas de PP1 y PP2A (p <

0.001). [ver Figuras 36-39].

De forma complementaria a los analisis sobre el tipo de seleccion, se
combinaron andlisis bayesianos y de Maxima Verosimilitud a través del
“Mixed Effect Model of Evolution” (MEME) con el objetivo de localizar los
sitios individuales sujetos a seleccion diversificadora. En el caso de las
subunidades cataliticas de PP1 se identificaron once codones correspondientes
a las posiciones 2, 32, 130, 178, 316, 327 y 334 (p < 0.1). Los analisis
filogenéticos de las mutaciones en esas posiciones revelan que dichos cambios
en los codones 32 y 334 estarian muy probablemente implicados en la

diferenciacion de la isoforma gamma de vertebrados.

En el caso de las subunidades cataliticas de PP2A, tan sélo se identificaron tres
codones sujetos a episodios de seleccion diversificadora, en concreto se trata de

los codones 64, 82 y 329.
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Figura 38. Filogenia del gen PPI. Los niveles de confianza y la presencia/ausencia de
relojes moleculares locales se indican en la Figura 36. Los valores de significatividad
de los episodios adaptativos (p < 0.05) se representan en el nodo interno
correspondiente. La intensidad de la seleccion se representa en las barras de la
izquierda en color rojo (v > 5), gris (w = 1) y azul (w = 0), cuyo ancho es

proporcional a los sitios incluidos dentro de casa clase.
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Figura 39. Filogenia del gen PP2A. Los niveles de confianza y la presencia/ausencia
de relojes moleculares locales se indican en la Figura 37. Los valores de
significatividad de los episodios adaptativos (p < 0.05) se representan en el nodo

interno correspondiente.

8. ANALISIS DE LA EMULACION ESTRUCTURAL
TRIDIMENSIONAL DE LA HOLOENZIMA PP2A

Los analisis realizados con el software PHYRE permiten elucidar la
conformacion estructural del trimero de PP2A. Esto facilita la localizacion
espacial de aquellas sustituciones de la subunidad catalitica encontradas en los
alineamientos con el top-hit en BLASTP y permite confirmar si dichas

modificaciones son significativas funcionalmente.
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En la Figura 40 se muestra la estructura holotrimérica de las tres subunidades
de PP2A (catalitica, reguladora y estructural) y la ubicacion espacial de uno de
los motivos variantes encontrados: WKD. Es un tripéptido localizado en los
aminoacidos 99-101 del motivo conservado de “PP2A CAT alpha” reflejado en
la Figura 30.

(B)

REGULATORY SUB

Catalytic - Scaffolding
subunit subunit

(Xing et al., 2006)

Figura 40. (A) Resultado de la simulacion estructural del trimero de PP2A en M.
galloprovincialis. La subunidad scaffold se representa en amarillo, la subunidad
catalitica en verde y la subunidad reguladora en azul. La flecha roja indica el motivo
WKD, variable en la subunidad catalitica, localizado en el area de union al scaffold;

(B) Estructura del niicleo enzimatico de PP2A unido al OA (Xing et al., 2006).
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1. ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA EN MEJILLONES
TRATADOS CON OA: HERRAMIENTA UTIL EN
BIOMONITORIZACION AMBIENTAL

Actualmente, ademds de la importancia inherente que presenta la comprension
de los procesos de detoxificacion en bivalvos, es indiscutible la necesidad de
estudios de investigacion sobre métodos de control de biotoxinas en el medio
marino. El uso de biomarcadores genéticos de contaminaciéon para la
biomonitorizacion de episodios toxicos marinos ha experimentado un auge en
esta ultima década (Sarkar et al., 2006; Viarengo ef al., 2007; Anderson et
al., 2012; Stambuk ef al., 2013), sin embargo para su identificacion es
necesario conocer con mayor precision el transcriptoma del organismo

centinela a estudio.

Recientemente se han comenzado a integrar diversos enfoques 6micos en el
estudio del genoma de bivalvos marinos (Genomica, Protedmica,
Metabolémica, Transcriptomica, Epigenomica), principalmente debido a los
recientes avances en las tecnologias de secuenciacion (next-generation
sequencing) y a la sustancial reduccion de los costes asociados. No obstante, la
caracterizacion de genomas bivalvos es todavia un reto dada la falta de datos de
referencia, la presencia de secuencias especificas caracteristicas, la alta
densidad de regiones repetitivas y el aumento de los niveles de polimorfismo

(Suarez-Ulloa et al., 2013B).

Actualmente en lo tocante al mejillon Mytilus galloprovincialis existen
distintos proyectos basados en la construccion de librerias de cDNA cuyo
objetivo en ultima instancia es conseguir una base de datos o catalogo de genes
completo del mismo, tanto a nivel general (database species-centered) como
especificamente en relacion a la expresion al OA (database functionally-

centered). Por ejemplo, la base de datos MytiBase consta de aproximadamente
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25000 ESTs obtenidos a partir de diecisiete librerias de cDNA en casos control
o como resultado de diversos tratamientos /ver Tabla 11] (Venier et al., 2009;

http://mussel.cribi.unipd.it/) y permitid6 el estudio de la respuesta

transcriptomica del mejillon ante diversos episodios de estrés ambiental.

NOMBRE DE LA LIBRERIA
- N
DE CDNA TEJIDO DESCRIPCIO!
DiGO01 ‘ Hepatopéancreas Mejillones tratados durante tres dias con OA
DiG02 Hepatopéncreas Mejillones tratados con bacterias inactivadas por
calor
Esel0 Mezcla de tejidos /7 anto, misculo Mejillones control
GDGO01 Hepatopancreas y branquias Mejillones tratados con compuestos organicos
y/o metales pesados
G101 Branquias Mejillones tratados con bacterias inactivadas por
calor
Hae01 - Hae05 Hemolinfa Mejillones control, tratados con bacterias
inactivadas por calor y tras infeccion viral
MxTO01 - MxT04 ‘ Mezcla de tejidos [pie, gdnada, manto... Mejillones control
Nor01 Mezcla de tejidos onada, manto Mejillones control
Tst00 — Tst01 ‘ Mezcla de tejidos [pie, gonada, manto... Mejillones control

Tabla 11. Resumen de las librerias de cDNA pertenecientes a M. galloprovincialis
construidas en Venier et al. (2009). En la primera columna se aprecia el nombre de la
libreria o genoteca de cDNA, en la segunda columna el tejido de procedencia, y en la

ultima columna el organismo de procedencia mas el tratamiento al que fue sometido.

En otros estudios se recopilaron catdlogos de genes obtenidos por
pirosecuenciacion pertenecientes a diversos tejidos de mejillones control, tales
como branquia, hepatopancreas, pie o manto, alcanzando, entre todos, un total

de 170000 ESTs aproximadamente (Craft ez al., 2010).

Mas recientemente en nuestro grupo se construyd la base de datos
CHROMEVALOA, que consta de aproximadamente 900000 ESTs y permite la
comprension de los mecanismos asociados a la cromatina que contrarrestan los
efectos provocados por el OA en mejillones, tales como la reparacion del ADN

entre otros (Suarez-Ulloa et al., 2013A; http://chromevaloa.udc.es/web/index.

html).

Pégina | 128



Discusion

Sin embargo, cabe recordar que actualmente en las bases de datos publicas
estan disponibles las secuencias de poco mas de 380000 ESTs pertenecientes a
especies de la clase Bivalvia, y tan sélo 68000 concretamente del género
Mpytilus, lo cual apoya la necesidad de mas estudios sobre el genoma del
mejillén (Tanguy et al., 2013). Ademas, a pesar del elevado numero de ESTs
generados para determinadas especies de moluscos bivalvos como
Strogylocentrotus purpuratus o Crassostrea gigas, los estudios llevados a cabo
en el mejillon M. galloprovincialis continian siendo muy escasos. Esto es
debido a que, a pesar de que este tipo de estudios suelen ser el primer paso en
la mayoria de los Proyectos Genoma desarrollados, el panorama cientifico
actual estd mas decantado al estudio de los efectos del OA sobre células
humanas (Cohen et al., 1990; Ciminiello et al., 2006; Fujiki et al., 2009;
Munday, 2013). De estos estudios se ha demostrado, por ejemplo, la capacidad
carcinogénica, mutagénica, teratogénica, citotoxica, genotoxica, neurotoxica,
inmunotoxica y embriotoxica que presenta el OA sobre diversas estirpes

celulares humanas (Valdiglesias et al., 2013).

En este trabajo se estudio el perfil transcriptdomico de mejillones control y
mejillones expuestos a dos concentraciones de OA durante un dia. De todos los
transcritos secuenciados, los aproximadamente 55000 ESTs, se obtuvo un
porcentaje de secuencias sin similitud con ninguna proteina conocida en la base
de datos GeneBank de 28.9%, tras secuenciacion convencional (319 de las
1103 secuencias totales), y de 44.3%, tras secuenciacion masiva (24400 de las
54520 secuencias totales). De hecho, la clasificacion del total de secuencias que
si presentaron homologia segiin la especie de procedencia de estos genes
homologos recalca la necesidad de un mayor esfuerzo en aras de incrementar el

conocimiento de secuencias de mejillon [ver Figura 17].

En conjunto, se aportd la secuencia de 24721 genes aun desconocidos [ver

Tablas 05 y 09]. Sin embargo, la falta de homologia y la escasez de secuencias
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en las bases de datos de organismos invertebrados acuaticos dificultan el
desarrollo y uso de biomarcadores moleculares en las especies centinela en
ambientes marinos. La existencia de un transcriptoma mas detallado es
necesario para cubrir los huecos existentes y poder identificar genes clave

frente a la presencia de OA que actualmente atin no pueden ser identificados.

Sin embargo, a través de los resultados obtenidos en este trabajo se concluye
que el uso de librerias de sustraccion (SSH) es una herramienta 1til para el
estudio de la expresion diferencial de genes entre distintos grupos (control y
tratado), asi como para la identificacion de genes implicados en funciones
biologicas especificas, especialmente cuando el organismo a estudio carece de
datos gendmicos previos (Huang et al., 2007). Conforme a esto, varios autores
concluyen que en torno a la mitad de los genes aislados en genotecas de
sustraccion no habrian sido identificados como genes diferencialmente
expresados mediante el uso de chips génicos o microarrays exclusivamente, en
especial en el caso de genes poco expresados (Cao et al., 2004). Indicativo de
ello es el elevado ntimero de estudios que utilizan esta metodologia para la
identificacién de posibles biomarcadores de contaminacién y para obtener
asimismo un mayor entendimiento de la toxicologia molecular en un organismo
dado. Por ejemplo véase en este trabajo la identificacion de los posibles
biomarcadores AV y S dado su evidente patréon de sobreexpresion tras la
exposicion a bajas concentraciones de OA. De forma similar, uno de los temas
mas abordados, dadas sus aplicaciones en acuicultura, es el estudio de los genes
diferencialmente expresados en ostras incubadas con el protozoo Perkinsus
marinus a través de genotecas SSH (Tanguy et al., 2004). Asimismo, son
abundantes los estudios del perfil transcriptomico de diversos moluscos
bivalvos infectados con parasitos, virus o metales pesados, muchas veces
dirigidos hacia el estudio de genes relacionados con inmunidad y estrés

oxidativo (Li et al., 2013).
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Dados los grandiosos avances alcanzados en los ultimos afios, se ha
posicionado a este campo de investigacion como una nueva sub-disciplina de la
Toxicologia: la Toxicogenoémica (Aardema et al., 2002). Actualmente diversas
técnicas “Omicas” contintan profundizando en la metodologia mas adecuada
para el descubrimiento de potenciales marcadores de contaminacién marina en
organismos centinela cuyo genoma permanece aun practicamente desconocido

(Campos et al., 2012; Suarez-Ulloa et al., 2013B).

En este trabajo se obtuvieron, tras el ensamblaje de las secuencias procedentes
de NGS, un total de 55938 ESTs (22019 en branquias y 33919 en
hepatopancreas) de mejillon relacionados con la respuesta celular
desencadenada ante la presencia de OA. La agrupacion de estos genes
diferencialmente expresados segun los términos GO permitié obtener una idea
general de los procesos bioquimicos o fisiologicos perturbados por el
tratamiento con OA, y una serie de secuencias génicas Utiles como posibles

biomarcadores de exposicion al toxico.

La identificacion de ESTs permite a su vez la realizacion de estudios con
microarrays, como los llevados a cabo en M. galloprovincialis a través del
MytArray 1.0 (1714 secuencias) que revelaron 101 secuencias sobreexpresadas
o reprimidas tras la exposicion a una mezcla de metales y compuestos
organicos, vinculadas a la sefializacion celular, la estructura celular, el
metabolismo de glucosa y aminoacidos, el control del ciclo celular y la
respuesta al estrés (Venier et al., 2006). Otros estudios con microarrays de
Mytilus edulis (3025 secuencias) identificaron 57 secuencias diferencialmente
expresadas tras la incubacion con cadmio y/o hierro, potencialmente utiles
como biomarcadores, que se relacionaban con funciones de respuesta al estrés
y procesos metabolicos (Poynton et al., 2014). Estos estudios concuerdan con
el presente trabajo en la caracterizacion de una rapida respuesta desencadenada

en los mejillones ante la presencia del toxico con el objetivo de proteger su
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entidad y aclimatarse al episodio toxico, involucrando con ello principalmente

procesos de estrés y de transformacion metabolica de sustancias.

2. EL ANALISIS DEL PERFIL TRANSCRIPTOMICO DEL
MEJILLON PONE DE MANIFIESTO LA PRESENCIA DE
UNA RESPUESTA PRECOZ A LA PRESENCIA DE OA

Se han llevado a cabo multiples estudios sobre los efectos de otros
contaminantes, como metales pesados o hidrocarburos, en mejillones u otros
organismos centinela y en diversos tejidos, identificando fendmenos de
bioacumulacion utiles para el desarrollo de programas de biomonitorizacion

(Brown et al., 2006; Zuykov et al., 2013; Liu et al., 2014).

Los datos observados en la bibliografia en cuanto a la rapidez de la respuesta,
tales como los estudios con microarrays o experimentos con células humanas,
muestran similitudes entre los patrones de expresion génica de mejillones
control y de mejillones tratados con elevadas concentraciones de OA y/o
durante largos periodos de tiempo (Venier et al., 2006; Manfrin et al., 2010).
Por ejemplo el patron de expresion en hepatopancreas de la F-espondina y del
biomarcador AV observado en la Figura 27 refleja este parecido entre
ejemplares control y ejemplares tratados con 20000 células/L, mientras que los
ejemplares tratados con 200 células/L. muestran una marcada sobreexpresion.
Esto es reflejo de la presencia de una serie de mecanismos desencadenados ante
un umbral minimo de toxina que permiten al mejillon adaptarse al episodio

toxico.

Con el objetivo de estudiar el perfil transcriptomico del mejillon
desencadenado por bajas concentraciones de OA en el medio y perfilar la

rapida respuesta que genera dicho organismo para aclimatarse, se focalizd este
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estudio en los patrones de expresion génica de mejillones incubados durante
cortos periodos de tiempo con OA. En concreto, los genes identificados en este
trabajo estan en relacion con el tratamiento de un dia de exposicioén a un cultivo
de Prorocentrum lima (dinoflagelado productor de OA) a dos concentraciones
distintas: 200 y 20000 células/L (Carvalho Pinto-Silva et al., 2003; Prado-
Alvarez et al., 2013; de Jesis Romero-Geraldo et al., 2014). Tras su analisis,
se encontraron un mayor numero de genes sobreexpresados y reprimidos a
concentraciones bajas (200 células/L) respecto a concentraciones mas elevadas
(20000 células/L), cuyas funciones componen la respuesta del mejillon a la
presencia de OA [ver Tablas 07 y 08]. Por ejemplo, en lo referente a branquia,
el componente celular citosol presenta 78 secuencias fest respecto a 31
reference entre las diferencialmente expresadas, anotadas y no anotadas, tras el
tratamiento con 200 células/L mientras que s6lo presenta 74 fest respecto a 46
reference tras el tratamiento con 20000 células/L /ver Tabla 07]. Esto es
indicativo de la mayor implicacion de genes en la respuesta al OA cuando su
presencia es aun escasa en el medio, lo que puede permitirle al organismo una
adaptacion mas rapida. Los ensayos de PCR-RT a tiempos de exposicion cortos
y elevadas concentracion de OA realizados en este trabajo no muestran un
patron de expresion génico tan diferente al control como los observados en
ensayos realizados a concentraciones bajas [ver p. ¢j. en la Figura 27 la
expresion en hepatopancreas de F-spondin], 1o que apoya la idea de una rapida
respuesta desencadenada en los mejillones ante la presencia del toxico, ain
cuando éste se encuentra en bajas concentraciones, para recuperar su estado

normal sorteando la situacion de estrés.
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3. EL PROCESO DE ACLIMATACION DE LOS
MEJILLONES EXPUESTOS A OA COMPRENDE
CAMBIOS A NIVEL DEL CITOESQUELETO, DE LAS
VIAS DE SENALIZACION Y DEL SISTEMA INMUNE.

Los datos obtenidos tras el andlisis de las genotecas de sustraccion aportan
informacion sobre los procesos celulares més representados en la respuesta
celular del mejillon al toxico. La caracterizacion funcional de las distintas
secuencias obtenidas en este trabajo nos ofrece pistas sobre la naturaleza de
esta respuesta. En la bibliografia existen otros estudios que analizan las
secuencias diferencialmente expresadas en mejillones tras la incubacion con
OA. Por ejemplo, Manfrin et al., (2010) realizaron el estudio del perfil
transcriptomico diferencial de mejillones incubados con OA durante 4 dias a
través del empleo de un microarray. Estos autores identificaron como las
funciones mas abundantes a la respuesta al estrés, a la apoptosis y a la
estructura celular. Los estudios sobre las funciones GO de los genes anotados
en la MytiBase (Venier et al., 2009) concuerdan también en un incremento
notable de la expresion diferencial de “procesos celulares” donde se incluye
comunicacion, diferenciacion, muerte y motilidad celular, y de los “procesos

metabolicos” y de “union a proteinas”.

Concordando en gran medida con estos estudios previos, en este trabajo se
exponen asociaciones estadisticamente significativas con Procesos Biologicos
(BP) como metabolismo, citoesqueleto, procesos celulares y respuesta inmune
o estrés, donde destacan principalmente los procesos de polimerizacion y
plegamiento de proteinas, el transporte de membrana y los procesos relativos al
ciclo celular. Del mismo modo, tras un analisis de las Funciones Moleculares
(MF) mas representadas, se observo que los genes identificados tras clonacion

y secuenciacion Sanger en las genotecas SSH, sobreexpresadas y reprimidas, se
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relacionaban en mayor medida con las funciones relativas al citoesqueleto y a

la union con GTP, ATP y otras proteinas.

Por otro lado, ademas de este método tradicional de clonacion y secuenciacion
de forma individual de cada EST que identificé 1103 secuencias (de las cuales
solo 587 presentaron homologia con alguna secuencia conocida), las genotecas
MGC/MGT200 y MGT200/MGC fueron secuenciadas mediante secuenciacion
masiva hasta obtener un total de 55028 secuencias. La comparacion de los
resultados alcanzados a través del analisis de las secuencias obtenidas por
pirosecuenciaciéon y por secuenciacion masiva muestra la ausencia de
diferencias en cuanto a la distribucion de los principales BP y MF mas
abundantes, arrojando una imagen casi idéntica en la representacion en

términos de abundancia relativa de estos términos GO [ver Figura 41].

Todo esto es indicativo tanto de los elevados requerimientos energéticos del
mejillon para llevar a cabo una respuesta celular rapida ante la presencia de
OA, como de la elevada movilizacion a través del citoesqueleto necesaria para
que dicha respuesta sea efectiva en un corto periodo de tiempo. Es importante
mencionar que entre los efectos mas notables del OA en células de mamifero se
encuentran la disrupcidn del citoesqueleto, la presencia de alteraciones en la
permeabilidad de membrana y apoptosis (Leira et al., 2001). En consecuencia,
el proceso de aclimatacion de los mejillones al OA esta sometido a tres frentes:
cambios en el citoesqueleto para el transporte o acumulacion de téxicos y
derivados (p. €j. “locomotion” o “cellular component organization”), cambios
en las vias de sefializacion para responder de forma distinta a estimulos
externos (p. €j. “signaling” o “response to stimulus’’), y cambios en el sistema
inmune para la lucha contra la posible toxicidad generada (p. ej. “cell killing”

0 “immune system process”).
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Figura 41. Comparativa entre la distribucion de los Procesos Biologicos (BP)

obtenida tras el andlisis de las secuencias obtenidas tras clonacion y secuenciacion
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Sanger convencional, y tras el andlisis de las secuencias obtenidas por secuenciacion
masiva. Los BP mayoritarios son los procesos celulares (“cellular process”), los
procesos metabolicos (“metabolic process”), y los procesos de organismos sencillos

(“single organism process”’).

Ademas, el porcentaje de genes alterados implicados en el ciclo celular y en la
induccion de apoptosis podrian indicar la existencia de multiples vias
moleculares alternativas, aun desconocidas, competentes en la inhibicion de la
proliferacion celular inducida por la presencia de OA (Hata et al., 2013). Del
mismo modo, debido a la existencia de multiples procesos celulares reprimidos,
es importante destacar que la respuesta generada en el mejillon debido a la
presencia del toxico ocurre a expensas del funcionamiento normal del bivalvo.
De hecho, la represion encontrada de las peroxirredoxinas sumada a la
represion de la reductasa metionina-sulfoxido en hepatopancreas [ver Figura
25] apuntan a un probable incremento en el dafio oxidativo que ocurre en pro
de una recuperacion rapida del estado normal. Los datos obtenidos en este
trabajo sugieren que la respuesta ocurriria al margen de que ciertas funciones se
sigan manteniendo y acrecentando para favorecer la recuperacion del bivalvo,
como revelan, por ejemplo, la sobreexpresion de catepsina y de reductasa
metionina-sulfoxido en branquias /ver Figura 25], que indican una tendencia a

la sobreexpresion de los procesos antioxidantes y proteoliticos.

Muchos estudios llevados a cabo con analisis de expresion de microarrays (p.
¢j. MytArray 1.0) (Venier et al., 2006) y con muestras de mejillones sometidas
a tratamientos con OA mas severos (de 3 a 15 dias de incubacién) alcanzaron
datos similares respecto a la naturaleza de la estrategia de aclimatacion
desarrollada por el mejillon. En concreto obtuvieron una distribucion de las
categorias funcionales de GO diferencialmente expresadas que destacaba los
procesos de estrés y apoptosis, y las estructuras celulares (Venier et al., 2006;

Huang et al., 2014).
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Una posible teoria sobre este proceso de aclimatacion de los mejillones ante la
presencia de OA asume la activacion de un patron de expresion génico dirigido
casi exclusivamente a la metabolizacion, encapsulacion y eliminacion del
toxico. De este modo se definiria una primera fase de biotransformacion para
intentar reducir la toxicidad, una segunda fase de conjugacion que convierta al
toxico metabolizado en un compuesto mas soluble, y una tercera fase de
depuracion (Rossignoli ef al., 2011). Esto podria explicar los cambios hallados
en el citoesqueleto para el ensamblaje de las capsulas y los cambios hallados en

el metabolismo para degradar el OA antes o después de su encapsulacion.

De acuerdo con la bibliografia existente, respecto a dichas estrategias
destacarian la presencia de esterasas especificas que transformarian el OA en
derivados de menor toxicidad mas faciles de excretar o detoxificar (Rossignoli
et al., 2011; Konoki et al., 2013), y la existencia de una lipoproteina destinada
a la encapsulacion del toxico y de sus derivados, que los transformaria
potencialmente en variantes inocuas (Rossignoli et al., 2010). Este modelo de
respuesta rapida estaria enfocado a la bioacumulacion de OA libre, tanto en
branquia como en hepatopancreas de mejillon, permitiendo su normal
funcionamiento, como por ejemplo a través del bloqueo de la inhibicion de las

PPs ejercida por el toxico.

4. LA COMPARACION ENTRE LA RESPUESTA AL OA
GENERADA EN BRANQUIA Y EN HEPATOPANCREAS
REVELA DIFERENCIAS DADA SU FISIOLOGIA Y
FUNCIONALIDAD

Tanto el hepatopancreas como las branquias estan implicadas en diversas
funciones biologicas, como respiracion, metabolismo (biotransformacion) y

excrecion, pudiendo constituir la primera barrera a los contaminantes externos.
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En este estudio, a partir de los datos obtenidos por PCR-RT se establecieron
dos grupos de genes en cada tejido, sobreexpresados y reprimidos, que nos
ofrecen una vision sobre la respuesta celular generada por el mejillon al OA en
sendos tejidos. En términos generales y debido a la presencia de patrones de
sobreexpresion a bajas concentraciones de OA seguidos de represion a
concentraciones mas elevadas de toxico, se puede afirmar que las branquias
responden de forma mas rapida que el hepatopancreas al OA. Ademas, en los
resultados del Test Exacto de Fisher obtenidos con las genotecas de branquia se
aprecia un efecto de represion o sobreexpresion en mas términos de GO que
con las genotecas de hepatopancreas, lo cual apoya tanto la idea de una
respuesta mas temprana como sencillamente una respuesta diferente en
branquias respecto a hepatopancreas. Todo esto sumado al hecho de que los
datos de cuantificacion por LC-MS/MS no mostraron cantidades significativas
de OA en branquias tratadas durante 1 dia, indica claramente que, dada su
funcionalidad, las branquias presentan una menor tendencia a la acumulacion

de toxinas respecto al hepatopancreas.

Estas diferencias en la exposicion y/o acumulacion de OA entre ambos tejidos
permiten interpretar los resultados obtenidos tras el analisis comparativo de las
genotecas de branquia y de hepatopancreas como una respuesta de adaptacion
que implica la actividad conjunta de multiples genes siendo mas rapida y

temprana en el tejido branquial.

Los resultados indican que la mayoria de los genes sobreexpresados en
branquia se encuentran asociados a procesos que ocurren en el citoesqueleto (p.
ej. actina o tubulina). Por ejemplo, la sobreexpresion de las tubulinas [ver
Figura 23] indica que los microtibulos podrian jugar un papel crucial en el
proceso de aclimatacion. En concreto, su ensamblaje requiere GTP lo cual es
consistente con el incremento detectado de actividad GTP en el andlisis de las

genotecas. También se detecto la sobreexpresion de CO III en hepatopancreas,
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que esta implicado en la sintesis de ATP, lo que refuerza la idea de la
existencia de un aporte extra de energia para llevar a cabo la respuesta celular
adecuadamente. Todo ello es muestra de la importante funcién que las
branquias desempefian en relacion al transporte de sustancias a través del

citoesqueleto en respuesta a la presencia de OA.

Por su parte, los genes significativamente sobreexpresados en hepatopancreas
se asocian principalmente a procesos de detoxificacion denominados en general
como metabolismo de compuestos exogenos (p. ej. el citocromo P-450)
(Zhang et al., 2012). Ademas existe una leve tendencia a la sobreexpresion de

genes relacionados con el desarrollo en ambos tejidos y a bajas dosis.

5. GENES ANALIZADOS POR PCR-RT: IDENTIFICACION
DE CANDIDATOS A BIOMARCADORES DE
EXPOSICION A OA

Una de las posibilidades que ofrece la evaluacion del perfil de expresion de
ciertos genes a distintas concentraciones de OA, ademas de la caracterizacion
de la respuesta generada ante la presencia del toxico, reside en la identificacion
de biomarcadores genéticos de contaminacion en uno o ambos tejidos, que
servirian para detectar de forma rapida e incluso a bajas concentraciones un

posible episodio de contaminacion (Sarkar et al., 2006).

En este trabajo se seleccionaron 22 genes de los 55938 ESTs diferencialmente
expresados obtenidos a partir de las genotecas SSH para su analisis por PCR-
RT que se se agruparon en 6 categorias: citoesqueleto, metabolismo de
compuestos exogenos, metabolismo celular, sistema inmune y estrés y

desarrollo.
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Entre los genes analizados del citoesqueleto se encuentra la actina o unidades
monoméricas de los microfilamentos responsables de la contraccion muscular,
la dineina o proteina motora capaz de convertir la energia quimica contenida en
el ATP en energia mecanica para mover vesiculas u otros a lo largo de los
microtibulos o para colaborar en el ensamblaje del centrosoma, la tektin3 o
componente estructural de cilios y flagelos, la gelsolina o proteina de unién
clave en la regulacion de la polimerizacion de la actina e implicada en la
formacion de podosomas y la tubulina beta o unidades monoméricas de los
microtibulos. Todos estos genes se encuentran relacionados de un modo u otro
con la movilizacion de vesiculas a través de la célula lo que podria apoyar la
presencia de un proceso de encapsulacion del OA y/o de sus derivados acilados
en el que estarian principalmente implicados los microtibulos dada su

tendencia a la sobreexpresion.

Para el analisis de genes relacionados con el metabolismo de compuestos
exogenos o detoxificacion se eligieron los CYT P-450, ya que se han
catalogado como los principales responsables del metabolismo oxidativo de
xenobioticos de baja especificidad, lo que les permite metabolizar un nimero
casi ilimitado de sustratos, principalmente a través de reacciones de
monooxigenacion dependientes de NADPH, y acelerar asi su eliminacion. En
concreto, su funcion radica en convertir los xenobidticos como el OA en
moléculas mas polares, mas hidrosolubles y, por tanto, mas facilmente
excretables, de ahi nuestro interés por estas proteinas. Sin embargo, los
resultados no arrojaron datos significativos de sobreexpresion y/o represion lo
que indica que probablemente la cascada de genes encargada de metabolizar el

OA previo a su excrecion permanece todavia desconocida.

Por otra parte en esta categoria también se analizo el gen CO IlI, una proteina
transmembrana implicada en el ciclo de Krebs e incluido en las bicapas

lipidicas de bacterias y mitocondrias. Esta enzima constituye el ultimo eslabon
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de la cadena transportadora de electrones acoplada a la translocacion de
protones a través de membrana y colabora en la sintesis de ATP mediada por la
ATP sintasa, y su tendencia a la sobreexpresion en hepatopancreas apunta a un
posible aporte extra de ATP para llevar a cabo la respuesta de aclimatacion al
OA.

Entre los genes analizados del metabolismo celular se estudio el proteasoma o
proteina degradadora de otras proteinas dependiente de ATP, la_catepsina B o
proteina mediadora de la hidrolisis de otras proteinas independiente de ATP, la
peroxirredoxina o enzima antioxidante que controla los niveles de peroxido

inducidos por citoquinas y la metionina-sulféxido reductasa que lleva a cabo la

reduccion enzimatica de metionina-sulfoxido a metionina ademas de reparar el
dafo oxidativo en proteinas para restaurar la actividad bioldgica. Se aprecia
una tendencia a la sobreexpresion de aquellos genes implicados en la

reparacion del dafio oxidativo.

Por otro lado, en el analisis de genes del sistema inmune y estrés se estudio la
HSP71 o proteina de 71kDa implicada en el plegamiento proteico y proteccion

celular contra el estrés debido al calor extremo o a la presencia de toxinas.

Finalmente, es importante destacar que entre los genes analizados del
desarrollo y aquellos mas abundantes en las genotecas se encontraron cuatro
posibles biomarcadores de exposicion al OA. Existen muchos trabajos que
concuerdan en la idoneidad como bioindicadores de contaminacion de la
evaluacion del perfil de expresion de una bateria de genes pertenecientes a
estas categorias que cubren funciones relacionadas con la exposicién y
detoxificacion del OA, estrés oxidativo, dafio celular y efectos genotoxicos. Por
ejemplo, entre otros, las variaciones en la expresion de proteinas HSP (Heat
Shock Proteins), que se expresan en situaciones de estrés ambiental y juegan un

papel clave en la degradacion y maduracion de proteinas, de los CIT P450 que
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participan activamente en la biotransformacion de xenobidticos, o de las
proteinas antioxidantes que eliminan los radicales libres generados, son muy
utilizadas en la monitorizacion de situaciones de estrés ambiental (Welch,

1993; Cravo et al., 2009; Jarque et al., 2014; Lacroix et al., 2014).

Profundizando en cada una de estas proteinas indicativas de estrés ambiental
analizadas, es relevante mencionar que la sintesis de las HSPs se incrementa en
respuesta a un estrés provocado tanto por aumento de temperatura, como por
dafio tisular, por radiaciones o por infecciones o por intoxicaciones (Lindquist
et al., 1988). En este estudio también se encontr6 una sobreexpresion de la
proteina HSP71 a bajas concentraciones de OA, lo que concuerda con su
funcion de proteccion de proteinas frente a la desnaturalizacion, facilitando el
plegamiento de las moléculas proteicas danadas y activando la proteolisis en

procesos de dafo irreversible.

Por el contrario, en el caso de los genes CYT-P450 analizados no se
encontraron sobreexpresiones significativas indicativas de los rapidos procesos

de detoxificacion del OA.

Entre los resultados ofrecidos en este estudio se encontraron 4 posibles
candidatos para su uso como bioindicadores de exposicion a OA que
presentaban patrones significativos de sobreexpresion o represion a bajas
concentraciones y con periodos cortos de exposicion, entre los que se encuentra
esta proteina scavenger (biomarcador S homodlogo en bajo porcentaje a una
proteina de transporte) de funcién atn desconocida, el biomarcador AV, y los
genes de la suprabasina y de la F-espondina. Un estudio mas pormenorizado de
cada uno de los genes detectados en las genotecas de sustraccion podria aportar
informacién sobre la aptitud de ciertos genes marcadores seleccionados de

entre todos los relacionados con la respuesta al OA, lo que seria de enorme
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interés en el campo de la acuicultura para, p. ¢j., detectar episodios de bloom de

forma temprana.

6. IMPLICACIONES DE LA CARACTERIZACION DE PPI1
Y PP2A EN MEJILLON POR PRIMERA VEZ:
ESTRUCTURA Y FILOGENIA

Dado el efecto conocido que produce el OA en las PPs, en este trabajo se
identificaron secuencias relacionadas con PP1 y PP2A en mejillon para estudiar
la posible presencia de diferencias significativas respecto a las secuencias
homologas encontradas en otras especies. Es importante destacar que estas
secuencias génicas no se conocian hasta la fecha y, dada la ausencia de pruebas
que muestren el compromiso de la viabilidad de los mejillones ante la presencia
de OA, la caracterizacion de estas PPs en mejillon podria poner de manifiesto

posibles diferencias en su interaccion con el toxico.

En lo referente a las dos isoformas encontradas de la subunidad catalitica de
PPI1, es importante destacar que se trata de la primera identificaciéon de una
isoforma PPI-like (denominada “PP1 CAT gamma”) totalmente distinta en
cuanto a longitud, secuencia e historia evolutiva a cualquier otra subunidad
catalitica de PP1 en invertebrados encontrada en las bases de datos, lo que
podria indicar que no se trate de una proteina canoénica de PP1. El hecho de que
esta novedosa isoforma aparezca sélo en las genotecas reverse sugiere que
pueda tratarse de un gen que se expresa mas en mejillones control. Ademas
ambas isoformas presentan diferentes patrones de expresion [ver Figura 35],
observandose la sobreexpresion por término general en tratamientos mas
severos con OA de la isoforma gamma que podria ser indicativo de la

consecucion de un estado ya normal post-intoxicacion.
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Respecto a los analisis filogenéticos, todo apunta a la presencia de tres grandes
grupos monofiléticos correspondientes con cada subunidad catalitica de PP1
conocida (alpha, beta y gamma). Esto sugiere una diferenciacion funcional
entre las diferentes subunidades partiendo de un antecesor comiin previo a la
radiacion de los Cordados, pues los tinicos que presentan la subunidad gamma
son peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, todos ellos vertebrados. Asi
podriamos concluir que los vertebrados por norma general presentan 3
isoformas de “PP1 CAT”, mientras que los invertebrados solo presentan 2
isoformas (Lin et al., 1999). Lo llamativo en este punto es la localizacion
filogenética en posiciones basales de la isoforma “PP1 CAT gamma”
encontrada en mejillon, que apunta a la presencia de rasgos bastante
divergentes respecto a otras subunidades cataliticas de PP1 en invertebrados
[ver Figura 36]. También es importante destacar que hasta el momento no se
ha encontrado, a través de amplificaciones con multiples cebadores
degenerados, la esperada isoforma “PP1 CAT beta” que segun lo esperado
deberia existir en invertebrados junto con la isoforma “PP1 CAT alpha”. Por
comparacion con otro invertebrado con mayor informacion genética disponible,
cabe matizar que, curiosamente entre la gran cantidad de genes de
Strongylocentrotus purpuratus presentes en las bases de datos no se ha
identificado mas de una isoforma similar a “PP1 CAT”. Por tanto, la
amplificacion o no en mejillones de la isoforma beta podria ayudar a elucidar
como pudo evolucionar la novedosa isoforma gamma ya encontrada, tanto
directamente a partir de la diferenciacion de la atn desconocida isoforma beta
del mejillon dejando un total de dos isoformas en estos organismos, o por
duplicacion y diferenciacion de alguna de las restantes isoformas dando lugar a

tres isoformas totales.

En conjunto, la presencia de una unica subunidad catalitica de PP1 en los

grupos taxonomicos localizada en las posiciones basales de la historia
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filogenética (incluyendo protistas, plantas y hongos) es consistente con una
diferenciacion funcional de las subunidades cataliticas alpha y beta a partir de
un gen ancestral de invertebrados, seguido mas tarde de una diferenciacion de
la isoforma gamma en vertebrados (Lin et al., 1999). Notese sin embargo las
diferencias presentes en las plantas, ya que, dada su demostrada capacidad para
duplicar su genoma completo, se han encontrado muchas otras isoformas de
PP1 (Smith et al., 1993), aunque ninguna haya presentado una homologia
significativa con la “PPI-like” (o “PP1 CAT gamma”) encontrada en el

mejillon.

En lo referente a PP2A, los datos indican la presencia de dos grandes grupos
monofiléticos alpha y beta restringidos Unicamente a organismos vertebrados,
lo que sugiere que esta divergencia en dos linajes (alpha y beta) ocurrio de
forma temprana en vertebrados durante la evolucion de los Cordados. Ademas,
el hecho de que no exista todavia diversificacion en Urocordados, nivel basal
en la filogenia de Cordados, apoya la idea de que se separaron posteriormente.
Estas posiciones basales en la filogenia de la subunidad catalitica de PP2A
estan ocupadas de nuevo por protistas, plantas y hongos, donde la
diferenciacion funcional en las dos isoformas (Pph21, Pph22) (Sneddon et al.,
1990) se evidencia como resultado de un episodio de duplicacion gendmica
ocurrido posteriormente al origen de los vertebrados a partir de un gen
ancestral de invertebrados (Ronne et al., 1991). Sin embargo, la presencia de
isoformas adicionales de la subunidad catalitica de PP2A es de nuevo
extensible a plantas, donde por ejemplo, en el caso de Arabidopsis thaliana,

fueron encontradas més de cinco isoformas (Ariio ef al., 1993).

En este trabajo no se encontr6 ninguna posible isoforma adicional de la
subunidad catalitica de PP2A, pero si se encontrd un posible pseudogen de la
misma mediante el uso de cebadores degenerados [ver Figura 34]. Esta

secuencia parcial de 601 nucledtidos, dadas las diferencias ya mencionadas
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respecto a la secuencia completa y funcional de la subunidad catalitica de
PP2A en mejillon, apunta muy posiblemente a una duplicacion ocurrida en este

gen.

Finalmente, los analisis realizados para tratar de definir la naturaleza de la
seleccion natural mostraron diferencias entre ambas filogenias de PP1 y PP2A.
En lo que respecta a PPl, dada la presencia de ratios heterogéneos de
evolucion, podria tratarse de episodios de seleccion diversificadora implicada
en la diferenciacion de las distintas subunidades. Tras el andlisis de las
filogenias, los resultados obtenidos confirman la existencia de episodios de
seleccion diversificadora (o > 1) en al menos cinco ramas internas en el caso

de PP1 (p <0°05) [ver Figura 38].

Por el contrario, el screening de la filogenia reconstruida para PP2A revela una
completa ausencia de seleccion diversificadora en los nodos internos que

conducen a las subunidades alpha y beta [ver Figura 39].

7. INTERACCIONES ENTRE PP2A Y OA: CASO
PARTICULAR DEL MEJILLON

Tras observar las diferencias entre mamiferos y varias especies de bivalvos a
nivel de supervivencia o viabilidad durante episodios de contaminaciéon con el
OA, podemos concluir que debe existir algun tipo de respuesta que les permita
a los segundos sobrevivir al margen de elevadas concentraciones. Dada la
inhibicién documentada que este toxico ejerce sobre las PPs (principalmente
PP2A y PP1), y el importante papel que estas enzimas presentan en el
organismo, se ha planteado en esta tesis una posible diferencia entre dichas
proteinas de vertebrados y bivalvos como explicacion a esta viabilidad

mantenida.
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En concreto, se planted en primer lugar que esta posible diferencia podria
consistir en una serie de cambios aminoacidicos en la region catalitica
conservada de union al toxico de las PPs, que permitirian que su actividad no
se viese comprometida por la presencia del toxico. Los analisis de la emulacion
estructural tridimensional de PP2A sumado a la bibliografia ya existente sobre
la estructura de las fosfatasas podrian elucidar el papel de las fosfatasas PP1 y

PP2A en moluscos bivalvos tras la exposicion a OA.

La subunidad reguladora scaffold de PP2A sirve de andamiaje para la union de
las restantes subunidades. Contiene 15 repeticiones en tindem de un motivo de
39 residuos altamente conservado denominado HEAT (huntingtin-elongation
A-subunit TOR) y organizado a modo de herradura extendida. Varios autores
concuerdan en que las repeticiones 11 a 15 estdn implicadas en la unién a la

subunidad catalitica (Xu et al., 2006; Xing et al., 2000).

Los resultados obtenidos con el software PHYRE mostraron que los motivos
variantes que se encontraron en los alineamientos de la subunidad catalitica
alpha de PP2A aislada en mejillon con aquellas conocidas en otras especies se
localizan en esta zona “neutral” del complejo estructural o area de union entre
la subunidad catalitica y la estructural o scaffold, por lo que se presupone que
no influyen funcionalmente en la actividad catalitica de la proteina ni en su

union al OA [ver Figura 40].

Por ello, todo indica que la subunidad catalitica de PP2A per se deberia
responder al OA del mismo modo que las restantes subunidades cataliticas
conocidas de otras especies ya que no existen cambios significativos en el area
de unidn al téxico. Pero ello no descarta la posibilidad de que alguna isoforma
de una subunidad reguladora o algin cambio de tipo epigenético sobre la
secuencia de cualquier subunidad podria significar un cambio suficiente como

para que la funcion de este complejo multimérico no se vea comprometida en
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presencia de OA. Por ejemplo, podria ser interesante analizar las secuencias de
las dos isoformas identificadas en este trabajo de la subunidad reguladora
“B56-family” de PP2A: la isoforma delta y la isoforma epsilon. Ambas
presentan diferencias significativas ya que la primera es homdloga a una
secuencia de Crassostrea gigas (sequence ID: gblEKC28886.1]) y su
alineamiento con este fop-hit en BLASTP revela la presencia de 19 gaps y 95
sustituciones entre las cuales existen 57 no-sindnimas. Sin embargo la isoforma
epsilon presenta homologia con una hipotética proteina de Lottia gigantea
(sequence ID: gb|ESO83517.1|) y su alineamiento en este caso con el top-hit en
BLASTP muestra la presencia de tan s6lo 25 sustituciones no-sinénimas de un
total de 46 sustituciones. Los andlisis evolutivos basados en métodos de
distancias situaron filogenéticamente a la isoforma delfa proxima a los
gasteropodos y artropodos, y a la isoforma epsilon proxima a anélidos, algunos
gasteropodos y a dos especies de cestodos del filum Platyhelminthes. Esto
podria ser indicativo de la existencia de diferencias sustanciales entre ambas
subunidades reguladoras que varien de forma notable la actividad de inhibicion

ejercida por el OA sobre la subunidad catalitica de PP2A.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

A la vista de los resultados podemos concluir que las subunidades cataliticas de
PP1 y PP2A no son significativamente diferentes como para evitar la inhibicion
ejercida por el OA, por lo que las diferencias deben radicar en otros aspectos
que deberan ser estudiados y confirmados. Otra posible diferencia podria
basarse en la presencia de subunidades reguladoras diferentes que varien la
actividad catalitica de los complejos proteicos PP1 y PP2A en presencia de
OA. Los estudios a nivel proteico con levaduras o bacterias para reconstruir los

complejos con las diversas subunidades reguladoras encontradas y comprobar
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su viabilidad in vivo ante la presencia de OA serian los mas apropiados en este
aspecto. También se podria comprobar la presencia de esta posible diferencia a
nivel epigenético evaluando mediante chips o microarrays la presencia de
posibles cambios a nivel de metilaciones, acilaciones o fosforilaciones ante la

presencia del toxico (Gavery at al., 2010; Vandegehuchte et al., 2014).

Al margen de las posibles diferencias presentes directamente sobre la secuencia
de las PPs, la respuesta que diferencia a los bivalvos de los mamiferos en
términos de supervivencia podria radicar en otros mecanismos externos que
faciliten y aceleren la detoxificacion, evitando comprometer la funcionalidad
de las PPs. Asi, dado el perfil transcriptomico encontrado tras el analisis de las
genotecas y sumado a los demas estudios que se encuentran en la bibliografia,
se podria definir esta respuesta como una combinacion de mecanismos de
transformacion quimica (principalmente esterificacion y acilacion) y transporte
celular de la toxina, que la convertirian en compuestos mas inocuos y mas
facilmente excretables, reduciendo al maximo la concentracién de OA libre en
el organismo. Los estudios de expresion de las diversas esterasas y de las
proteinas de transporte identificadas en las genotecas de sustraccion podrian ser
valiosos para la confirmacién de su posible actividad sobre la toxina
permitiendo el perfilado de la respuesta celular de los bivalvos a la exposicion
a OA. Aunque merece la pena recordar que dado el escaso conocimiento de
genes de especies de bivalvos, seria muy posible que los genes clave de esta
respuesta celular permanezcan ain desconocidos en cuanto a funcionalidad a
pesar de que si se conozcan sus secuencias, lo cual dificulta enormemente su

estudio.
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Tras el estudio de las genotecas de sustraccion (SSH), sumado al analisis de
ciertos genes candidatos por PCR-RT y a la caracterizacion molecular y
evolutiva de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas de varias
subunidades obtenidas por 3’-5’RACE que conforman las fosfatasas del

mejillon, se puede concluir que:

- Los estudios transcriptomicos a bajas concentraciones de toxico (200 y
20000 células de P. lima por litro) y con tiempos cortos de exposicion
(1 dia) son los mas adecuados para conocer los mecanismos implicados
en la respuesta temprana del mejillon al OA.

- De los 55028 transcritos obtenidos por secuenciacion Sanger y
secuenciacion masiva se resaltaron, entre los Procesos Biologicos (BP)
de GO, procesos metabolicos (21%), procesos celulares (18%) y
procesos de organismos sencillos (15%); y entre las Funciones
Moleculares (MF) de GO se destacaron las funciones de actividad
catalitica (45%) y union (35%). Ambos métodos de secuenciacion
coincidieron en esta distribucion.

- El andlisis comparativo de las genotecas SSH de branquia respecto a
las de hepatopancreas mostro la existencia de diferencias en cuanto a la
asimilacion y retencion del OA y en cuanto a la respuesta generada por
dicha toxina. El hepatopancreas acumula mayores niveles de OA y se
encuentra asociado con procesos de detoxificacion mientras que las
branquias se relacionan con procesos del citoesqueleto.

- El andlisis comparativo de las genotecas SSH forward respecto a las
reverse mostro la existencia de BP y MF (GO) sobrerrepresentados tras
la exposicion a OA, que conforman la respuesta temprana
desencadenada por el toxico para aclimatarse a expensas de ciertos

procesos y funciones basales.
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- De entre los 1103 genes obtenidos en las genotecas SSH de
secuenciacion Sanger se seleccionaron, en funcién de su abundancia,
un total de 22 genes para el estudio temporal de su expresion por PCR-
RT correspondientes a 5 categorias: citoesqueleto (6), detoxificacion
(5), metabolismo celular (4), desarrollo (2), sistema inmune y estrés (3)
y biomarcadores posibles de contaminacion (2).

- Tras los andlisis por PCR-RT se encontraron variaciones con tendencia
al alza (sobreexpresion) en los patrones de expresion de la B-tubulina
(citoesqueleto), del CYT-1 (metabolismo de compuestos exdgenos), de
la catepsina (metabolismo celular), de la F-spondin (desarrollo) y del
biomaarcador AV (biomarcadores posibles de contaminacion). Se
encontraron también variaciones con tendencia a la baja (represion) en
los patrones de expresion de la peroxirredoxina (metabolismo celular)
y la la lectina (sistema inmune y estrés).

- A pesar del elevado porcentaje de secuencias desconocidas de M.
galloprovincialis, esta técnica permiti6 identificar 4 genes como
posibles candidatos para la biomonitorizacion de entre los 22
analizados por PCR-RT: el biomarcador AV, el biomarcador S, la F-
spondin y la suprabasina.

- A partir de los datos de las genotecas SSH y de estudios con primers
degenerados se obtuvieron, por primera vez en M. galloprovincialis,
las secuencias completas de 7 subunidades de las fosfatasas PP1 y
PP2A: PP1 CAT alpha, PP1 CAT gamma, PP2A CAT alpha,
PP2A_REF scaffold, PP2A_REG_55 kDa, PP2A_REG_56 kDa_delta
y PP2A REG 56 kDa_epsilon.

- Las 7 subunidades identificadas indican la similitud estructural con
subunidades de las fosfatasas anotadas de otras especies, entre las que
se destacan las subunidades cataliticas expuestas a inhibicion en

respuesta al OA.
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El analisis de PP1_CAT_gamma reveld la presencia de diferencias en
su secuencia a nivel de tamafio (308 aa en lugar de 330) y a nivel de
secuencia concreta (81% homologia en BLASTP).

El analisis temporal de la expresion de las subunidades cataliticas por
PCR-RT mostr6 un patron de expresion similar entre
PP1 _CAT gamma y PP2A CAT alpha, que difiere con el patron
encontrado con PP1 CAT alpha sugiriendo posibles diferencias a
nivel de expresion entre ambas isoformas de PP1 _CAT.

La reconstruccion de la filogenia de las subunidades cataliticas PP1 y
PP2A mostraron una ubicacion distinta de una nueva isoforma no
canonica PP1_CAT gamma en el arbol consenso obtenido, ademas de
una significativa presion selectiva en ciertos codones de esta
subunidad. La presencia de PP1_CAT gamma podria estar relacionada
a algn nivel con la tolerante respuesta del mejillon al OA dada su
documentada invulnerabilidad.

El estudio de la estructura tridimensional de PP2A CAT alpha nos
indicé que la zona de union al OA es idéntica a la presente en las
restantes secuencias anotadas, lo que podria revelar la existencia de
procesos de aclimatacion al toxico a otros niveles (variaciones en las
subunidades reguladoras o modificaciones epigenéticas).

Una posible teoria sobre la naturaleza de la respuesta producida por el
mejillon ante la presencia de OA se basa en la rapida transformacion de
toxico (acilacion, metilacion) que disminuiria su toxicidad sumada a

una encapsulacion del mismo facilitando su excrecion.
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ANEXOS

Tabla Anexa 01. Numeros de acceso de GenBank para las 143 secuencias

nucleotidicas de las subunidades cataliticas de PP1 usadas en el analisis

filogenético de este trabajo.

NUCLEOTIDE
GRUPO
, ESPECIES GENES ACCESS
TAXONOMICO
NUMBERS
Deuteréstomos
Mamiferos
PPlalpha gi|45827796
PPlbeta gi|46249374
Homo sapiens
PPlgamma-1 gi|332688253
PPlgamma-2 gi|350276246
PPlalpha gi|410045452
Pan troglodytes PPlbeta gi|332812852
PP1gamma gi|410047273
PP1 alpha gi|395742376
Pongo abelii PPlbeta gil197101288
PPlgamma gi|395744842
PPlalpha 2i|441608024
Nomascus leucogenys PPlbeta gi|332227084
PPlgamma gi|441629892
PPlalpha 2i|297267306
Macaca mulatta PPlbeta gil402765835
PPlgamma gi|383872247
PPlalpha gi|133892519
PPlbeta gi|161484667
Mus musculus
PP1gamma-1 gi|568936933
PP1gamma-2 gi|568936923
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PPlalpha 2113928709
PPlbeta i|40254786
Rattus norvegicus
PPlgamma-1 gi|401709957
PP1gamma-2 gil401709958
PPlalpha i 514458130
PPlbeta il 514466982
Cavia porcellus
PPlgamma-1 gi|514447627
PP1gamma-2 gi|514447625
PPlalpha 21504178440
Ochotona princeps PPlbeta gi|504140618
PPlgamma gi|504171543
PPlalpha gil1534
Oryctolagus cuniculus PPlbeta gil156119415
PPlgamma gi|655874320
PPlalpha gi|50978727
PPlbeta gi|50978671
Canis lupus familiaris
PPlgamma-1 gi|545543256
PPl1gamma-2 gi|50978669
PPlalpha i 511879250
Mustela putorius furo PPlbeta gi|511916502
PPlgamma gi|511960180
PPlalpha gi|472348384
Odobenus rosmarus
PPlbeta 9i[472350420
divergens )
PPlgamma gi|472352454
PPlalpha 21585196522
Leptonychotes weddellii PPlbeta gil585180134
PPlgamma gi|585170034
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PPlalpha 2i[402744219
Bos toms PPlbeta gi|77736256
PPlgamma-1 gi|528988488
PP1gamma-2 gi|115432045
PPlalpha 2i|113205689
Sus scrofa PPlbeta gi|90017493
PP1gamma gi|113205693
PPlalpha gi|466049589
Orcinus orca PPlbeta gi|466000174
PPlgamma gi|466043253
PPlalpha 21634858880
Orycteropus afer afer PPlbeta gi|634842550
PPlgamma gi|634840726
PPlalpha 21585656123
Elephantulus edwardii PPl1beta gi| 585640839
PPlgamma gi|585691354
PPlalpha gi|586460520
Chrysochloris asiatica PPlbeta gi|586452629
PP1 gamma gi|586469766
Aves
PPlalpha 2i[45426646
Gallus gallus PPlbeta gil45384111
PPlgamma gi|57525186
PPlalpha 2i|543371568
Pseudopodoces humilis PPl1beta gi| 543379133
PPlgamma gi|543361863
Reptiles
PPlalpha gi|641754110
Chrysemys picta bellii PPlbeta gil641752951
PPlgamma gi|641796997
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PPlalpha 21637248679
Anolis carolinensis PPlbeta gil637257873
PPlgamma gi|637349723
Anfibios
PPlalpha i|147903538
Xenopus laevis PPlbeta gi| 148224493
PPlgamma gi| 147900807
PPlalpha gi|187607124
Xenopus tropicalis PPlbeta gi|58332785
PPlgamma 2i|89886071
Peces
PPlalpha ¢i|212724123
Danio rerio PP1beta gi| 123858771
PPlgamma gi|326667501
PPlalpha ¢i|410895664
Takifugu rubripes PPlbeta gil410898171
PPlgamma gi|410922300
PPlalpha gi|542181917
Oreochromis niloticus PPlbeta gil542202175
PPlgamma gi|542196729
PPlalpha gi|432922690
Oryzias latipes PPlbeta gil|432936725
PPlgamma gi|432875391
Urocordados
Ciona intestinalis PP1 gi| 198423689
Equinodermos
Strongylocentrotus PPlalpha gi|390346178
purpuratus PPlbeta gi|390333524
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Hemicordados
| PPlalpha gi|585657269
Saccoglossus kowalevskii
PPlbeta i 585665068
Protéstomos
Artropodos
PPlalpha 21641660806
Acyrthosiphon pisum
PPlbeta 2i|641650970
PPlalpha 2i|642925276
Tribolium castaneum
PPlbeta i[642921257
PPlalpha-a gi|442620911
PPlalpha-b 9i442620912
Drosophila melanogaster
PP1 (flw-b) gi|442615784
PP1 (flw-c) gi|442615785
PPlalpha 9i|571514733
Apis mellifera
PPlbeta il 571548627
PPlalpha 21645009983
Nasonia vitripennis
PPlbeta 2i|645020006
Moluscos
PPlalpha 2i[524912620
Aplysia californica
PPlbeta 91524893877
PP1_CAT alpha
Mytilus galloprovincialis
PP1 _CAT beta
Nematodos
- PP1 (Gsp-1) 21392920452
Caenorhabditis elegans
PP1 (Gsp-2)  |gi[392895513
PP1 (Gsp-1) i[268558351
Caenorhabditis briggsae
PP1 (Gsp-2) gi|268530131
Plantas
Plantas terrestres
Oryza sativa Japonica PPI1 gil115466603
Zea mays PP1 gi|212274832
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Arabidopsis thaliana PP1 gi| 145340100
Medicago truncatula PP1 gi|357512384
Vitis vinifera PP1 gi|225426133
Prunus mume PP1 gi|645267236
Algas verdes
Chlamydomonas
PP1 i|159487111
reinhardtii
Hongos
Aspergillus flavus PP1 gi|238494633
Candida tropicalis PP1 gi|255726883
Debaryomyces hansenii PP1 gi|50421852
Encephalitozoon
PPI 2i|303391366
intestinalis
Magnaporthe oryzae PP1 gi|389632344
Neurospora crassa PP1 gi|164428779
Scheffersomyces stipitis PP1 gil126139522
Schizosaccharomyces
PP1 i[429240830
pombe
Ustilago maydis PP1 gi| 71017992
Yarrowia lipolytica PP1 gi|50543391
Saccharomyces cerevisiae |PPI1 gi|398364802
Protistas
Dictyostelium discoideum |PP1 gi|66819964
Plasmodium falciparum PPI1 gi|124808445
Trypanosoma brucei PP1 gil71755936
Leishmania infantum PP1 gil 146091730
Giardia lamblia PP1 gil| 159118984
Guillardia theta PP1 gi|162606035
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Tabla Anexa 02. Numeros de acceso de GenBank para las 118 secuencias
nucleotidicas de las subunidades cataliticas de PP2A usadas en el analisis

filogenético de este trabajo.

NUCLEOTIDE
GRUPO
) ESPECIES GENES ACCESS
TAXONOMICO
NUMBERS
Deuterdstomos
Mamiferos

PP2Aalpha gi|57222566

Homo sapiens
PP2Abeta gi|57222564

PP2Aalpha | gi|410056886

Pan troglodytes
PP2Abeta gi|410041668

PP2Aalpha | 21426349973

Gorilla gorilla
PP2Abeta | gil426359275

PP2Aalpha | gi|395736174

Pongo abelii
PP2Abeta | 2i|395739558

PP2Aalpha | gi|441596693

Nomascus leucogenys
PP2Abeta gi|441621204

PP2Aalpha | g|390459639

Callithrix jacchus
PP2Abeta 2i|390473659

PP2Aalpha | gi|/46134357
PP2Abeta gi|119672926

Mus musculus

PP2Aalpha | gi|48675843

Rattus norvegicus
PP2Abeta gi18394020

PP2Aalpha | gi|514450862

Cavia porcellus
PP2Abeta i 514470693

PP2Aalpha | gi|504148108

Ochotona princeps
PP2Abeta gi|504165600
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PP2Aalpha | gi|/56119339

Oryctolagus cuniculus
PP2Abeta gil156119385

PP2Aalpha | gi|50978725

Canis lupus familiaris
PP2Abeta i|345781564

Ailuropoda melanoleuca | PP2Aalpha gi|301754286

PP2Aalpha | gi|5/1969409

Mustela putorius furo
PP2Abeta i|511976322
Odobenus rosmarus PP2Aalpha gi|472372032
divergens PP2Abeta gil|472377827
PP2Aalpha | gi|31341810
Bos taurus

PP2Abeta gi| 115495140

PP2Aalpha | gi|466069771
PP2Abeta gi|465983233

Orcinus orca

PP2Aalpha | gi|586536657

Pteropus alecto
PP2Abeta 2i|586520727

PP2Aalpha | gi|471405951
PP2Abeta gi|471401642

Trichechus manatus

PP2Aalpha | gi|634856256

Orycteropus afer
rycteropus af PP2Abeta 21634853279

P P2Aalpha | gi|585667157

Elephantulus edwardii
PP2Abeta | 91585652701

PP2Aalpha | gi|6/1972937

Monodelphis domestica
PP2Abeta 2i|612029005

Aves

PP2Aalpha | gi|57525023

Gallus gallus
PP2Abeta | gil45384107

PP2Aalpha | gi|542149391
PP2Abeta gi|542182252

Zonotrichia albicollis
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Reptiles
PP2Aalpha | 2i|637269274
Anolis carolinensis
PP2Abeta gi|637332044
Anfibios
. PP2Aalpha | gi| /48230508
Xenopus laevis
PP2Abeta i|148234622
- PP2Aalpha | gi|45361392
Xenopus tropicalis
PP2Abeta 2i|53749697
Peces
PP2Alpha 21528514591
Danio rerio
PP2Abeta 2i| 55742594
PP2Aalpha | 21410915101
Takifugu rubripes
PP2Abeta gi|410922215
o PP2Aalpha gi|525343643
Oreochromis niloticus
PP2Abeta il 542255813
. _ PP2Aalpha | 2432895680
Oryzias latipes
PP2Abeta gi|432960827
PP2Aalpha | 27/632966554
Callorhinchus milii
PP2Abeta 21632975254
Urocordados
Ciona intestinalis PP2A gi|459172841
Equinodermos
Strongylocentrotus
PP2A 211390368460
purpuratus
Protéstomos
Artropodos
Acyrthosiphon pisum PP2A gi|209915624
Tribolium castaneum PP2A gi|642933469
Anopheles gambiae PP2A gil158299220
Drosophila melanogaster | PP2A (mts) | gi|665404820
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Bombyx mori PP2A gi|512906856
Apis mellifera PP2A (mts) | gi|571536420
Nasonia vitripennis PP2A gi|645025559
Moluscos
Aplysia californica PP2A gi|524887168
Mytilus galloprovincialis | PP2A_CAT
Nematodos
Caenorhabditis elegans PP2A (1et-92) | gi|392900980
Caenorhabditis briggsae |PP2A (1et-92) |gi|268536557
Plantas

Plantas terrestres

PP2A-1 gi|145336877
PP2A-2 gi|30681704
Arabidopsis thaliana PP2A-3 gi|186507470
PP2A-4 i|145339639
PP2A-5 gi|145337355
PP2A 91226494741
Zea mays PP2A gi|226490935
PP2A 21226495576
PP2A i 115445040
Onvza sativa PP2A gi| 115468653
PP2A i 115481969
PP2A i 115450966
PP2A 21358348143
Medicago truncatula PP2A gi|357486392
PP2A 2i|357516622
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PP2A 91225435709
PP2A 21359487441
Vitis vinifera PP2A 2i|225456597
PP2A 21359488757
PP2A 211359473309
PP2A 91645271954
Prunus mume PP2A gi|645215096
PP2A 201645268754
PP2A 201645229490
Algas verdes
Chlamydomonas
PP2A i 159482736
reinhardtii
Algas rojas
Cyanidioschyzon merolae | PP2A gi|544213572
Galdieria sulphuraria PP2A gi|545707153
Hongos
Aspergillus oryzae PP2A gi|317136681
Debaryomyces hansenii | PP2A gi|50421202
Kluyveromyces lactis PP2A gi|50310606
Magnaporthe oryzae PP2A gi|389628623
Neurospora crassa PP2A gi|164425031
Schizosaccharomyces PP2A (Ppal) |gi|429242559
pombe PP2A (Ppa2) |gi|429240420
Ustilago maydis PP2A gil42741403
Yarrowia lipolytica PP2A gi|50555975
Saccharomyces cerevisiae FP2A (Pph21) | £il296143232
PP2A (Pph22) | gi|296143183
Protistas
Dictyostelium discoideum | PP2A gi|66803952
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Trypanosoma brucei PP2A gi|72386586

Leishmania infantum PP2A gi| 146088863
Giardia lamblia PP2A gi|159114841
Guillardia theta PP2A gi|551647481
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Anexo 03. Documentacion complementaria legislativa a los métodos actuales

de cuantificacion y deteccion de biotoxinas marinas.

¢ Requisitos legales y la presion social para evitar el uso de animales de

experimentacion [http://aesan.msssi.gob.es/CRLMB/docs/docs/legislacion

comunitaria/Directive_2010_63.pdf], junto con la falta de fiabilidad de los

resultados producidos por el método bioldgico [http://aesan.msssi.gob.es/

CRLMB/docs/docs/legislacion_comunitaria/Commission_Regulation 15-
2011.pdf] han llevado a la prohibicién del bioensayo en ratén.

+ Ensayo de inhibicion de la fosfatasa. Pagina del Laboratorio de Referencia
de la Union Europea de Biotoxinas Marinas:

http://aesan.msssi.gob.es/CRLMB/ web/home.shtml.

¢ Resumen de los otros procedimientos alternativos al bioensayo permitidos
(cromatografia LC-MS/MS) y ensayo de inhibicion “complementario”:

http://aesan.msssi.gob.es/en/CRLMB/web/otros procedimientos/other crlmb s

tandard_operating_procedures.shtml

+ Metodologia standard del analisis por LC-MS/MS (método quimico
cuantitativo; limite de deteccion = 40 ug/kg; detecta también AZA1, PTX2 y
YTX; Julio 2011): http://acsan.msssi.gob.es/CRLMB/docs/docs/metodos
analiticos_de_desarrollo/EU-Harmonised-SOP-LIPO-LCMSMS_Version4.pdf

¢ Metodologia standard del bioensayo en ratén (método biologico
cualitativo; detecta también AZA, PTX y YTX; Diciembre 2013):
http://aesan.msssi.gob.es/CRLMB/docs/docs/procedimientos/EU-Harmonised-
Version6-December2013.pdf
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