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Resumen

La enfermedad hepatopancreatica aguda (AHPND) es causada por la bacteria Vibrio
parahaemolyticus y es un severo problema en granjas de camar6n a nivel mundial. El
material infectivo de V. parahaemolyticus que causa la AHPND son las toxinas PirABvp
codificados en un plasmido. El tejido diana de la enfermedad es el hepatopancreas, aunque
el estbmago también tiene afectaciones. Los signos de la AHPND son: el desprendimiento
de células epiteliales, la necrosis, la infiltracion de hemocitos y la atrofia celular. En esta
tesis se aborda principalmente que la AHPND causa afectaciones en el metabolismo y
sistema inmune del camardn. Por lo que la seccidon experimental abord6 4 secciones: I)
evaluacion y caracterizacion de la cepa V. parahaemolyticus IPNGS16 y su concentracién
letal media (CL50), Il) Evaluacion de lesiones y el progreso de la AHPND mediante
histologia, 111) Evaluacién de variables bioguimicas en hepatopancreas, musculo y
hemolinfa durante la AHPND, V) Evaluacidn de la expresion global y la expresion relativa
de genes en hepatopancreas y en hemolinfa mediante ARNm-seq y RT-qPCR. La cepa de
V. parahaemolyticus IPNGS16 contiene el plasmido que codifica a las toxinas PirABvp, y
se determinG que a menor concentracién bacteriana menor mortalidad, a mayor
concentracion bacteriana mayor mortalidad. Las lesiones evaluadas por histologia muestran
que los signos de la AHPND aparecen a las 12 hpi y se agravan a las 24 hpi de manera
significativa. Las variables bioquimicas en los tres tejidos fueron diferentes y dindmicas de
acuerdo con el paso del tiempo. Los reportes de la patogénesis de la AHPND nos permiten
relacionar 2 eventos, el primero con la infeccion de V. parahaemolyticus y el segundo con
el efecto de las toxinas. Finalmente, la expresion global de genes en hepatopancreas nos
permitio entender y ligar procesos bioldgicos enriquecidos relacionados con la respuesta
inmune, metabdlica, y adhesidén biologica. Mientras que con la expresién global en
hemocitos logramos identificar el modelo de respuesta a insecticidas ejemplificando el
dicloro difenil tricloroetano (DDT). La expresion relativa de genes del sistema antioxidante,
hemocianina, coagulacion entre otros, nos ayudo a corroborar la relacion con los datos de
ARNmM-seq. La investigacion y los datos obtenidos nos otorgan las pruebas para demostrar
que existe un cambio metabolico e inmune en L. vannamei durante la AHPND a nivel
expresion de genes y los cambios de las variables bioquimicas. Ademas, estos datos indican
que la AHPND debe ser vista con el enfoque de la infeccion bacteriana y el efecto de las
toxinas como un mismo evento, y no como un aislado. Lo anterior ayudara a entender
mejor los mecanismos de la respuesta inmune y metabdlica de L. vannamei ante la AHPND.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei; AHPND; respuesta inmune; respuesta metabolica;
Vibrio parahaemolyticus.
Numero de ORCID: 0000-0001-7049-7209
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Summary

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND), caused by the marine bacteria Vibrio
parahaemolyticus, is a considerable problem in shrimps farms. The V. parahaemolyticus
infecting material is contained in a plasmid that encodes for the lethal toxins PirABvp,
whose primary target tissue is the hepatopancreas, causing sloughing epithelial cells,
necrosis, and massive hemocyte infiltration. This work is focused on the changes in the
metabolic and immune systems caused by AHPND. The experimental section is divided
into four sections: 1) To evaluate and characterize the V. parahaemolyticus IPNGS16 strain
and the lethal concentration (LCsg). II) To evaluate lesion and progression of AHPND
using histological techniques. 111) To assess biochemical parameters in hepatopancreas,
muscle, and hemolymph during AHPND. IV) To assess the global gene expression in
hepatopancreas and hemocytes at 24 hours post-infection (hpi) using mMRNA-seq and RT-
gPCR. The V. parahaemolyticus IPNGS16 strain contains the plasmid that encodes the
PirABvp toxins; using different bacteria concentrations, this strain shows dose-response
toxicity, the higher concentration of bacteria, the higher the mortality in less time, and a
low bacteria concentration results in less mortality. Histological evaluation of infected
hepatopancreas indicates that the main signs of AHPND appear at 12 hpi and significantly
worsen by 24 hpi. The biochemistry parameters acquired from the three tissues tested
showed a dynamic and tissue-specific AHPND progression through time, although these
results suggest relating to events, the first relate-bacterial infection and the second with the
toxin-neutralization. Furthermore, the global gene expression analysis in the
hepatopancreas reveals crosstalk between three enriched biological processes, the immune,
metabolic, and biological adhesion processes. On the other hand, the global gene
expression observed in hemocytes reflects a response like the insecticides model, more
specifically to the DDT response. These findings deepen our understanding of the
hepatopancreas and hemocyte response and the relative gene expression results obtained,
validate, and corroborate the mRNA-seq data. This study shows that in the AHPND, the
bacterial infection and the effect of toxins should be seen as the same event rather than two
independent processes. Indeed, the results presented here increase our understanding of the
immune- metabolic response of L. vannamei towards AHPND.

Keywords: Whiteleg shrimp; AHPND, immune response; metabolic response; Vibrio
parahaemolyticus.
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camardn blanco (Litopenaeus vannamei) tiene efectos significativos en las
economias locales y regionales contribuyendo a la creacién de empleo y desarrollo
econdémico general, tanto en Meéxico como en otras partes del mundo [1]. Debido al
aumento de la comercializacion y diversificacion de la industria camaronicola, se ha
favorecido la introduccién, propagacion y transmision de enfermedades, relacionadas con
bacterias, virus y parésitos [2]. En 2009 se reportaron mortandades masivas de camarones
(90 — 100%) en granjas de cultivo en China, las cuales se extendieron en el sudeste asiatico,
y en un principio se le denomind Sindrome de la Mortalidad Temprana (EMS) [3]. En el
2013 identificaron al agente causal, la cual es una bacteria del género Vibrio que contiene a

las toxinas PirAB, que estan codificadas en el plasmido pVPAV-3 [4].

Dada la gravedad de esta enfermedad, diversos grupos de investigacion de todo el mundo
han trabajado para entender el agente causal, el manejo y el control, asi como la deteccion
con técnicas histoldgicas y moleculares [5]. Una vez que se describio la enfermedad a nivel
histopatoldgico, se nombrd la enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda
(AHPND), en el cual se observdo que las células epiteliales de los tdbulos del
hepatopancreas (E, F, B y R) desarrollan necrosis, desprendimiento celular, infiltracion

masiva de hemocitos y atrofia celular [6,7].

Actualmente no existe una cura o solucién de este problema y se han abordado diversos
estudios sobre los métodos de manejo y control en las granjas camaronicolas [8]. Asimismo,
no se ha investigado a profundidad los efectos fisiol6gicos y metabolicos que provoca esta
enfermedad a nivel celular y molecular en el camaron. En el presente trabajo se evalud la
respuesta del sistema de defensa y el metabolismo energético de L. vannamei durante la
AHPND, con el objetivo de tener un mejor entendimiento de la enfermedad y

posteriormente establecer nuevos enfoques de investigacion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biologia de Litopenaeus vannamei

El camar6n blanco L. vannamei (Crustacea: Decapoda), se distribuye en la costa oriental
del Océano Pacifico, desde el Alto Golfo de California hasta las costas de Perd. Los adultos
se encuentran en ambientes marinos tropicales, las postlarvas y la etapa juvenil se

encuentran en zonas estuarinas y lagunas costeras [9,10].

La morfologia interna estd compuesta por un sistema nervioso que consiste en ganglio
supraesofagico conectado a una cuerda nerviosa ventral. El sistema digestivo se conforma
por las mandibulas, el estomago, la glandula digestiva (hepatopancreas), un intestino medio
y el ano. El sistema excretor comprende la glandula antenal y maxilar cuyas funciones
principales son regular el equilibrio de sales y agua. El sistema respiratorio esta compuesto
por las branquias, las encargadas de realizar el intercambio de gases. El sistema circulatorio
es abierto, el corazon bombea la hemolinfa y fluye en un inicio a través de vasos
sanguineos que terminan en senos sin paredes definidas, a partir de los cuales se lleva a
cabo el intercambio de solutos con los tejidos; el pigmento respiratorio de L. vannamei es la

hemocianina que esta unida a iones de cobre [10].

2.2 El cultivo de Litopenaeus vannamei

L. vannamei es un recurso que se captura en altamar en su forma silvestre, debido a sus
caracteristicas bioldgicas y a la alta demanda de consumo per capita este se ha producido
en granjas camaronicolas reemplazando la pesca. La produccion en 2010 de animales
acuaticos se estimo en 148 millones de toneladas a nivel mundial, de las cuales, 128
millones son consumidas principalmente por los humanos. En 2018 se reportaron 4.9
millones de toneladas de produccion de camarén blanco a nivel mundial [11]. La
acuicultura del camarén en México ha tenido un gran crecimiento en los tltimos 20 afios y

los principales estados productores se encuentran en el Noroeste de México: Sonora,



Sinaloa, Nayarit y Baja California Sur, que en conjunto produjeron 100 mil toneladas en
2016 [1]. Sin embargo, las pérdidas asociadas a la incidencia de enfermedades en el cultivo
de camardn representan una problematica a nivel mundial para la industria camaronicola,
principalmente por brotes virales (80%) y bacterianos (20%) causando impacto econémico
[12].

En 2009, en China se reportd por primera vez el Sindrome de La Mortalidad Temprana
(EMS) y esta enfermedad se empez0 a extender al sudeste asiatico a paises como Vietnam
(2010), Malasia (2011) y Tailandia (2012). En ese entonces se desconocia el agente causal
de la EMS y el nombre se otorgd porque se causaban mortalidades masivas, dias
posteriores de la siembra postlarval. La enfermedad afectd severamente a los paises
asiaticos reportando pérdidas de 140 mil toneladas de 2010 - 2012. En México se reporta

por primera vez en 2013 y las pérdidas se estimaron en 118 millones de ddlares [7].

El andlisis de la patologia de esta enfermedad mediante métodos histoldgicos aplicados en
especimenes recolectados en eventos de mortalidad, reveld que las células epiteliales de los
tubulos del hepatopancreas tenian signos evidentes de necrosis, por lo que se le denomind

la enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda (AHPND) [13].

2.3 La enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda

La AHPND se caracteriza por la necrosis, el desprendimiento de células epiteliales y una
infiltracion masiva de hemocitos [13,14]. El agente causal de la AHPND es la bacteria
Vibrio spp. que produce las toxinas PirAB". [13,15]. V. parahaemolyticus es un bacilo
gram-negativo, haléfilo, anaerobio facultativo y mide de 0.5 - 0.8 um x 1.4 - 2.4 um. Estas
bacterias poseen un plasmido que contiene una region codificante a las toxinas binarias
PirA” y PirB"? (PirAB'P), toxinas homdlogas a las Pir (toxina relacionada insectos de

Photorhabdus) provenientes de bacterias del género Photorhabdus [13].



La AHPND se ha reportado en tres especies de camaron Penaeus monodon,
Fenneropenaeus chinensis y L. vannamei. Para las tres especies, se ha observado una
mortalidad hasta del 100% entre los 20 — 30 dias de cultivo inicial en granjas. Los signos
clinicos se manifiestan como letargo, disminucion del crecimiento, nado erratico, sistema
digestivo vacio y ademas una decoloracion en el hepatopancreas, causada por la pérdida de

conectividad de los tejidos epiteliales de la pigmentacion [7].

Las principales lesiones de las toxinas se observan en el hepatopancreas, con la
degeneracion aguda progresiva en las células R, B, F y E, con cariomegalia (nucleo
alargado) y el desprendimiento de células que conforman el tdbulo. Las células
desprendidas representan un sustrato para el crecimiento de bacterias (Vibrio spp.) y causan

la completa destruccion del hepatopéancreas y la fase de muerte [16].

La patogénesis de V. parahaemolyticus AHPND consiste en la entrada de la bacteria por
via oral y la colonizacién del estbmago, donde se inicia la produccion de las toxinas
PirAB"P. Después de 6 horas post-infeccion (hpi) se observan los signos clinicos, como
desprendimiento de células epiteliales y necrosis. Posteriormente, la carga bacteriana
aumenta, el sistema inmune del camaréon es capaz de eliminar a las bacterias, sin embargo,
no elimina las toxinas, lo cual explica la alta letalidad. Finalmente, en la etapa tardia de la

enfermedad se observa una infeccion secundaria causada por bacterias [14,16].

Actualmente existe informacion limitada sobre la respuesta del sistema inmunitario de
camarones peneidos en contra de la AHPND. Por esta razon, es de importancia el estudio
del mecanismo de defensa de L. vannamei en contra de la infeccion de V. parahaemolyticus
y el efecto de las toxinas PirAB*" sobre la respuesta metabdlica e inmunitaria.

2.4 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario es el encargado de defender a los organismos de virus, bacterias y

patégenos a través de procesos biologicos especializados. El sistema inmunitario de los



camarones peneidos estd conformado por una barrera fisica que componen el exoesqueleto
y la epidermis, que contiene una estructura celular con una red de polimeros de quitina y un
refuerzo de proteinas estructurales. La hemolinfa es otro componente inmunitario que
intervienen en la coagulacion y melanizacion de heridas [17]. También poseen las
respuestas celulares de los hemocitos y otras células especializadas que participan en: la
coagulacion, adhesion, fagocitosis, generacion de moléculas citotoxicas y reparacion de
heridas [18]. Por otro lado, las reacciones de defensa de tipo humoral comprenden
diferentes moléculas y mecanismos, como: los péptidos antimicrobianos, las proteinas que
reconocen patrones, las proteinasas e inhibidores de proteasas, las moléculas que componen
al sistema profenol oxidasa (proPO), las rutas de muerte celular programada y el sistema
antioxidante [18] Estas reacciones de defensa y mecanismos moleculares estan mediados
por distintas rutas de sefializacion: la ruta Toll-like receptor, la ruta de inmunodeficiencia
(IMD) y la ruta JAK/STAT [19]. La ruta Rho es clave para comprometer la integridad de la
barrera estomacal durante la AHPND, la cual estd controlada por la regulacion del
citoesqueleto. Este hecho estd respaldado por los experimentos de Ng et al., [20], que
mostraron que el inhibidor de Rho en camarones retraso la infeccion de AHPND, y en el
caso del tratamiento con activador de Rho se observdO mayor patogenicidad del V.
parahaemolyticus. Ademas se encontré que el estomago es una barrera fisica de defensa
con disrupcion, ya que se observa una alteracion en las células epiteliales del
hepatopéancreas, en aquellos tratamientos con el activador Rho silenciado mediante ARN de
doble cadena [20].

2.5 Hepatopancreas, metabolismo e inmunidad

El hepatopancreas en sus primeras descripciones se Ilamé glandula digestiva y se sabia que
era el principal 6rgano en los procesos de digestion en moluscos y crustaceos [21]. El
hepatopancreas, por su terminologia hace referencia al higado y al pancreas de los
vertebrados, aunque este 6rgano no es homdélogo a las funciones. El hepatopancreas esta
compuesto por tdbulos y esta arborizado a ramas primarias y secundarias, estos tubulos

estdn compuestos de células epiteliales que estan especializadas en la absorcién de



nutrientes, endocitosis, digestion de particulas de alimento, almacenamiento de lipidos y
glucdgeno, excrecion de nitrégeno, y almacenamiento de calcio. Asimismo, cumple otras
funciones como la homeostasis mineral, la sintesis de hormonas, la detoxificacion de

metales pesados, y el desarrollo de la tasa metabolica durante el ciclo de muda [22,23].

En el tracto digestivo y hepatopancreas de crustaceos existe un microbioma que interviene
en el proceso de absorcién de nutrientes. Estos tejidos realizan endocitosis de restos
celulares de bacterias e incluso de bacterias enteras, por lo cual el hepatopancreas juega un
papel muy importante como parte del sistema inmunitario, dado que una parte de estas
bacterias son potencialmente nocivas [24,25]. Referente a las funciones inmunes del
hepatopancreas estas incluyen el envolvimiento celular de particulas y restos solubles de
bacterias. En P. monodon se ha descrito la transicitosis, que consiste en presentar antigenos
virales mediada por lisosomas, aunque se desconoce el mecanismo de procesamiento y
liberacion [26,27]. Debido a estas interacciones de las células epiteliales del hepatopancreas,
este tejido es capaz de producir hemocianina, varios tipos de lectinas, ferritinas, inhibidores
de serin-proteasa, enzimas proteoliticas y produccion de éxido nitrico (NO) que representan
moléculas del sistema inmunitario innato capaces de reconocer y eliminar patogenos y
virus [28-30].

Durante una infeccion bacteriana, se producen radicales libres, se reduce la produccién de
ATP, se incrementa la actividad de las transaminasas, existen fugas de enzimas
mitocondriales y citoplasmaticas del hepatopancreas hacia la hemolinfa [31,32]. Los
cambios en el metabolismo inducidos por infecciones bacterianas son desfavorables para la
defensa, ya que incrementan la produccion de radicales libres y generan un estrés de
sefializacion. Experimentos en el cangrejo Eriocheir sinensis muestran cambios
metabolicos especificos para diversos patdégenos [33]. Las infecciones virales y bacterianas
provocan cambios en diversos metabolitos del hepatopancreas, en metabolismo de
aminodcidos, osmolitos, intermediarios del ciclo de Krebs (succinato y fumarato) y los
relacionados al metabolismo energético (ATP, glucosa y glucégeno), estos cambios pueden

inducir la demanda de energia para compensar el estrés hiposmotico [34].



Las infecciones incrementan la sintesis de aminoacidos ramificados como la valina, leucina
e isoleucina, estos aminoacidos son parte del componente estructural de la hemocianina de
crustaceos [35,36]. En el caso de la arginina se cree que impide la sintesis de NO con la
inhibicion competitiva de la 6xido nitrico sintasa [37]. La produccién de NO se considera
una respuesta inflamatoria en combinacion a la produccion de citosinas. En vertebrados la
sefializacion por citosinas puede causar enfermedades metabdlicas e inflamacion cronica
[38]. La respuesta inflamatoria de los vertebrados e invertebrados comparten un mismo
origen evolutivo, aunque el hepatopancreas produce citosinas, no se ha estudiado
profundamente si estas afectan el metabolismo [39]. Genes homologos de citosinas en
mamiferos han sido detectadas en L. vannamei y se sugiere que tienen un papel

fundamental en la activacion de la respuesta inmune [18].

2.6 Expresion de genes durante la AHPND

La respuesta de la expresion de genes durante la AHPND ha sido estudiada en varios
camarones peneidos. En un estudio de L. vannamei se revela la respuesta transcripcional de
hemocitos durante la AHPND, donde se encontré un aumento de expresion de genes
relacionados con procesos de metabolismo de carbohidratos, metabolismo de lipidos y
aminoacidos, ademéas se encontraron un grupo de genes relacionados a la anti-apoptosis
[40]. En el langostino Exopalaemon carinicauda (Holthuis, 1950), se realizo un andlisis de
transcriptoma en hepatopancreas en respuesta a la AHPND y se encontr6 un total de 229
genes diferencialmente expresados donde 127 genes estan relacionados con funcion inmune,
ademas se encontraron rutas asociadas a la patogénesis del AHPND Yy al sistema de defensa
[41]. En el analisis transcripcional de P. monodon en estomago, se detectaron 141 genes
relacionados con la respuesta inmune que incluia categorias funcionales a nivel de péptidos
antimicrobianos, transduccion de sefiales, ruta proPO, estrés oxidativo, proteinas e
inhibidores de proteinasas, proteinas relacionadas a apoptosis, reconocimiento de patrones
y sistema de coagulacion [42]. En un estudio de ARNSs pequefios (miARN), se detectaron



83 miARN diferencialmente expresados en hemocitos y se reveld que sus genes diana

estaban envueltos en rutas metabdlicas, amebiosis e infecciones por Vibrio cholerae [43].

Dado los antecedentes anteriormente presentados se plantean las siguientes preguntas
cientificas. ¢Cual es la respuesta transcripcional de L. vannamei durante la AHPND?
¢Encontraremos evidencia que, durante la AHPND se modifican parametros bioguimicos

de L. vannamei como respuesta metabdlica?



3. JUSTIFICACION

La AHPND es una enfermedad que afecta a camarones, causando hasta el 90% de
mortalidad en estanques de cultivo. El camardn blanco L. vannamei es el segundo crustaceo
mas cultivado a nivel mundial, y desde 2009 se reporta por primera vez la AHPND en Asia
causado por V. parahaemolyticus. En México, en el 2013, las granjas de Sonora, Sinaloa, y
Nayarit registraron brotes de V. parahaemolyticus causando AHPND en los cultivos y

como consecuencia la pérdida de millones de dolares.

Actualmente se conoce el agente causal de la AHPND, y se han desarrollado métodos
histoldgicos y moleculares para detectarlo tempranamente, por lo que existe informacion de
la patogénesis y de los efectos de esta enfermedad en los cultivos, pero no hay informacion
suficiente de la respuesta metabdlica e inmunitaria de L. vannamei durante la AHPND; de
este punto radica la importancia y la pertinencia de esta tesis, ya que se aborda por medio
de la genomica funcional, la respuesta metabdlica e inmune. La generacion de esta
informacion abre puertas para conocer de manera funcional genes y la prediccion de

proteinas que adn no han sido estudiadas en L. vannamei.
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4. HIPOTESIS

La enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda (AHPND) afecta al hepatopancreas,
tejido clave en Litopenaeus vannamei para el control, mantenimiento del metabolismo
sistémico y sistema inmune, por lo tanto, se identificaran genes, rutas y procesos

involucrados en la respuesta inmune y metabdlica del organismo durante la AHPND.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta inmunoldgica y metabdlica del camaron blanco del Pacifico (L.

vannamei) durante la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND).

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto de la enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda (AHPND)

en L. vannamei a nivel histopatolégico.

2. Determinar el curso temporal de indicadores bioquimicos de L. vannamei durante la

necrosis hepatopancréatica aguda.

3. Analizar la expresion diferencial de genes de respuesta inmune y metabdlicos de L.
vannamei durante la AHPND en hepatopancreas y hemocitos mediante
secuenciacion del ARNm (mMRNA-Seq).

4. Seleccionar y analizar la expresion relativa de genes inmunes y metabolicos durante
la enfermedad de la necrosis hepatopancréatica aguda por PCR cuantitativo en
tiempo real (RT-gPCR).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Reto con Vibrio parahaemolyticus IPNGS16 y disefio experimental

6.1.1 Declaracién de ética

Todos los organismos usados para este trabajo experimental fueron manejados de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999). Las postlarvas de L. vannamei
fueron obtenidas del Laboratorio de Larvas Granmar S. A. de C. V. y transportadas a los
estanques del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S. C., con todos los
permisos de CONAPESCA, L. vannamei no se considera una especie en peligro o protegida.
Los organismos fueron trasladados al laboratorio himedo cuando alcanzaron los 12 g de

peso.

6.1.2 Material bioldgico

Organismos sanos de L. vannamei (12.26 £+ 0.022 g) fueron mantenidos en tanques de 1000
L de PVC, con agua de mar filtrada (1 um) y aireada con piedras difusoras, una salinidad
de 35 PSU a 25 °C. Los organismos fueron aclimatados por una semana y se alimentaron
ad libitum con alimento comercial (Camaronina, Purina). La cepa patogena de V.
parahaemolyticus IPNGS16 fue aislada y caracterizada de camarones muertos

presuntamente por AHPND de granjas de Guasave, Sinaloa.

6.1.3 Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16

La cepa de V. parahaemolyticus IPNGS16 fue reactivada en caldo soya triptona (TSB) (BD
Difco) adicionado con 2.5% de NaCl (TSB+) e incubada a 28 °C por 16 h a 120 RPM. Se
utilizaron 10 pL de cultivo y fueron inoculados en una placa de agar tiosulfato citrato bilis
sacarosa (TCBS) (BD, Difco) por estria cruzada e incubado a 30 °C por 24 h. Una sola

colonia fue inoculada en TSB+ e incubada como se mencioné antes, posteriormente una
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alicuota fue utilizada para realizar tincion Gram para examinar la morfologia bacteriana. Se
realizd una extraccion de DNA genomico como lo mencionan Tyagi et al., [44]. La
identificacion de los genes de virulencia PHP y PirB se realizé por PCR punto final. Las
reacciones se llevaron a cabo en 25 uL que contenian: 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP
(cada uno), 1X de buffer GoTaq Flexi DNA polymerase system (Promega), 1.25 U de
polimerasa GoTaq Flexi, 0.8 uM de cada oligonucledtido y 2 pL de ADN (50 ng). Los
oligonucledtidos para el gen PHP fueron el directo: (5’ —TTCTCACGATTGGACTGTCG—
37) yelinverso (5’ —CACGACTAGCGCCATTGTTA—3’) [45]. Para amplificar el gen de
PirB disefiamos los siguientes: directo (5’ —TACGCCAAATGAGCCAGA—3") Yy el inverso
(5" —ACCAACTACGAGCACCCATC—3’). Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial 94 °C por 2 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 60 °C por 25 sy
72 °C por 30 s, y finalmente una extension de 72 ° C por 5 min. Los productos de PCR
fueron separados por electroforesis utilizando un gel de agarosa al 1.2% en buffer tris-
acetato EDTA (TAE 1X) y fue tefiido con el colorante comercial Red Gel 1X (Biotium,
Fremont, USA). Los productos de PCR fueron secuenciados por Sanger en ambos sentidos.
Los pesos moleculares de los productos de PCR fueron 501 pb y 272 pb de PirB y PHP del
plasmido pVPA3-1 (KM067908.1) [46].

6.1.4 Determinacion de la concentracion letal media (CLsp)

Los organismos fueron transferidos a unidades experimentales de 40 L con 20 L de agua de
mar filtrada (1 um) con aireacion continua y una salinidad de 35 UPS. 10 organismos
fueron colocados en cada unidad y aclimatados por 3 dias a 28 °C. Para calcular la CLs, se

probaron 5 concentraciones de bacteria, cada concentracion se evalud por triplicado.

V. parahaemolyticus IPNGS16 se reactivo de -80 °C en 30% de glicerol en medio TSB+y
fue incubado a 28 °C por 16 h a 120 RPM. EI cultivo fue centrifugado a 2,600 % g por 20
min a 4 °C. Se descartd el sobrenadante y los pellets fueron lavados y resuspendidos en
solucion salina (2.5% de NaCl). La solucion de bacterias fue ajustada a una densidad Optica

de 1, a 600 nm mediante espectrofotometria (Bio-Rad, Smart-Spec 300) [48].
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Las concentraciones de bacteria utilizadas fueron (350, 750, 1000, 1500 y 3000 UFC/mL),
estas fueron aplicadas a unidades experimentales con un volumen final de 20 L y se incubo
por 72 h. La mortalidad de los organismos fue registrada cada 6 h por inspeccién visual en
cada tanque y los cadaveres fueron retirados de las unidades, durante los periodos de retos
no hubo limpieza en los tanques y la temperatura se mantuvo a 28 °C utilizando
calentadores con termostato para promover la infeccion de V. parahaemolyticus IPNGS16.
La CLso fue determinada a las 24 h utilizando la prueba de Probit en el software SPSS v23
(IBM, Armonk) [47].

6.1.5 Disefio experimental

Antes del reto los organismos fueron examinados bajo microscopio para determinar el
estadio de muda basado en el grado de desarrollo de las setas en los urépodos [48]. Se
utilizaron organismos en estado de intermuda (C1) y fueron colocados en tanques plasticos
de 20 L a 28 °C y 35 UPS en aireacion continua y se aclimataron durante 3 dias antes del
reto. Este experimento consistié en 24 tanques de 40 L con 20 L de agua de mar y 10
organismos cada uno. La infeccion experimental se realizd con una concentracion de 660
UFC/mL (valor de CLsy a 24 h) para cada tanque, los organismos fueron expuestos con la

bacteria por 72 h.
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Figura 1. Diagrama de toma de muestras. Los rombos rojos representan las muestras para
expresion de genes en hepatopancreas (n=9), los tridngulos azules representan las muestras
de ARNm-seq en hemocitos y hepatopéancreas (n=9), los circulos verdes representan la
toma de muestras para histologia (n=5), y los semicirculos negros representan la toma de
muestras para bioquimica fisiol6gica en hemocitos, hepatopéncreas y musculo (n=6).

6.2 Evaluacion de lesiones histopatoldgicas

Los muestreos se realizaron a las 0, 12, 24, 48, y 72 h post-infeccion (hpi) (Figura 1). Se
tomaron 5 organismos por cada tiempo de muestreo, fueron inyectados con 1 mL de
solucion Davidson en el hepatopancreas y se colocaron en inmersién en la misma solucién
por 48 h [49].

Los organismos fueron disecados y deshidratados en una serie ascendente de etanol (70% al
100%), y finalmente aclarados con xileno al 100% e infiltrados en parafina en un
procesador automatico de tejidos (Leica, ASP200S). Enseguida se incluyeron en parafina
liquida a 62 °C y posteriormente enfriado a -5 °C en un centro de inclusion (Leica,
EG1150H). Los cortes histologicos se realizaron en un micrétomo con rotacion con un
espesor de 4 um (Leica, RM2155), los cortes fueron montados en portaobjetos. Los tejidos
se tifieron con la técnica de hematoxilina-eosina utilizando un tefiidor automatico (Leica,
ST5020) y posteriormente montados en resina sintetica con cubreobjetos. Las muestras
fueron analizadas por microscopia Optica (BX41 trilocular, Olympus Ameérica Inc.), a

objetivos 40x y 100x (en inmersion con aceite mineral). Las imagenes fueron capturadas
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utilizando un sistema digital de imagenes mediante el software Image Pro-Premier software
v9.0 (Media Cybernetics Inc.).

6.2.1 Evaluacion descriptiva

Con base en lo propuesto por [49] como definicion de organismos sanos, se describieron
lesiones histopatoldgicas observadas en el hepatopancreas, en las diversas hpi y reportadas

anteriormente, utilizando imagenes digitalizadas de 4, 10, 20, 40, y 100 x [14,16].

6.2.2 Evaluacién semicuantitativa

Utilizando las imégenes de los tejidos y el sistema digital de imagenes (Image Pro-Premier
v9, Media Cybernetics), se registraron los efectos de los dafios histopatolgicos causados
por la AHPND como son: desprendimiento de células epiteliales, necrosis, atrofia e
infiltracion de hemocitos. Esto se llevd a cabo utilizando diversas areas del hepatopancreas,
con base en la Tabla I, que consiste en otorgar un valor numérico a nivel de dafio y

alteraciones en el tejido de acuerdo con el nivel de afectacion por la AHPND.

Tabla I. Guia general para dar un valor numérico cualitativo del grado de severidad al dafio
considerado para el hepatopancreas [50].

Grado Dafio o alteracion
0 No presenta alteracion.
1 Presencia minima de alteracion.
2 Presencia media de alteracion.
3 Presencia alta de alteracion.

Los datos se compararon por un analisis no paramétrico de Kruskal Wallis (o« = 0.05) de
una via considerando como factores los tiempos muestreados (0, 12, 24, 48 y 72 h), y las
variables respuesta fueron el grado de dafio (desprendimiento de células, necrosis, atrofia e
infiltracion de hemocitos), las muestras se evaluaron por pares en el software SPSS v23
(IBM, Armonk).
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6.2.3 Evaluacién cuantitativa

El tamafio de las células B y el area de tibulo del hepatopancreas se determind usando un
sistema digital de imagenes con un microscopio optico de campo claro y contraste de fases
(Olympus, BX45) y una cdmara fotogréafica clara (Nikon Digital Sight, DS-Ril) mediante
el software Image Pro-Premier v9.0. Las mediciones se realizaron utilizando 3 secciones
diferentes de cada muestra (n = 5), la altura de la célula B (HepB) comienza de la region
basal, hasta la region apical, donde se localiza el lumen. El &rea del tubulo se midié

utilizando 3 secciones diferentes de cada muestra (n = 5).

Los datos de la altura de las células B y el area de los tabulos, se analizaron con la prueba
Saphiro-Wilks de normalidad y la homogeneidad de la varianza de Levene, los datos se
analizaron con un analisis de varianza (ANOVA) (a« = 0.05) y una prueba post-hoc de
Holm-Sidak (« = 0.05), para determinar diferencias significativas entre los tiempos,

mediante el software Sigma-Plot v11.0 (Systat Software Inc., Alemania).

6.3 Analisis de indicadores bioquimicos

6.3.1 Toma de muestras

Para los parametros bioquimicos, se tomaron muestras (n = 6) provenientes de un mismo
organismo de hemolinfa, musculo y hepatopancreas, a las 0, 3, 6, 12, 24, 48 h (Figura 1).
Para la muestra de hemolinfa se utilizé una jeringa de insulina de 1 mL con 100 pL de
volumen de solucion anticoagulante SIC-EDTA (450 mM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM de
HEPES y oxalato de potasio al 5%), desde el seno ventral, y las muestras se colocaron en
tubos de 0.7 mL en bafio de hielo, posteriormente se almacenaron a -20 °C. Las muestras de
hepatopancreas y musculo se obtuvieron disecando el cefalotérax y el primer segmento
abdominal del musculo, los tejidos se colocaron en nitrégeno liquido para su transporte al

laboratorio, y su almacenamiento a -80 °C.
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Las muestras individuales de hepatopancreas y musculo fueron disecadas en una placa de
metal en frio, se tomaron de 50-100 mg de tejido y se colocaron en tubos de 2 mL de
polipropileno. Los tejidos (100 mg) fueron liofilizados por 16 h y pulverizados en
homogeneizador de perlas metalicas de 3 mm FastPrep-40 (MP Biomedicals), por 40 s a
una velocidad de 6 m/s en 1 mL de solucion SIC-EDTA. Las muestras se centrifugaron a
10,000 x g por 20 min a 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se almacenaron a -80 °C para

posteriores analisis.

6.3.2 Glucosa

La glucosa se cuantifico en la hemolinfa, con el método enzimético-colorimétrico de la
glucosa oxidasa/peroxidasa. La técnica se fundamenta en el uso de dos reacciones
acopladas catalizadas por las enzimas glucosa oxidasa y peroxidasa que convierten la
glucosa en orto-toluidina compuesto da una coloracién rosa, proporcional a la
concentracion de glucosa en la muestra. El ensayo se adapt6 a un formato de microplacas
de 96 pozos, que empled 20 pulL de hemolinfa y 200 pL del reactivo (por triplicado), y la
reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente, por 30 min. A continuacion, se leyo la
absorbancia a 490 nm en un lector de microplacas MultiSkan FC (ThermoFischer). Para el
calculo de la concentracion de glucosa, la absorbancia de la muestra se comparé con la del
patron de glucosa (100 mg/dL). El rango de linealidad del ensayo se determind a partir de
las lecturas de la absorbancia a 490 nm obtenidas con soluciones de glucosa de diferente
concentracion (100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3.125 mg/dL) preparadas por dilucion seriada a
partir de una concentracién de 100 mg/dL. Los datos fueron ajustados a una regresion lineal
[51].

6.3.3 Carbohidratos totales
Este método se evalu6 en hepatopancreas y masculo. Se tom6 una alicuota de 100 pL de

homogenizado de cada tejido en un minitubo y se adicionaron 100 pL de é&cido
tricloroacético (TCA) al 20%, se agitd y se centrifugdé a 5,000 x g 10 min a 5 °C. Se
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recuperaron 25 pL de sobrenadante y se colocaron en un minitubo al cual se le afiadieron
250 L de antrona al 0.01% disuelta en H,SO, al 96%. Esta mezcla se calenté a 85 °C por
10 min, posteriormente se colocd en un bafio de hielo hasta enfriamiento, se tomé una
muestra de 200 uL y se colocaron en una microplaca, la absorbancia se ley6 a 630 nm. Esta
reaccion se basa en que el medio &cido hidroliza los enlaces glicosidicos y los
monosacaridos reaccionan con la antrona, esto da como resultado un color verde azulado.
Se utilizé una curva estandar, con soluciones de glucosa de diferente concentracion (100,
50, 25, 125, 6.25 y 3.125 mg/dL) preparadas por dilucién seriada a partir de una
concentracion de 100 mg, a partir de aqui se calcularon las concentraciones en mg/g de

peso seco [52].

6.3.4 Glucogeno

La determinacion de glucdgeno se realizd en hepatopancreas y musculo. Se tomd una
alicuota de 100 puL de homogenizado de cada tejido en un minitubo y se adicionaron 100
pL de acido tricloroacético (TCA) al 20%, se agitd y se centrifug6 a 5,000 x g 10 min a
5 °C. Se recuperaron 25 L de sobrenadante y se colocaron en un minitubo. Para separar el
glucdgeno de los demas carbohidratos, este se precipito utilizando 500 puL de etanol frio, y
se centrifugé a 5,000 x g 10 min a 5 °C, se descartd el etanol y se dej6é evaporar
completamente, posteriormente el glucdgeno se resuspendio en agua destilada. Para realizar
la reaccion y los célculos de concentracion se realizaron como se menciond en la seccion
6.3.3.

6.3.5 Lactato

Este metabolito se midi6 en hemolinfa y extracto de musculo (seccion 6.3), utilizando el
Kit Randox-Lactate (Randox, LC3980), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se
colocaron en una microplaca 20 puL de hemolinfa y del extracto de musculo de cada
individuo y posteriormente se afiadieron 200 pL de reactivo Randox-Lactate. La reaccion

se llevo en 10 min a temperatura ambiente. Esta reaccion se basa en utilizar la enzima
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lactato oxidasa, que forma piruvato y peroxido de hidrogeno (H.0,), posteriormente una
enzima peroxidasa convierte el H,O, en agua y oxigeno que reaccionan con el reactivo
TOOS (N-etil-N-(2 hidroxi-3-sulfopropil) m-toluidina), que da una coloracion purpura
cuya absorbancia se lee a 540 nm. A partir de una curva estandar de concentraciones
conocidas de lactato (20, 10, 5, 2.5 mg/dL), se realizaron los calculos para hemolinfa en

mg/mL y para musculo en mg/g peso seco [53].

6.3.6 Lipidos totales

Se evaluaron lipidos totales en hemolinfa, hepatopancreas y musculo. En el caso de
hemolinfa se tomd una alicuota de 25 pL, para los tejidos se tomd una alicuota del
homogenizado de 25 pL, en un minitubo. Se agregaron 250 pL de H,SO4 concentrado, se
agito y posteriormente se calenté a 90 °C a 10 min, se enfri6 en bafio de hielo. De la mezcla
anterior se tomaron 20 pL y se agregaron 200 pL de sulfofosfovainillina, se incubd por 40
min y se leyo la absorbancia a 540 nm. Este método se basa en que el medio acido
convierte a los lipidos a iones carbonio y posteriormente estos iones reaccionan con la
sulfofosfovainillina. Para el calculo se construyo una curva con un estandar de mezcla de
triglicéridos (Sigma Aldrich, 17811-1AMP), en dilucién seriada (200, 100, 50, 25y 12.5
mg/dL). La concentracion de extractos de los tejidos se reportaron en mg/g (peso seco) y en

hemolinfa en mg/mL [54].

6.3.7 Triglicéridos

Este parametro bioquimico fue estimado en hepatopancreas. Se utilizo el kit Trygliceride
(Randox, TR210) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se tomaron 20 pL de
hemolinfa y 20 uL de homogenizado de cada tejido, se colocaron en una microplaca y se
agregaron 200 pL de solucion reactiva del Kit-Trygliceride. Se dejé reaccionar por 20 min
y posteriormente se tomo lectura de absorbancia a 570 nm. Este método se basa en la
reaccion de la lipoproteina lipasa (LPL) que hidroliza los triglicéridos a glicerol y acidos

grasos libres, posteriormente el glicerol se convierte en glicerol-3-fosfato con la glicerol
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quinasa (GK), este producto se oxida en presencia de oxigeno (O,) y se forma un complejo
de 4-aminoantipirin que da una coloracion puarpura. Para cuantificar se elaboré una curva
con un estandar de mezcla de triglicéridos (Sigma Aldrich, 17811-1AMP), en dilucidn
seriada (200, 100, 50, 25 y 12.5 mg/dL). Las concentraciones se reportaron en mg/g peso
seco [55].

6.3.8 Colesterol

La concentracion de colesterol fue estimada en hemolinfa con el Kit Cholesterol-Randox
(Randox, CH200), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se tomaron 20 pL de
hemolinfa y se colocaron en una microplaca, y se agregaron 200 pL de solucion reactiva.
La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente por 15 min y se ley6 a 550 nm. Este
meétodo estd basado en la hidrélisis enzimatica y la oxidacion por la formacion de la
quinonemina en la presencia de fenol y peroxidasa. Se realizé una curva con un estandar de
colesterol (Sigma Aldrich, 47127-U), en dilucion seriada (200, 100, 50, 25y 12.5 mg/dL), a
partir de esta se calculd la concentracion por una regresion lineal, que se reporté en mg/mL
[56].

6.3.9 Hemocianina

Para este procedimiento se realizaron las mediciones antes de congelar lo especificado en la
seccion 6.3.1, las muestras de hemolinfa, se diluyeron 1:20 (volumen final 1 mL) con SIC-
EDTA, posteriormente en una celda de cuarzo se coloco la dilucion y se leyd a 335 nm,
esta lectura fue registrada y posteriormente se realizaron los célculos correspondientes

utilizando el coeficiente molar de extincion de la oxi-hemocianina [57].

6.3.10 Proteinas totales

Este parametro bioquimico se midio en hepatopancreas, musculo y hemolinfa, utilizando el

método del acido bicinconinico (BCA), se tomaron 25 pL de homogeneizado (para tejidos)
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y 25 pL de hemolinfa, se afiadieron 500 uL de NaOH 0.1 N, esto se dejo digerir durante 2
horas; se tomaron 25 pL del digerido y se agregaron 200 pL del reactivo de BCA, se
incubd a 60 °C por 15 min y se leyd a 562 nm. Este método se basa en que las proteinas
reaccionan al Cu*? en medio basico reduciéndolo a Cu*, dando un color de verde a morado.
Se realizd una curva estdndar utilizando diluciones seriadas (100, 50, 25, 12.5 y 6.25
mg/mL) de albumina sérica bovina, para estimar la concentracion se realiz6 una regresion

lineal contra los puntos de la curva [58].

6.3.11 Andlisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron por una prueba de T-Student para evaluar
diferencias significativas (P < 0.05) entre el grupo control y el infectado para cada hora, en
el software SigmaPlot v11. Para estimar previamente la normalidad de los datos se analiz6
con la prueba de Shapiro-Wilk (P < 0.05).

6.4 Analisis de expresion diferencial

6.4.1 ARNm-seq de hepatopancreas y hemocitos

En esta seccion se utilizaron las muestras tomadas a 0 y 24 hpi del disefio experimental
6.1.5 (Figura 1). La extraccion de ARN total se realizo utilizando el reactivo Tri-reagent
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de
ARN total fueron cuantificadas en un fluorimetro Quibit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad,
CA), la integridad del ARN total se evalu6 mediante electroforesis capilar en Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), solo las muestras con valor de RIN >8.5
(ndmero de integridad de ARN), fueron utilizadas [59]. Las muestras (n=9) fueron
concentradas en una sola muestra para los siguientes pasos. EIl ARNm fue aislado del ARN
total utilizando perlas de Oligo d(T) y se realizé una fragmentacion por 15 min a 94 °C. La

primera y la segunda cadena del ARNm fragmentado se les sintetiz0 el ADN
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complementario (ADNCc) y los extremos 3’— fueron reparados y adenilados, finalmente se

ligaron adaptadores a los fragmentos de ADNc para la preparacion de la biblioteca.

La secuenciacion de ARNm fue realizada utilizando el kit NEBNext Ultra RNA Library
Prep (New England Biolabs, Ipswich, MA) de illumina siguiendo las instrucciones del
fabricante. El adaptador universal fue ligado a los fragmentos de ADNc, seguido de la
indexacion y el enriquecimiento de la biblioteca con un nimero limitado de ciclos de PCR.
Las bibliotecas se validaron utilizando electroforesis capilar y fueron cuantificadas en el
fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA), y posteriormente utilizando RT-gPCR.
Las bibliotecas generadas de las muestras (control e infectadas) fueron multiplexadas en
una celda de flujo y secuenciados en el equipo illumina HiSeq 2500 (San Diego, CA), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron secuenciadas utilizando el
extremo emparejado (2x100 pb). El proceso de ‘base calling’ se realizd con el software de
imagenes de illumina (The HiSeq Control Software), las secuencias sin procesar fueron

convertidas en archivos .fastq con el software bcl2fastq v1.8.4.
6.4.2 Ensamblaje de los transcriptomas y anotacion funcional
Las secuencias sin procesar fueron recortadas y filtradas para remover adaptadores,

secuencias con nucleotidos desconocidos (N) y secuencia con baja calidad (Q < 20) con el

software Trimommatic v0.36 [60]. Las secuencias procesadas fueron ensambladas de Novo

utilizando el software Trinity v2.10 utilizando kmer 31 para la biblioteca de hepatopancreas
y para la hemocitos se utilizd kmer 25 [61]. Se utiliz6 como comparativo la biblioteca de
hemocitos, donde la infeccion de AHPND se realizd por inyeccion (SRR6917104,
SRR6917105) [40].

Los transcritos generados en el ensamble se anotaron con el software Trinotate v3.0 con los
siguientes pasos: se buscO el marco de lectura abierta (ORF) en las secuencias de

nucleotidos utilizando el software de TransDecoder v5.0.2. Las secuencias de nucleotidos y

las de aminoacidos fueron alineadas usando la herramienta de BLASTx y BLASTp


http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX3864713%5baccn%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX3864711%5baccn%5d
https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki
https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki
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respectivamente con la base de datos SwissProt. La base de datos SwissProt se utilizo para
asignar nombres a los transcritos y a las proteinas predichas y obtener las anotaciones de
KEGG, ontologia génica (GO) y eggNOG [62-66]. Para identificar los dominios de
proteinas se utilizd HMMER v3.1b2 con la base de datos Pfam 31.0 [67,68]. Para la

prediccion de péptido sefial y regiones transmembranales, se utiliz6 SignalP v4.1 vy

TMHMM v2.0c. Los resultados anteriores se compilaron en una base de datos SQL.ite. Los

términos de GO fueron extraidos de la base y fueron convertidos a formato nativo y
analizado en el sitio web WEGO 2.0.

6.4.3 Cuantificacion de transcritos y analisis de expresion

La estimacion de la abundancia de transcritos se realiz6 con la linea de programas de
Trinity v2.10. La abundancia fue estimada con el software Salmon v1.3.0 utilizando cada
biblioteca para cada muestra y tejido (controles vs infectados, en hepatopancreas y
hemocitos respectivamente) [69,70]. Las matrices de expresion fueron construidas en una
base de datos y se calcularon los patrones de expresion utilizando edgeR v3.11,
normalizando con el método TPM (transcritos por millon) y utilizando un factor de
dispersion 0.1 [71-73]. El conteo de las lecturas fue normalizado para obtener la expresion
relativa. Utilizamos FDR (tasa de descubrimientos falsos) para darle la significancia
estadistica a los genes diferencialmente expresados (DETs). Se formaron cllsteres de
transcritos de interés utilizando FDR < 0.01 y log2Ratio > 2. Los clusteres de DETSs fueron

anotados como se mencion¢ anteriormente [74].

6.4.4 Analisis de enriquecimiento de los términos GO

Para seleccionar genes de interés de nuestros DETs se realizd un analisis de
enriquecimiento utilizando la herramienta de ‘Goseq’ basado en una prueba
hipergeométrica (P < 0.01) [75]. Adicionalmente las rutas metabdlicas se analizaron en el
servidor KAAS (KEGG Automatic Annotation Server) [76].


https://www.uniprot.org/uniprot/?query=reviewed:yes
http://hmmer.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/
https://salmon.readthedocs.io/en/latest/salmon.html
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/goseq.html
https://www.genome.jp/kegg/kaas/
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6.4.5 Andlisis de redes de interaccién proteina-proteina

Las interacciones de los genes diferencialmente expresados fueron predichas utilizando el
software de GeneMANIA, una herramienta del software Cytoscape v3.6.0 [77,78]. Los
parametros utilizados estan basados en la GO utilizando procesos bioldgicos y se utilizd
Drosophila melanogaster como especie fuente. Se construyeron 3 redes de interaccion de
las bibliotecas gendmicas utilizando los genes que aumentaron y disminuyeron su
expresion, las redes fueron construidas a partir de los siguientes niveles de interaccion:
coexpresion, interacciones fisicas y genéticas, participacion en rutas, colocalizacion de

proteinas, similitud en dominios de proteinas y proteinas predichas por interaccion.

6.4.6 Identificacion de genes eje

Los genes ejes representan nodos en las redes con el mayor nimero de interacciones
genéticas dentro de la red y fueron calculados utilizando el grado de distribucion de nodos,

utilizando las herramientas estadisticas de Cytoscape v3.6.0 [79].

6.5 Analisis de expresion relativa

6.5.1 Seleccion de genes

Seleccionamos 10 genes basados en nuestro analisis de expresion diferencial, asi como por
su participaciéon en la respuesta inmune y metabdlica contra la AHPND. Los
oligonucleotidos utilizados fueron disefiados en el software primer3plus, la lista se muestra
en la Tabla Il. Los oligonucleotidos se sintetizaron en una escala de [25 nM] en T40ligo

(Irapuato, Guanajuato, México) y se purificaron por el método de desalado.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/
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6.5.2 Analisis de estabilidad de los genes de referencia

Para analizar la estabilidad de los genes de referencia, primeramente, se amplificaron para
todas las condiciones experimentales anteriormente mencionadas, el gen factor de
elongacion 1-a (LVEF1A), proteina ribosomal L7 (LvRPL7) y la proteina ribosomal L8
(LVRPLS). Los valores de Cq obtenidos se evaluaron en el programa en linea RefFinder,
para determinar cuél de los 3 genes anteriormente mencionados tenia mas estabilidad,
debido a que los genes de referencia pueden ser afectados por el tratamiento y para precisar
los valores de expresion relativa se utiliza el mas estable [80-83].


file:///C:/Users/Adrián%20E.%20Velázquez/AppData/Roaming/Microsoft/Word/Para%20analizar%20la%20estabilidad%20de%20los%20genes%20de%20referencia,%20primeramente%20se%20amplificaron%20para%20todas%20las%20muestras%20el%20gen%20factor%20de%20elongación%201-α%20(LvEF1A),%20proteína%20ribosomal%20L7%20(LvRPL7)%20y%20la%20proteína%20ribosomal%20L8%20(LvRPL8).%20Los%20valores%20de%20Cq%20obtenidos%20se%20evaluaron%20en%20el%20programa%20en%20línea%20RefFinder,%20para%20determinar%20cuál%20de%20los%203%20genes%20anteriormente%20mencionados%20tenía%20más%20estabilidad,%20debido%20a%20que%20los%20genes%20de%20referencia%20pueden%20ser%20afectados%20por%20el%20tratamiento%20y%20para%20precisar%20los%20valores%20de%20expresión%20relativa%20se%20utiliza%20el%20más%20estable.

Tabla Il. Lista de oligonucledtidos utilizados para expresion relativa.
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Transcrito Nombre Secuencia (5°—3°) Tagt?)ﬁo Eficiencia R?® Acceso Genbank
LVRPL7  Proteina ribosomal L7 ~——C—C L ECRE IS IR TR 161 201 098  JX4812711
LPoKL P __SoCKOMOCTORT 5 21 os At
LVTHBS Trombospondina e 201 193 098 MK033611
LVPRDX Peroxiredoxina AR IR R 170 195 097  JIN39301L1

LVCAS T e e e AT ARCCTIGs 183 197 095 MK033612
LvCLO Proteina de coagulacion AAGTCTCCC;TC?;%C? G(;CCA ;GTGTAA;GTCCG 112 2.14 0.99 D0984182.1
LVHCY Hemocianina A 159 191 099  KY695246.1
LvcSOD  Superéxido dismutasa T A S 146 180 098  DQO05531.1
LVHYO e mﬁi rpi)g)(L: Iaada P CA}ECGTTGTATTTTTTGCCTCC;ACATGGCCTTCATTCGGG 121 1.97 0.95 MK033613
LVCTR Quimotripsina - 192 189 098 X66415.1
LvCTSH Catepsina L TCATCGACGACCACAACG 84 1.92 0.96 X85127.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX481271.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ250829.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK033611
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JN393011.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK033612
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ984182.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KY695246.1+
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ005531.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK033613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X66415.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X85127.1
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6.5.3 Andlisis de expresion relativa

Las extracciones de ARN total de hepatopancreas se realizaron de acuerdo con la seccion
6.4.1. La cantidad y la pureza se estimaron por espectrofotometria utilizando las relaciones
Aosonml280nm Y Azeonm/230nm Utilizando el Nanodrop 1000 (Thermo Scientific, Chicago, IL).
La calidad del ARN se evalu6 en una electroforesis de agarosa al 1.2% en hipoclorito de
sodio en buffer Tris-Acetato EDTA (TAE 1X), por inspeccién visual de la unidad 18s y 28s
del ARN ribosomal [84]. EI ARN total (1 pg) se traté con ADNsa | grado amplificacion
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para la sintesis
de ADNCc se utilizo el sistema de transcripcion reversa ImPromp 1l (Promega, Madison,
WI1), siguiendo las instrucciones del fabricante usando 0.5 ug de Oligo d(T) para la captura

de ARNm, el ADNc se almacen6 a -80 °C hasta su uso.

Las eficiencias de aplicacion para todos los oligonucleotidos fueron estimadas utilizando el
método de diluciones seriadas con 4 de estas (1:50, 1:500, 1:5000, 1:50000), iniciando con
150 ng/uL de ADNCc y un valor de umbral para Cq de 0.034 asignado automéaticamente por

el software Rotor-Gene v1.7.

En todos los casos los RT-qPCR se realizaron por triplicado (réplicas técnicas) y en
triplicado por réplicas bioldgicas, en un sistema analizador rotatorio de tiempo real Rotor-
Gene 6000 (Corbett Research, Sidney, Australia). Las reacciones de RT-gPCR contenian
los siguientes componentes de reaccion: 2.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP, 1X de buffer
sin color GoTaq Flexi, 1.25 U de ADN polimerasa GoTaq Flexi (Promega, Madison, WI),
500 nM de cada oligonucleétido, 1X de colorante EvaGreen (Biotium, Hayward, CA) y
~17 ng de ADNc (1:50) en un volumen final de reaccion de 15 pL. Las condiciones de
amplificacion fueron: 95 °C (5 min), 40 ciclos de 95 °C (20 s), 60 °C (20 s) 72 °C (20 s)
con una extension final de 72 °C (5 min). La curva de disociacion se realizé de 55 °C a
99 °C (1 °Cl/s).
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Los calculos de expresion relativa fueron calculados usando el método 27444, todos los
datos obtenidos, tanto de muestras de grupo control e infectado fueron normalizados con
muestras tomadas al tiempo cero de camarones sin ningun tratamiento. Los datos de
expresion relativa fueron analizados por un anélisis de varianza (ANOVA) de una via (a =
0.05), las diferencias significativas se evaluaron con la prueba de Holm-Sidak (o = 0.05) en
el software de SigmaPlot v11 (Systat Software, Inc, Germany) [85].
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7. RESULTADOS
7.1 Caracterizacion de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16
El crecimiento de la cepa aislada de una colonia de V. parahaemolyticus IPNGS16 en el
medio TCBS dio como resultado, colonias verdes azuladas y sin cambio de coloracién en el
medio, esto significa que esta bacteria no puede fermentar sacarosa, ni lactosa [86].

7.1.1 Tincién Gram y caracterizacién molecular de virulencia
Mediante el uso de la tincién Gram, se identificd la morfologia y el tipo de pared celular de

la cepa de V. parahaemolyticus IPNGS16, lo cual resultd en una pared celular tipo Gram (-)
y una morfologia curvada bacilar (Figura 2).
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Figura 2. Micrografia de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16 con tincion Gram con un
objetivo de 100x, en inmersion con aceite mineral.

Para determinar si esta cepa de V. parahaemolyticus IPNGS16 contenia el plasmido
reportado pVVPAV-3 (causante de la AHPND), se amplificaron 2 regiones: una del gen PHP
y otra del gen PirB por PCR punto final; se utilizd como control negativo V.
parahaemolyticus CAIM-170 (donado por el Dr. Bruno Gomez Gil, CIAD, Mazatlan,

Sinaloa). En la Figura 3 reportamos la electroforesis de agarosa [87].
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PHP PirB

Figura 3. Productos de PCR de los genes PHP y PirB que demuestran la presencia del
plasmido pVPAV-3 en la cepa de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16. Se muestra un gel de
electroforesis de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular (1 kb plus). Carriles
2y 5: ADNg de la cepa V. parahaemolyticus IPNGS16. Carriles 3y 6: ADNg la cepa de V.
parahaemolyticus CAIM170, que no contiene el plasmido pVPAV-3. Carriles 4 y 7:
control negativo (agua desionizada).

N

7.1.2 Determinacion de la concentracion letal media (CLso)

Los datos utilizados para la CLsp fueron los datos de las mortalidades acumuladas a las 24 h
post infeccién. La Figura 4A, muestra los datos de las mortalidades acumuladas en el
experimento donde se observa una relacion directa de la concentracion celular contra la

respuesta (mortalidad acumulada).

La estimacién de la CLsg fue 660.95 UFC/mL con un intervalo de confianza al 95% de
362.81 - 950.041 UFC/mL. En la Figura 4B se muestra la regresion lineal utilizando
méaxima verosimilitud en Probits para la estimacion de la CLso (o = 0.001). La prueba de
bondad de ajuste de Pearson dio como resultado °=1.954 con 3 grados de libertad y con

una significancia de 0.582.
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Figura 4. Determinacion de la CLs de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16 en Litopenaeus

vannamei suministrado por inmersién. A) Mortalidad acumulada vs el tiempo a distintas

concentraciones de V. parahaemolyticus IPNGS16. B) Mortalidad acumulada en Probits vs

el Logio de la concentracion de bacterias a las 24 h.

7.2 Evaluacion de lesiones histopatoldgicas

Se llevaron a cabo distintas evaluaciones: 1) evaluacion descriptiva para identificar signos
reportados en la literatura; 2) evaluacion semicuantitativa para entender el progreso de las
lesiones y; 3) evaluacion cuantitativa para identificar los cambios que sufren los

organismos durante la AHPND.

7.2.1 Evaluacion descriptiva

La Figura 5 muestra de manera progresiva el efecto de la infeccion de V. parahaemolyticus
IPNGS16: desprendimiento de células (Slo), atrofia celular (Atr), necrosis (Nec) e
infiltracion de hemocitos (Hem). En la Figura 5A se observa el hepatopancreas (Hep) sano
a las 0 h de infeccion, se ven claramente definidas las células B (Hpb) y sus éareas
vacuolares. Las flechas indican desprendimiento de células a las 12 horas post-infeccion
(Slo) (Figura 5B). Las flechas indican células picndticas en estado de necrosis a las 24

horas post infeccion (Figura 5C).
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El colapso de los tubulos, atrofia del lumen (Lum) e infiltracion de hemocitos se observé a
las 48 h post-infeccién (Figura 5D). EI lumen de los tabulos (Tub) se encuentra atrofiado a
las 48 h post-infeccion (Figura 5E). La Figura 5F muestra infiltracion de hemocitos

granulares (HemG) y hialinos (HemH), asi como, células necroticas
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Figura 5. Micfograﬁ’

Rata - ' . Y 4 iy el
a del hepatopancreas (Hep) de Litopenaeus vannamei a diferentes tie

(N *

L | VY
mpos de exposicion con Vibrio

parahaemolyticus IPNGS16. A) 0 hpi, L. vannamei con células B (HpB). B) 12 hpi, las flechas muestran espacios en blanco de
células desprendidas (Slo). C) 24 hpi, las flechas indican células picnéticas en estado de necrosis (Nec). D) 48 hpi, lumen (Lum),
infiltracion de hemocitos (Hem). E) 72 hpi, tubulos (Tub) atrofiados (Atr). F) 72 hpi, hemocito granular (HemG), hemocito
hialino (HemH). Cortes longitudinales 4 um en parafina, tinciéon hematoxilina y eosina. Barra de escala: 100 um (A-E) y 30 um

(F)
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7.2.2 Evaluacién semicuantitativa

Los signos caracteristicos de la AHPND fueron evaluados de forma semicuantitativa como
se describio en la Tabla I. En la Figura 6 se muestran los signos graficados contra las hpi.
En todos los tiempos vemos un aumento significativo de la apariciéon de las lesiones en

comparacion al control (tiempo 0 hpi).

La Figura 6A muestra el andlisis del desprendimiento de células epiteliales del
hepatopancreas. A las 0 hpi no se observé el desprendimiento, este se detectd después de
las 12 hpi, mientras que a las 24 hpi, fue de manera significativa. La necrosis se detect6 a
las 12 hpi y fue en aumento hasta las 72 hpi, se encontraron diferencias significativas
(Figura 6B). La atrofia se detecto a las 0 hpi, y aument6 de manera significativa de las 12 a
24 hpi (Figura 6C). La infiltracion de hemocitos desde las O hpi, y se encontraron

diferencias significativas con respecto al control a las 24, 48 y 72 hpi (Figura 6D).
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Figura 6. Evaluacion cuantitativa de los signos de la AHPND en el hepatopéancreas de
Litopenaeus vannamei a diferentes tiempos de exposicion con Vibrio parahaemolyticus. A)
Grado de desprendimiento celular. B) Grado de necrosis. C) Grado de atrofia. D) Grado de
infiltracion de hemocitos. Los puntos representan las medianas, la barra de error superior
representa el cuartil Qs y la inferior el cuartil Q;. Las letras minGsculas las diferencias
significativas entre los tiempos de cada pardmetro evaluados por la prueba de Kruskal
Wallis (a = 0.05) para todas las muestras.

7.2.3 Evaluacién cuantitativa

La evaluacion cuantitativa se realizé midiendo la altura de las células B (HpB) y el area del
tubulo. La altura de las células HpB (Figura 7A) cambio a las 0, 12, y 24 hpi con tendencia
a perder altura, y aumenta a las 48 hpi, finalmente a las 72 hpi se observa disminucion de la

altura. El area del tibulo (Figura 7B) decrece a las 0 y a las 12 hpi, pero no de manera
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significativa, hasta las 24 hpi esta se mantiene. Se observa un incremento del area (sin

significancia) a las 48 y 72 hpi.
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Figura 7. Evaluacion cuantitativa del efecto de la AHPND en hepatopancreas de
Litopenaeus vannamei a diferentes tiempos de exposicién con Vibrio parahaemolyticus. A)
Altura de las células B (n = 5). B) Area de los tubulos (n = 5). Las barras representan la
media y las barras de error representan el error estandar. Las letras minusculas sobre las
barras representan las diferencias significativas de la prueba ANOVA (a = 0.05) y la
prueba Holm-Sidak (a = 0.05)

7.3 Indicadores bioquimicos

7.3.1 Indicadores bioquimicos en hemolinfa

En la medicion de los parametros bioquimicos se tomd como control aquellas muestras no
infectadas con V. parahaemolyticus para cada tiempo. En hemolinfa (Figura 8), la
concentracion de las proteinas y lipidos totales no tuvieron diferencias significativas
(Figura 8C y 8D). La concentracion de glucosa disminuy6 significativamente a las 3 hpi,
mientras que en los otros tiempos no se observaron cambios (Figura 8A). La concentracion
de hemocianina disminuy¢ significativamente a las 3, 6, 12 y 24 hpi (Figura 8B). La
concentracion de lactato disminuyé a las 3 y 24 hpi, y aumento a las 6 hpi (Figura 8E). La

concentracion de colesterol disminuyd a las 3 hpi y aumenté a las 48 hpi.
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Figura 8. Pardmetros bioquimicos en hemolinfa post-infeccion. A) Concentracién de
glucosa. B) Concentracion de hemocianina. C) Concentracion de proteinas totales. D)
Concentracion de lipidos totales. E) Concentracion de lactato. F) Concentracién de
colesterol. Las barras indican la media aritmética y error estandar (n = 6). Los asteriscos
indican diferencias significativas (T-Student) entre cada tiempo evaluado control e
infectados por cada hora (a = 0.05).
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7.3.2 Indicadores bioquimicos en hepatopancreas

Los parametros bioquimicos de hepatopancreas se muestran en la Figura 9. La
concentracion de carbohidratos totales disminuyo a las 6, 24 hpi e increment6 a las 48 hpi
(Figura 9A). La concentracion de glucégeno fue menor en camarones con AHPND,
respecto al control a las 3, 6 hpi, mientras que el efecto opuesto fue observado a las 48 hpi
(Figura 9B). Por otro lado, esta variable disminuy6 con el tiempo para ambas condiciones
con respecto a las 0 hpi, aunque esta variacion no fue analizada estadisticamente. La
concentracion de lipidos totales disminuyé significativamente a las 3, 6 hpi e incremento a
las 12 hpi (Figura 9C). La concentracion de triglicéridos disminuyé a las 6 hpi, en los otros
tiempos no se observaron diferencias significativas (Figura 9D). La concentracion de
proteinas totales disminuyo a las 48 hpi, mientras que en los otros tiempos no se observaron

diferencias significativas (Figura 9E).



40

5
(=2}
% 50 B 20
* m d
% A 1 A £ §, 18 B
8 4o | Bl = © 16 - ‘}
3 EalE r- > 14 Tl
g ] S 12|
S 30 - . 2
S 10
2 g .l
S 20 | ‘g * *
(] G 6 4
2 8
:E 10 | E 4 | : ﬂﬂﬂ * *
(5] o 2 ]
£ X I
< . , . , . |
g 0 3 6 12 24 48 0 3 6 12 24 48
© Tiempo (h) Tiempo (h)
2 60 D 30
E C 2 D
8 50 @ 25
m *
g Tam & 3 g
3 0 W L2 20 [ Control
B’ 1 r > 1 Infectados
£ 30 . E 15
: 20 : 10
| = ] 1
2 3
Q E .
£ 10 £ 5]
: : Il
s 0 - , - - . : g 0 ! , , , .
© 0 3 6 12 24 48 0 3 6 12 24 48
Tiempo (h) Tiempo (h)
B 350
o
£ 30 |E & 5
s rmhe - BN e
g 201 Tl
(o]
£ 200
3
S 150 |
¥
8 100 -
£
8 50
s
© 0

0 3 6 12 24 48
Tiempo (h)

Figura 9. Indicadores bioquimicos en hepatopancreas de Litopenaeus vannamei expuestos
con Vibrio parahaemolyticus a diferentes tiempos. A) Concentracion de carbohidratos
totales. B) Concentracion de glucégeno. C) Concentracion de lipidos totales. D)
Concentracion de triglicéridos. E) Concentracion de proteinas totales. Las barras indican la
media aritmética y error estdndar (n = 6). Los asteriscos indican diferencias significativas
(T-Student) entre cada tiempo evaluado control e infectados por cada hora (a = 0.05).
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7.3.3 Indicadores bioquimicos en musculo

La concentracién de carbohidratos totales disminuyd Unicamente a las 6 hpi (Figura 10A).
La concentracion de glucogeno disminuyé a las 3, 6, 12, 24 y 48 hpi (Figura 10B). La
concentracion de lipidos totales disminuy6 a las 6, 24 hpi y en otros tiempos no se
encontraron cambios significativos (Figura 10C). La concentracion de proteinas totales
aumento significativamente a las 12, 24, 48 hpi, y en los otros tiempos no se encontraron

cambios significativos (Figura 10D).
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Figura 10. Parametros bioquimicos en musculo de Litopenaeus vannamei expuestos a
Vibrio parahaemolyticus a diferentes tiempos. A) Concentracién de carbohidratos totales.
B) Concentracion de glucogeno. C) Concentracion de lipidos totales. D) Concentracion de
proteinas totales. Las barras indican la media aritmética y error estandar (n = 6). Los
asteriscos indican diferencias significativas (T-Student) entre cada tiempo evaluado control
e infectados por cada hora (a = 0.05).
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7.4 Analisis de expresion diferencial
7.4.1 Ensamblaje y anotacion funcional
Se ensamblaron en total 6 bibliotecas de lecturas secuenciadas en la plataforma de illumina:

dos de hepatopancreas y dos de hemocitos que corresponden a este trabajo experimental,

asi como, lo ya publicado (Tabla I1l), con el fin de realizar un andlisis comparativo [40].

Tabla I1l. Resumen de estadisticas de las tres bibliotecas ensambladas. Hemocitos
inyeccion corresponde a la biblioteca publicada [40].
e . Hemocitos Hemocitos
Anélisis Hepatopancreas . - . .
inmersion inyeccion
Numero de transcritos 174,098 107,161 91,161
Contenido de GC (%) 44.36 45.01 42.93
Transcritos N1g 5,513 5,847 1,247
Transcritos Nsg 1,961 1,779 2,695
Transcrito mas largo (pb) 16,189 33,096 25,904
Transcrito méas corto (pb) 201 181 185
Mediana de longitud del transcrito 455 288 512
Promedio de longitud del transcrito 984.07 728.80 1237.44
> 10 kpb 3,483 2,228 3,781
> 5 kpb 3,152 1,853 2,457
Total de bases ensambladas 171,324,032 102,473,664 112,806,441
Total de transcritos con ORF 149,923 87,211 84,511
Blastx hits vs SwissProt 31,092 82,697 6,565
BlastP vs SwissProt 44,319 29,954 25,935
Blastx hits vs genoma’ 150,117 77,025 85,387
Blastp hits vs genoma’ 61,840 29,457 33,364
Proteinas predichas con dominio 40,066 26,605 23863
Pfam
Péptido seial 10,586 5,080 5,976
Regidn transmembranal 32,366 14,681 17,021
Resultados EQgNOG 532 11,982 180
Resultados de KEGG 52,618 67,703 25,635
Anotaciones GO 74,022 108,404 31,874
Anotaciones GO basadas en Pfam 26,208 16,974 15,716

1Genoma de camarén blanco L. vannamei
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Las anotaciones de la GO en las tres bibliotecas se observé un alto contenido de términos
en comun (Fig. 11), donde en los procesos bioldgicos (BP) y funcion molecular (MF)
fueron idénticos, aunque en la cantidad de transcritos existe una variacion. En el

componente celular (CC) hubo variacion de los términos.

Las anotaciones de la base de datos eggNOG sirven para establecer relaciones de ortologias
y las historias evolutivas de los genes y de sus funciones, en este caso los datos obtenidos
de la anotacion se agruparon en categorias funcionales (funcats), y fueron graficados para
las 3 bibliotecas (Fig. 12).
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hepatop
[40].
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Figura 12. Porcentaje de Anotaciones COG. Se muestra el porcentaje de las funciones ortélogas de las 3 bibliotecas
ensambladas y anotadas con el protocolo de Trinotate.
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7.4.2 Andlisis de expresion diferencial

Este andlisis, resume los genes que aumentan y disminuyen su expresién mostrados en un
gréafico de volcan (Figura 11) dénde se muestra el log(FC") vs el —logio(pValue), esto sirve
para contextualizar la tasa de cambio (FC) y la probabilidad (FDR) identificando
visualmente los cambios en los transcritos analizados. Para la biblioteca de ya publicada
(hemaocitos inyeccion) se obtuvieron 1,804 genes que aumentaron su expresion y 2,159 que
disminuyeron su expresion [40]. Para la biblioteca de hepatopancreas se obtuvieron 536
genes que aumentaron su expresién y 218 que disminuyeron. Para la biblioteca de
hemocitos se obtuvieron 1,021 genes que aumentaron su expresion y 13,725 que
disminuyeron, a este Gltimo analisis se le aplicé un umbral de log(FC) de 11 y el valor de
FDR < 0.001, quedando un total de 3,727 genes, para visualizar el analisis con mayor

significancia.

La anotacion funcional de los genes que aumentaron (AE) y disminuyeron su expresion
(DE) mediante el algoritmo de BLASTX, revel6 que entre las bibliotecas de hemocitos y
hepatopancreas por inmersion habia dos genes en comun, mientras que por inmersion se
encontraron 4 genes en comun. En los datos de las bibliotecas de hemocitos se encontrd, 15
genes (Fig. 14A y Tabla 1V). Para los genes DE entre hemocitos inyeccion y
hepatopancreas inmersion se encontraron 4 en comuan, mientras que en hemocitos

inmersion y hemocitos inyeccion fueron 8 (Fig. 14B).

! Fold change, tasa de cambio de expresion.
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Figura 13. Gréficas de volcan de los genes expresados diferencialmente (DEGS) en las 3
bibliotecas de Litopenaeus vannamei analizadas. El eje de las x log, (FC) y el de las y —
logio(pValue). El color negro representa los genes que no tuvieron cambios significativos,
el azul representa FDR < 0.001 y tasa de cambio log, > 2, FDR < 0.001 y tasa de cambio
logz > 10. Los numeros en rojo representan el nimero de genes que disminuyeron su
expresion y los nimeros de azul obscuro representan aquellos que aumentaron su expresion.
Los nameros color verde representan aquellos que su tasa de cambio log,> 11.
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LvHep LvHem LvHep LvHem

LvChi LvChi

Figura 14. Diagrama de Venn de los resultados de genes de Litopenaeus vannamei
alineados con el algoritmo BLASTx con la base de datos del genoma. A) Genes que
aumentaron su expresion. B) Genes que disminuyeron su expresion. LvHep representa
hepatopancreas inmersion, LvHem representa hemocitos inmersién y LvChi representa
hemocitos inyeccion [40].
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Tabla V. Resultados del diagrama de Venn de genes que aumentaron su expresion. LvHep
representa hepatopancreas inmersion, LvHem representa hemocitos inmersion y LvChi
representa hemocitos inyeccién [40]. El total representa los genes que coincidieron en los
analisis, posteriormente el nombre y acceso para la base de datos del NCBI.

Biblioteca Total Nombre Acceso NCBI
v' Cathepsina L XP 027234221.1
LvHepvs.LvHem 2, Proteirr)ma ribosomal 60S L37  XP_027207015.1
v Proteina sin caracterizar XP 027227066.1
v Proteina asociada a la XP 027209704.1
clasificacion de proteinas
LvHep vs. LvChi 4 vacuolares
v Proteina similar a la titina XP 027210169.1
v’ Proteina de matriz repetitiva ~ XP_027225813.1
Ser/Arg tipo 2
v S-adenosilmetionina sintasa ~ XP_027210584.1
v Proteina sin caracterizar XP _027221561.1
v Fosfatidilinositol 4-fosfatasa ~ XP_027221561.1

5-quinasa tipo 1P

v Proteina ribosomal 60s L10 XP 027221561.1
v" Hemolectina XP_027232720.1
v Proteina hemocitica XP 027232462.1
glutamina y-
glutamiltransferasa
v' Granzima C XP 027227579.1
LvHem vs LvChi 15 v Proteina de unién al dafio del XP_027219325.1
ADN
v Proteina sin caracterizar XP 027238655.1
v Proteina de dedos de zinc XP 027238911.1
v Transportador XP_027227770.1
monocaboxilato 12
v' ATP sintasa subunidad XP_027238350.1
v" Tubulina 1-a XP 027238350.1
v ATPsa N2B XP 027216812.1
v" Poli-ubiquitna-C XP_027225862.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027234221.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027207015.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027227066.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027209704.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027210169.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027225813.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027221561.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027234823.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027215571.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027232720.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027232462.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027227579.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027219325.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027238655.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027238911.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027227770.1
file:///C:/Users/Adrián%20E.%20Velázquez/AppData/Roaming/Microsoft/Word/XP_027220454.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027216812.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_027225862.1
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7.4.3 Andlisis de enriquecimiento GO y rutas metabdlicas KEGG

Las anotaciones de GO fueron analizadas mediante una prueba hipergeométrica para
observar el enriquecimiento de términos para procesos bioldgicos (PB), funciones
moleculares (FM) y componentes celulares (CC). En el andlisis de la biblioteca de
hepatopancreas inmersion en los PB se encontraron genes AE de diferenciacion celular,
transporte de iones y procesos del sistema. En las FM se encontraron genes con actividad
transportadora, actividad del transportador transmembranal y actividad de iones
transmembranales. Para CC, se identificaron genes de la membrana plasmatica, parte de la
region extracelular y region extracelular (Fig. 15A). En los genes que DE, se encontrd en
los PB genes de regulacion negativa del proceso metabolico de las proteinas, regulacién de
la respuesta a estimulos externos y regulacion negativa del proceso de modificacion de
proteinas. Las funciones moleculares: union a iones de metales de transicion, actividad
transportadora, union a iones de zinc. Los componentes celulares: region extracelular,

complejo de factores de transcripcién (Fig. 15B).

En la biblioteca de hemocitos inmersion en los genes que aumentaron la expresion se
encontraron términos de procesos biologicos: formacion de estructuras anatdémicas
implicadas en la morfogénesis, proceso metabdlico de ARN no codificante, morfogénesis
de epitelio. Para las funciones moleculares: actividad del transductor molecular, actividad
del receptor de sefializacion y actividad del receptor de sefializacion transmembranal. En
los componentes celulares: nucléolo, otra parte del organismo, y parte de la célula huésped
(Fig. 16A). En los genes que disminuyeron su expresion, para procesos bioldgicos: proceso
celular, regulacion bioldgica y procesos metabdlicos. Para funciones moleculares: union,
unién a iones y actividad catalitica. Para componente celulares: parte de la celula, parte
intracelular y organulo (Fig. 16B).

En la biblioteca de hemocitos inyeccion se encontraron términos enriquecidos que
aumentaron en relacion con procesos bioldgicos: proceso metabolico del compuesto

organonitrégeno, proceso del desarrollo y proceso metabdlico de proteinas. En funcion



51

molecular: actividad transferasa, union al receptor de sefializacion, unién al factor de
transcripcion. En componente celulares: parte endosomal, membrana endosomal y
centrosoma (Fig. 17A). En los genes que disminuyeron su expresién se encontraron
términos de procesos bioldgicos: proceso celular, proceso metabolico y proceso metabolico
de sustancias orgéanicas. En funcion molecular: union, actividad catalitica y unién a iones.

En componente celular: parte de la célula, parte intracelular y parte citoplasmica (Fig. 17b).
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Figura 15. Analisis de enriquecimiento de los términos GO, biblioteca hepatopancreas
inmersion de Litopenaeus vannamei. La figura muestra el nimero de términos de la GO, las
barras rojas representan los procesos biolégicos, las verdes las funciones moleculares y las
azules los componentes celulares. A) Términos de los transcritos diferencialmente
expresados enriquecidos. B) Términos de los transcritos diferencialmente expresados
agotados. La prueba hipergeometrica se realizé con un valor de P<0.001.
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Figura 16. Andlisis de enriquecimiento de los términos GO, biblioteca hemocitos
inmersion de Litopenaeus vannamei. La figura muestra el nimero de términos de la GO, las
barras rojas representan los procesos biolégicos, las verdes las funciones moleculares y las
azules los componentes celulares. A) Términos de los transcritos diferencialmente
expresados enriquecidos. B) Términos de los transcritos diferencialmente expresados
agotados. La prueba hipergeometrica se realizé con un valor de P<0.001.
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Figura 17. Analisis de enriquecimiento de los términos GO, biblioteca hemocitos
inyeccion de Litopenaeus vannamei. La figura muestra el nimero de términos de la GO, las
barras rojas representan los procesos biologicos, las verdes las funciones moleculares y las
azules los componentes celulares. A) Términos de los transcritos diferencialmente
expresados enriquecidos. B) Términos de los transcritos diferencialmente expresados
agotados. La prueba hipergeometrica se realizé con un valor de P<0.001.
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Para el andlisis de rutas metabolicas se encontrd que la ruta del Fagosoma (Figura 18),
correspondiente al proceso biologico de la fagocitosis. Se encuentran genes de las tres

bibliotecas analizadas en la Tabla V se detalla el nimero de genes encontrados por

biblioteca.
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Figura 18. Ruta del Fagosoma (ko04145). Los genes que aumentaron su expresion de las 3
bibliotecas relacionados con la ruta del Fagosoma. Los tridngulos amarillos representan la
biblioteca de hepatopéancreas por inmersion, los verdes hemocitos por inmersiéon y azul
hemocitos por inyeccion [40].

La otra ruta de interés que coincidio fue la de Salvador-Warts-Hippo que esta relacionada

con la proliferacion y el control de la apoptosis (Tabla V).
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Tabla V. Resumen de las rutas metabolicas de los genes que aumentaron su expresion en
las tres bibliotecas. Hepatopancreas inmersion (LvHep), hemocitos inmersion (LvHem) y
Hemocitos inyeccion (LvChi).

Biblioteca Ruta metabolica Numero Valor de P
Rutas metabdlicas 18 8E-2
Fagosoma 7 4.8E-4
Fototransduccion 6 1.7E-5
LvHep Ruta Salvador-Warts-Hippo 6 1.1E-2
Metabolismo de glutation 4 5.3E-2
Metabolismo de taurina e hipotaurina 3 3.8E-3
Metabolismo de tirosina 3 2.0E-2
Ribosoma 26 1.99E-03
Fagosoma 22 6.10E-10
Procesamiento de proteinas en el reticulo 21 3.14E-05
endoplasmico
Spliciosoma 17 2.34E-03
Endocitosis 16 3.43E-03
LvHem Ruta Salvador-Warts-Hippo 9 1.92E-02
Fototransduccion 8 4.34E-04
Biosintesis de aminoacidos 8 7.58E-02
Transportadores ABC 6 7.10E-05
Interaccion ECM-receptor 5 2.81E-03
Metabolismo del acido araquidénico 4 3.75E-02
Metabolismo del acido linoleico 3 4.46E-02
Protedlisis mediada por ubiquitina 22 2.50E-06
Procesamiento de proteinas en el reticulo 24 1.45E-05
endoplasmico
Fototransduccion - volar 10 2.83E-05
Via de sefializacién Wnt 18 1.14E-04
Proteasoma 13 1.27E-04
Ruta Salvador-Warts-Hippo 14 1.40E-04
LvChi Endocitosis 21 1.62E-04
Fagosoma 16 1.70E-04
Metabolismo de las purinas 21 7.56E-04
Transportadores ABC 5 2.32E-03
Via de sefializacion MAPK - volar 6 5.20E-03
Via de sefializacién FoxO 10 9.54E-03
Spliciosoma 16 2.84E-02
Interaccion ligando-receptor neuroactivo 6 9.74E-02
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Figura 19. Ruta Salvador-Warts-Hippo (dme04391). Los genes que aumentaron su
expresion de las 3 bibliotecas relacionados con la ruta del Fagosoma. Los tridngulos
amarillos representan la biblioteca de hepatopancreas por inmersion, los verdes hemocitos
por inmersion y azul hemocitos por inyeccion [40].

Las rutas metabdlicas de los genes que disminuyeron su expresion se muestran en la Tabla

VI, donde se puede observar el nimero de genes para cada biblioteca.
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Tabla VI. Resumen de las rutas metabolicas de los genes que disminuyeron su expresion
en las tres bibliotecas. Hepatopancreas inmersion (LvHep), hemocitos inmersion (LvHem)
y Hemocitos inyeccién (LvChi).

Biblioteca Ruta metabolica Numero Valor de P
Vias metabdlicas 31 3.03E-38
Metabolismo de la porfirina y la clorofila 26 1.33E-37
Interconversiones de pentosas y glucuronato 26 1.32E-34
Metabolismo de farmacos: otras enzimas 26 3.11E-34

LvHep Metabolismo de ascorbato y aldarato 25 7.25E-33
Metabolismo del retinol 25 2.12E-27
Metabolismo de farmacos - citocromo P450 25 2.12E-27
Metabolismo de xenobidticos por citocromo P450 25 2.20E-11
Interaccion ligando-receptor neuroactivo 12 6.83E-04
Vias metabdlicas 61  3.66E-02
Biosintesis de antibi6ticos 29  1.89E-07
Metabolismo del carbono 24 9.37E-09
Metabolismo del nitrégeno 13 6.67E-12
Degradacion de acidos grasos 13  1.75E-08

LvHem Proteasoma 13 9.42E-06
Biosintesis de aminoacidos 13 1.11E-04
Degradacion de valina, leucina e isoleucina 12 3.05E-07
Metabolismo de los &cidos grasos 10  3.29E-04
Metabolismo de glioxilato y dicarboxilato 9  6.16E-05
Glucdlisis / Gluconeogénesis 8  2.38E-02
Interconversiones de pentosas y glucuronato 34  2.74E-19
Metabolismo del retinol 30 5.16E-22
Proteasoma 30 4.15E-12
Metabolismo de ascorbato y aldarato 28  1.78E-19
Metabolismo de xenobidticos por citocromo P450 28 6.14E-08

LvChi Metabolismo de férmac_o_s - citocromo I_3450 28  6.14E-08
Metabolismo de la porfirina y la clorofila 26  6.15E-11
Metabolismo de farmacos: otras enzimas 26  1.67E-09
Endocitosis 26 5.83E-02
Via de sefializacién Wnt 25  3.42E-03
Resistencia a la insulina 23  7.98E-07

Interaccion ligando-receptor neuroactivo 21  1.48E-08
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7.4.4 Redes de interaccion proteina-proteina

Los genes diferencialmente expresados (DEGSs) fueron analizados en las tres bibliotecas
(Fig. 20). Los genes que aumentaron y disminuyeron su expresion fueron analizados
utilizando las redes de interaccion proteina-proteina utilizando Drosophila melanogaster
como especie fuente. En la red 1, se muestran los resultados de la biblioteca de
hepatopancreas. Respecto, a los genes que disminuyeron su expresion se encontraron los
siguientes términos GO: procesos del metabolismo de ADN, transcripcion de la ARN
polimerasa Il y procesos de 6xido-reduccién (Fig. 20A). Los términos GO en los genes que
aumentaron su expresion fueron: la traduccidn de proteinas y procesos de 6xido-reduccion.
El algoritmo de GeneMANIA, cuando realiza las interacciones, predice estas con los genes
que se analiza la red, en este caso la prediccion del algoritmo de GeneMANIA el término

GO fue proceso apoptotico, para la red 1.

La red 2 muestra, que los genes que disminuyeron su expresion tienen términos GO:
transcripcion y organizacion del citoesqueleto. En los genes que aumentaron su expresion
se encontrd el término GO, proceso catabdlico de insecticidas. En el caso de los genes
predichos por el algoritmo en esta red fue el movimiento de microtibulos y determinacion
del destino celular (Fig. 20B).

La red 3 muestra los resultados de la biblioteca de hemocitos por inyeccion de Zhang et al.,
[40]. En los genes que disminuyeron su expresion, se encontraron términos GO: procesos
de 6xido-reduccion y fosforilacion de proteinas. En los genes que aumentaron su expresion
los términos GO fueron: enlaces de proteinas croméforo y transduccion de sefiales
celulares. En los genes predichos por el algoritmo se encontraron los siguientes términos
GO: fosforilacion de proteinas, y la via de sefializacion de la proteina tirosina quinasa del

receptor transmembranal.



60

Términos GO
A X .
A L transcripcion, plantilla de ADN
i b regulacién de la transcripcion, plantilla de ADN
A A A A A 7 proceso de oxidacion-reduccion
A v A A ' 1 regulacién positiva de la transcripcion del promotor de la ARN polimerasa Il
A v ¥ A A 4 A” A . regulacién negativa de la transcripcién, plantilla de ADN
NN AT A
Y -, X ey “ YA a4 Vi A Traduccién
b 5 ¥ Y Yy o ‘é e 3 Y T traducciéf\ citoplasmica
v - B i S8 A A YY b duplicacion del centrosoma
= Y ‘4 5 e 75 50 AN S A0 neurogénesis
& A Y A A g % X-¥ Yy = proceso de oxidacion-reduccién
z NEN A A A
Y 2 Y Y P .
: LoE . S A, Ay Y AA"“ N locomocion involucrada en el comportamiento locomotor
4 / A 4 v A fY v A morfogénesis cerebral
7 e ) ATY VA v X 2 respuesta de sobresalto
o 2, A AA Yo ) X determinacion del destino celular
» proceso apoptético
A
A
B Términos GO
A Desenrollamiento de la estructura secundaria del ARN
. . transcripcion, plantilla de ADN
A £ A ganizacion del ci quel
A ) » regulacion negativa de la transcripcion, plantilla de ADN
Yy ¥ det Y regulacion de la transcripcién, plantilla de ADN
iy Y
s, o snBMRRRELC, .
\ &L, ® sz 2 PR
Ny Ay‘!; :YW% »‘%‘-Aﬁ'y T traduccion citoplasmica
p. ata ‘lz A ‘YY‘ L] ) proceso catabdlico insecticida
Pl ;VY; ¥ S YA & a Yy proceso basado en microtibulos
v' 3‘“ A f Cvass, ~ ;i duplicacién del centrosoma
¥ Ay N
v Y Y'-VIL Ay respuesta al DDT
vY Y XE T o o 108 A I
v - LAY 4 . . .
x Vv,&“ X v X‘_A;N‘, at movimiento basado en microtibulos
Y VA Y VVX 'A YA Y y_‘ A determinacion del destino celular
v v ‘A A ‘A i locomocién involucrada en el comportamiento locomotor
\ AR B A v N transporte de vesiculas dirigido al extremo positivo a lo largo de los
v 4 microttbulos
v v transporte intracelular dependiente del citoesqueleto

Términos GO

proceso de oxidacién-reduccién

fosforilacion de proteinas

transcripcion, plantilla de ADN

regulacion de la transcripcion, plantilla de ADN
ovogénesis

enlace proteina-croméforo
transduccion de sefi
percepcion visual
Proceso biosintético cGMP
fototransduccién

intracelul

fosforilacion de proteinas

via de sefializacion de la proteina tirosina quinasa del receptor transmembrana
autofosforilacion de proteinas

organizacion del filamento de actina

respuesta inmune innata

Figura 20. Redes de interaccion proteina-proteina de bibliotecas gendmicas de
Litopenaeus vannamei. A) Biblioteca de hepatopancreas por inmersion. B) Biblioteca de
hemocitos inmersion. C) Biblioteca hemocitos inyeccién, datos de Zhang et al., [40]. Los
triangulos rojos representan los genes que disminuyeron su expresion, los azules
representan los genes que disminuyeron su expresion. Los circulos grises representan los
predichos por GeneMANIA.
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7.5 Analisis de expresion relativa (RT-gPCR)

La seleccion de genes se realizd con base en las funciones del metabolismo y del sistema
inmunitario. En la Tabla Il se describen los genes seleccionados para evaluar su expresion
relativa por la técnica de RT-gPCR, estos resultados sirven para validar los datos obtenidos
en los andlisis de ARNm-seq, también en la tabla se describe la secuencia de los
oligonucleotidos, parametros de amplificacion y la eficiencia determinada por el método de

diluciones seriadas.

Para realizar una correcta determinacion de la expresion relativa, se selecciond
cuidadosamente el gen de referencia, en este caso utilizamos 3 genes de referencia (LvRPL7,
LVRPL8 y LVEF1A); el gen de referencia seleccionado fue estable para todas las
condiciones del experimento, por grupo y por tiempo. El gen de referencia mas estable para

estas condiciones fue el LVRPL7, el cual nos dio un parametro M < 1.5 (Fig. 21).
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Figura 21. Estabilidad de los genes de referencia con el tratamiento de organismos de
Litopenaeus vannamei infectados con Vibrio parahaemolyticus en el hepatopancreas. Las
barras indican la media geométrica obtenida de los 4 algoritmos (Delta CT, BestKeeper,
GeNorm y Normfinder) las lineas de error indican error estandar (n = 4).
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La seleccion de los 10 genes fue con base en: los datos de enriquecimiento del GO vy la tasa
de cambio (fold change) obtenido en el andlisis de expresion diferencial de ARNm-seq
(7.4.2). La expresion relativa de los genes relacionados al sistema inmunitario de L.
vannamei se muestran en la Figura 22. El gen de superdxido dismutasa (LvSOD),
incremento su expresion a las 6, 24, y 48 hpi en grupo infectado con V. parahaemolyticus,
por otro lado, la expresion disminuyo significativamente a las 12 hpi (Fig. 22A). El gen de
la peroxirredoxina (LvPRDX) mostré un incremento gradual de las 12 a las 48 hpi (Fig.
22B). La expresion relativa del gen de la proteina de coagulacion (LvCLO) incrementd
significativamente a las 3 y 24 hpi (Fig. 22C). El gen que codifica a la hemocianina
(LvHYC) incrementd su expresion arriba de 150 veces a las 24 hpi y disminuy0 a las 48 hpi
(Fig. 22D). El gen que codifica a la trombospondina (LvTHBS) tuvo un leve incremento a
las 3y a las 48 hpi, por otro lado, se encontr6é una disminucién a las 6 y 24 hpi (Fig. 22E).
Por Gltimo, el gen de la susceptibilidad a apoptosis (LvCAS), increment6 a las 3, 12, 24 y 48
hpi comparado con los grupos controles alcanzando su maxima expresion a las 24 hpi (Fig.
22F).

La expresion relativa de los genes relacionados al metabolismo de L. vannamei se muestran
en la Figura 23. El gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (LvPEPCK) incremento su
expresion a las 6 y a las 24 hpi, su expresion alcanzd 20 veces mas que el grupo control
(Fig 23A). La quimotripsina tuvo pequefios incrementos a las 3 y 24 hpi, aunque la
diferencia significativa solo se observo las 24 hpi (Fig. 23B). El gen regulado
positivamente por hipoxia (LvHYQO) su expresion disminuy6 a las 12 y 48 hpi (Fig. 23C).
Finalmente, el gen de la catepsina (LvCTSH) cual codifica la catepsina L, mostrd una
disminucion significativa a las 24 hpi y el resto de los tiempos no hubo diferencias
significativas comparadas con los controles (Fig. 23D).
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Figura 22. Expresion relativa de ARNm de genes relacionados al sistema inmune de
Litopenaeus vannamei durante la infeccidn con Vibrio parahaemolyticus en hepatopancreas.
Resultados de RT-gPCR mostrando la expresion relativa de los genes de interés. Para todas
las graficas el eje de las X muestra el tiempo post-infeccion (hpi), el eje de las Y muestra la
expresion relativa (gen blanco/LvRPL7); las barras muestran la media y las lineas de error
representan el error estandar (n = 9). La linea continua representa los valores normalizados
del tiempo cero y las letras muestras las diferencias significativas (P < 0.05). A)
Superoxido dismutasa citosélica. B) Peroxirredoxina. C) Proteina de coagulacion. D)
Hemocianina. E) Trombospondina. F) Proteina de susceptibilidad a apoptosis.
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Figura 23. Expresion relativa de ARNm de genes relacionados al metabolismo de
Litopenaeus vannamei durante la infeccidn con Vibrio parahaemolyticus en hepatopancreas.
Resultados de RT-qPCR mostrando la expresion relativa de los genes de interés. Para todas
las graficas el eje de las X muestra el tiempo post-infeccion (hpi), el eje de las Y muestra la
expresion relativa (gen blanco/LvRPL7); las barras muestran la media y las lineas de error
representan el error estandar (n = 9). La linea continua representa los valores normalizados
del tiempo cero y las letras muestras las diferencias significativas (P < 0.05). A)
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. B) Quimotripsina. C) Gen regulado positivamente por
hipoxia. D) Catepsina L.
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8. DISCUSION
8.1 Reto con Vibrio parahaemolyticus IPNGS16

El proceso infectivo de la cepa de Vibrio parahaemolyticus IPNGS16 posee una
caracteristica distintiva a otras cepas que afectan a peces y crustaceos. Estas cepas
contienen un plasmido que le otorgan nuevas caracteristicas de patogenia, principalmente
por la produccién de toxinas PirABYP. Se observé la morfologia microscépica de esta cepa
y su coloracion como bacteria gram negativa. Utilizando métodos moleculares se encontr6
que cepa V. parahaemolyticus IPNGS16, contiene los genes del plasmido que codifican a
PirABY? [6,16,87].

La determinacion de la concentracion adecuada para llevar a cabo la infeccion experimental
fue necesaria para poder estandarizar utilizando la concentracién letal media (CLsp). La
infeccion se realizd via inmersion, colocando el patégeno en el agua, para esperar el
proceso infectivo en los animales, emulando las condiciones naturales. Las concentraciones
celulares utilizadas en el célculo de la CLsp, estan con base en lo reportado [88]. Los
resultados mostrados en la CLso fueron proporcionales, es decir, a mayor cantidad de
bacteria, mayor mortalidad acumulada en un menor tiempo. En investigaciones anteriores
las infecciones se realizan via intramuscular (por inyeccién), los resultados fueron que los
organismos mueren con signos de la AHPND, pero no presentan el dafio histopatologico de
necrosis y el desprendimiento de celular en hepatopancreas [6]. Esto indica que el
mecanismo de patogénesis del V. parahaemolyticus IPNGS16 es a nivel de sistema
digestivo, ya que esta es la primera barrera vulnerada por la bacteria, aqui es donde se
produce el aumento de la carga bacteriana y la expresion de la toxina. La infeccion por
inyeccion intramuscular muestra mortalidades asociadas al dafio y desgarre del musculo
[6,88,89].
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8.2 Dafio histopatologico en la AHPND

Los dafos histopatoldgicos que se presentan en la AHPND son: necrosis, desprendimiento
de células epiteliales del tbulo del hepatopancreas, atrofia e infiltracion masiva de
hemocitos. Las lesiones anteriormente mencionadas fueron detectadas en nuestro analisis
histopatoldgico [14]. A las 0 hpi, observamos un corte histolégico normal, mientras que a
las 12 hpi se observa el desprendimiento de células epiteliales, de hecho otros autores
reportan este signo como patognomaonico en estdmago en las primeras hpi [90]. En nuestros
resultados semicuantitativos, observamos que a las 12 hpi existe un grado de >1 de lesiones
asociados al desprendimiento de células epiteliales y alcanza su punto maximo >2.5 a las
24 hpi. Mediante simulacion de modelamiento se ha observado que las toxinas son
homologas estructurales a la toxina Cry de Bacillus thuringiensis el mecanismo es
desconocido porque no se ha encontrado el receptor de las toxinas PirAB*?, se cree que

forman poros y se interrumpe la unién célula-célula mediados por integrinas [91].

La necrosis es un tipo de muerte celular, que pueden ser reconocidos por histopatologia por
la pérdida de estructura del nacleo: pignosis y cariolisis. La pignosis cuando el nucleo se
retrae por la condensacion de cromatina, mientras la cariolisis es la disolucién del nucleo.
En nuestros resultados encontramos que la necrosis aumenta linealmente en relacion con las
hpi. Las toxinas Cry forman poros que causan “ablacion celular”, por tanto, se hipotetiza

que estas aperturas en la membrana inducen necrosis en las células epiteliales [91,92].

A partir de las 24 hpi observamos atrofia en las células que es la pérdida de sustancias
celulares, en este caso las celulas B disminuyen sus vacuolas en consecuencia, estas pierden
su tamafo. La atrofia se encuentra por encima de 50% en el hepatopancreas durante la
AHPND, en nuestros datos vemos que la atrofia disminuye aunque no de manera

significativa [93].

La infiltracion de hemocitos es un mecanismo biologico natural que tiene como propdsito

reparar heridas, en la AHPND vemos que la el desprendimiento, la necrosis y la atrofia
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aumentan, por lo tanto el hepatopancreas se infiltra de hemocitos [94]. Una vez que el
tejido esta dafiado los hemocitos cumplen diversas funciones como: la coagulacion, la
melanizacion, encapsulacion y fagocitosis. La AHPND presenta una mortalidad del 90-100%
en los organismos se puede entender que el efecto de las toxinas causa un dafio irreversible,
ademas se reporta que los organismos dejan de comer y modifican su metabolismo para

hacer frente a la infeccion y posteriormente al efecto de las toxinas [95].

8.3 Indicadores bioquimicos durante la AHPND

La medicion de glucosa, glucogeno, lactato, colesterol, triglicéridos, lipidos totales,
proteinas totales y hemocianina sirve para monitorear la condicion fisiologica del
organismo, En L. vannamei la glucosa y el lactato estan asociados al estrés. [96,97]. La
concentracion de glucosa solo disminuy6 significativamente a las 3 hpi, en los demas
tiempos disminuye con respecto al control, pero no de manera significativa. Los crustaceos
tienen un buen control de la glucosa sérica y tienen varias estrategias fisioldgicas para
mantener los niveles de glucosa regulados en hemolinfa, tanto para incorporarla a los
tejidos como para liberarla a la circulacion, segun la necesidad. EI primero de ellos es el
almacenamiento/utilizacion de glucégeno en hepatopancreas, musculo y hemocitos, aunque
en este Ultimo no se ha encontrado glucosa-6-fosfato (G6P), que representa el intermediario
en este proceso. El segundo de ellos es utilizar la glucosa por glucélisis ya sea para sintesis
de lipidos como para obtener energia por su oxidacion completa. De manera inversa se
puede sintetizar glucosa a partir de aminoacidos por la via de gluconeogénesis. Finalmente,
la glucosa puede incorporarse a via de sintesis de compuestos estructurales como seria la
formacion de quitina, que es el componente estructural del exoesqueleto de crustaceos [98—
100]. Durante las primeras hpi se sabe que la bacteria aumenta su carga bacteriana, por lo
gue se espera una respuesta inmunitaria en respuesta a esto; la demanda de glucosa aumente
en tejidos lo cual podria explicar su disminucion en hemolinfa de manera significativa. En
contraste, otros estudios demuestran que la glucosa en hemolinfa incrementa en hpi, en
infecciones con Vibrio por inyeccion [16,101]. Las diferencias encontradas en nuestros

resultados comparados con otros estudios pueden ser producto de la via de administracion
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del patogeno, resultando en efectos diferenciales en las vias de captacion y produccion de
glucosa entre tejidos y hemolinfa. En este sentido la inmersion tendria un efecto inicial de
demanda de glucosa, sobre todo a nivel de branquias y sistema digestivo, mientras que la
inyeccion implicaria un efecto primario a nivel de musculo, pudiendo estimular la

produccion de glucosa en este tejido.

El lactato es un metabolito relacionado al estrés en L. vannamei porque se produce en la via
de glucdlisis anaerobia en periodos de hipoxia. En nuestros resultados, si bien el lactato
también disminuyé de manera significativa a las 3 hpi, se encontré un incremento a las 6
hpi, pudiendo indicar la utilizacion de la glucosa por via anaerobia, que coincidiria con la
demanda sugerida anteriormente y que es comun en varias situaciones de anaerobiosis
funcional [102]. En este sentido y con base en la patogénesis de la AHPND, a esta hpi
existe un aumento de la carga bacteriana en el tracto estomacal, demostrando que L.
vannamei puede alterar su funcion metabolica en la absorcidon de oxigeno y aumentar el
metabolismo anaerobio para evitar el aumento de la carga bacteriana [103]. A las 24 hpi se
puede observar una disminucién de lactato significativa, a este tiempo se ha reportado que
V. parahaemolyticus se encuentra en bajas concentraciones en diversos tejidos, por lo que
tenemos un efecto propio de las toxinas, por lo tanto, es probable que el metabolismo en

este tiempo sea aerobio con una recirculacion del lactato producido inicialmente [104].

En hemolinfa, los parametros de proteinas y lipidos totales no mostraron diferencias
significativas durante los tiempos que se evaluaron (0, 3, 6, 12, 24, y 48 hpi). El colesterol,
la glucosa y el lactato disminuyeron significativamente a las 3 hpi en hemolinfa, el
colesterol probablemente se situd en las membranas para impedir la ablacion celular, que
causan las toxinas PirAB"? [105,106], o bien que refleja un cambio en las lipoproteinas
plasmaticas como la proteina de unién a B-glucano (BGBP) que juega un papel importante
en la respuesta inmune de crustaceos [107]. A las 48 hpi el nivel aument6 respecto a control,
pero en los tiempos restantes (24 y 12 hpi) no se observan cambios, la diferencia es una

disminucion en el grupo control.
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En el caso de la hemocianina en hemolinfa se encontrd6 que esta disminuyo
significativamente respecto al control a las 3, 6, 12 y 24 hpi. La funcion de la hemocianina
en los artropodos es amplia, pero principalmente sirve para el transporte de oxigeno,
aunque también juega un papel en la inmunidad innata. La hemocianina tiene actividad
antiviral, antimicrobiana, induce apoptosis de hemocitos, promueve la uniéon a
carbohidratos de la pared celular de bacterias y la aglutinacion de patégenos, contribuyendo
asi a la eliminacion de éstos [108]. Se ha demostrado que la hemocianina aglutina a Vibrio
parahaemolyticus AHPND vy es capaz de neutralizar su toxina, lo cual explicaria su
disminucion en la hemolinfa, por un efecto de neutralizacion de la toxina en tracto

digestivo y hepatopancreas [109].

La concentracion de carbohidratos totales disminuyé a las 6 y 24 hpi, mientras que a las 48
hpi incrementd. En estas mediciones se puede tratar de glucosa o glucogeno y los valores
de carbohidratos totales coinciden a las 6, 24 y 48 hpi entre glucogeno y carbohidratos
totales. En un estudio de D. melanogaster se demostrd que la respuesta inflamatoria induce
glucdlisis aerobia para abastecer la demanda biosintética y la energia durante la infeccion
bacteriana [110]. Para dar una explicacion més detallada del metabolismo de carbohidratos,
podemos suponer que estamos frente a un efecto Warburg, aunque se necesitan mas
elementos para demostrarlo, y este mismo efecto se ha observado en infeccion aguda con el
WSSV en L. vannamei [111].

En hepatopancreas se midieron 5 variables: glucdgeno, proteinas totales, carbohidratos
totales, lipidos totales y triglicéridos. El glucgeno es un polisacarido formado por glucosas
ramificadas y por ende constituye su almacén a nivel tisular. Su disminucién alas3hy 6 h
coincide con la demanda de glucosa. Esta disminucion se observé en musculo tejido en el
cual se almacena este polisacarido en crustaceos [112]. En los tiempos restantes se
observan cambios transitorios de glucdgeno. En el grupo control se observan cambios
importantes que pueden relacionarse al ayuno prologado de los organismos durante el
experimento [113].
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La concentracion de proteinas totales en hepatopancreas tuvo una disminucion a las 48 hpi.
Este resultado aunados a las micrografias y a la evaluacion semicuantitativa de las lesiones,
indican que para este tiempo existe un nivel de atrofia celular y estructural de los tabulos
del hepatopancreas, el fendmeno de la atrofia celular y la disminucion de proteinas se
observé en el hepatopancreas de Ctenopharyngodon idella en dietas con alto contenido en
cobre [114].

En el mdsculo, las proteinas totales aumentaron de manera significativa a partir de las 6 hpi
de manera significativa. La explicacion de este fendbmeno puede estar relacionada con el
recambio proteico, que consiste en la sintesis glucosa (gluconeogénesis) a partir de ciertos
aminoéacidos (Ala, Gly, Cys, Ser, Thr), mientras que otros aminoacidos se recambian hacia
musculo para ser acumuladas como proteinas. Este fendmeno de sobrecompensacion en la
de recuperacion de proteina muscular se ha observado en musculo esquelético durante

ejercicios prolongados (demanda alta de energia) [115,116].

Los lipidos totales en hepatopancreas disminuyeron a las 3 y 6 hpi, mientras que a las 12
hpi incrementan, estudios han demostrado la existencia del intercambio de lipidos
acilgliceroles y acidos grasos entre hepatopancreas y hemolinfa, lo cual podria explicar
estas variaciones temporales. En el caso de triglicéridos los resultados fueron similares a
lipidos totales, dado que estos representan un 29% de su peso seco en lipidos contra 2.34%
de glucogeno, ya que los lipidos tienen una funcion estructural y energética muy importante
en hepatopancreas. [117].

Los lipidos totales del musculo disminuyeron a las 6 y 24 hpi, indicando su oxidacion para
satisfacer la demanda energética de este tejido, evitando asi el uso de glucosa que esta
siendo destinada de manera prioritaria para satisfacer la demanda de la respuesta inmune.
En el masculo de D. melanogaster los lipidos son oxidados para fines energéticos
[118,119].
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8.4 Analisis de expresion diferencial y relativa

En nuestros analisis de expresion diferencial de las tres bibliotecas: hepatopancreas
inmersion (HepBibl1), hemocitos inmersion (HemBibl2) y hemocitos inyeccidén (HemBibl3),
las primeras dos son datos generados para esta investigacion y la Gltima corresponde a un
estudio de hemocitos en respuesta a la AHPND por el método de inyeccion [40]. En el
analisis de expresion diferencial se obtuvieron para HepBibll 536 y 218 transcritos que
aumentaron y disminuyeron su expresion; para HemBibl2 1,021 y 13,725 y para HemBibl3
804 y 2,159. En las tres bibliotecas se encontraron diferencias en el nimero de genes que
aumentaron y disminuyeron su expresion, estos cambios biolégicos son causados por la
inhibicidén o aumento de funciones celulares basales causadas por la infeccién y el efecto de
las toxinas [120]. En nuestros resultados de las secciones anteriores observamos que
probablemente existen dos etapas durante la AHPND, la primera etapa (0 a las 12/24 hpi)
se observa primeramente una fuerte respuesta inmune y la segunda etapa esta relacionada

con el efecto de las toxinas y el deterioro de la estructura del hepatopéancreas [16,104].

Los genes que aumentaron su expresion en hepatopancreas fueron: proPO, proteinas de
almacenamiento de aminoacidos, lectinas, proteinas reparadoras del ADN, transporte de
glucosa, inhibidores de serin-proteasa, proteinas de choque térmico entre otras. Los
términos de procesos bioldgicos del GO: desarrollo de la cuticula, importacion de glucosa,
procesos catabolicos de péptidos, organizacion del citoesqueleto, respuesta al calor,
respuesta a estrés y melanizacion. La respuesta transcripcional a las 24 h tiene relacion con
la melanizacion, ya que la melanina es un pigmento con actividad antibacteriana, la
reparacion de heridas e inmovilizacion de patégenos, activada por el sistema de la proPO y
la cascada de serin-proteasa [121,122]. Las proteinas de choque térmico (Hs70) aumentaron
su expresion en hepatopancreas, estas proteinas participan como chaperonas durante estrées
térmico y combaten la infeccion bacteriana causada por V. parahaemolyticus mediando el
sistema inmune del camardn [123]. Los genes que disminuyeron su expresion en
hepatopancreas fueron: miosina, quitinasa, glucoroniltransferasa, resilina, receptor Toll,

conectina. Los términos GO de procesos biologicos relacionados son: proteolisis,
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biosintesis de flavonoides, procesos metabdlicos, procesos metabdlicos de quitina y
respuesta a estres oxidativo. Otro grupo de genes que disminuy0 su expresion se relaciona
con las proteinas estructurales del tejido, la ausencia de estos genes se asocia a que la
necrosis puede ser un proceso regulado y controlado por las células, contrario a lo que se
considera como desordenado [124,125].

En la biblioteca de hemocitos por inmersion los términos GO de procesos bioldgicos en los
genes que aumentaron su expresion fueron: transduccion de sefiales de proteinas Rab,
desarrollo de cuticula, transporte mediado por vesiculas, proceso catabdlico de insecticidas,
respuesta a DDT y plegamiento de proteinas. El término de interés es la respuesta al DDT
con el concomitante proceso catabolico de insecticidas, lo cual tiene sentido, al considerar
que las toxinas PirABYP son insecticidas, con el mecanismo de accién propuesto en la
apertura prolongada de los canales de sodio en la membrana celular [4,126]. El transporte
mediado por vesiculas fue un proceso a la alza en los hemocitos, interpretandolo como
procesos de fagocitosis, como una de las principales respuestas ante la AHPND en P.
monodon [127,128]. En cambio, en la biblioteca de hemocitos por inyeccién se encontraron
términos GO a la alza de: proteinas, protedlisis y desarrollo de la cuticula basado en quitina
y transporte transmembranal, asi como aumento de expresion de los genes relacionados con
la anti-apoptosis y el crecimiento celular [38]. Si bien, las infecciones por inyeccion han
mostrado mortalidad, no se han analizado las caracteristicas histopatolégicas asociadas a la
AHPND en el hepatopancreas, por lo cual no podemos asociar las diferencias a encontradas
entre nuestros resultados y los de hemocitos por inyeccion con el dafio tisular, este hecho
puede ayudar a entender que la respuesta fisioldgica e inmunoldgica es distinta entre

inyeccion e inmersién de V. parahaemolyticus [38].

La prueba de enriquecimiento de la ontologia de genes (GO) mostro en las funciones que
aumentaron su expresion entre la biblioteca de hemocitos por inmersion y hepatopancreas
en 3 categorias actividad de receptor de sefializacion y actividad transmembranal del
receptor, mientras que en hemocitos inyeccion e inmersion la gran parte los procesos
biolégicos coincidieron en dendritas que son las prolongaciones del sistema nervioso, a

pesar que en camaron no se han encontrado estos tipos celulares el conjunto de procesos
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biolégicos y funciones moleculares estdn asociados a este componente celular, dado lo
anterior se debe investigar mas sobre el papel del sistema nervioso de camaron durante este
tipo de infecciones, ya que en otros modelos se ha observado que las células dendriticas
funcionan como sensores de infeccion [129]. Por otro lado, entre las dos bibliotecas de
inmersion se observd que la transduccion de sefiales y los receptores de membrana fueron
procesos bioldgicos en comun, en P. monodon se observé que estos procesos estuvieron al
alza durante la infeccién de V. parahaemolyticus AHPND en estdbmago [42]. Mientras que
en hepatopancreas los componentes celulares se concentraron en la parte extracelular y en
la membrana plasmatica, en hemocitos inmersion se observa que los componentes celulares
se encuentran en las células huésped, esto quiere decir que la mayor parte de los procesos
biolégicos encontrados fueron en morfogénesis del epitelio, y la regulacién del desarrollo
celular. En estudios con D. melanogaster se ha observado que la secrecion de coléageno tipo
IV por los hemocitos activan la morfogénesis celular, justamente este proceso debe ser
averiguado en extenso ya que solo tenemos evidencia del conjunto de genes que activan la
morfogénesis pero no la evidencia bioldgica, ya que este puede ser un modelo de
reparacion de heridas causado por la toxinas PirAB*? en hepatopancreas durante la AHPND
[130].

En las dos bibliotecas de hemocitos se encontraron 15 términos GO enriquecidos en comun
que disminuyeron: la unién a sustancias organicas, procesos metabodlicos, actividad
catalitica, actividad hidrolasa entre otros. La respuesta de insecticidas y su modelo de
toxicidad indican que participan proteinas asociadas al estrés oxidativo, la estructura celular
y del citoesqueleto, la digestidn de proteinas y el metabolismo energético [131]. En el caso
de la biblioteca de hepatopéancreas se encontr6 un término GO a la alza relacionado a
metales de transicion (hierro, cobalto, cobre y molibdeno) estos pueden ser secuestrados
por las células, por un grupo de proteinas para limitar a los patégenos durante infecciones.
En el modelo mamifero se ha observado que el epitelio inflamado induce la absorcion de

metales de transicion [132].
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En las bibliotecas de hepatopancreas y hemocitos se encontré que la transduccién de
sefiales y los receptores de membrana fueron términos GO enriquecidos a la alza, estos
resultados se contrastan en P. monodon donde se encontrd informacion similar durante la
infeccion de V. parahaemolyticus AHPND en estdbmago [42]. La ontologia GO de
componente celular en hepatopancreas muestra que la mayor parte de procesos se lleva a
cabo en la parte extracelular y en la membrana plasmatica; en el caso de hemocitos la
ontologia de componente celular se realiza en las células huésped, esto quiere decir que la
mayor parte de los términos de procesos biologicos fueron: morfogénesis del epitelio y la
regulacion del desarrollo celular. En estudios con D. melanogaster se ha observado que la
secrecion de colageno tipo IV por los hemocitos, puede activar la morfogénesis celular,
justamente este proceso debe ser analizado con mayor profundidad dado que solo tenemos
evidencia del conjunto de genes que activan la morfogénesis pero no la evidencia bioldgica,
pudiendo ser éste un modelo de reparacion de heridas causado por la toxinas PirAB"" en
hepatopancreas durante la AHPND [130].

La ruta de Salvador Warts Hippo (SWH), se relaciona con el fagosoma y el endosoma,
rutas encontradas en las 3 bibliotecas. La fagocitosis es una respuesta elemental del sistema
inmune ante la invasion de agentes extrafios y la endocitosis esta ligada a esta ruta
metabolica [133]. Es probable que a las 24 hpi ya no exista carga bacteriana, por lo que se
puede predecir que la fagocitosis est4 enfocada en células necrosadas o apoptéticas [134].
La ruta SWH no ha sido definida en crustaceos pero si se han descrito algunos genes clave
de la ruta [135,136]. En D. melanogaster, se ha observado que la ruta controla el tamafio de
los tejidos por la modulacion del crecimiento, la proliferacion y la apoptosis, por lo que se
le considera una ruta red del control de la supresion tumoral [137]. El andlisis de la ruta de
SWH en L. vannamei durante la AHPND, puede dar explicaciones mas solidas sobre la
necrosis en las células epiteliales, ya que en D. melanogaster se observd que la
proliferacion celular en tejido atrofiado es activado por la ruta SWH [138]. La ruta de
metabolismo de retinol se encuentra a la baja en la biblioteca de hemocitos por inyeccion y

hepatopancreas. En D. melanogaster, se concluyé que los retinoides sirven como punto de



75

revision para la regeneracion de tejido, por lo que se pregunta si durante la AHPND existe

un mecanismo que bloquee esta ruta [139].

Las redes de interaccion de proteina-proteina de hepatopancreas se encontraron
interacciones fundamentales en ambos grupos de genes diferencialmente expresados como
el proceso de traduccion de proteinas, la morfogénesis y procesos oxidativos. La regulacion
de la trascripcion del ARN polimerasa Il se encuentran en el set de genes que disminuyeron
su expresion. Este fendmeno se relaciona en que no existe una correlacion lineal entre la
cantidad de transcritos y la cantidad proteina, ademas estos resultados provienen de
transcriptomas ensamblados, por lo que la informacion encontrada debe corroborarse con
experimentos complementarios. [140]. En la red donde se encuentra los dos sets de genes
se encontrd: oxido-reduccion, especificamente los genes de la peroxidasa, dual-oxidasa,
NADPH oxidasa.

La red de interaccidén de hemocitos por inmersion muestra los procesos que aumentaron la
respuesta al DDT y al catabolismo de insecticidas, en concordancia con lo discutido
anteriormente, la respuesta de las toxinas PirAB"" son similares a la respuesta al DTT en
relacion con la apertura de canales de Na* y la formacion de poros. La principal respuesta
transcripcional esta orientada a genes relacionados con proteinas cuticulares, trasportadores
y enzimas envueltas en la cadena de transporte de electrones combinado con procesos de
detoxificacion [141]. Por otro lado, en esta biblioteca se observd que los procesos que
disminuyeron su expresion estan relacionados con la transcripcion y el modelo de
expresion de genes en ARNm mediante la estructura de la ARN polimerasa Il. En estudios
en los modelos de exposicion al DTT, algunos factores de transcripcion aumentan su
expresion mientras que otros disminuyen, debido que la respuesta estara dirigida a la
degradacion del xenobidtico, a expensas de la disminucion de ciertas funciones no vitales
[142,143]. En el caso de las toxinas Cry de Bacillus thuringiensis se ha observado que la
exposicién de dosis muy bajas al mosquito Aedes aegypti este tiene una respuesta basal en
endocitosis mediada por clatrina y el papel de la actina es clave en la detoxificacion de la

toxina Cry [144]. Aunque en el caso de la toxina PirAB*?, no se conoce del todo cual es la
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respuesta a la detoxificacion ya que es una toxina proteica, es muy probable que exista una

respuesta de detoxificacion similar a la de las toxinas Cry en L. vannamei.

El sistema inmune innato de L. vannamei contiene componentes celulares y humorales que
trabajan individual y sinérgicamente para proteger la integridad del organismo durante
infecciones y la invasion de agentes extrafios, la activacion de la respuesta depende de
diversos mecanismos, que incluye la reparacién de heridas, la coagulacién, y la respuesta
del sistema antioxidante [18]. Todos los organismos vivos producen especies reactivas de
oxigeno durante la respiracion aerobia. Las condiciones ambientales como el pH, la
temperatura, hipoxia e infecciones pueden limitar la disponibilidad de oxigeno (Oy) e
incrementar las especies reactivas de oxigeno (ROS), resultando en estrés oxidativo para las
células [145]. El incremento de las ROS puede causar dafio a las membranas, enzimas y la
integridad de los &cidos nucleicos. Los mecanismos enddégenos de defensa estabilizan los
niveles de las ROS y esto incluye enzimas antioxidantes (catalasa, superdxido dismutasa,
glutation peroxidasa, peroxirredoxina, entre otras) [146]. Se encontraron términos GO
enriquecidos (p < 0.01) en procesos de oOxido-reduccion en la ontologia de procesos

bioldgicos y funciones moleculares.

En este trabajo identificamos dos genes relacionados al estrés oxidativo, la LvPRDX vy la
LvSOD. La LvPRDX pertenece a un grupo de encimas antioxidantes que protegen a la
célula de las ROS por la reduccion de un amplio rango de peroxidasas. Observamos un
incremento después de las 12 hpi, estos resultados concuerdan con una infeccion en
Exopalaemon carinicauda contra Vibrio anguillarum [147]. Los niveles de ARNm de
LvSOD incrementan en infecciones de V. parahaemolyticus y WSSV, lo que indica que
tiene un rol esencial en la defensa en contra de estos patdgenos [148]. En Rattus norvegicus
domestica se observd que el aumento de enzimas antioxidantes tales como la superdxido
dismutasa aumentaba degradacion de compuestos asociados al DDT, aungue se desconocen
los mecanismos de detoxificacion de toxinas PirAB"?, este podria ser una de las rutas a

estudiar para entender mas profundamente los mecanismos de defensa [149].
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La hemocianina (LvHCY) es una proteina abundante en la hemolinfa de los artropodos y
moluscos [150]. Su funcion principal es el transporte de oxigeno molecular, y un conjunto
de funciones tal como el almacenamiento proteico, osmorregulacion, ciclo de muda,
formacion del exoesqueleto y actividad antimicrobiana [108,151]. En nuestros datos de
ARNmM-seq encontramos que varias isoformas y subunidades de la LVHCY estan presentes
en los dos conjuntos de datos que aumentan y disminuyen su expresion. La expresion
relativa de LVHYC mostr6 un aumento significativo a las 24 hpi. Estudios previos
demuestran que la hemocianina tiene un efecto neutralizante de la toxina de PirAB",

ademas de actividad antimicrobiana contra V. parahaemolyticus [109].

La coagulacion es un proceso inmune para inmovilizar patdgenos y detener la pérdida de
hemolinfa por heridas [152]. En nuestros resultados obtuvimos que el gen de la proteina de
coagulacion (LvCLO) incrementd significativamente a las 3 hpi, las cascadas de
coagulacion son activadas cuando la carga bacteriana aumenta en el hospedero y activan a
su vez el sistema proPO [153]. Estudios a nivel transcriptomico muestran en P. monodon
un aumento de la expresion de genes de coagulacion durante infecciones con V.
parahaemolyticus [42]. Estos hallazgos muestran que la activacion de la coagulacion es un

paso fundamental para combatir infecciones bacterianas en camaron.

Las trombospondinas son una familia de glicoproteinas que se unen a calcio, su funcién en
vertebrados es mantener la matriz extracelular, la angiogénesis, sinaptogénesis y la
organizacion del tejido conectivo [154]. Existe muy poca informacion sobre la
trombospondinas en invertebrados, en el caso de camarones peneidos se ha sugerido que
son parte de la respuesta de defensa ante infeccion microbiana en Fenneropenaeus
chinensis retado con V. anguillarum y Staphylococcus aureus [155]. Ademaés, en P.
monodon se ha observado su funcion inmune en el 6rgano linfoide contra V. harveyi y el
WSSV [156]. Nuestros resultados sugieren que la trombospondina juega un papel muy
importante en un mecanismo de defensa durante la AHPND, ya que en el andlisis de
interaccion de redes representa un gen eje, lo cual es reafirmado por nuestros resultados de

expresion relativa, confirmando estudios previos [42].
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La proteina de susceptibilidad a apoptosis tiene un papel como mediador de la apoptosis
por el factor de necrosis tumoral asociado al factor de trasporte nuclear (TNF) y es
frecuentemente encontrada durante infecciones bacterianas, mientras que en células sanas,
esta proteina acta como interruptor de proliferacion o apoptosis [157]. Esta proteina
también se ha asociado a procesos de invasion de metastasis en células cancerosas [158].
En crustaceos, la proteina de susceptibilidad apoptosis esta asociada al desarrollo del ovario
y su funcién principal es nuclear, aunque en los hemocitos de Eriocheir sinensis después de
un reto con Spiroplasma eriocheiris aumentd su expresion [159,160]. En nuestros datos de
ARNm-seq y de RT-gPCR se observd que la expresion del gen de la proteina de
susceptibilidad apoptosis (LvCAS) aumentd su expresion, lo que sugiere que es parte de un
mecanismo esencial en la respuesta de la AHPND, en otro estudio en hemocitos se

encontro un set de genes anti-apoptosis en respuesta a la AHPND [40].

El hepatopancreas puede considerarse como analogo del pancreas e higado en vertebrados y
por ende, puede integrar funciones digestivas, inmunes y metabdlicas, por lo que es un
modelo interesante para estudiar inmunometabolismo [30]. Una de las principales enzimas
de la gluconeogénesis es la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK). En condiciones de
hipoxia existe un mecanismo molecular en higado que activa la gluconeogénesis mediado
por factores de transcripcion que aumentan la expresion de enzimas gluoconeogénicas
como la PEPCK [161]. En las infecciones con Vibrio puede disminuirse el consumo de
oxigeno e inducir hipoxia [162]. Se encontraron términos GO enriquecidos de procesos
metabolicos y en especial encontramos el gen que codifica a la PEPCK, mismo que
aumento su expresion relativa 17 veces a las 24 hpi. Estos resultados se relacionan con los
resultados de concentracion de glucosa y lactato en hemolinfa; en musculo vy
hepatopancreas la concentracion de glucdgeno, que implica una condicion de anaerobiosis
(efecto Warburg), en que implica mayor demanda de glucosa y la insuficiencia del
glucégeno hepatopancreatico para mantener los niveles de glucosa durante la AHPND.
Aunado a lo anterior, los organismos se encontraban en ayuno en las condiciones

experimentales del estudio, mientras que en condiciones naturales son incapaces de
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alimentarse, por lo cual el proceso de gluconeogénesis cobra fundamental importancia
[163,164].

La presencia de un anaerobiosis o efecto Warburg anteriormente descrito e indicativo de
cierta hipoxia funcional, puede estar acompariado de cierto grado de hipoxia ambiental, en
la cual no es la falta de oxigeno ambiental, sino de una captacion branquial deficiente por el
posible dafio causado en este tejido por AHPND, particularmente en la infeccion por
inmersion como fue el caso del presente trabajo. En este sentido las células se protegen
utilizando un grupo de proteinas chaperonas, llamadas proteinas reguladas por oxigeno o
HIF (hipoxia inducible factor, por sus siglas de sus siglas en inglés) [165]. EI gen que
codifica para HIF (LvHYO) aumentd su expresion relativa a las 6 y 24 hpi, lo cual coincide
con trabajos previos, en donde el aumento de la expresion de genes anti-hipoxia durante la
patogénesis bacteriana se relaciona al aumento de la carga bacteriana durante las etapas
tempranas de la AHPND causando septicemia hepatopancreatica debido a la carga

bacteriana y al efecto nocivo de las toxinas PirAB""[16,104].

La quimotripsina es una enzima de la clase serin-proteasa, que participa en reacciones
inmunes y otras funciones fisioldgicas [166]. La sintesis de quimotripsina se localiza en los
tubulos del hepatopancreas, el gen que codifica la quimotripsina (LvCTR), incrementd su
expresion en F. chinensis ante la infeccion de V. anguillarum [167]. En nuestros datos de
ARNmM-seq observamos que el transcrito aumentd su expresion al igual que en los
experimentos de RT-gPCR que revelan el incremento a las 24 hpi, si bien podemos
determinar que la expresidn aumentd, y se requieren experimentos mas detallados para
determinar la funcion exacta de LvCTR durante la AHPND. En el gusano Choristoneura
fumiferana mostré que quimotripsina y mutaciones de esta aumentaban la toxicidad y la
estabilidad de la toxinas Cry de B. thuringiensis en jugos gastricos, aunque se desconoce si

existe alguna modificacion de las toxinas PirAB*? por el efecto de la quimotripsina [168].

Las catepsinas son proteasas que mantienen el recambio celular, por medio de la digestion

y depuracion del alimento [169]. La catepsina L se asocia a la diferenciacion de las células
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F- y B- del hepatopancreas [170]. En nuestros datos el gen que codifica a la catepsina L
(LvCTSH) Unicamente disminuyd su expresion a las 24 hpi de manera significativa. La
importancia de LvCTSH durante la AHPND, se relaciona probablemente con su papel en la

diferenciacion celular y mantenimiento de las células del tabulo.

Existen diversos estudios en donde se analiza la respuesta patdégeno-huésped en varias
especies de camarones peneidos, pero no se ha abordado el tema de patégeno-toxina-
huésped [16,40-42,156]. La respuesta inmunolégica a nivel de transcriptomica fue
analizada en E. carinicauda en la AHPND causada por V. parahaemolyticus, en este
estudio se revelé que el gen regulado por hipoxia (HYC) y la quimotripsina (CTR)
aumentaron su expresion, mientras que la catepsina L (CTSH) disminuyé su expresion [41].
Estos datos concuerdan con nuestros resultados y tienen la misma dindmica de expresion.
Encontramos términos GO enriquecidos en las bibliotecas por inmersién: péptidos
antimicrobianos, lectinas, cascada de serin-proteasa, estrés oxidativo, proteinas de
reconocimiento de patrones, proteinas de coagulacion y proteinas de choque térmico. En
otro estudio realizado en estomago de P. monodon durante la AHPND en una infeccién de
V. parahaemolyticus, se encontraron varios genes que también aumentaron su expresion en

nuestra biblioteca de hepatopancreas inmersion [42].

En los estudios que se mencionaron anteriormente, también se identifican genes clave del
metabolismo, ya que las infecciones bacterianas hacen que el huésped modifique su
metabolismo a través de la alteracion de la homeostasis [171]. En nuestro analisis
identificamos un grupo de genes que se modifican durante la AHPND relacionados con el
metabolismo, en lo que se incluyen genes antioxidantes (SOD, PRDX), hemocianina (HCY),
proteina de susceptibilidad a apoptosis (CAS), el gen de la fosfoenol piruvato
carboxiquinasa (PEPCK), quimotripsina (CTR), gen regulado por hipoxia (HYO). Algunos
de estos genes no han sido reportados durante infecciones bacteriana, un estudio mas
extenso a nivel de actividad y cantidad de las proteinas podria darnos una explicacion
detallada de como estos genes interactdan, junto con el sistema inmune para responder

contra la infeccion y la afectacion de las toxinas PirAB"?
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9. CONCLUSIONES

Durante esta investigacion se planteo estudiar el efecto de la AHPND en L. vannamei. En la
primera seccion determinamos que la bacteria V. parahaemolyticus IPNGS16, es una cepa
que contiene el plasmido pVPA-3 y contiene en este los genes que codifican a las toxinas
PirAB". Posteriormente se evalu6 la patogenicidad y se calculé la CLso. En la segunda
parte se evaluaron los parametros bioquimicos en 3 tejidos, y finalmente utilizando el
ARNmM se evaluo la expresion global de genes a las 24 hpi en hepatopancreas y hemocitos.
Finalmente, el andlisis de expresion relativa nos sirvié para corroborar el andlisis de
expresion global y reafirmar la expresion relativa en los genes de interés, basados en

nuestra seleccién.

En el andlisis histolégico por una parte demostrd que habia lesiones con el paso del tiempo,
y se observO que estas lesiones progresaban significativamente, estos datos fueron
importantes para demostrar los signos de la AHPND previamente reportado por otros
grupos de investigacion. Estos resultados fueron la primer evidencia para concluir esta tesis,
porgue a nivel tejido observamos cambios en la estructura del hepatopancreas, tabulos y
células epiteliales que lo conforman. El aporte de los resultados a esta tesis sirve para
relacionar el progreso temprano de la AHPND con otros pardmetros bioquimicos y de

expresion de genes, ya que oriento la explicacion para las variaciones encontradas.

El analisis de los pardmetros bioquimicos, indica que existen dos eventos durante la
AHPND, con un primer efecto de alta demanda de glucosa (efecto Warburg) en las
primeras horas causado por la patogénesis de la bacteria, y por otro lado el efecto de las

toxinas, que aun se desconoce la manera en como el organismo las neutraliza.

El andlisis de expresion diferencial global fue el que nos reveld detalles especificos de los
procesos biol6gicos, funciones moleculares y componentes celulares que estuvieron
enriquecidos, observando las respuestas del hepatopancreas y la de hemocitos. El

hepatopancreas responde a nivel metabdlico principalmente con la ruta de la
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gluconeogeénesis y metabolismo de proteina, a nivel inmune la produccién de hemocianina,
proteinas de coagulacion, choque térmico, hipoxia, y genes antioxidantes. Por otro lado, la
respuesta de hemocitos nos dirige a que existe una respuesta inmune enfocada

principalmente al catabolismo de insecticidas y al modelo de respuesta al DDT.

Lo concluido indica que existe un cambio a nivel metabélico e inmune durante la AHPND,
con procesos bioldgicos especificos para ambos tejidos y también nos abre un nuevo
enfoque de como estudiar esta enfermedad, porque los estudios previos no enfatizado el
efecto de como los hemocitos expresan un conjunto de genes que siguen el modelo de

respuesta al catabolismo de DDT.
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