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Resumen

Litopenaeus vannamei es el crustaceo decapodo mas cultivado a nivel mundial. La
camaronicultura es un area de la acuacultura que ha crecido de forma acelerada,
desde los afios 80'. Este exitoso crecimiento industrial se ha visto afectado por
infecciones causadas por microorganismos generando millones de ddlares en
pérdidas anuales. Diversos grupos de investigacién de todo el mundo trabajan
para generar soluciones a estos problemas, utilizando para ello bases
biotecnolodgicas, como el desarrollo de inmunoestimulantes de origen microbiano,
y por otro lado dilucidar mecanismos moleculares basicos del sistema inmune
innato. En este trabajo se plante6 usar un fertilizante enriquecido en silicio
organico (FESO) como suplemento inmunoestimulante, teniendo para ello el
antecedente de que el FESO promueve la expresion de genes relacionados con el
sistema inmune y parametros inmunes significativos en camaron, como el conteo
total de hemocitos y el aumento de anién superoxido. El objetivo fue identificar
cudles son los genes de las rutas de sefalizacion que promueven la expresion de
genes relacionados con la respuesta inmune. Se utilizé la secuenciacion masiva
(pirosecuenciacion 454), y el enfoque de la gendmica funcional para realizar un
primer screening a tejidos de camardn previamente expuestos por inmersion al
FESO, con un mezcla de ARN de diferentes tejidos y utilizando un control. Se
realiz6 un profundo andlisis bioinformatico y el enfoque del ensamble de Novo
utilizando grafos de Brujin como algoritmo. Posteriormente, se realizé seleccion de
genes de interés (genes relacionados a la respuesta inmune y rutas de
sefalizacion) y se evalud la ubiquidad en tejidos de organismos sanos. 10 genes
relacionados a la expresion de péptidos antimicrobianos AMPs, inhibidores de la
cascada serin-proteasa, proteinas de reconocimiento de patrones, transduccion de
sefales celulares, respuesta inmune de proteasas, respuesta antiviral, fueron los
candidatos para evaluar ubiquidad en ganglio, corazén, hemocitos, estomago,
musculo, branquias, hepatopancreas y epidermis. Se encontr6 que los genes
estan distribuidos en diversos tejidos con distintos patrones de ubiquidad. En la
parte final del trabajo se seleccionan 5 genes para evaluar su expresion relativa en
hepatopancreas, epidermis, y hemocitos de organismos tratados con el FESO; en
los genes LVTL3 y LvDo se observé una expresion significativa (P < 0.05) respecto
a hepatopancreas. Lo que se sugiere en una estimulacién de la ruta Toll con el
FESO, los mismos patrones se observan en LVALF, LVAMG y LVPNF.

Palabras clave: Sistema inmune, Péptidos Antimicrobianos, Rutas de
sefalizacion, Inmunoestimulantes, Respuesta inmune innata.

Vo. Bo.
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Abstract

Litopenaeus vannamei is one of the most farmed decapod crustaceans most
worldwide. Shrimp farming is an area in aquaculture that has grown rapidly since
the 80s. This successfully grown industry has been affected by microbial infections
causing millions of dollars in annual losses. Research groups around the world are
working to generate solutions to these problems, using biotechnology bases such
as development of immunostimulants with microbial origin, and secondly elucidate
basic molecular mechanisms of innate immune system. This research work used
an organic silicon enriched-fertilizer (FESO) for immunostimulant purpose;
background indicates that FESO promotes the expression of immune system
related genes and immune parameters, such as, total circulate hemocyte count
and increase of superoxide anion. The aim was to identify which genes are related
with immune system signaling pathways and genes related to innate immune
response. Next Generation Sequencing (Pyrosequencing 454) and functional
genomics approach were used, two libraries (control and FESO treated) and
pooled tissues; genes were identified with a bioinformatics analysis using de Novo
assembly with the algorithm de Brujin graphs. Afterwards, interest genes (innate
immune system and signaling pathways of innate immune system related) were
selected and evaluated by ubiquity analysis in tissues from healthy organisms; 10
genes related to antimicrobial peptides, cascade inhibitor serin-protease, pattern
recognition proteins, cellular signal transduction, immune response of proteases,
and antiviral response to evaluate ubiquity in ventral ganglion, heart, hemocytes,
stomach, muscle, gills, hepatopancreas, and epidermis. It was found that the
genes mentioned are distributed in distinct ubiquity patterns. In the last part five
genes were selected to evaluate relative expression in hepatopancreas, epidermis,
and hemocyte tissues from organisms treated with FESO; the genes LVTLR3 and
LvDo have a significant relative expression (P<0.05) with respect to
hepatopancreas, suggesting stimulation in Toll pathway FESO-mediated; the same
patterns were observed in LVALF, LVAMG, and LvPNF.

Key words: Immune system, Antimicrobial peptides, signaling pathways,
immunostimulants, innate immune response.

Vo. Bo.

Dr. Felipe Ascencio
Director de Tesis
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1. INTRODUCCION

El cultivo de camaron a nivel mundial es una actividad muy importante, con
una produccion de 3.6 millones de toneladas en 2014, esta actividad ha ido
aumentando significativamente desde los afios 80’s. Sin embargo, las infecciones
virales y bacterianas son recurrentes en las granjas, lo cual causa pérdidas
millonarias a nivel mundial. Para enfrentar estos problemas se han abordado
distintos temas como el conocimiento de los mecanismos moleculares del sistema
inmune, la busqueda de compuestos inmunoestimulantes, y la mejora continua del
uso y manejo de esta industria (Flegel et al., 2008; FAO, 2016).

Los compuestos inmunoestimulantes son moléculas que ayudan alertar al
sistema inmune, es una opcién muy recurrente en el cultivo de L. vannamei debido
a que no se ha realizado una definicibn del sistema inmune en crusticeos,
considerandose cuasi-especifico. Se han usado diversos inmunoestimulantes de
diversas fuentes, generalmente paredes celulares de microorganismos, pero se ha
observado un fendmeno conocido como desgaste inmunoldgico. Cuando el
organismo es expuesto a un inmunoestimulante en repetidas ocasiones se
disparan cascadas de sefializacion que conducen una respuesta inmune, por otra
parte los organismos consumen ATP y reservas energética, esto genera el
degaste y cuando hay presencia de una infeccion sistémica no se puede combatir
(Smith et al., 2003).

En la actualidad se buscan compuestos inmunoestimulantes, que no
generen desgaste inmunolégico, que no comprometan el crecimiento del
organismo y que no sean toxicos para el consumo humano. En este trabajo se
propone el uso de un Fertilizante Enriquecido con Silicio Organico (FESO) como
potencial compuesto inmunoestimulante. Este compuesto es el resultado de
solubilizar roca volcanica (Volcan Paricutin, Michoacan México), y su nombre se
refiere a su alto contenido en Silicio (Si) respecto a otros fertilizantes. Este
fertilizante ha sido ampliamente usado en agricultura, asi como en L. vannamei

por inmersién y combinacion con el alimento, donde se observé un efecto al



incrementar sus parametros inmunologicos (conteo de hemocitos circulantes,
actividad de superoxido dismutasa) (Quero-Gutierrez, 2008; Espinoza, 2006).

En este trabajo se realizd un experimento donde se estudié la expresion
relativa de genes en diversos tejidos, utilizando la secuenciacibn masiva
(pirosecuenciacion 454), el ensamble de Novo y la anotacion funcional de genes.
También se realizé una primera seleccién de genes para ubicar en tejidos de
organismos sanos la expresion de genes relacionados con las rutas de
sefializacion y la respuesta inmune de L. vannamei. Se identificaron nuevos
transcritos aun no caracterizados en L. vannamei (pero si en otros crustaceos) y la
expresion de nuevas isoformas de genes ya caracterizados. La comprobacion
cientifica del efecto inmunoestimulante del FESO debe estar soportada con retos
de microorganismos que causan mortalidades en el cultivo de L. vannamei asi

como con el estudio de metabolismo energético.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del camarén blanco

2.1.1 Biologia

Los camarones son artropodos mandibulados con antenas, caparazon y
branquias. EI camarén blanco (Litopenaeus vannamei) fue descrito en 1931 por
Lee Boone. Es un crustaceo decapodo de la familia Penaeidae. Esta ampliamente
distribuido por el pacifico desde Sonora, México hasta Tumes, Perd, y es
frecuente encontrarlo en los sistemas estuarinos-lagunarios; esta especie habita
en fondos arcillosos entre 5y 72 m (Dore y Frimodt, 1987; Hendrickx, 1996).

L. vannamei posee un rostro alargado con 8-9 dientes ventrales, caparazon
sin sutura, cuerpo comprimido lateralmente, pedunculos oculares y anténulas. El
cuerpo se divide en tres regiones (Fig. 1): abdomen, telson, y cefalotorax. El
abdomen estd formado por seis segmentos y seis pares de plebépodos. En el
telson se encuentran los urépodos, que sirven para la natacion y en cefalotérax se
encuentran las anténulas, antenas, mandibulas (Hendrickx, 1996; Martinez
Cérdova, 1993).

Figura 1. Esquema estructural de Litopenaeus vannamei. Se muestran los 3
segmentos que lo componen, A: Cefalotérax, B: Abdomen, C: Telson (Dore y
Frimodt, 1987).



Los 6rganos de funciones vitales se encuentran en el cefalotérax, el cerebro
es trilobulado con un ganglio supraesofagico, el sistema nervioso es ventral
mediante ganglios en el térax y abdomen. El corazén es ventral esta conectado a
través de arterias abdominales, dorsal, y ventral. El sistema digestivo esta
compuesto por boca, estomago, hepatopancreas, intestino, glandula intestinal, y
ano. El aparato respiratorio estd compuesto por dendobranquias situadas en las
partes laterales del cefalotérax protegidos por una camara, en este lugar se realiza
el intercambio de gases de la hemolinfa, las tasas de consumo de oxigeno son
directamente proporcional a la temperatura, salinidad, y peso del organismo
(Martinez Cérdova, 1993).

El ciclo de vida tipico de los peneidos (incluyendo a L. vannamei) es el
siguiente: la reproduccion se realiza en aguas profundas las hembras, son
fecundadas, ponen huevos (10,000-1°000,000), estos eclosionan y se convierten
en larvas. Existen 4 etapas de estadios y subestadios larvales en el camardn,
segun sus necesidades nutricionales, caracteristicas morfologicas, vy
comportamiento. El estado naupliar, protozoea con 3 subestadios, mysis con 4
subestadios y la post-larva (Fenucci, 1988).

Las post-larvas tienen que emigrar hacia la costa o aguas menos profundas
(ej. manglares, esteros, lagunas), en esta etapa pasan a ser juveniles, y al
convertirse en adultos vuelven a aguas profundas para madurar, y reproducirse
(Fenucci, 1988).

2.2 Sistema inmunitario

El sistema inmunitario es el encargado de la defensa del organismo contra
virus, bacterias y hongos. Se clasifica en dos categorias: sistema inmunitario
innato (no especifico) y sistema inmunitario adquirido (especifico). El sistema
inmunitario innato participa principalmente en el reconocimiento y eliminacion de
componentes extrafios dentro del hospedero. Los organismos invertebrados

poseen un sistema inmune especifico aun no descrito, en donde se ha propuesto



que puede ser especifico o quasi especifico, debido a la complejidad a nivel
molecular de los componentes del sistema inmune (reaccidén, union, y
reconocimiento) (Rowley y Powell, 2007; Saha, 2011).

El sistema inmunitario innato de los invertebrados, consta de la cuticula, los
componentes celulares y humorales. En la cuticula de los crustaceos se encuentra
un polimero muy similar a la celulosa, llamado quitina que combinado con

minerales y otros compuestos le confieren dureza (Saha, 2011).

. o] E lacid Formacion de
agocitosis ncapsulacidon Nodulos

Respuesta Celular

Vulneracion por Reconocimiento:
Microorganismos :> Receptor Toll

Patogenos

PPRs

Respuesta Humoral

Sistema Pro Sintesisde Lectinas y
Fenol Oxidasa AMPs complemento

Figura 2. Representacion esquematica del sistema inmunitario en crustaceos. En
la figura se describen las diversas estrategias que poseen los crustaceos en el
sistema inmune para enfrenta la vulneracién de microorganismo (Rowley y Powell,
2007).

Los componentes celulares (Fig. 2) son células especializadas (hemocitos)
gue circulan en la hemolinfa, capaces de realizar actividades inmunolégicas como
la agregacién, coagulacion, adhesién, fagocitosis, generaciéon de moléculas
citotoxicas, enzimas antioxidantes y reparacion de heridas. Se han descrito 3 tipos
de hemaocitos: granulares, semi-granulares, y hialinos (Tabla ). Los componentes

humorales (Fig. 2) comprenden la sintesis de proteinas del sistema inmune como:



péptidos antimicrobianos (AMPs), inhibidores de proteasas, proteinas similares a

citoquinas, entre otros (Saha, 2011; Tassanakajon et al., 2013).

Tabla |. Caracteristicas de los hemocitos en Litopenaeus vannamei.

Longitud :
. . Porcentaje de - 2
Hemocito Promedio 1 Funciones
1 Concentracion
(um)
Sistema Pro Fenol
0
Granular 12,51 16.1% Oxidasa, Citotoxicidad
Encapsulacién,
Semi fagocitosis, sistema Pro
10.78 58.1% .
granular Fenol Oxidasa,
Citotoxicidad,
Hialino 11.11 25.1% Fagocitosis

*(Liu y Wang, 1998)
%(Johansson et al., 2000)

2.2.1 Reacciones de defensa y moléculas del sistema inmunitario

Péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas inglés)

Los AMPs comprenden la primera barrera de defensa contra la invasion de
microorganismos, estos péptidos son almacenados en los hemocitos y entre 150 a
200 aminoacidos, estructura anfipatica con propiedades aniénicas o cationicas.
Los AMPs tienen amplia actividad contra bacterias, hongos, levaduras, virus y
parasitos. Existen diversos tipos de péptidos antimicrobianos, que presentan
isoformas estructurales que muestran notablemente el espectro de actividad y la
especificidad. Los ejemplos para L. vannamei son las penaedinas, crustinas,
lisozimas y factores anti-lipopolisacaridos (ALFs, por sus siglas inglés) (Hancock y
Diamond, 2000; Rosa y Barracco, 2010).

Las penaedinas han mostrado los siguientes efectos antifugico y bacteriano
(Gram-positivas), rol de inmunomodulacién con citoquinas promotoras de la
adhesion mediada por integrinas, el aumento de la expresiéon de penaedinas
cuando existe una herida. Por este motivo se ha sugerido que las penaedinas son

pro-inflamatorias (Li y Song, 2010; Tassanakajon et al., 2011).



Las crustinas estan caracterizadas por su caracter catidnico, reportandose
en su gran espectro antibacterial contra Gram-positivas pero no contra Gram-
negativas, también se ha observado que son capaces de aglutinar células
bacterianas, lo que podria explicar el mecanismo de accion antibacterial (Krusong
et al., 2012; Tassanakajon et al., 2011).

Los ALFs poseen dos residuos de cisteina altamente conservados, de
modo que la proteina es estabilizada por un puente disulfuro, ademas confiere un
sitio de union a lipidos conjugados con carbohidratos (ej. lipopolisacaridos) que se
encuentran la pared celular de bacterias. Se ha demostrado que por
silenciamiento génico dirigido a ciertas isoformas de ALFs, se aumenta la
mortalidad acumulada en retos con patdégenos como Vibrio harveyi y virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas inglés), estos experimentos
revelan la asociacion de los ALFs con los mecanismos de la respuesta inmune

innata (Ponprateep et al., 2012; Rosa y Barracco, 2010).

Proteinas que reconocen patrones

Los receptores de reconocimiento de patrones (PPRs, por sus siglas inglés)
son moléculas que generan la union entre los componentes estructurales de la
pared celular de los patdgenos, y de desencadenar respuestas inmunes mediante
rutas de sefalizacion (Akira et al., 2006).

Las PPRs se han caracterizado en crustaceos peneidos y se han observado
patrones de expresion similares entre especies. En hemocitos estan los mayores
niveles de expresion relativa, debido a que estas células son las encargadas del
reconocimiento (Lee y Séderhéll, 2002).

Las lectinas contienen un dominio de unidn/reconocimiento de
carbohidratos, en crustaceos peneidos existen 7 tipos de lectinas, que han sido
ampliamente estudiadas para analizar la funcionalidad y en el reconocimiento de

virus y bacterias (Wei et al., 2012).



Proteinasas e inhibidores de proteasas

Las proteinasas Yy los inhibidores de proteinasas se encuentran en todos los
organismos vivos, estas tienen diversas funciones a nivel biolégico vy fisioldgico.
En el sistema inmunitario tienen la funcién del control y la activacion cascadas
esenciales de sefalizacion (Tassanakajon et al., 2013).

El dominio proteico “Clip” y los homdlogos son miembros de proteinasas
relacionadas con la inmunidad de los crustaceos, la principal caracteristica de
dominio es el amino terminal de la estructura proteica y en el sitio activo existe una
triada catalitica por los aminoacidos His, Asp, Ser. Otras funciones conocidas son
las interacciones con metales, adhesion celular, y efector multifuncional del
sistema inmunitario. La expresion relativa de estas se observa sobre regulada
cuando el organismo tiene una infeccion viral o bacteriana (Jiang y Kanost, 2000).

En los crustaceos peneidos existen 3 tipos de inhibidores de proteasas: los
del tipo Kazal, las serpinas, y las a-macroglobulinas (A2M). El mecanismo de
accion del tipo Kazal es situarse como analogo competitivo, formando un
complejo. Estos inhibidores tienen actividad bacteriostatica y antiviral. Las A2M
tienen un amplio espectro de inhibicion, son almacenados en los hemocitos
granulares, en infeccion viral o fungica son liberados y participan en la activacion
de la fagocitos. Las serpinas son inhibidores altamente conservados que
funcionan como sustratos inhibitorios en el sitio activo de las proteasas formando
complejos estables, estan relacionadas con la activacion del sistema pro-fenol
oxidasa (proPO) (Tassanakajon et al., 2013).

Melanizacioén

La melanizacion es un componente de defensa encontrado en insectos y
crustaceos. El sistema proPO es el encargado del proceso de melanizacion. La
melanina es un pigmento distribuido en diversos organismos, en el caso de los

crustaceos tienen multiples funciones como la inhibicion de enzimas fangicas y



bacterianas. El sistema proPO se encuentra en los hemocitos semi-granulares y
es activado por un conjunto de PPRs y se activa por la cascada serin-proteasa. Se
observd que el silenciamiento génico al sistema proPO hace mas susceptibles a

los crusticeos ante infecciones bacterianas (Tassanakajon et al., 2013).

Rutas de muerte celular programada (Apoptosis)

La apoptosis es un proceso en el cual las células programan su muerte de
una manera regulada, cuando estan dafiadas o tienen infeccion viral. La apoptosis
realiza una funcion importante en los mecanismos antivirales de los crustaceos
peneidos, las caspasas son los componentes efectores de la apoptosis ante la
infeccion con WSSV. La apoptosis es activada en las infecciones virales, para
evitar que aquellas células infectadas sean utilizadas como maquinaria de

replicacion viral (Koyama et al., 2000).

Sistema antioxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son producidas por los
organismos aerobios, algunas situaciones fisioloégicas inducen el estrés y por
tanto, se induce la produccion de ROS, por ejemplo los cambios de temperatura,
la hipoxia, cambios de pH, la exposicidbn a compuestos toxicos, y las infecciones
patogénicas. El aumento de la concentracion de las ROS causan dafio celular,
principalmente a biomoléculas como las proteinas, los lipidos, y los acidos
nucleicos. En una infeccion microbiana se demanda una alta tasa en el consumo
de oxigeno, en consecuencia se producen las ROS, con la finalidad de eliminar
microorganismos causantes de una infeccion, aunque esta situacion pueda
generar dafios al propio hospedero. El anién Superoéxido (Oy), el radical hidroxilo
(OH) y el peroxido de hidrogeno (H»0O;) son algunas formas de las ROS. Existen
enzimas capaces de convertir las ROS en moléculas mas estables como oxigeno

(O,) y agua (H20O) por otro parte, existen moléculas como las vitaminas A, C, y E
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con capacidad antioxidante. En crustaceos peneidos se ha observado que cuando
existe una infeccion viral o bacteriana, hay una alta expresion relativa de genes
codificantes para enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa, catalasa,
glutatiéon peroxidasa, y glutation transferasa (Bachére et al., 2004; Castex et al.,
2010).

2.2.2 Inmunoestimulantes

Los Inmunoestimulantes son compuestos quimicos que activan el sistema
inmune para aumentar la resistencia a infecciones causadas por microorganismos,
se han definido como “moléculas de alarma que activan el sistema inmune”. La
camaronicultura ha recurrido al uso de inmunoestimulantes, ya que estos pueden
ser usados en etapas criticas para los organismos, y son considerados como una
medida profilactica para el control de enfermedades en el cultivo.(Raa, 2013).

La mayor parte de las sustancias inmunoestimulantes son extraidas de
componentes de las paredes celulares de microorganismos, también se han
utilizado diversos compuestos para lograr una inmunoestimulacién, como el uso

de minerales, y extractos de plantas (Roch, 1999).
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2.3 Rutas de sefializacién del sistema inmune

Los seres vivos tienen una caracteristica en comun, la capacidad de
coordinar su metabolismo y funciones fisioldgicas con los cambios del entorno.
Esta coordinacion es lograda a través de redes de comunicacion utilizando
sefiales quimicas que transducen sefiales del medio extracelular hasta la zona
intracelular para alcanzar el equilibrio (steady-state). Las redes de comunicacion
celulares que participan en diferentes mecanismos moleculares, por ejemplo los
receptores de la membrana son un complejo que ayudan a la célula interpretar
mensajes de la zona extracelular hacia la zona intracelular, esto provoca
potenciales modificacion el interior celular para adaptarse a los cambios exteriores
(Jordan et al., 2000).

Las respuestas del sistema inmune innato de los invertebrados representan
la primera linea de defensa ante la presencia de microorganismos, incluyen
diversas funciones celulares y humorales, realizadas por un conjunto de
transducciones de sefiales, por medio de la unién de ligandos-moléculas
sefalizadores de la membrana en forma receptores hasta disparar los eventos
ocurridos dentro de la célula (crecimiento celular, metabolismo, cambios del
citoesqueleto y expresién de genes). Los patrones moleculares asociados a
patdogenos (PAMPSs) activan los receptores en la superficie de la membrana y la
célula realiza cambios a nivel intracelular, con la formacion de mensajes quimicos.
Por otra parte dentro de la célula se encuentran los segundos mensajeros
sefalizando y promoviendo respuestas a nivel fisioldgico, lo que marca una clara
red de comunicacién resumida en una combinacion de mensajes y receptores, que
van uno a uno hasta amplificar una sefal (Hoffmann, 2003; Hultmark, 2003).

Las rutas de sefializacion del sistema inmune en Drosophila melanogaster
son un modelo para comprender los mecanismos del sistema inmune innato,
aungue el conocimiento sobre las rutas de sefalizacion en la respuesta a virus es
muy limitada (Hultmark, 2003).
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2.3.1 Ruta Toll

La ruta de sefializacion de Toll (Fig. 3) en crustaceos esta relacionada en la
respuesta de bacterias Gram-positivas y hongos por la regulacion de un conjunto
de familia de genes que incluyen péptidos antimicrobianos, moléculas pequefias
de sefializacion sin funcion conocida, un ejemplo de las funciones conocidas son
los componentes humorales (melanizacion) y las cascadas de coagulacion. Los
componentes proteicos de esta ruta son: los ligandos splatze, Toll, Pelle, Tube,
MyD88, Cactus, Dorsal, y DIF (Aggarwal y Silverman, 2008).

Los receptores de tipo Toll (Toll-like receptors) son proteinas que juegan un
papel muy importante en la sefializacion de mensajes del sistema inmune innato
en los invertebrados, no son cataliticos, poseen una estructura sencilla
conservada que puede reconocer una gran variedad de patdégenos. Se han
reportado distintos receptores de tipo Toll en los crustaceos peneidos Penaeus
monodon, Fenneropenaeus chinensis, Marsopenaeus japonicus y L. vannamei.
Estos receptores tienen motivos y dominios proteicos como las repeticiones ricas
en leucinas (LRRs, por sus siglas inglés), receptor citoplasmatico Toll/interleucina-
1 (TIR, por sus siglas inglés). Andlisis filogenéticos con receptores de tipo Toll de
crustaceos han demostrado que se encuentran en solo un cluster, evidenciando
un mismo origen comun (Arts et al., 2007; Mekata et al., 2008; P.-H. Wang et al.,
2012; C. Yang et al., 2008).
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Figura 3. Representacion esquematica de la ruta Toll. Muestran los componentes
canodnicos de la ruta Toll, en crustaceos peneidos. Los signos de interrogacion
denotan una probable localizacion celular (Li y Xiang, 2013).

Los spatzle son moléculas de origen proteico y ligandos especificos para
los receptores de tipo Toll. En respuesta inmune y desarrollo embrionario no
reconocen a los PAMPs directamente pero, utilizan estos como ligandos a
moléculas de citoquinas. Los splatze proceden de una cascada serin-proteasa. En
D. melanogaster se conocen 6 ligandos splatze pero las funciones moleculares no
han sido esclarecidas, en crustaceos peneidos se han descrito los ligandos splatze
F. chinensis, y L. vannamei (Lemaitre et al., 1997; Li et al.,, 2009; Wang et al.,
2012).
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Para hacer funcional al receptor de tipo Toll otras proteinas tienen que ser
recluidas en el complejo, MyD88/Tube son recluidos por Pelle y TRAF6 para dar la
forma final y funcional al receptor. MyD88-Tube-Pelle forman un complejo
heterotrimérico a través de los dominios intracelulares del receptor Toll (Aggarwal
y Silverman, 2008)

TRAF6 es un adaptador clave para la sefalizacion y est4 ubicado como un
blanco de Pelle. En L. vannamei se encontré un transcrito que tiene 30% de
identidad con TRAF6 de otras especies, esta proteina contiene un dominio de
dedos de zinc. TRAF6 puede activar promotores de los péptidos antimicrobianos
AMPs y se ha observado que juega un papel importante en la regulacion de la
respuesta antibacteriana y antiviral, con la expresién de péptidos antimicrobianos
(Dongdong et al., 2012).

Dorsal es una proteina que fue identificada como el “proteina de polaridad”
en el desarrollo embrionario de D. melanogaster. Dorsal es un miembro de la
familia de los factores de transcripcion Rel, Dorsal y Dif. Estan presentes en el
citosol formando un complejo. Cactus se degrada y libera a Dorsal haciéndolo
activo como factor de transcripcion que puede translocar al nucleo celular y
transcribir genes de AMPs (Huang et al., 2010).

2.3.2 Ruta IMD

IMD es una ruta de sefializacion (Fig. 4) importante para regular la
respuesta inmune en la expresion de péptidos antimicrobianos. En Drosophila, la
ruta IMD reconoce patégenos Gram-negativos e incluye 9 proteinas candnicas de
importancia IMD, receptor PGRP-LC, proteina quinasa 3 activada por mitogénos,
TAK1, TAB2, DIAP2, sefialosoma IKK, adaptador dFADD, caspasa Dredd, y el

factor de transcripcion Relish (Lemaitre y Hoffmann, 2007).
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Figura 4. Representacion esquematica de la ruta IMD. Muestran los componentes
canonicos de la ruta IMD, en crustaceos peneidos. El signo de interrogacion
denota una probable localizacion celular (Li y Xiang, 2013).

El receptor IMD tiene un domino RIP que es receptor de un factor de
necrosis tumoral (TNF-R, por sus siglas inglés), la sobreexpresion del TNF-R
induce la expresion de AMPs en la ausencia de infeccion. En L. vannamei ha sido
reportado una secuencia de IMD y se demostr6 que la infeccion de bacterias
Gram-negativas son responsables de inducir esta ruta, ademas se demostré que
la peneidina 4 (AMPS) es regulada por IMD (Huang et al., 2009).

Relish es un factor de trascripcion que desencadena por la ruta IMD en la
respuesta a infecciones de bacterias Gram-negativas en Drosophila. En
crustaceos peneidos se ha observado que también se estimula por la presencia de
virus. En F. chinensis se encontré una proteina de 504 aminoacidos homdloga a
Relish. Esta proteina tiene el dominio RHD (por sus siglas en inglés) dominio

homodlogo a Rel. El dominio IPT. En L. vannamei también fueron encontrados dos
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transcritos homologos, los cuales coinciden con dominios proteicos de otras
Relish. La expresion mas alta de Relish se encontr6 en 6rgano linfoide (oka) y
hemocito. Se observdé que el silenciamiento genético de Relish afecta la
transcripcion de Peneidina 5, crustina, y factor anti-lipopolisacarido (ALF)
(Dongdong et al., 2012; Ghosh et al., 1998, 2010; Yedery y Reddy, 2009).

Cuando se comparan las rutas IMD de Drosophila y de peneidos se
observan diferencias significativas dado que no se ha esclarecido completamente
la ruta IMD. Datos recientes sugieren que las proteinas canénicas de IMD y de Toll
es muy probable que formen estructuras heterodiméricas e interactuar entre si,
formando una cooperacion en la transduccion de la sefal. En el caso de peneidos
se ha observado que la infeccion por WSSV esta controlada por promotores de la
ruta Toll e IMD, esta evidencia soporta las interacciones moleculares de estos

componentes en Drosophila (Huang et al., 2009; Wang et al., 2011)

2.3.3 Ruta JAK/STAT

La ruta JAK/STAT tiene solo 3 componentes candnicos el receptor
Domeless, el Hopscotch Janus quinasa, y el factor de transcripcion STAT (Fig. 5),
en los insectos esta ruta esta implicada en la respuesta antiviral. Para P. monodon
se reportd el primer transcrito con dominios muy similares a la encontrada en
insectos. En L. vannamei se ha reportado que el factor de transcripcion STAT es
modulada después de la infeccibn con WSSV, la ruta ain no esta descrita y se

necesita la descripcion de mas componentes de interaccidon (Agaisse et al., 2004).
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Ruta JAK/STAT

|,

Figura 5. Representacion esquematica de la ruta JAK/STAT. Muestran los
componentes canonicos de la ruta JAK/STAT, en crustaceos peneidos. Los signos
de interrogacion denotan una probable localizacion celular (Agaisse et al., 2004).
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2.4 Fertilizante enriquecido en silicio organico (FESO)

El fertilizante enriquecido en silicio organico se elabora con roca volcanica
solubilizada con calor en condiciones acidas. Esta mezcla contiene los siguiente
valores porcentuales de minerales: calcio (Ca) 24—26%, magnesio (Mg) 10—14%,
silicio (Si) 14—17, hierro (Fe) 2—3%, zinc (Zn) 3—5% y potasio (K) 1—2%. Este
producto fue procesado y donado por el Dr. Edgar Quero del Instituto Tecnologico
Superior de Uruapan (Michoacan, México) (Quero-Gutierrez, 2008).

Este fertilizante ha sido empleado usualmente en cultivos agricolas. El
concepto de fertilizante de acuerdo a Finck, 1982: “Los fertilizantes son sustancias
que se aplican directamente al suelo para promover el crecimiento”. Existen
diversos tipos de fertilizantes de origen organico o inorganico. Los de origen
inorganico son todos aquellos extraidos de cenizas, y fuentes geoldgicas (marmol
y rocas de fosfatos). Las rocas volcanicas convertidas en fertilizante son
consideradas multi nutrientes y ricas en silicatos, principalmente por aportar los
macro nutrientes mas importantes para las plantas. Los fertilizantes basados en
rocas volcénicas tienen un gran interés para el estudio de los suelos ya que
ayudaria a comprender los procesos de mineralizacién y procesos geoquimicos de
los suelos, se ha mostrado una tasa alta de intercambio catidnico, por lo cual se
sugiere que ayuda al transporte de nutrientes y a la solubilizacion de estos
compuestos (Van Straaten, 2006).

Los minerales amorfos ricos en silicio (FESO) han sido utilizados en la
acuacultura del camarén en estanques con agua de mar en las regiones de
Sinaloa. Se ha observado que el principal efecto esta ligada a la produccién
primaria de fitoplancton un alimento natural del camarén, por tanto se estima un
impacto positivo en el crecimiento y desarrollo que permite rendimientos
superiores en las cosechas (Quero-Gutierrez, 2008).

Este fertilizante enriquecido en silicio organico, fue probado en 2007 en L.
vannamei por inmersion y combinacion con el alimento, en distintas

concentraciones. En la cual se demostro que la dosis 1 mg/L en inmersion
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aumentaba significativamente el conteo de hemocitos y la actividad de superoxido
dismutasa, sugiriendo un efecto inmunomodulador, pero no como una medida
profilactica contra infeccion de WSSV vy Vibrio harveyi (Espinoza Leo6n, 2006).

El efecto del FESO por inmersion fue evaluado con un experimento,
utilizando microarreglos homologos de L. vannamei. Se observaron genes
expresados diferencialmente familias de genes relacionados con el sistema
defensa. Se observo una expresion relativa significativamente diferente (P < 0.05)
en hemocitos y epidermis de LvFerritina y LvSOD en organismos tratados con
FESO (Veladzquez Lizarraga, 2014).
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de camaron blanco es una actividad comercial que se realiza en el
noroeste de México con una tendencia de crecimiento del 21% anualmente, esta
actividad ha sido afectada por patologias virales o bacterianas. Estos problemas
han sido abordados con la mejora en los procesos de produccion, utilizando las
buenas practicas de manejo. Por otra parte grupos de investigacion a nivel
mundial estan enfocados en el estudio de los mecanismos moleculares que
participan en el sistema inmune. El uso de inmunoestimulantes en camardn es una
practica comun como medida profilactica ante problemas de brotes virales y
bacterianos, en este trabajo se utliza al FESO para conocer el perfil
transcriptomico del camardn blanco y analizar los genes relacionados con rutas de
sefializacion y la respuesta inmune, con la inferencia que el FESO tiene
propiedades inmunoestimulantes (CONAPESCA, 2015).

Las pérdidas econdmicas asociadas a infecciones virales y bacterianas
ascienden a los mil millones de doélares anualmente en todo el mundo, este
problema se ha tratado de abordar utlizando la profilaxis con el uso de
inmunoestimulantes y antibiéticos, estos ultimos han sido fuertemente criticados
por su impacto al medio ambiente.

Esta propuesta de trabajo se acota al analisis, identificacion y perfiles de
expresion relativa de genes relacionados con las rutas de sefializacién del sistema
inmune de camaroén blanco cuando es expuesto al FESO, como un primer paso
para la demostracion cientifica del efecto inmunoestimulante del FESO, aunque no
abordara otros experimentos donde se involucren retos con microorganismos que
comunmente afectan a este.

El FESO es administrado por inmersion en el agua, esto quiere decir que no
habra que tener una manipulacion directa con el organismo, si este producto con
mas estudios cientificos se demuestra su efecto inmunoestimulante, la fase de las

pruebas a gran escala seran de una complejidad minima para la administracion.
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4. HIPOTESIS

La exposicion de L. vannamei al FESO ha mostrado un aumento en la
expresion de genes relacionados con la respuesta inmune y actividad de SOD y
CAT en mausculo, hepatopancreas y hemocitos, entonces en el transcriptoma de
organismos expuestos al FESO habra genes relacionados con las rutas de

sefalizacion del sistema inmune innato.
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5. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Identificar genes de la rutas de sefalizacion del sistema inmune innato de

Litopenaeus vannamei expuesto a un fertilizante enriquecido en silicio organico.

4.2 Objetivos especificos

1. Analizar e identificar in silico los genes que participan en la ruta de sefalizacion

del sistema inmune.

2. ldentificar la ubiquidad de los genes que participan en la respuesta inmune y

rutas de senalizacion.

3. ldentificar niveles de expresidbn de genes que participan en la respuesta

inmune y rutas de sefalizacion del sistema inmune.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de organismos y mantenimiento

Organismos juveniles de camarén blanco (5.38 + 1.73 g) (L. vannamei)
fueron obtenidos de la granjas del Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste S. C., y el mantenimiento se realizo en el Laboratorio de Mantenimiento
y Aclimatacion de Organismos acuaticos del CIBNOR, por semana en tanques de
PVC de 1000 L con aireacion continua utilizando filtros bioldégicos. Se mantuvieron
a temperatura ambiente (27 °C — 30 °C) con una salinidad de 35 ups (unidades
practicas de salinidad). Se utiliz6 agua de mar filtrada y bombeada desde la

ensenada de La Paz.

Los organismos (n = 12) fueron separados en tanques individuales de fibra
de vidrio de 40 L, 3 tanques utilizados para la condicién control y otros 3 tanques
utilizados para el tratamiento. Los organismos se mantuvieron 72 horas para una
nueva aclimatacién. Se aplicé por inmersién 1 mg/L de FESO (Fig. 6). A las 48
horas de la administracion del FESO fueron muestreados 100 mg de los siguientes
tejidos (n = 9): hepatopancreas, musculo, branquias y hemocitos. Fueron
colocados en 1 mL de TRIzol reagent (Invitrogen). Para la obtencion de hemocitos,
se utilizé solucion anticoagulante (SSS: 450 nM NaCl, 10 mM KCI, 10 mM EDTA,
10 mM HEPES), se obtuvo hemolinfa del seno ventral de los organismos,
utilizando una jeringa de 1 mL con 1:1 (SSS: hemolinfa). La hemolinfa se
centrifugd a 800 g por 10 min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y se agregé 1
mL de TRIzol® al pellet (Vargas-Albores et al., 1993).
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Control A Control B Control C
N=12 N=12 N=12
~—
)
Tratado A Tratado B Tratado C
1 mg/L FESO 1 mg/L FESO 1 mg/L FESO
N=12 N=12 N=12
-

Figura 6. Disefio experimental. Distribucion de la aplicacion del tratamiento del
fertilizante enriquecido en silicio organico.

6.2 Extraccién de acido ribonucleico (ARN) y pirosecuenciacion

Los tejidos primeramente fueron homogenizados en TRIzol® utilizando
perlas de vidrio 425-600 um y una perla de 400 mm de porcelana en el equipo
homogeneizador FastPrep®-24 (Mp-biomedicals), a una velocidad de 5.5 m/s por
40 s. Los tubos se dejaron 5 min a temperatura ambiente para permitir la
disociacion de complejos nucleo-proteicos, se agregaron 200 pL de cloroformo frio
y se agitaron los tubos vigorosamente por 15 s. Se dejaron 2 min a temperatura
ambiente, para posteriormente centrifugarse a 12,000 x g por 15 min a 4 °C.
Después de la centrifugacion quedaron 3 fases, se tomé la fase acuosa
(transparente) y se paso a un tubo de micro-centrifuga de 1.5 mL, se agreg6 500
puL de isopropanol frio y se mezcld suavemente por inmersion 2 veces. Se
reposaron 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se realizO una
centrifugacion a 12,000 x g por 10 min a 4 °C, se descart6 el sobrenadante y se
agregd 1 mL de etanol 75% con agua DEPC, se agito por inmersion el tubo 2
veces y se centrifugo a 7,500 x g por 5 min a 4 °C. Los pellets en el los tubos se

dejaron secar a temperatura ambiente por ~15 min. Se les agrego agua miliQ
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tratada con DEPC de acuerdo al tamafio del pellet. EI ARN se cuantificé en un
espectrofotometro Nanodrop-1000 (Thermoscientific) a Ageo, l0S pardmetros de
pureza fueron obtenidos con la relacidn Ajsongo. POsteriormente se realizaron
geles de agarosa desnaturalizados con formaldehido al 37% y corridos en Buffer

MOPS 1X frio, para ver la verificacion de la integridad del ARN total.

Una vez verificada la calidad y la cantidad del ARN se realiz6 una mezcla
Gnica de los diferentes tejidos obtenidos del control y el tratamiento, y se
mandaron a la unidad de secuenciacion del CINVESTAV lIrapuato. Se aplico la
técnica Pirosecuenciacion 454 (Roche, DNA Link), la libreria control (muestras
control) fue secuenciada con la plataforma GS-Titanium y la libreria tratada

(organismos con exposicién al FESO por 48 h) con GS-FLX.

6.3 Ensamble de Novo y anotacion funcional

Antes de iniciar el ensamble se realizé un andlisis de las secuencias para
identificar tamafo, longitud, adaptador y calidad con el software en linea
PRINSEQ v0.20.4 (Schmieder y Edwards, 2011). Las secuencias fueron
inicialmente convertidas del formato .SFF a texto (.Fasta) y calidad (.Qual),
utilizando el software Mothur v1.35.0 (Schloss et al., 2009).

Para en el ensamblaje de Novo se utiliz6 el software Trinity v2.1.0. Las
secuencias fueron ensambladas con los parametros estandar del software
(Grabherr et al., 2011). La libreria control se ensamblo de Novo de manera
independiente al igual que la libreria tratada, posteriormente se ensamblé la
libreria tratada con la libreria control, se ensamblo la libreria control y la base de
datos de EST y finalmente se ensamblo la libreria tratada con la base de datos de
EST; se realizaron 5 ensambles con distintos datos, estos ultimos dos ensambles
se utilizaron para aumentar la cobertura de los contigos obtenidos en los
ensambles, esto con el fin de aumentar la longitud de aquellos contigos que

salgan <400 pb (pares de bases).


http://edwards.sdsu.edu/cgi-bin/prinseq/prinseq.cgi
http://www.mothur.org/
https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq/wiki
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Los contigos fueron sometidos a un algoritmo para encontrar las regiones
de marco de lectura abierto (ORF) con mayor longitud, esto se realiz6 con el

software TransDecoder v2.0.1. Utilizando las secuencias de nucledtidos se

realizaron alineamientos locales utilizando la herramienta de BlastX y BlastP con

las bases de datos Swissprot y UniRef90, con los siguientes parametros nimero

de secuencias maximo 1, y la salida de resultados en una tabla. Usando las
secuencias de proteinas obtenidas de los ORF de los contigos, se realizo el
algoritmo BlastP con las bases de datos anteriormente mencionadas (The
SwissProt Consortium, 2015; Altschul et al., 1990).

Utilizando las secuencias de aminoacidos obtenidas se utilizd el software
HMMER v2.1.1b2 para identificar dominos proteicos utilizando la base de datos de
Pfam (Finn et al., 2011, 2014).

Para identificar péptido sefiales en los contigos se utilizaron las secuencias
de aminoacidos y se procesaron en el software SignalP 4.1 Server (Petersen et
al., 2011).

Las regiones transmembranales fueron predichas por el software TMHmMm
Server v2.0 utilizando las secuencias de aminoacidos de los contigos (Krogh et al.,
2001).

En la parte anotacién funcional, se generd una hoja de célculo que contiene
la anotacion funcional de los contigos y las secuencias ORF, esto para tener una
base de datos, que contenga de caracterizacion de cada contigo para saber a qué
corresponde cada secuencia de ORF y de nucleétidos, ademas viene informacion
adicional relacionada con términos de ontol6gicos acerca de procesos biolégicos,
funciones moleculares y componente celular de cada contigo. Los analisis
generados con las secuencias fueron cargadas en una base de datos SQLite
mediante la aplicacion Trinotate, la cual contiene anotacion de las base de datos
EggNOG vy la ontologia génica (GO), basado en Swissprot y Uniref90, una vez
cargados los datos se realiz6 una consulta para extraer los datos con todos los

software anteriormente usados y tener una tabla de anotacién funcional que


https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/releases
https://data.broadinstitute.org/Trinity/Trinotate_v2.0_RESOURCES/uniprot_sprot.trinotate_v2.0.pep.gz
https://data.broadinstitute.org/Trinity/Trinotate_v2.0_RESOURCES/uniprot_uniref90.trinotate_v2.0.pep.gz
http://hmmer.janelia.org/
http://pfam.xfam.org/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
https://trinotate.github.io/
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contenga todos los resultados de los software anteriormente utilizados (Ashburner
et al., 2000; Powell et al., 2014).

6.4 Anélisis con términos de la ontologia génica

Las anotaciones obtenidas de la base de datos de SQLite, fueron

importados al software de anotacion funcional Blast2GO v2.8, el software gener6

las graficas de pastel para cada libreria (control y tratada). Posteriormente se
aplico un test exacto de Fischer con (a = 0.05), para conocer la relevancia de los
términos en las dos librerias. Para conocer los contigos con funcion del sistema
inmune, se realizd una busqueda utilizando el término “proceso del sistema
inmune” (GO: 0002376) en la libreria tratada, posteriormente se extrajeron las

secuencias con proceso en el sistema inmune (Conesa et al., 2005).

6.5 Anotacion funcional rutas metabdlicas en KEGG

Las secuencias de los ORF obtenidas a partir de los contigos fueron
analizadas en el software KAAS (Servidor automatico de anotacién de KEGG), las
secuencias fueron alineadas con el algoritmo GhostX v1.1 utilizando la agrupacion
de sub secuencias. Para conocer rutas metabdlicas asociadas a cada contigo de
los ensambles se utilizaron dos apartados una parte para la identificacion de rutas
metabdlicas y la otra parte establecer jerarquias de las principales funciones

celulares de manera resumida (Moriya et al., 2007; Suzuki et al., 2014).


https://www.blast2go.com/
http://www.bi.cs.titech.ac.jp/ghostx/
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6.6 Seleccion de genes involucrados en las rutas de sefalizacién

Para seleccionar genes de interés involucrados en las rutas de
sefalizacion, primeramente se buscaron las secuencias de los componentes
canodnicos de la ruta: Toll-like, IMD y JAK/STAT, utilizando como filtro el taxID:
Crustracea [6657]. Se descargaron las secuencias en formato Fasta,
posteriormente las secuencias de proteinas de la libreria tratada se formated a
base de datos con el algoritmo makeblastdb incluido en el programa BLAST. Con
las secuencias ya filtradas se realizO un BlastP para buscar secuencias
homologas. Se realizd la seleccion de genes en funcién a los componentes
canodnicos de las rutas de sefalizacion. Posteriormente se buscaron genes con
funcién inmune importante. Cada una de las secuencias seleccionadas fueron

alineadas para determinar el nimero de lecturas que soporta a cada contigo.

6.7 Redes de interaccién proteina-proteina

Se utilizaron 452 contigos de la libreria control y 206 de la libreria tratada
identificados en el ensamble de Novo. Las interacciones entre estas dos librerias
fueron precedidas con el software GeneMANIA utilizando los términos de la
ontologia génica basados en procesos celulares. Drosophila melanogaster como
fuente anotacién funcional. Se crearon 3 redes de interaccion utilizando los genes
de la libreria control, los de la libreria tratada, y finalmente una combinacion de la
libreria control y tratada. Las interacciones fueron evaluadas en términos de co-
expresion, interacciones fisicas y genéticas, rutas metabdlicas, co-localizacion,
similitud de dominios proteicos, e interacciones precedidas (Warde-Farley et al.,
2010).

En las redes de interacciones biologicas libres escala, se definen los genes
eje, como aquellos que tienen un gran numero de patrones de interaccién dentro

de la red. Los genes eje fueron calculados con la herramienta Analizador de



http://genemania.org/
http://apps.cytoscape.org/apps/networkanalyzer
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Redes utilizando el software de Cytoscape v3.4.0 y tomando en cuenta el valor
grado de distribucion de nodos (Albert, 2005; Shannon et al., 2003).

Se realiz6 un analisis funcional enriquecido basado en procesos bioldgicos

de cada red de interaccién generada utilizando la herramienta de DAVID (Huang
et al., 2008).

6.8 Disefio de oligos a partir de la seleccion de genes

De los genes seleccionaron se utilizaron las secuencias obtenidas en el
ensamble de Novo para disefiar oligonucleétidos especificos para cada secuencia.
Utilizando el software en linea primer3plus con los siguientes parametros: 35—65%
de GC, 56—62 °C la temperatura de alineamiento (Tn), un tamafio de producto
esperado de 200—800 pb. Para evaluar la formacion de estructuras secundarios
se evaluaron las propiedades termodinamicas de los primers en el software en

linea OligoEvaluator de SigmaAldrich®.

6.9 Validacién de ubiquidad por PCR punto final

Los organismos juveniles L. vannamei fueron obtenidos (n = 50) de las
granjas del Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste S. C. Los
organismos se dejaron aclimatar por una semana en un tanque de 2000 L de PVC,
con agua de mar filtrada y aireacion continua, los organismos se mantuvieron por
una semana agregando el 1% de alimento comercial por peso diario.
Posteriormente se obtuvieron por diseccion 100 mg de cada uno de los siguientes
tejidos: ganglio ventral, corazén, estomago, epidermis, intestino medio, branquias,
muasculo y glandula digestiva. Los tejidos se colocaron en 1 mL de TRIzol®
reagent. Para la obtencion de la hemolinfa se utilizé soluciéon SSS tratada con
DEPC, un volumen de SSS fue colocada en un jeringa de 3 mL con 1 volumen de
hemolinfa, esta mezcla se centrifugo a 800 g por 10 min a 4 °C, el sobrenadante

se desecho y al pellet se le agrego 1 mL de TRIzol® reagent.


http://apps.cytoscape.org/apps/networkanalyzer
http://apps.cytoscape.org/
https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.oligoevaluator.com/Login.jsp
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6.10 Extraccion de ARN total y sintesis de ADN complementario

Las extracciones de ARN de los tejidos se llevaron a cabo como se
describe en la seccion 6.1.2. Para evaluar la calidad del ARN total se corrieron
geles de agarosa al 1% tratados con 2% de hipoclorito de sodio comercial
utilizando buffer TAE 1X. Se realizé una inspeccion visual tomando en cuenta los
siguientes aspectos, las bandas 18s/28s del ARN ribosomal (ARNr) y la ausencia
de ADN gendmico (ADNg). Para evaluar la concentracion de ARN total se utilizd
un espectrofotdbmetro a Asg. Para evaluar la pureza se utilizaron las relaciones
Azeo280 Y Azzoi280- La sintesis de ADN complentario (ADNc) se realiz6 usando la
enzima SuperScript 1l (Invitrogen ®) siguiendo las instrucciones del fabricante
usando oligo d(T) y 1.5 pug de ARN total.

6.11 Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

El ADNc obtenido a partir del ARN total se diluyo 1:5 veces con agua
desionizada (miliQ), para ser usado como hebra molde para PCR. La reaccion de
PCR se realiz6 a un volumen de 25 pL con los siguientes componentes: Buffer 1X,
MgCIl2 1.25 mM, dNTPs 0.2 mM de cada uno, oligonucleétidos sentido y
antisentido 0.8 uM, DMSO al 5%, agua y 1.25 u de polimerasa Go Taq Flexi
(Promega ®). Se utilizo el siguiente perfil de temperaturas: 95 °C por 2 min, ciclo
de 35: 95 °C por 15 s, 60 °C por 20 sy 72 °C por 40 s y al terminar el ciclo una
extension final de 72 °C. Una vez terminada la reaccion se realiz0 una
electroforesis de agarosa al 1.5% (80 V por 50 min) utilizando buffer TAE 1X y Gel
RED 10,000 X para tefiir los acidos nucleicos, se utiliz6 marcador molecular 1 kb
plus. Los geles fueron analizados en un fotodocumentador de luz UV, los
productos de PCR se mandaron secuenciar por el método de Sanger en un solo

sentido (Zimmermann et al., 1988).



31

6.12 Seleccion de genes y disefio de oligonucleétidos para PCR en tiempo

real

Se seleccionaron 5 genes para evaluar la expresion de la ruta Toll-like, esta
seleccion fue hecha con base en los resultados del objetivo 2 y consulta de la
literatura. Los genes seleccionados fueron: receptor de tipo Toll-like 3 (LVTLR3),
factor de transcripcion Dorsal (LvDo), a-macroglobulina (LVAMG), factor anti-
lipopolisacarido (LVALF) y profilina (LvPNF); para los genes de referencia se
utilizaron: el factor de elongacién 1—a (LvEF1A), la proteina ribosomal L7 (RPL7) y
la proteina ribosomal L8 (RPL8). Los primers se disefiaron utilizando los siguientes
pardmetros: longitud del oligonucleétido 18 — 24 pb, 35 — 65% de contenido GC,
temperatura de alineamiento (Tm) 60 °C, que no se formaran dimeros, estructuras

secundarias y con abrazadera 2 < GC (Wang et al., 2007).

Los oligonucledtidos se disefiaron utilizando el software en linea
Primer3Plus con los parametros anteriormente mencionados. La estabilidad

termodinamica (formacién de dimeros) fue evaluada en el software OligoEvaluator.

Finalmente se realizé un PCR in silico para evaluar las caracteristicas finales de

los oligonucledtidos.

6.13 Curvas de calibracion y gqPCR

Primeramente se elabor6é un Supermix 2X en un solo lote para ser usado en
todo el experimento, el cual contenia los siguientes componentes: 2X solucion
amortiguadora sin color GoTag Flexi 5 mM MgCl, 0.4 mM dNTPs de cada uno,
colorante 2X EvaGreen, 10% dimetilsulfoxido y 2.5 u ADN polimerasa GoTaq Flexi
y ajuste con agua grado PCR. La mezcla maestra fue almacenada en tubos para

microcentrifuga de 1.5 mL con proteccion a luz directa.


http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.oligoevaluator.com/Login.jsp
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Las curvas de calibracion se prepararon primeramente realizando un
concentrado de todas las muestras tomando 2 pL de ADNc. Una vez mezclado, se
realizaron diluciones seriadas 1:5, 1:50, 1:500, 1:5,000, 1:50,000 y 1:500,000. Las
reacciones para el PCR en tiempo real, se llevaron a un volumen final de 15 pL
conteniendo lo siguiente: 1X mezcla maestra, 0.5 uM de oligonucle6tido sentido y
antisentido, agua y 5 pL de cada una de las diluciones. Las reacciones se llevaron
a cabo en tubos de tiras de 4 de 0.1 mL en el equipo de Rotor Gene 6000
(Corbette Research). El programa de amplificacién fue el siguiente: 95 °C por 2
min, 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 20 s y 72 °C por 25 s y finalmente un
programa para curvas de disociacion de (50 °C — 99 °C), tomando lectura cada
grado centigrado. EI ADNc fue cuantificado para partir de esa concentracion y

construir las curvas de calibracion.

6.14 Evaluaciéon de la estabilidad: Gen de referencia

Una vez obtenidas las curvas de calibracion se eligié la concentracion en
las que se correrian todas las muestras (1:50). Se corrieron los 3 genes de
referencia (LvEFla, LVRPL8 y LVRPL7). Las condiciones de reaccion fueron
idénticas a la seccion 6.3.2. Una vez obtenidas las corridas de todas las muestras
se cargaron las curvas estandar y se extrajeron los valores de Ct y se analizaron
con la herramienta en linea RefFinder (Xie et al., 2012).

6.15 Andlisis de expresion relativa 2724

y analisis estadisticos

Los valores de Ct de cada una de las corridas fueron ingresados en hojas
de célculo con la respectiva normalizacién de las curvas estandar realizada en el
software Rotor-GeneQ-Pure Detection v1.7.94, se aplicé la formula de 224
utilizando como gen de referencia a LVRPL7 ya que fue el gen mas estable. Los
analisis estadisticos realizados fueron ANOVA (P<0.05) y Holm-Sidak (P<0.05)

realizaron en el software SigmaPlot v11 (Livak y Schmittgen, 2001).



http://fulxie.0fees.us/?type=reference
http://www.sigmaplot.co.uk/products/sigmaplot/sigmaplot-details.php
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7. RESULTADOS

7.1 Secuencias obtenidas por Pirosecuenciacion 454

Los resultados de la Pirosecuenciacion 454, en ¥ de placa fueron de 68 Mb
y con un promedio de longitud de 321.84 pb. En la tabla Il, se muestra en resumen
las estadisticas obtenidas en la secuenciacion y del ensamble de Novo de las
librerias control, tratada y el ensamble realizado utilizando las dos librerias, Los
otros dos ensambles no se muestran, porgue como se comenté en la seccion 7.2

estos ensambles se realizaron para soportar los contigos.

Tabla Il. Resumen y estadisticas de ensamble de la
pirosecuenciacion 454 de L. vannamei.

Pirosecuenciacion generacion de datos

Numero total de lecturas 393,537
Numero total de bases secuenciadas 68,413,664
Promedio de longitud de lectura (pb) 321.83
Estadisticas de ensamblaje de Novo
Libreria Control
Numero de contigos 3,391
Total de bases ensambladas 1,691,228
Promedio de la longitud de contigo 582.34
N50 longitud contigo 612
Libreria Tratada
Numero de contigos 2,202
Total de bases ensambladas 823,367
Promedio de la longitud de contigo 373.92
N50 longitud contigo 427
Libreria Control y Tratada
Numero de contigos 5,100
Total de bases ensambladas 2,245,960
Promedio de la longitud de contigo 507.80
N50 longitud contigo 531
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7.2 Anotacion funcional

La anotacion funcional de los transcritos ensamblados en las distintas
librerias se presenta en la tabla 1ll, donde se muestra el nimero de secuencias

gue se encontraron en cada base de datos.

Tabla Ill. Resultados de la anotacién funcional de los contigos generados
después del ensamble de Novo.

Control Tratada Control-tratada
BlastX — SwissProt 2,422 396 2,558
BlastP — SwissProt 1,362 169 1,414
BlastX — UniRef90 2,835 507 3,051
BlastP — UniRef90 1,670 232 1,737
Pfam 1,283 162 1,329
SignalP 251 46 274
TMHmMmM 442 165 564
Anotacion GO 761 283 808
Anotacion
EgaNOG 1,617 121 1,715

7.2.1 Estadisticas de alineamiento local BlastX y BlastP

Las proteinas con mayor similitud al aplicar el algoritmo BlastX se muestran
en la figura 7. Los resultados de BlastX y BlastP fueron plasmados en la figura 8b
donde se observa para cada libreria la cantidad de resultados por cada
ensamblaje, en la seccion 11.4 se muestra un diagrama de Venn donde se
observan las diferencias en los resultados de BlastX. En las figuras 8 y 9, se
observan las graficas con mayor similitud de las especies con secuencias
homologas para la libreria control, para cada uno de los algoritmos (BlastX y
BlastP) contra las bases de datos correspondientes. Para ver el valor de
probabilidad que maneja el algoritmo y cual fue la significancia en cada
alineamiento (secciéon 11.1 de anexos), donde se observan histogramas de
distribucion para el valor de e (e-Value), este valor representa la probabilidad de

gue el alineamiento realizado no sea al azar.
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ARNr helicasa dependiente de ATP - |
ARN Polimersa subunidad b - |
Citocromo oxidasa sub-unidad b - |
Maturasa K - |
Citocromo b - |
Dipeptidil peptidasa - ]
Ovostatina 1 - ]
Factor iniciacion de la traduccion IF-2 - |
ARN polimerasa dirigida-ADN subunidad beta - |
NADH-ubiquinona oxidoreductasa cadena 5 - ]
Proteina Q300 - |
Proteina CR015 sin caracterizacion - J
Proteina U88 sin caracterizacion - |

T T T

0 50 100 150 200
Numero de BlastX Hits

Figura 7. Nombre de las proteinas mas abundantes. En el eje de las y se
muestran el nombre de las proteinas, en el eje de las x se muestran el nUmero de
resultados al aplicar el algoritmo BlastX a la libreria control-tratada.
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Figura 8. Grupo de taxas mas abundantes de la libreria control. Muestra el
namero de contigos con las 10 especies con mas resultados, en el algoritmo
BlastX y BlastP. A) Muestra el resultado de BlastX contra la base de datos de
SwissProt, B) muestra el resultado de BlastP contra la base de datos de
Swissprot, C) muestra el resultado de BlastX contra la base de datos UniRef90, D)
muestra el resultado de BlastP contra la base de datos UniRef90.
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Figura 9. Grupo de taxas mas abundantes de la libreria tratada. Muestra el
namero de contigos con las 10 especies con mas resultados, en el algoritmo
BlastX y BlastP. A) Muestra el resultado de BlastX contra la base de datos de
SwissProt, B) muestra el resultado de BlastP contra la base de datos de
Swissprot, C) muestra el resultado de BlastX contra la base de datos UniRef90, D)
muestra el resultado de BlastP contra la base de datos UniRef90.
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7.2.3 Estadisticas de anotacion funcional ontologia génica

Sumando las dos librerias (control y tratada) se obtuvieron 14,445 términos
de anotacion y 1,715 secuencias con anotacion, la distribucion de las anotaciones
y de las 3 ontologias fue representada por el nivel de anotacion (1-15) y nimero
de anotaciones por ontologia (Fig. 10). Las anotaciones de cada libreria fueron
resumidas al nivel 2 y mostradas en gréaficos de pastel en las figuras 11y 12. La
prueba exacta de Fischer control vs tratada (FESO 1 mg/L) se muestra en la figura
13.

Se utilizé el término de anotacion proceso del sistema inmune, para buscar
en la libreria tratada, secuencias (contigos) relacionados. En la tabla IV se

resumen las secuencias con la anotacion anteriormente mencionada.

1000

I Procesos biolégicos
3 Funcion molecular
I Componente celular

800 -

600 -

400 -

Numero de anotaciones

200 A

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Nivel de término GO

Figura 10. Distribucion de anotacién por nivel y ontologia para libreria control y
tratada. Se muestra el nivel de anotacion y el numero de anotaciones por nivel, en
las 3 ontologias. Media por nivel = 6.02, desviacion estandar = 2.73.
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A) Procesos Bioldgicos

Proceso de organismo Sefializacion
multicelular \ 4%
7%
Localizacién Proceso Gnico de
6% organismo
Regulacién biolégica 18% Respuesta a estimulos

8% 7%

Procesos metabdlicos
. 19%
Organizacién de
componenete celular o
biogénesis

6% Proceso celular
19%
Proceso de desarrollo
6%

B) Funcién Molecular

Actividad catalitica
45%

C) Componente celular

Organelo
27%

Regién extracelular
12%

Complejo
macromolecular
12%

Figura 11. Términos de la ontologia génica representados en el nivel 2, para la
libreria control. Los numeros representan el porcentaje de los términos, con un
valor de umbral de 160 secuencias.
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A) Procesos Bioldgicos

Localizacién
5%
Reproduccién
2%
Regulacion biol6gica
7%
Componenete celular de

biogénesis Proceso celular
7% 23%

Procesos  Sefializacién Proceso Unico
multicelulares 3% de organismo
6% 16%

—Respuesta a estimulos
5%

Procesos metabolicos
Proceso de desarrollo 22%

4%

B) Funcién Molecular

Actividad molecular
estructural
19%

Actividad de transporte
7%

Actividad catalitica
30%

C) Componente celular

Organelo Célula
28% 33%

Complejos
macromolecualres
0,
17% Region
extracelular
10%

Membrana de lumen
3%

Figura 12. Términos de la ontologia génica representados en el nivel 2, para la
libreria tratada. Los nimeros representan el porcentaje de los términos, con un
valor de umbral de 13 secuencias.
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Figura 13. Prueba exacta de Fischer (a = 0.07). Se observa la relevancia
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estadistica con el porcentaje de secuencias entre los términos de anotacién de las

librerias.

Tabla IV. Contigos con términos de anotacién procesos del
sistema inmune para libreria tratada.

ID secuencia  Nombre proteina BlastX ’,\'””.‘ero de
téerminos GO
compl12979 cO0 Apolipoproteina-D 198
compl3094 cO  Factor de coagulacién-D 34
comp13213 c0 Proteina de union GA 157
compl13306_cO0 Proteina quinasa 153
compl14127_cO Proteina alinila 70
comp4589 c0 Ubiquitina tioesterasa 124
comp5582_c0 Domino de cromo helicasa 223
comp692_c0 Crustacianina 210
comp8417_c0 Superdéxido dismutasa 285

comp9167_cO0  Proteosoma subunidad alfa 221
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7.2.3 Anotacion funcional de rutas metabdlicas en KEGG

Los resultados de KEGG fueron clasificados por jerarquias en su funcion.
En la tabla V se enlistan los resultados de las rutas metabodlicas de KEGG para la
libreria tratada clasificados por familias de proteinas. En las figuras 14 y 15 se
muestran dos rutas metabdlicas de interés utilizando como modelo a Drosophila
melanogaster, en las cuales se observan dos rutas metabdlicas de interés

relacionadas con rutas de sefializacion (Fig. 14) y el fagosoma (Fig. 15).

Tabla V. Tabla de anotacion jerarquias de modulos de BRITE
en KEGG. Muestra las familias de proteinas involucradas en
cada jerarquia encontradas en la libreria tratada.
Familia de proteinas: metabolismo
Proteinas fosfatasas y proteinas asociadas
Peptidadasas
Glicosil transferasas
Biosintesis de lipidos
Enzimas relacionadas con aminoacidos
Familias de proteinas: procesamiento de informacion
genética
Factores de transcripcion
Magquinaria de transcripcién
Biogénesis de ARN mensajero
Spliciosoma
Ribosoma
Biogénesis de ARN de transferencia
Factores de traduccion
Biogénesis mitocondrial
Familias de proteinas: sefializacién y procesos celulares
Proteinas del sistema de excrecion
Exosoma
Receptores de proteinas G acoplados
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Figura 14. Ruta de sefializacibn RAP1l. RAP1 es una proteina GTPasa que
controla diversos procesos: adhesion celular, unidon célula-célula, una gran
variedad de sefiales extracelulares controlan el ciclo a través de la regulacion de la
activacion de la GTPasa, RAP1 también regula la actividad de la ruta de
sefalizacion MAPK (MAP kinasa). Rectangulos marcados en rojo representan los
genes involucrados en esta Ruta Profilina, F-actina y p-catenina, que se
encontraron en la libreria tratada (Modificado de KEGG Pathways, hsa04015).


http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+hsa04015

44

PHAGQSONME Conventionalp hagocyiosis ER-medinied phagpcyiosis
Fe gamma R-mediated Phagocytic cup
Binding to recep tor phagocytosis Phagoeyiosis promoting rseephors

- e =
Endocytosis Opsouits
m n [Fear ][ Fark | [ ]
b . f . Comnpleraent receptors
- 8]
phagmr%?:ﬁsmgnmmy o lernagtion and Stlg MECL || MHCU| [ cp1 | cB3 | [icw |
VAP olthep Ser ) [ ‘
[c Jernend and ] [collecting]
O ezl T co;g\ﬂamncascad.es
l I Infegring
Pecycling endosome ER. i [tz || avpz || avps | [ TSE ]
!
~ Toll lke receptors
Ph i
5 s
Barlyrexdnsoras e i i
|
Scavenger receptors
.
“ S
Late endnsorme +
l * The activation mechanism of NADPH oxidass
|
I inactive form artive form
o or
O I o t9% w9 preyp
phox| 1 ox| gpot O
| Al
|
|
|
|

FPhagolysosore

04145 5714114
{c) Kanehisa Labaoratories

Figura 15. Ruta metabdlica del fagosoma en Drosophila melanogaster. La
fagocitosis es el proceso en cual la célula toma grandes particulas, el mecanismo
central es la regulacion de la inflamacion y la remodelacion del tejido. El fagosoma
estd compuesto por receptores especificos. Los rectangulos rojos muestran los
genes encontrados en la libreria tratada (Modificado de KEGG Pathways,
ko04145).



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?pathway+ko04145
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7.3 Redes de interaccién proteina-proteina

Un total de 452 contigos de la libreria control y 206 de la libreria tratada
identificados en el ensamble de Novo fueron utilizadas para la construccién de la
redes de interaccion. El software de GeneMANIA detecto 440 proteinas de la
libreria control, 206 proteinas de la libreria tratada y 544 de la combinacion de las
dos librerias, de tal forma que se obtuvieron 3 redes de interaccion (Fig. 23,
anexo). Los términos de la ontologia génica basada en procesos bioldgicos se
muestran en las tablas X, XI, y Xl (Anexos).

La identificacion de genes eje fue realizada en funcion del valor grado de
distribucion de nodos, fue ubicado para la libreria control la proteina RACK1 (Fig.
16A) y para la libreria tratada la proteina ARM (Fig. 16C).
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Figura 16. Redes de interaccion proteina-proteina de genes. A) muestra la red de
interaccion de la proteina eje RACK1. B) muestra la red de interaccion de la
proteina RACK1 y su analisis funcional enriquecido. C) muestra la red de
interaccion de la proteina ARM. D) muestra la interaccion de proteina de la
proteina eje ARM y su analisis funcional enriquecido. Las proteinas en cuadros
rojos son de la libreria control, las proteinas en circulos azules son de la libreria
tratada, y las proteinas en triAngulos amarillas son genes predichos por
GeneMANIA.
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7.4 Seleccion de genes de interés

La seleccion de genes se realizo utilizado la base de datos de la libreria
tratada a partir de la extraccion y busqueda manual utilizando como soporte las
herramientas anteriormente descritas y el soporte bibliografico necesario, la
seleccién se basa en genes de las rutas de sefalizacion del sistema inmune
innato (Tabla VI).

El soporte de la construccién del contigo se muestra en la seccion 11.2 de

anexos para cada gen.
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Tabla VI. Seleccién de genes de interés. Relacion con las rutas de sefializacion,
obtenidos en la libreria tratada. La tabla muestra el nombre del gen, el ID asignado
a la secuencia, la especie del resultado de BLAST y el e-Value (Seccion 11.2).

. Numero
Nombre del D Euncion Homologia de
gen e-Value
lecturas
Factor anti- Comp3 Respue,stq inmune, thopl).enae.us
LPS 18 .pe.ptldo. stylirostris 29
antimicrobiano 6e-23
o Comp4 Respuesta inmune, Zootermopsis
. P inhibidor nevadensis 96
macroglobulina 684 :
serin/proteasa 5e-24
Lipoproteina Proteina de PPR, =
T enneropenaeus
de Comp3 activacion del . .
- , chinensis 53
reconocimiento 788 sistema pro-fenol 0.0
de glucano oxidasa '
Proteina de Activacion del
L Compl , Astacus astacus
ligacion a B- sistema pro-fenol 16
447 ) 0.0
glucano oxidasa
Receptor Toll-  Compl Transduccion de Apis florea 8
Like 13 9901 sefales 2e-21
Compl Respuesta inmune Fenneropenaeus
Profilina P remodelacion del chinensis 315
350 :
citoesqueleto 5e-68
Re.cech,’f de Comp4 Transduccién de Penaeus monodon
activacion de ~ 115
. 027 sefales 0.0
kinasa 1
Legumain Comp3 Respuesta inmune Drosophila 339
76 proteasa melanogaster
. Comp3 - Penaeus monodon
Proteina RAN 974 Respuesta antiviral 4e-171 153
Metal- Comp3 Respuesta inmune Pogonomyrmex
Endopeptidasa 145 proteasa barbatus 69
de-77
Factor de .
S Drosophila
Comp6 transcripcion, genes
Dorsal : melanogaster 2
51 relacionados con la 36-122

ruta Toll-like




7.5 Disefio de oligonucleétidos a partir de la seleccion de genes
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A partir de la seleccién de genes de la seccion 7.4 se realizo el disefio de

oligonucledtidos especificos para cada gen (Tabla ViII).

Tabla VII. Disefio de oligonuclettidos para PCR, basados en la seleccién de
genes de la seccion 7.4.

Nombre Secuencia (5 - 3’) Nombre  Amplicé
sentido antisentido proteina n (pb)
XOXXXXXXXXXXXXK XXXXXXXXX XXX X Proteina
LVRPL8 XXXXX XXX XX ribosomal L8 586
XOXXXXXXXXXXXXK XXX XXXXXXXX Proteina
LVRPL7 XXXXX XXX XX ribosomal L7 328
XOOOKKXXXXXXK. XXXXXXXXXXXXXX ~—~— Factorde
LVEF1A elongacion 575
XXXXX XXXXX e
LVALF XOXOXKXXXKXXXXXX XXX X XXX XX l;i‘;g;gg;r 313
XXXXX XXXXX ido
MXOOXXXXXXXK XXX XXXXX Metal
LvMPZ XXXXX XXXXX peptidasa 555
LYPNF xxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxx Brofiing 470
Receptor
XOXOXXXXXXXXXXXK XXX XXX XX para
LVRACK1 XXXXX XXXXX quinasa-c 576
activada
LYRAN XXXXXxXxXxXxXxXXXXX XXXXXxXxXxXxXxXXXXX Broteina ran 660
MXOOOXXXXXXXK XXXXXXXXXXXXXX a-macro
LVAMG XXXXX XXXXX globulina 369
XOOOKIXIXXXXXXK XXXXXXXXXXXXXX ~— Proteina de
LvPPRBG ligacién a B- 683
XXXXX XXXXX glucano
XOOXXXXXXXXK XXXXXXXXXXXXXX ~— Proteina de
LvBBG ligacion a B- 508
XXXXX XXXXX glucano 2
MXOOOOOXXXXXX. XXXXXXXXXXX XXX~ Factorde
LvDOR transcripcion 364
XXXXX XXXXX Dorsal
LULGM xxxxxxxxxxxxxxxxxxx xxxxxxxxxxxxxxxxxxx Legumain 498
XXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXX  Receptor
LVTLR3 XXXXX XXXXX Toll 418
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7.6 Ubiquidad de la selecciéon de genes

La localizacion de la expresion de los genes enlistados en la Tabla VII se
muestra en la figura 17, la intensidad de las bandas puede ser comparada con el

gen LVRPLB8, gen ribosomal y de referencia.

s
i
o £ S & é Q 3 o £
=5 2 ‘S @© = s = o s et
o © o £ ) s o A 2 =
© o E 9 ] 3 o S 8 =2
e o 2 8 g £ &5 =2 2
LVRPL8
LvVTLR3
LvDOR
LVRACK1
LvBBG
LvPPRBG
LVALF
LVAMG
LvPNF
LvLGM
LvMPZ

Figura 17. Ubiquidad de seleccion de genes. Esta evaluacion fue realizada en
organismos juveniles sanos las filas representa a cada gen las columnas al tejido
especifico. NTC es el control negativo incluido. En negritas se indica la seleccion
para qPCR. Lo marcado en negritas representa genes y tejidos utilizados para
evaluacion de expresion relativa por PCR en tiempo real.
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7.7 Disefio de oligonucledtidos para PCR en tiempo real (QPCR)

En la tabla VIII se enlistan los genes seleccionados para ser evaluados por

gPCR y posteriormente medir la expresion relativa en aquellos organismos que se

expusieron a 1 mg/L de FESO por 48 h. Los genes principalmente seleccionados

son los de la ruta Toll (Fig. 3) los componentes candnicos fueron: el receptor de

tipo Toll 3 y el factor de transcripcion Dorsal.

Tabla VIII. Disefio de oligonucleétidos para qPCR.

Nombre _ Secuencia (5’—3’). . Amplicon
sentido anti-sentido (pb)
LVRPLS XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 206
LVRPL7 XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 161
LVEE1A XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXX)z(XXXX)z(XXXXXX 218
LVALE XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 186
LVPNE XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 299
LVAMG XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 296
LVDOR XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 163
LVTLR3 XXXXXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXX 244




7.8 Curvas de calibracion y gPCR

Las curvas de calibracion se realizaron para medir la eficiencia de
amplificacion de los oligonucleotidos disefiados, en esta curva se realizo la

evaluacion de los picos de las curvas de disociacion (Tabla 1X).

Tabla IX. Eficiencia de los oligonucledtidos para gPCR. La tabla muestra los
valores de correlacion de Pearson (R), el valor de la eficiencia, el valor de la
pendiente (M), la ordenada al origen (B) y la temperatura de disociacion (media +

desviacion estandar).

. L 5 .. : Curva
Oligonucledtido R R Eficiencia M B disociacion (°C)
LVRPLS8 0.98 0.96 91% -3.552  26.99 85.15+0.12
LVRPL7 0.98 0.96 94% -3.472 28.068 81.30+£0.12
LVEF1A 0.98 0.97 92% -3.638 27.442 87.40 £ 1.66
LVALF 0.99 0.99 94% -3.485 28.395 84.62 £ 0.09
LVPNF 0.97 0.95 89% -3.603 28.353 84.21 £ 0.29
LVAMG 0.96 0.93 106% -3.179 30.647 86.90 £ 0.23
LvDOR 0.97 0.95 87% -3.676  34.655 80.01 £ 0.25
LVTLR3 0.99 | 0.98 90% -3.598 26.969 84.05 £ 0.32

7.9 Andlisis de estabilidad

El analisis de estabilidad se muestra en la figura 18 que los genes LVRPLS
y LVRPL7 son los mas estables en los tejidos hepatopancreas, epidermis y

hemocitos, con una pequefia variacion mientras que EFAL sobrepasa el nivel de

estabilidad M > 1.5 (Vandesompele et al., 2002)
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Figura 18. Analisis de estabilidad de genes de referencia. La figura se apoya de
dos flechas para indicar hacia donde tiende la estabilidad en el experimento de
gPCR, para la eleccion del gen de referencia correcto evaluado en los tejidos
(hepatopancreas, epidermis y hemocitos) y los dos tratamientos (Fig. 6).
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7.10 Anadlisis de expresion relativa

La expresion relativa fue calculada con la férmula 222°T, donde el control se
normaliza a valor de 1, el gen de referencia utilizado fue LYRLP7 como se observa
en la figura 18. En la figura 19 se muestran los 5 genes evaluados por gPCR

seleccionados en la tabla VIII.

Figura 19. Expresion relativa en diversos tejidos. En la figura se muestran los
codigos de colores de los genes y los tejidos en los que se evalug, la expresion
relativa es respecto al gen de referencia LVRPL7. Existen diferencia significativas
en el andlisis de varianza (P < 0.05), las letras diferentes indican diferencias
significativas (P < 0.05) con el método de Holm-Sidak, (n=9).
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8. DISCUSION

8.1 Pirosecuenciacion y analisis bioinformatico

Las estadisticas de los 3 ensambles generados de la libreria control, la
libreria tratada, y la combinacion de estas, muestran diferencias en el nUmero de
contigos obtenidos (Tabla Il). Estas diferencias estan basadas directamente en la
quimica de la secuenciacion, para la libreria control se utiliz6 GS-Titanium y para
la libreria tratada se utilizé GS-FLX, esto indica que primera género lecturas mas
largas en pares de bases que la libreria tratada. La combinacién del ensamble de
la libreria control y tratada resulto en 5,100 contigos. Estas lecturas provienen de
material genético (ARN total) extraido de diferentes tejidos (seccion 6.1), con el fin
de obtener una variedad contigos con diversos patrones de ubiquidad. Un aspecto
importante es el nimero de contigos obtenidos en cada una de las librerias
separadas lo que nos indica un bajo indice de cobertura, en referencia al genoma
de L. vannamei que se aproxima a 2.64 Gpb. Con lo anterior se generaron otros
dos ensambles (resultados no mostrados), uno con la libreria control mas la base
de datos EST, y la libreria tratada mas la base de datos EST, esto para aumentar
la cobertura y partir con el supuesto los singletons (secuencias no ensambladas) y
las secuencias de la base de datos de EST generaran nuevos contigos, estos
datos fueron usados como bases de datos auxilaries para la busqueda de
secuencias, esperando una longitud mayor, no fueron anotados ni procesados por
el softarware de blast (Yu et al., 2015).

La figura 7, muestra las proteinas mas abundantes con mayor similitud y
frecuencia encontradas en la base de datos SwissProt, se observa que la proteina
U88 es la que tuvo mas Hits, en segundo lugar se encuentra la proteina CR015 y
la proteina Q300. La proteina U88 pertertenece a los Herpes Virus humano 6A, el
material genético con el que se partio fue ARN de camardn, esta situacién podria
estar relacionada con la contaminacion cruzada en la sintesis de librerias a nivel

de soluciones y reactivos (Salter et al., 2014)
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La proteina CRO15 es una proteina sin caracterizar pero con algunas
particularidades estructurales que indican su probable localizacion y funcion
molecular, con una estructura helicoidal y localizada en la membrana celular con la
aparente forma de una proteina de membrana de simple paso, esta proteina es de
H. sapiens, aunque no esta completa la caracterizacion es muy probable que en L.
vannamei exista una proteina similar que también se desconozca sus principales
funciones. En el caso de la proteina Q300 tiene homologia con M. musculus, esta
proteina se sobre expresa ante la infeccion del virus SV40 en células de Rattus
norvegicus y M. musculus (in vitro); las caracteristicas estructurales de esta
proteina son, un poli-péptido de 77 aminoacidos, un N-termina extremadamente
hidrofébico, y un C-terminal extremadamente hidrofilico. Estas caracteristicas,
<100 residuos de aminoacidos, y las propiedades fisicoquimicas indican que se
pudiera hablar de péptidos antimicrobianos no descritos en Homo sapiens con
alguna probable homologia en L. vannamei, aunque se necesita realizar una
caracterizacion molecular (Rosa y Barracco, 2010; Wagner et al., 1991)

En la distribucion de especies, obtenida del alineamiento local en la libreria
control, en el caso de BlastX y BlastP en la base de SwissProt (Fig. 8A 'y B) , se
puede ver representado Homo sapiens (14.22 %,14.83) y M. musculus (10.219%,
10.61%), estos resultados también se comparan con la cantidad de datos que
existen de estos dos organismos en la base datos de SwissProt, esta base de
datos contiene anotaciones manualmente realizadas, a partir de diversos
experimentos realizados a nivel biolégico (Bairoch y Apweiler, 2000). Para la base
datos UniRef90 (Fig. 8C y D) existen un conjunto de datos donde a mayor
porcentaje fue en funcion de Daphnia pulex (0.6% y 0.5%), esta base de datos
contiene proteinas aun sin anotacion con evidencia biolégica, si no con
asignacion, esta base de datos se utiliza para ampliar la distribucion de
informacion de especies en las bases de datos; UniRef90 es generada por la
agrupacion de secuencias de UniRef90. Existe muchisima informacién de D. pulex
debido a que su genoma ya fue secuenciado y este organismo es uno de los mas

usados para estudios de ecotoxicidad, ademas de pertenecer a los artrépodos y
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ser un crustéaceo, esto sugiere que existen genes en las librerias que aun no estan
caracterizados en L. vannamei (Colbourne et al., 2011; Suzek et al., 2015).

En el caso de la libreria tratada para el algoritmo de BlastX y BlastP (Figura
9C y 9D) contra la base de datos SwissProt, la distribucion de especies mostro
que H. sapiens (9.50% y 13.4%) y M. musculus (7.84% y 6.82%), en el caso de la
base de datos de UniRef90 se muestra que L. vannamei (3.7%) es la especie
principal para el algoritmo de BlastX y Caernohabditis briggsae (11.8%). En esta
Gltima seccion vemos que no hay una congruencia concreta entre los resultados
de la figura 9C y 9D. En principio observamos que la mayor parte las especies no
coinciden entre los dos algoritmos y la base de datos UniRef90. Para poder
comparar los resultados de los dos algoritmos se debe revisar que los resultados
sean las mismas proteinas, que los valores de probabilidad e (e-Value) sean
similares, y que las proteinas tengan la misma posicion en inicio/final. En el caso
anterior vemos que no existen los mismos resultados con las especies por tanto,
no son los mismos resultados, esto podria indicar que los marcos de lectura
abiertos (+1, +2, y +3) de BlastX podrian ser mas de uno por contigo, lo que da
mayor numero de resultados y al evaluar las especies mas abundantes este
resultado, no es similar entre los dos algoritmos.

Gréficos de pastel fueron utilizados para la descripcion de anotaciones
funcionales nivel 2 de la ontologia génica, esto con la finalidad de interpretar los
resultados de manera mas general, debido a que los niveles mas altos, son mas
especificos y frecuentemente estan relacionados con la variabilidad topolégica y la
organizacion no optima de una rama mas especifica de un nivel mayor (Fig. 10).
Para ver los principales procesos en los contigos de la libreria control y la libreria,
para tratar de generalizar los principales procesos. En la figura 11 podemos
observar de manera resumida en las tres categorias del GO: procesos celulares,
funcion molecular y componente celular. Para procesos celulares (Fig. 11A)
proceso celular (19%), procesos metabodlicos (19%) y proceso simple de solo
organismo (18%) fueron las categorias mas representadas, lo que nos indica una

alta actividad celular donde pueden estar envueltos procesos relacionados con la
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homeostasis celular. Para funciones moleculares (Fig. 11B) solo hubo dos Unicas
categorias unién (55%) y actividad catalitica (45%), estos resultados podrian estar
relacionados con procesos del metabolismo sistémico, en el balance energético
del organismo. Para componente celular las categorias: células (33%), organelos
(27%) fueron las localizaciones celulares con mas actividad, esto resume la
localizacion de la actividad molecular y los procesos celulares, donde se observa
qgue los procesos anteriormente mencionados son localizados dentro de la misma
célula (Blake et al., 2013).

En el caso de la categorias para procesos celulares (Fig. 12A) se encontrd
que procesos metabdlicos (22%) y procesos celulares (23%) fueron las de mayor
porcentaje, aunque encontramos una categoria baja de reproduccidén estos
resultados pueden ser relacionados con la alta actividad metabdlica para alcanzar
la homeostasis. En el caso de las funciones moleculares (Fig. 12B) encontramos
al igual que el control las categorias de union (44%) y actividad catalitica (30%) y
dos funciones mas actividad molecular estructural (19%) y actividad de transporte
(7%), esto nos indica que hay una actividad de transporte y formacion de
complejos macromoleculares, por lo que se infiere que ademas de la actividad
metabdlica, existen mecanismos de transporte. En el caso de la categorias de
componente celular (Fig. 12C) se encontré célula (33%), organelo (28%), y una
nueva categoria de region extracelular (10%). A diferencia de la libreria control
(Fig. 11C), estos resultados nos indican que la actividad de transporte se esta
dando hacia el exterior celular y que existen complejos macromoleculares
relacionados con la actividad catalitica, metabdlica, y de unién. En resumen de
estos dos resultados entre las anotaciones de la libreria control y tratada,
encontramos la similitud en las dos de actividad metabdlica proceso que esta
ligado a las funciones moleculares de actividad catalitica y union, la diferencia se
encontré en la libreria tratada en actividad de transporte, y actividad molecular
estructural relacionado con la actividad de formacion de complejos

macromoleculares (17%) (ej. complejo ribosomal). En los componentes celulares
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se vio que la localizacion celular esta ubicada en region extracelular (10%), esto
explica la actividad de transporte (7%) (Blake et al., 2013).

En las figuras 11 y 12, se observan anotaciones idénticas que no permiten
visualizar de manera significativa las diferencias a nivel de anotacién entre las dos
librerias. La prueba exacta de Fischer nos permite visualizar la diferencia
significativa entre anotaciones de las dos librerias (control y tratada).

En la figura 13 se observan diferencias significativas (a < 0.01) entre los
categorias de anotacibn, se observa expresion génica, complejos
riboucleoproteicos, traduccion, constituyente estructural del ribosoma, y el
ribosoma. Esto nos indica que existe una mayor actividad de transcripcion y
traduccion de proteinas en la libreria tratada. Las sefalizaciones celulares tienden
a utilizar mensajeros para producir proteinas que ayudan a transcribir ciertos
genes relacionados con un tipo de respuesta, puede ser a estrés, por una sefal
del sistema inmune, por tanto estas actividades estan relacionadas los procesos
de transcripcién y traduccion de genes. Estos resultados tienen términos de
anotacion mas especificos (> nivel 3) pero pertenecen en a los términos de los
resultados obtenidos en las figuras 11 y 12 (términos generales), a diferencia en
los mostrados en la figura 13 donde se ven términos mas especificos (Carbon et
al., 2009; The Gene Ontology Consortium, 2000; Ewbank, 2006; The
GeneOntology Consortium, 2004).

Se utiliz6 el enfoque de mineria de datos para encontrar genes relacionados
con la funcién inmune (GO: 0009987, Immune system process) mostrada en la
tabla IV. Las apolipoproteinas estan relacionados con el metabolismo de lipidos y
el transporte de colesterol, particularmente con las proteinas de alta densidad. En
los crustaceos solo se ha definido que estas apolipoproteinas son encargadas del
almacenamiento de colesterol. Estudios en el pez Cyprinus carpio se produce
mucus con alta concentracion de apolipoproteinas de alta densidad, donde se
demostro in vitro su accion bactericida contra Escherichia coli, probablemente este
tipo de proteinas aun no se han estudiado a fondo en los crustaceos y solo se

conoce su funcion de transporte de lipidos y colesterol (Concha et al., 2003; Yepiz-
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Plascencia et al., 2000). Los factores de coagulacion son proteinas que participan
para encapsular y formar nédulos ante una infeccidon bacteriana (Tassanakajon et
al., 2013).

KEGG BRITE es una coleccion de jerarquias utilizadas para representar un
grupo de proteinas en familias de acuerdo su funcién especifica a nivel celular. La
libreria tratada fue sometida al analisis de KEGG BRITE (Tabla V). Los resultados
estan en funcion de familias de proteinas, metabolismo, procesamiento de la
informacion genética, sefalizacion y procesos celulares (Tabla V). En el
metabolismo se encontraron proteinas envueltas en procesos catabdlicos y
anabdlicos, estos resultados estén relacionados con el alto porcentaje de los
procesos metabdlicos (22%) encontrados en el analisis funcional a nivel 2 (Fig.
12A). Por otra parte el procesamiento de la informacion genética explica el alto
porcentaje de los procesos celulares (23%) encontrados en la figura 12A, ya que
la transcripcion, y la traduccion de genes son procesos celulares dentro de la
estructuracién de la ontologia de procesos biolégicos. Finalmente encontramos
una familia relacionada con la sefalizacién y procesos celulares, aunque esta
informacion no se puede ligar especificamente a un término en especifico,
podemos observar en la figura 12C un porcentaje del 10% para la actividad
extracelular y 9% para membrana. En las jerarquias se visualiza proteinas del
sistema de excrecion, exosoma y receptores de proteinas G acoplados (Tabla V).
Lo que resume que la informacién encontrada en el analisis de ontologias a nivel 2
y los resultados del KEGG BRITE tienen la siguientes ligas, proteinas del sistema
de excrecion con actividad de transporte (Fig. 12B), el exosoma con la regién
extracelular (Fig. 12C) y receptores de proteinas G acoplados con sefializaciéon
(Fig. 12A) (Carbon et al., 2009; Garrington y Johnson, 1999; Mathivanan et al.,
2010).

Las Rutas metabodlicas de la sefalizacion RAP1 y el fagosoma de D.
melanogaster estan relacionadas con rutas de sefalizacibn y mensajes
intracelulares (Fig. 14). En el caso de RAP1 intervienen los procesos de

fosforilacion, estas rutas controlan diversos procesos como: la adhesion, la union
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célula-célula que pueden ser activados por un conjunto de sefiales extracelulares;
las proteinas Profilina, F-actina y B-Catenina fueron identificados fragmentos
homologos en la libreria tratada (Fig. 14). Existe una evidencia indirecta de como
la profilina esta relacionada con la respuesta inmune innata en invertebrados, en
F. chinensis fue caracterizada una profilina y se observo una sobre regulaciéon del
transcrito después de 6 h post-infeccion con WSSV, por lo cual se ha propuesto
como un mecanismo de defensa ante infecciones virales (Kong et al., 2009). La
fagocitosis (Fig. 15) es un proceso donde la célula toma grandes particulas la
interaccion de proteinas que controlan la inflamacién y la remodelacion del
citoesqueleto debido a al momento de fagocitar alguna particula la célula tendra
gue modificar de manera significativa su tamafo, estos resultados sugieren que el
proceso de fagocitosis es un proceso controlado por vias de sefalizacion,
directamente con el reconocimiento de patdégenos o partes estructurales de ellos
(Bos et al., 2001; Stuart et al., 2007).

Las proteinas encontradas para estas rutas metabdlicas, la RAP1, y el
fagosoma fueron seleccionadas a través de los modulos KEGG BRITE (Tabla V),
se encontraba categorizada como exosoma celular, estos procesos estan
directamente ligados a los siguientes términos de ontologia, sefalizacién (3%),
complejos macromoleculares (17%), region extracelular (10%), membrana (9%), y
actividad de transporte (7%) (Fig. 12).

Las redes de interaccién proteina-proteinas son utilizadas para predecir
diversos tipos de interaccion en las proteinas (Fig. 23). La forma mas facil de
visualizar estas interaccion es conociendo las funciones enriquecidas basadas en
la ontologia de procesos bioldgicos. En las tablas X, Xl y XllI, los mismos términos,
pero con diferente valor de probabilidad segun la red de interaccion. Para la
interaccion de la libreria control, tratada, y la combinacion de ambas (Fig. 23A, By
C) los términos con mayor significancia fueron (P < 0.05), ribosoma citosdlico,
parte citosélica, y subunidad ribosomal. Esto indica que las interacciones
principales de las proteinas estan relacionadas con el citosol celular, y las

subunidades ribosomales, estos datos estan ligados a la alta actividad de
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procesos celulares encontrados en la libreria control (19%) y tratada (23%) en el
andlisis de las figuras 11 y 12, donde no se pueden detectar diferencias
significativas entre los procesos enriquecidos de las 3 redes de interaccion
proteina-proteina generados.

El andlisis de los genes eje fue realizado para detectar genes encontrados
en la libreria control y en la libreria tratada de manera independiente y observar
los patrones de interaccion entre ellas mismas. El RACK1 fue seleccionado como
proteina eje en funcion del valor grado de distribucion de nodos (250), esta
proteina pertenece a la libreria control (Fig. 16A), el analisis funcional enriquecido
para esta proteina eje, en la libreria control y tratada mostro una actividad en
modificacion del citoesqueleto ligada a la mitosis celular (Fig. 16B). Esto indica
gue los procesos de reacomodo del citoesqueleto estan directamente relacionados
con la proteina RACK1 y sus interacciones. También se ha reportado que RACK1
funciona como una plataforma para la sefializacion de moléculas de los
ribosomas, esto se puede ligar a que el término de traduccion aparece en el
andlisis funcional enriquecido (Fig. 16B) (Nilsson et al., 2004).

La proteina ARM es un eje con valor de grado de distribucién de 141,
pertenece a la libreria tratada (Fig. 16C). El analisis funcional enriquecido (Fig.
16D) muestra los siguientes, términos sefializacion célula-célula, localizacion de
proteinas, organizaciéon de la membrana, y formacién de la cuticula. Esta proteina
esta catalogada como clave para la formacion de ciertos tipos de tejidos en D.
melanogaster, es homologa al gen de polaridad Dorsal, factor de transcripcién

clave en la ruta Toll en crustaceos (Li y Xiang, 2013; McCrea et al., 1991).
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8.2 Ubiquidad de la seleccion de genes

Los genes seleccionados fueron evaluados en tejidos de organismos sanos,
en la figura 17 se muestra la ubiquidad de los genes. Los genes de referencia
fueron LVRLP7, LVEF1A, y LVRPL8 (ultimos 2 no mostrados). El gen LVTL3 se
expresa en todos los tejidos y comparado con el gen de referencia se puede inferir
que la expresion del gen es constitutiva para todos los tejidos (Fig. 17). En D.
melanogaster las rutas Toll e IMD son las principales rutas de regulacién de la
respuesta inmune. Estudios de esta ruta esta han atribuido a la expresion de
péptidos antimicrobianos mediados por la familia de factores de transcripcion
Dorsal. Este gen que codifica al receptor de tipo Toll, esta expresado en todos los
tejidos. La localizacion celular de este receptor en crustaceos peneidos es
desconocida, pero en D. melanogaster se encuentran ubicados en las membranas
celulares y citoplasméticas. Estos receptores llevan un rol potencial en las rutas de
sefalizacion de la respuesta inmune. El factor de transcripcion dorsal esta
directamente relacionado con la ruta de sefalizacion Toll, en la figura 17 se
observan bandas tenues respecto a LVRPL8 en ganglio, corazén, epidermis,
intestino, branquias, y hepatopancreas. Estos productos de PCR fueron
detectados al ciclo 35. La técnica de PCR punto final es una técnica menos
sensible que el PCR en tiempo real (QPCR). Estos resultado comparados a los
obtenidos por Huang et al., 2009, demuestran que si hay una expresion en los
tejidos anteriormente mencionados a diferencia del que se muestra en la figura 17
que no se observa expresion en hemocitos. Cabe mencionar que la expresion
relativa de este gen es significativamente alta (P < 0.05) ante la infecciéon con
WSSV y con Vibrio anguillarium en F. chinensis. Esto demuestra que la expresion
de estos factores de transcripcion son claves para el control de la respuesta del
sistema inmune innato ante una infeccién en crustaceos (De Gregorio et al., 2002;
Lemaitre y Hoffmann, 2007; Li et al., 2009).

La expresion del gen LVRACK tiene el mismo patron de ubiquidad que

LvToll. Los estudios de este gen en L. vannamei son nulos. En D. melanogaster no
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existe informacion relacionada con la expresion en las respuestas a nivel
inmunolégico, pero si con la transduccion de sefales célula-célula. Este gen se
selecciond porque es clave para la transduccion de sefiales y en las redes de
interaccion proteina-proteina denota sefalizacion de procesos ligados a la
modificacion de los tubulos del citoesqueleto y la traduccion de genes (Fig. 16B).
La expresion constitutiva de este gen denota la importancia en a nivel funcional
para la célula, es probable que este gen sea parte de los procesos de homeostasis
celular mas basicos (ej. el mantenimiento del citoesqueleto) (Nishizuka, 1986).

El gen LVYPPRBG es una lipoproteina de alta densidad relacionada con la el
reconocimiento de microorganismos. Es una proteina que reconoce patrones y la
llaman “proteina de union a beta glucano”. En una isoforma descrita en L.
vannamei se determind que esta proteina se expresa en glandula digestiva,
musculo, pleépodos, y branquias, pero no en hemocitos (Fig. 17). Es probable que
este contigo corresponda a una isoforma nueva, encontrada en la libreria tratada.
La ubiquidad se encuentra en, ganglio, corazon, epidermis, estomago, muasculo, y
hepatopancreas. Los resultados de alineamientos de proteinas muestran una alta
identidad con la isoforma descrita en L. vannamei, pero los resultados de
nucleotidos no muestran identidad alguna, este es el principal elemento para inferir
gue se habla de una nueva isoforma (Romo-Figueroa et al., 2004).

El gen que codifica a la proteina precursora de unién al B-glucano (LvBBG),
solo se ubica en hepatopancreas (Fig. 17). Estos resultados pueden ser
explicados debido a que esta proteina interactlia Unicamente cuando hay una
infeccion bacteriana, sobre todo en estado agudo. Existe la posibilidad de una
fuerte interaccion con patrones moleculares de bacterias (Su et al., 2004).

LVALF es un gen que codifica para el factor anti-lipolisacarido clasificado
dentro de los péptidos antimicrobianos. Este se encuentra distribuido en todos los
tejidos, pero no de manera constitutiva. Se demostr0 que en hemocitos la
expresion relativa es 27 veces mas que estbmago y el resto de los tejidos. Este
péptido fue encontrado en la libreria tratada y se caracterizé, demostrando ser una

nueva isoforma con nuevas caracteristicas estructurales (datos no mostrados).
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Este péptido antimicrobiano no se ha demostrado que su expresion este regulada
por la ruta Toll, pero se sabe que las demas isoformas que existen en L. vannamei
son reguladas mediante esta ruta y que existe un efecto anti-bacteriano y anti-viral
para en neutralizacion de toxinas bacterianas (Tassanakajon et al., 2013).

Las a-macroglobulinas (AMGs) son proteinas que se encuentran en el
plasma de invertebrados y participan en los procesos de inhibicion de proteasas.
Este proceso esta altamente relacionado con la coagulacion. El gen LVAMG es
probablemente una nueva isoforma de una AMG encontrada en la libreria tratada.
La ubiquidad de LVAMG se muestra en la figura 17 con bandas muy tenues a
excepcion de la glandula digestiva. Es comun que algunas proteinas sean
expresadas en ciertos tejidos (hepatopancreas) y posteriormente sean exportadas
a otros (hemolinfa). En hemolinfa se han purificado dos AMGs, esto explicaria el
hecho que las AMGs se encuentran libremente en el plasma como parte del
sistema de coagulacion (Gollas-Galvan et al., 2003).

Las profilinas son proteinas pequefias que se unen a la actina y son
esenciales para dinamica del citoesqueleto. Tienen funcidon controlar el trafico
membranal, sefalizacion mediada por GTP. La profilina es esencial para la
proliferacion celular, y la diferenciacion. En la figura 17 se puede observar que la
profilina tiene ubiquidad constitutiva en todos los tejidos evaluados debido a su
funcién celular bésica e indispensable para la homeostasis celular (Kong et al.,
2009; Rawe et al., 2006).
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8.3 Efecto del FESO y niveles de expresion relativa

El FESO es un producto proveniente de roca volcanica solubilizada con
calor en condiciones acidas para ser ajustado a pH neutro. Esta mezcla compleja
fue donada por el Dr. Edgar Quero. Fue administrado por inmersion a organismos
durante 48 h, diversos experimentos realizados indican un efecto en la produccion
de moléculas relacionadas al sistema inmune cuando se realizaba la exposicion
por inmersion. La pregunta cientifica planteada fue: ¢Cuales son los genes y las
rutas de sefalizacion que activan la respuesta inmune de Litopenaeus vannamei,
cuando es tratado por inmersion con FESO?. Los resultados de la figura 19
indican que este producto tiene un efecto sobre dos tejidos importantes para
inmunidad en L. vannamei, epidermis, y hemocitos, debido a que se observa que
existe una tendencia en la expresion relativa de los genes relacionados a las rutas
de sefalizacion, LVTLR3, y LvDo. Ademas los genes relacionados con la
respuesta inmune LVAMG, LVALF, y LvPNF. Diversos estudios indican que el
hepatopancreas es un tejido clave cuando existen infecciones de tipo viral y
bacterianas debido a que es el tejido que controla el metabolismo sistémico en L.
vannamei. Es probable que el efecto del FESO, simplemente sea a nivel de la
primera barrera de defensa (epidermis) y al sistema que de reconocimiento
(hemocitos), no se habla de una infeccién, pero si de un posible efecto a nivel de
inmunoestimulacion a nivel molecular, segun los resultados obtenidos (Fig. 19).
Conocer a fondo el efecto anteriormente mencionado, es necesario complementar
con estudios de a nivel energético-celular el efecto a corto plazo y largo plazo del
FESO, determinando el periodo de inmunoestimulacion. EI FESO cambia las
concentraciones de sales y minerales en el agua. La epidermis al estar en
contacto con agua con diferentes concentraciones de sales y minerales, es
probable que cambie su estructura celular, para adaptase a la nueva presion
osmoética. Esto lo podemos verificar con el patrén de expresion relativa del gen
LVPNF (Fig. 19), ya que la expresion es significativamente diferente (P < 0.05)

respecto a hemocitos y hepatopancreas. Una vez en contacto el agua con
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diferente concentracion de sales/minerales, y la epidermis, los hemocitos
circulantes de la hemolinfa inician procesos y las cascadas de sefalizacion y se
observa el efecto a nivel transcripcional de los genes LVALF, LVAMG y LVPNF
(Lee y Soderhall, 2002; Li y Song, 2010; Raa, 2013; Schopf, 2006).

Los genes seleccionados para medir su expresion relativa por la técnica de
gPCR se muestran en la tabla VIII. Fueron seleccionados 5 genes, segun el
disefio experimental (Fig. 6). La expresion relativa esta en funcion del gen de
referencia LVRPL7 (Fig. 19). El analisis estadistico esta realizado de manera
individual para cada gen respecto a cada tejido.

La expresion de LVTLR3 en hepatopancreas se aproxima a la linea
punteada que refiere a la condicion control (normalizacion). El hepatopancreas es
el tejido responsable de la digestion y del metabolismo sistémico del organismo.
Se observa el patron de expresién muy cerca a la condicién control, lo que podria
estar indicando, que el hepatopancreas esta realizando funciones para el
mantenimiento del organismo (Wang et al., 2012). En epidermis y hemocitos se
puede ver una expresion significativa (P < 0.05) respecto a hepatopancreas. Los
niveles de expresion relativa de todos los genes mantienen el mismo patrén de
expresion relativa, donde el hepatopancreas es el tejido con menos nivel de
expresion relativa, en hemocitos, y epitelio, Existe un patron parecido. Se puede
observar que hay una expresion relativa alta en epidermis y hemocitos en
respuesta al tratamiento con el FESO. La epidermis es la primer barrera de
defensa, es probable que la el efecto del FESO tenga una interaccion directa con
la epidermis y la segunda termino en los hemocitos, estos pueden viajar por todo
el organismo a través de un sistema de circulacion abierto, estas células son
especializadas para en el reconocimiento. La expresion relativa de LVTLR3 en
hemocitos, y epidermis, es significativamente alta. En estos tejidos existen
moléculas de interaccionar intra- y extra-celularmente. La expresion fue 6 veces
mas que en la condicién control en epidermis, y 11 veces mas en hemocitos
(Figura 19) (Caceci et al., 1988; Muhammad et al., 2013; Wang et al., 2012).
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La expresion relativa de Dorsal en hepatopancreas es inferior al control en
epidermis 2 veces mas que la condicion control y en los hemocitos 18 veces
(Figura 19). LVDOR es de la familia de los factores de transcripcion y esta
asociada a la regulacion de la expresion génica de péptidos anti microbianos. La
expresion mas alta fue en hemocitos porque quizd el efecto del FESO
primeramente es reconocido en la epidermis y posteriormente en los hemocitos,
estos al estar expuestos al FESO inician su maquinaria de sintesis de moléculas
de defensa y péptidos anti microbianos debido a que en los hemocitos granulares
y semi-granulares existen granulos donde se pueden encontrar diversos tipos de
moléculas tanto de reserva de energia como de defensa, esto explicaria el patron
de expresiéon de LVALF, una expresion alta en epidermis y baja en hemocitos, esto
explicaria que la respuesta del FESO va mas alla de la sintesis de péptidos
antimicrobianos, debido que pudiera existir una regulacion de tipo feed back en la
produccion de LVALF, es decir que los hemocitos ya tengan almacenado este
péptido en sus granulos, en cambio en epidermis se expresa porque no hay
estructuras celulares que soporten el almacenamiento de estos péptidos
catibnicos, ademéas como este tejido es la principal barrera de defensa y es
estimulado por el FESO, se espera que aumente la expresion de genes
relacionados la respuesta inmune como el caso de LVALF (Jimenez-Vega y
Vargas-Albores, 2007; Liu y Wang, 1998a; Yang et al., 2009).

Las alfa-2 macroglobulinas (A2M) son glicoproteinas encontradas en varios
grupos taxondmicos de animales y actian como inhibidores de proteasas
(Armstrong y Quigley, 1999). La expresion relativa de LVAMG en hepatopancreas
es significativamente alta (P < 0.05) en epidermis y hemaocitos, en los tratamientos
con FESO. En D. melanogaster se ha observado que la expresion de este tipo de
familias proteicas esta mediado por la ruta Toll o IMD, se observa que LVTLR3 y
LVAMG tienen el mismo patrén de expresion en los distintos tejidos (Lagueux et
al., 2000). El otro patron que se ha observado es el aumento de la expresion de
ante la infeccion con WSSV y Vibrio. Esta LVAMG evaluada es probablemente una

nueva isoforma encontrada en la libreria tratada, lo que se ha observado con este
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tipo de proteinas que su funcion pudiera llegar a ser redundante entre las
isoformas evaluados en Fenneropenaeus chinenesis (Ma et al, 2010).
Generalmente las A2M se expresan y posteriormente se sintetizan y exportadas al
plasma, pero cuando se utiliza FESO la expresion de LVAMG aumenta
significativamente en los hemocitos respecto al control, y también aumentan en la
primer barrera de defensa del organismo. Esto indica que el primer contacto del
FESO en el agua por inmersion puede ser la piel y posteriormente el segundo
contacto son las células especializadas en reconocimiento y la expresion se
dispara, el mismo patrén sucede cuando hay retos con WSSV y Vibrio.

La expresion con profilina (LvPNF) en hepatopancreas es ligeramente
inferior al control, en epidermis es 10 veces por encima del control y en hemocitos
el patrén de expresion parece ser el mismo que en hepatopancreas (Figura 19).
Estos resultados pudieran resumirse en el efecto del FESO hace que el
citoesqueleto de epidermis tenga que sufrir una modificacién estructural para
realizar el contacto con las moléculas del FESO. En una infeccion con WSSV se
observd que la profilina aumenta sus niveles de expresion, esto indica su ligada
funcibn a procesos inmunes relacionados con cambios estructurales en el
citoesqueleto, como la célula huésped tiene que modular el citoesqueleto celular
para hacer frente a una situacion que implique cambios dinamicos (Kong et al.,
2009).

Existe una tendencia en la expresion de los genes relacionados a las rutas
de sefalizacion LVTLR3 y LvDo y a los genes relacionados con la respuesta
inmune LVAMG, LVALF y LVPNF. El hepatopancreas es un tejido clave cuando
existen infecciones de tipo viral y bacterianas debido al control del metabolismo
sistémico. Es probable que el efecto del FESO, simplemente sea a nivel de la
primera barrera de defensa y al sistema que de reconocimiento a nivel de
hemocitos, no estamos hablando de una infeccion, pero se habla de un efecto a
nivel de inmunoestimulacién, segun los resultados.

Los receptores de tipo Toll, son activados por PPRs y ligandos especificos

capaces de inducir la sefal al interior celular, estos patrones se encuentran a en
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moléculas de los microorganismos como bacterias y virus, pero hablando en
términos estructurales el FESO proviene de roca volcanica, por esta razén se ha
tratado de hipotetizar que en estas rocas volcanicas pudieran existir
microorganismos en fosilizados y algunas de las estructuras que reconocen los
PPRs pudiesen sobrevivir a la solubilizacion acida a la cual es sometida el FESO y
probablemente con esto se podria inferir este probable efecto inmunomodulador
del FESO; en estudios donde se utilizan inmunoestimulantes se utilizan estos
compuestos de las paredes celulares para inducir estimulacion del sistema
inmune, el claro ejemplo han sido los B-glucanos y los lipopolisacaridos.

Otra de las hipétesis para la explicacion del efecto del FESO, estd basado
en que promueve el crecimiento de microorganismos asociados de L. vannamei,
tanto del organismo como las del medio acuatico. ElI aumento de
microorganismos, pudiera estar generando respuestas a nivel inmunoldgico, con
esto se soporta adicionalmente que el FESO causa un efecto en el agua, este
promueve el crecimiento de microorganismos, y estos despiertan la respuesta
inmune. Es necesario complementar este estudio utilizando isotopos estables para
conocer qué es lo que sucede, ademas realizar retos con bacterias y virus, para

evaluar la supervivencia, y determinar si el FESO confiere alguna proteccion.
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9. CONCLUSION

En otros trabajos que antecedieron a este (seccion 2.4), se habia
observado una notablemente expresién de genes relacionados con el sistema
inmune innato de L. vannamei por tanto se propuso como pregunta cientifica
Cudles eran los genes de las rutas de sefalizacion que activaban esta respuesta
inmune, esta pregunta es compleja de contestar ya que se puede considerar que
los mecanismos celulares estan gobernados por muchos procesos bioldgicos,
pero encontramos una estrecha relaciéon entre la ruta Toll y la expresion de genes
relacionados a esta ruta. Hubo algunos genes como en el caso de LvPNF que no
se tiene el sustento bibliografico ni metodologico para decir que es expresado
mediante la via Toll. Se concluye de manera importante es el patron de expresion
que tienen los dos componentes candnicos de esta ruta evaluado en aquellos
tratamientos tratados con FESO. Se puede mencionar que la exposicién de 1 mg/L
de FESO genera una respuesta a nivel transcripcional del LvTLR3, LvDo, LVALF,
LVAMG y LVPNF. Estos LVTLR3 y LvDo son componentes canoénicos de la ruta
Toll (seccion 2.4.1), el primero es la proteina transductor de sefiales hacia el
interior de la célula y el segundo es un factor de transcripcion de los genes LVALF,
LVAMG y LVPNF.

En la hipétesis planteada se menciona que la exposicion al FESO habra
genes relacionados con rutas de sefializacidn, esto se pudo observar en el area de
resultados que hubo wuna respuesta transcripcional de LvTLR3 y LvDo
componentes candnicos de la ruta Toll, pero la falta de cobertura y profundidad de
la técnica utilizada (pirosecuenciacién) solo nos aproximé a unas familias de
genes, se puede mencionar que la hipotesis no se rechaza, aunque faltaria la
generacion de datos e investigacion para ser no rechazada completamente.

En el sentido mas practico, para qué usar FESO en estanques de camardn,
aparte de utilizarlo como fertilizante para aumentar la productividad primaria de los
estanques de cultivo de camardén, porque hay que seguir estudiandolo. Este

trabajo se demostré que falta un soporte experimental basado mas a nivel



72

fisiologico, celular e histolégico, lo cual daria mas soporte cientifico para
direccionar al FESO como una nueva familia de compuestos inmunoestimulantes
con grandes ventajas sobre otros que existen actualmente (ej. Forma de
administracion).

En funcién de los objetivos se puede mencionar la identificaron genes
relacionados con las rutas de sefializacion, incluso isoformas (no caracterizadas) y
los niveles de expresion de estos cuando son tratados con FESO. Se identificaron
por medio de herramientas bioinformaticas, genes relacionados con el sistema
inmune y algunos que participan en la ruta de sefializacion. tilizando
pirosecuenciacion 454 y el enfoque del ensamble de Novo, con el alineamiento
local de secuencias (BLAST) se pudieron determinar secuencias homologas y
posteriormente anotaciones (GO y KEGG) lo cual nos permitié hacer una mineria
de datos en el andlisis y la identificacibn de genes que participan en rutas de
sefalizacion y la respuesta inmune en L. vannamei expuesto al FESO. Mediante el
uso de organismos sanos se logro identificar en que tejidos se expresan genes
seleccionados en la parte del objetivo especifico 1, lo cual nos daria una inferencia
directa en la seleccion de los tejidos y ademas tratar de explicar por qué suceden
los patrones de expresion (Figura 19). Conjuntamente se logré identificar en
hepatopancreas, epidermis y hemocitos los patrones de expresion de 2 genes
relacionados con la ruta de sefalizacion Toll (LvTLR3 y LvDo) y 3 genes
relacionados con la respuesta inmune (LVALF, LVAMG y LvPNF). Esto genero
nuevos paradigmas que resolver ante el uso del FESO como potencial

inmunoestimulante.
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11. ANEXOS

11.1 Histogramas de distribucion e-Value
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Figura 20. Distribucién del valor de E (e-Value) en libreria control. Histogramas de
la distribucion de valores de E, para la libreria control. A) histograma de
distribucién (e-Value) BlastX contra la base de datos SwissProt, B) histograma de
distribucion BlastP (e-Value) contra la base de datos de SwissProt, C) histograma
de distribucion (e-Value) BlastX contra la base de datos UniRef90, D) histograma
de distribucion (e-Value) BlastP contra la base de datos UniRef90.
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Figura 21. Distribucion del valor de E (e-Value) en libreria tratada. Histogramas de la
distribucion de valores de E, para la libreria control. A) histograma de distribucion (e-
Value) BlastX contra la base de datos SwissProt, B) histograma de distribucién BlastP (e-
Value) contra la base de datos de SwissProt, C) histograma de distribucién (e-Value)
BlastX contra la base de datos UniRef90, D) histograma de distribucién (e-Value) BlastP

contra la base de datos UniRef90.



11.2 Soporte de cada contigo seleccionado
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Figura 22. Alineamiento del soporte del Contig. A) LVALF, B) LVAMG, C) LvBBG,

D) LvPPRBG, E) LVLGM, F) LvTL3 y G) LVvMPZ. Las figuras muestran las lecturas
con la que fue seleccionado cada contig, trabajado en la seccién 7.2
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11.3 Redes de interaccion proteina-proteina
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Figura 23. Redes de interaccion proteina-proteina. A) Representacion de
proteinas relacionada con la libreria control. B) Representacion relacionada con la
libreria tratada. C) Representacion de proteinas en una combinacion de la libreria
control y tratada.
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Tabla X. Procesos biologicos mas relevantes de la red de interaccion predichos
por GeneMANIA (Fig. 23A).

Identificacién GO Descripcion Valor g
G0:0022626 Ribosoma citosolico 1.62E-66
G0:0044445 Parte citosodlica 2.49E-64
G0:0044391 Subunidad ribosomal 6.44E-63
G0:0003735 Constituyente estructural de ribosoma 1.51E-62
G0:0005840 Ribosoma 6.43E-62
G0:0005829 Citosol 1.33E-54
G0:0022625 Subunidad ribosomal grande del citosol 1.42E-38
G0:0000022 Alargamiento del huso mitético 2.99E-35
G0:0051231 Elongacion del huso mitético 1.07E-34
G0:0015934 Subunidad grande del ribosoma 2.12E-33
G0:0022626 Parte grande del ribosoma en citosol 1.62E-66

Tabla Xl. Procesos biol6gicos mas relevantes de la red de interaccion predichos
por GeneMANIA (Fig. 23B).

ldentificacion GO Descripcion Valor q
G0:0022626 Ribosoma citosélico 1.06E-80
G0:0044445 Parte citosdlica 8.15E-76
G0:0044391 Subunidad ribosomal 2.74E-65
GO:0003735 Constituyente estructural de ribosoma 4.98E-65
G0:0005840 Ribosoma 1.47E-64
G0:0005829 Citosol 1.81E-59
G0:0000022 Alargamiento del huso mitético 4.36E-45
G0:0022625 Parte grande del ribosoma en citosol 7.93E-45
G0:0051231 Elongacién del huso mitético 1.27E-44
G0:0015934 Subunidad grande del ribosoma 1.53E-34

G0:0022626 Parte ribosomal citosélica 1.06E-80
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Tabla XIl. Procesos biologicos mas relevantes de la red de interaccién predichos
por GeneMANIA (Fig. 23C).

Identificacién GO Descripcion Valor q
G0:0022626 Ribosoma citosélico 1.48E-73
G0:0044445 Parte citosdlica 1.17E-70
G0:0044391 Subunidad ribosomal 2.03E-67
G0:0003735 Constituyente estructural de ribosoma 5.63E-67
G0:0005840 Ribosoma 3.08E-66
G0:0005829 Citosol 3.87E-60
G0:0022625 Subunidad ribosomal grande del citosol 1.26E-44
G0:0000022 Alargamiento del huso mitético 8.09E-38
G0:0015934 Subunidad grande del ribosoma 9.56E-38
G0:0051231 Elongacién del huso mitético 3.24E-37

G0:0007051 Organizacion del huso mitético 1.28E-31
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11.4 Diagramas de Venn

BLASTXx Libreria Control

BLASTXx Libreria Tratada

Figura 24. Resultados de BLASTX libreria control y tratada. La figura muestra el
namero de resultados que coinciden entre las dos librerias y los que difieren.
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Microarreglo FESO 1 mg/L Pirosecuenciacion FESO 1 mg/L

Microarregloinfeccion aguda
WSSV

Figura 25. Diagrama de Venn. Muestra las intersecciones de genes encontrados
en el experimento de microarreglos con el tratamiento de FESO, la libreria tratada
analizada en este trabajo y un trabajo de microarreglos con infeccién aguda de
WSSV en hepatopancreas, los genes de los microarreglos son sobre-regulados.



