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GLOSARIO

ANERGIA: Estado por el cual una célula o un individuo es incapaz de responder a
un antigeno. Cuando se refiere a células o un clon implica que la célula esta
presente pero que no responde.

ANTIGENO: Toda sustancia capaz de inducir una respuesta inmune y de
reaccionar especificamente con los productos desarrollados en dicha respuesta.

CITOCINAS: Proteinas producidas por las células en respuesta a una gran
variedad de estimulos y que son capaces de alterar de alguna manera el
comportamiento de otras células. La naturaleza de las células sobre las que
ejercen su efecto viene determinado por la presencia de receptores especificos.
Estos pueden localizarse en la superficie de las células que las producen (efecto
autocrino), de células vecinas (efecto paracrino) o en otros érganos y tejidos
(efecto semejante a las hormonas).

CINASAS: Enzimas encargadas de la fosforilacion de proteinas. Basicamente
existen dos tipos dependiendo de su actividad fosfotransferasa, que se manifiesta
fosforilando proteinas en aminoacidos serina/treonina o bien en aminoacidos
tirosina.

INMUNIDAD: Estado de capacidad de defensa de un individuo en principio
sensible frente a sustancias antigénicas, adquirido de forma activa o pasiva.

INMUNIZACION: Conjunto de procesos que conducen a la formacion de
inmunidad. Se puede adquirir de forma activa dando por resultado una respuesta
inmune primaria y formacion de memoria o pasiva en la que no se forma memoria.

INMUNOCOMPETENCIA: Capacidad de responder al contacto con un antigeno
mediante una reaccion inmune especifica.

INMUNOGENICIDAD: Conjunto de propiedades que capacitan a una sustancia
para inducir en organismos o células inmunocompetentes una inmunidad celular
y/o humoral.

PRIMING: Un desafio que activa la respuesta inmune y que puede favorecer el
reconocimiento de la molécula del huésped.

IMMUNE PRIMING: Proteccion mejorada del hospedador en términos de
respuesta inmunitaria, eliminacion de parasitos y supervivencia después de haber
podido responder a un parasito, patdégeno o desafio inmunitario después de una
primera exposicion especifica; reconocido dentro y entre generaciones.

MEJORAMIENTO DE LA RESPUESTA: Una condicién en la que una respuesta
inmune se activa mediante métodos artificiales, como agregar probiéticos o la
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exposicion a moléculas inmunoestimulantes que no dafian, generar una respuesta
inmunitaria sobre los niveles fisiolégicos 0 mantener controlados a los patégenos
(efecto de la microbiota en muchos patdogenos) pero sin tener especificidad ni
memoria. Esto puede ocurrir dentro y entre generaciones, y la proteccién contra un
segundo desafio después de un primer desafio podria deberse a una respuesta
inmune sostenida o una respuesta bifasica no especifica.

ESPECIFICIDAD: En biologia de invertebrados, es dificil determinar la
especificidad contra un epitopo de un antigeno dado. Sin embargo, muchas
moléculas reconocen patrones moleculares como los receptores del Scavenger,
los receptores tipo Toll y los receptores tipo Nod (NLR), que unen y transducen
sefales especificas sin mostrar una alta especificidad como inmunoglobulinas de
vertebrados. A nivel funcional, la proteccién inmunoldgica deberia ocurrir, por
ejemplo, en desafios homologos (similares) con la misma especie o cepa de
parasitos o patégenos en lugar de desafios heterdlogos (diferentes). Esto significa
que la respuesta secundaria solo debe ser provocada por desafios homdélogos o
debe ser mas fuerte y mas rapida que en los desafios heterdlogos.

RESPUESTA NO ESPECIFICA: Las respuestas humoral y celular no estan
vinculadas directamente a la estructura de un patégeno dado. Por ejemplo, un
primer desafio con un hongo puede proteger contra bacterias Gram-positivas,
nematodos o levaduras.

TRADE OFF: En biologia, existe un trade off cuando un rasgo no puede aumentar
sin una disminucion en otro (o viceversa).
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RESUMEN

La respuesta inmune en invertebrados marinos de importancia acuicola, es
ampliamente estudiada para generar estrategias de prevencion y control de
enfermedades virales y bacterianas. Dadas las nuevas tendencias de la industria
acuicola hacia la sustentabilidad, gran parte del esfuerzo se centra en la
inmunomodulacion a través del “entrenamiento inmunolégico”, de los organismos
de cultivo, ayudando a la prevencién y control de infecciones. En este trabajo se
propone el “entrenamiento inmune®, desde el periodo de desarrollo embrionario
hasta la eclosién del camardon blanco Litopenaeus vannamei. Para ello se
indujeron desoves masivos en condiciones controladas en un laboratorio de
produccion de larvas (GAM). Los huevos se colocaron en las unidades
experimentales de 700 mL con agua de mar 28 ppm (4,500 huevos por unidad) y
se mantuvieron con temperatura controlada de 30°C y aireacion constante durante
todo el experimento. Se hicieron 3 replicas biolégicas por tratamiento. Los
tratamientos consistieron en la inoculacion de una cepa bacteriana muerta por
calor por unidad experimental: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Bacillus subtilis (ATCC 6051), Vibrio parahaemolyticus
(ATCC 17802) y se mantuvo un grupo testigo sin aplicacion de bacterias. Se
identifico que Vibrio y Bacillus promueven un alto porcentaje de eclosion y
supervivencia de nauplios, que fueron sometidos a un reto con V.
parahaemolyticus. Con base en estos resultados se realiz6 una cinética de
estimulacion de la respuesta inmune durante el desarrollo embrionario hasta la
eclosion, para evaluar la expresion de genes de la respuesta inmune y desarrollo
durante la estimulacion. Los resultados de expresion génica son contundentes al
obtener patrones de expresion diferenciales en el desarrollo y respuesta inmune
innata durante el desarrollo embrionario con los tramientos de Vibrio y Bacillus. En
el presente estudio se comprobd, que el entranamiento inmunolégico es posible
durante la estimulacion desde el desarrollo embrionario, teniendo como
consecuencia la mejora de la inmunocompentecia de las larvas eclosionadas.
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ABSTRACT

The immune response in marine invertebrates of aquaculture importance is widely
studied to generate strategies for prevention and control of viral and bacterial
diseases. Given the new trends in aquaculture industry towards sustainability,
many efforts are focused on immunomodulation through the "immune training" in
culture organisms, helping to prevent and control infections. In this work, we
propose the "immune training" during period of embryonic development, until the
hatching of the white shrimp Litopenaeus vannamei. Massive spawnings were
induced in controlled conditions in a commercial laboratory (GAM). Eggs were
placed in experimental units of 700 mL with 28 ppm seawater (4,500 eggs per
bioassay) and kept at a controlled temperature (30°C) and constant aeration
throughout. Three biological replicates were made per treatment. The treatments
consisted in the inoculation of one bacterial strain inactivated by heat treatment per
experimental unit: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Bacillus subtilis (ATCC 6051), Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802) and
a control group were maintained without application of bacteria. It was identified
that Vibrio and Bacillus promote a high percentage of hatching and survival of
nauplii after challenge with V. parahaemolyticus. Based on these results, a kinetic
of stimulation of the immune response was carried out during embryonic
development until hatching and to determine the expression of the genes involved
in the immune response and development during stimulation. The expression
results are conclusive when identifying the differential expression of developmental
genes and effectors of the innate immune response during embryonic development
with the different bacteria. Nauplii subjected to the challenge had a greater survival
compared to the control of both bacterial stimuli. So, in the present study, it was
found that priming can be generated by different activation routes depending on
the strain used (pathogenic and non-pathogenic). For immunological training and
this stimulation can be carried out from embryonic development, resulting in

improvement of the inmunocompetence of the hatched larvae.
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1. INTRODUCCION

La acuacultura es el sector de produccién animal que satisface la demanda
alimenticia de la poblacién, con un tiempo corto de produccion. Ademas de ser
una actividad econdmicamente importante en nuestro pais. En particular, el cultivo
de camardn blanco Litopenaeus vannamei es la principal actividad de produccién

acuicola nacional y de exportacion en México (FAO.org, 2018).

El cultivo de camardn se ha visto afectado por enfermedades virales y bacterianas;
en consecuencia, se generan importantes pérdidas econdmicas (Hauton, 2012;
Stentiford et al., 2012). A lo largo del tiempo se han implementado diversas
estrategias de control y prevencion de estas enfermedades, las cuales han ido
evolucionando hasta tener la vision de fomentar el cultivo sustentable de camarén

(Comision Nacional de la Acuacultura & Pesca, 2019; Flegel, 2019).

El objetivo principal de las granjas acuicolas, es la produccion de camarones libres
de patdgenos y con un desarrollo mas eficiente. Esto va de la mano con la mejora
genética de los organismos para seleccionar familias de rapido crecimiento,
tolerantes a variaciones ambientales y resistentes a enfermedades. Sin embargo,
no todas las estrategias emergentes son aprobadas para su aplicacion en la
prevencion o control de enfermedades. Por lo tanto, una de las estrategias en los
ultimos afios, se ha enfocado en desarrollar métodos a través del estudio de la

interaccién huésped-patégeno.

El estudio de las interacciones entre hospederos y patdgenos, incluye la
caracterizacion de la respuesta inmune. La mayoria de estos estudios se han
realizado en modelos de organismos adultos, donde se han estudiado los
aspectos primordiales de la repuesta inmune innata como es la fagocitosis, estrés
oxidativo, generacién de memoria innata (DScam), ET’s (redes extracelulares de
ADN), produccién y caracterizacion de AMP’s (péptidos antimocrobianos),
cascadas de coagulacidon y estirpes celulares (hemocitos) (Amparyup,
Charoensapsri & Tassanakajon, 2013; Chen et al., 2016; Deepika et al., 2015;
Leekitcharoenphon et al., 2010; Li et al., 2014; Wu et al., 2013), asi como
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recientemente se comenzo el estudio de la respuesta a lo largo de su ciclo de vida
(Jiravanichpaisal et al., 2007; Leekitcharoenphon et al., 2010; Quispe et al., 2016;
Wei et al., 2014).

El estudio de un organismo metamorfico y de ciclo de vida corto como es L.
vannamei, implica una serie de cambios fisiolégicos abruptos en cada estadio.
Ademas de verse influenciado por las diversas condiciones ambientales tales
como: temperatura, luz, pH, presencia de patégenos y salinidad. Debido a esto,
los organismos estan sujetos a una estricta regulacién energética, a esta
regulacion se le denominada “trade off”. El trade off se define como el
direccionamiento de la energia hacia el evento fisiologico prioritario para la vida
del organismo (Ardia et al., 2012). Por ejemplo, el desarrollo se puede aplazar
para responder a una infeccion de cualquier etiologia. Esto es importante a
considerar para una estrategia de inmunomodulacion dirigida y no afectar el

desarrollo de manera negativa.

Los organismos que llevan a cabo metamorfosis comienzan el “trade off” desde los
estadios embrionarios, dirigiendo todos los recursos energéticos hacia el
desarrollo del primer estadio larvario de vida libre. Esto nos lleva a la pregunta ¢ Es
posible generar inmunocompetencia dirigida con un sistema inmune inmaduro? La
fisiologia de los estadios embrionarios mantiene el balance entre respuesta
inmune y desarrollo. Por lo tanto, la inmunomodulaciéon puede dar origen a larvas
con una respuesta inmune preventiva para el control de infecciones. No obstante,

esta hipotesis no habia sido probada hasta el momento.
1.1 Generalidades
1.2 Sistema inmune innato en L. vannamei

El modelo biologico de este trabajo es el camardn blanco L. vannamei (Boone,
1931), el cual tiene una importancia econdmica primordial en México y en el
mundo (Norzagaray et al., 2012). La respuesta inmune de los crustaceos es

protagonizada por la inmunidad innata, que a su vez se divide en respuesta
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inmune humoral y respuesta inmune celular (Vazquez et al., 2009; Cerenius et al.,
2010; Xian-Wei & Jin-Xin, 2015).

1.2.1 Sistema inmune humoral

El componente humoral de la respuesta inmune son moéleculas con actividades
especificas como el sistema de coagulacion, enzimas antioxidantes como son la
SOD (del inglés super oxide dismutase), peréxidasas, catalasas y NOS (del inglés
nitric oxide synthase), proteinas con capacidad liticas como lisozima, fosfatasa
acida y alcalina, especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno y los AMP’s (del
inglés antimicrobial peptides) que son dirigidos al control de hongos, parasitos,

bacterias y virus (Amparyup et al., 2013).

Los péptidos antimicrobianos son moléculas de naturaleza proteica (15-200 aa) y
lipidica; con caracteristicas anfipaticas y/o propiedades catidnicas, lo que permite
interaccionar con la membrana celular de los patégenos, teniendo como resultado
la desestabilizacion de la misma (Yount et al., 2006). Los AMP’s se dividen en 4
familias: Crustatinas, penaeidinas, lisozimas y los ALF's (del inglés
antilopolysacharide factors) (Tassanakjon et al, 2017). La expresion de estos
AMP’s esta regulada por medio de las vias de senalizacién de TLR’s (del inglées toll
like receptor) y la via IMD (del inglés immune deficiency) (Deepika et al., 2015). La
sefalizacion ocurre a través de la via de la familia de NFkf que activa los factores
de transcripcion perteneciente a la familia de proteinas Rel. Los factores de
transcripcion activados por esta via son Dorsal y Relish. Fujun et al. (2014)
demostraron que la via de sefalizacidén por la via de TLR es activada por las
bacterias Gram (+) y Gram (-) y la via IMD por bacterias Gram (-) principalmente
ademas de estar relacionada con la via de transcripcion de las proteinas ALF’s.

Los TLR’s a lo largo de la evoluciéon han conservado los dominios proteicos que
los caracterizan y son: la region extracelular que corresponde a la region con
dominios ricos en leucinas conocidas como LRR (del inglés leucine-rich-repeat),
region citoplasmatica con un dominio de sefializacidn homaologo al receptor de la

Interleucina 1 (IL-1R) y por ultimo el dominio homélogo TIR de la region terminal
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(Li-Shi et al., 2007). Los TLR’s encontrados hasta el momento en L. vannamei son
LvToll-1, LvToll-2, LvToll-3 y se localizan en membrana y citoplasma por igual a
excepcion de LvToll-2 que solo esta restringido a la regién del citoplasma (Pei-Hui
et al., 2012) de los cuales aun se desconoce el ligando y participacion especifica

de la respuesta inmune.

El reconocimiento de LPS (del inglés lipopolysaccharide), peptidoglicanos y
azucares, entre otros componentes bacterianos por PRR’s (del inglés pattern
recognition receptors) que activan la cascada de serin-proteasas como el POS (del
inglés phenoloxidase system), comienza con la activacion del zimégeno proPO
(del inglés prophenoloxidase) hacia la PO (del inglés phenoloxidase). Esta enzima
media la transformacion de O-fenoles a quinonas, formando intermediarios téxicos
hasta llegar a melanina como producto final. EI POS da como resultado moléculas
sefalizadoras que desencadenan la fagocitosis, encapsulacion, melanizacion,
citotoxicidad, formacion de nodulos y como efectos secundarios dafio a tejidos y
muerte celular (Amparyup et al, 2013; Xian-Wei & Jin-Xing, 2015). En otros
reportes se detectd una alta actividad enzimatica del sistema PO en estadios de
nauplio, por lo tanto, se puede inferir que esta proteina estaba preformada e
inactiva en las etapas de huevo pero en el momento de la eclosion se activa el
sistema PO (Martin et al., 2012).

Los crustaceos tienen moléculas con dominios de inmunoglobulinas que
reconocen especificamente a los patdgenos (Zhang et al., 2004; Hung et al., 2013;
Tze et al., 2014). Estas existen en dos formas en el organismo: una con dominio
citoplasmico y la otra en circulacién, tienen la capacidad de maduracion de la
afinidad por medio de re-arreglos génicos (Chiang et al., 2013), conocidas como
DScam (del inglés down syndrome cell adhesion molecule) y culminan con la
activacién del factor transcripcional Dorsal (Armitage et al., 2015; Tze et al., 2014)

para la produccion de efectores de la respuesta.
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1.2.2. Sistema Inmune Celular

La inmunidad celular como su nombre lo indica, involucre células especializadas
responsables del reconocimiento y eliminacion de los Ag (del inglés antigen) por
medio de fagocitosis, encapsulacion, formacion de ET’s (del inglés extracelullar
traps) (Tze et al., 2013; Tze et al., 2015) y produccion de siARN (He et al., 2015).
Este ultimo mecanismo se ha descrito como parte de la inmunidad antiviral, lo que

indica que este proceso no queda restringido a una sola estirpe celular.

Las células responsables de la vigilancia inmunoldgica en circulacién son los
hemocitos, que a su vez se clasifican por medio de caracteristicas morfolégicas y
funcionales que se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de hemocitos en crustaceos.

Abundancia
Tipo celular Funcién Morfologia en
circulacion

Fagocitosis, ET’s

Hialina

Encapsulacion,
fagocitosis, almacena y
libera proteinas propias

del sistema proPO,
citotoxicidad, ET’s, AMP’s
Almacena y libera
proteinas propias del
sistema proPO,
citotoxicidad, ET’s, AMP’s

Semigranular t

Granular ot

)

Tomado de Giulianini et al.,, 2007; Vazquez et al., 2009; Cerenius et al.,, 2010; Tze
etal., 2015.

1.3 Memoria innata en invertebrados

El concepto de memoria inmunolégica o “priming” imunoldgico, es definido como la

habilidad del sistema inmune de preservar o simplemente usar informacion sobre
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un primer encuentro con antigenos de cualquier etiologia y usar esa informacion

en un segundo encuentro (Multinovic & Kurtz, 2016).

Actualmente el “priming inmunoldgico” es visto como una solucién alternativa a los
problemas de enfermedades acuicolas a nivel mundial, abriendo nuevas

oportunidades en el campo de la investigacion (Hauton et al., 2015).

Los invertebrados marinos como la oreja de mar (Haliotis tuberculata) (Dubief et
al., 2017), el ostion japonés (Crassostrea gigas) (Lafont et al., 2019; Lafont et al.,
2017) y Artemia sp. (Norouzitallab et al., 2016) responden a un entrenamiento
inmunoldgico que les genera una memoria de proteccion. Sin embargo, el
mecanismo molecular de generacion de la memoria inmunolégica no ha sido
descrita aun. Little (2004) propone que cada taxén posee un mecanismo propio
para la generacion de memoria innata, ajustandose a cada ciclo vida. La memoria
inmune innata o “priming” inmunologicose identifica con tres caracteristicas que
son presentadas en todos los organismos: (1) resistencia especifica, (2) duradera,
es decir de un estadio al otro o por meses y (3) presentar una respuesta efectora
bifasica que sugiere un incremento en la respuesta en un primer reto, regreso a
niveles basales y un nuevo incremento en un segundo reto (Lanz-Mendoza &
Garduio-Contreras, 2018).

1.3.1 Priming en el desarrollo

Los estudios de memoria innata que se han llevado a cabo durante el desarrollo
en un organismo metamorfico, han sido con larvas en el modelo de insectos.
Demostrando la memoria innata transgeneracional y la generacion de “priming”
por exposicion propia del individuo (Schulz et al., 2019). Los organismos que
presentan priming transgeneracional, por ejemplo, el escarabajo de la harina
(Tenebrio molitor) cuando la madre es expuesta a los antigenos, los huevos
presentan una mayor actividad antimicrobiana, especialmente hacia bacterias
Gram (+) sin importar la naturaleza del agente etiolégico (bacterias Gram (-), Gram
(+) y hongos), con el que se obtuvo el “priming” en las madres (Dubuffet et al.,

2015). Esto no prueba si estos efectores en el huevo provienen de la madre o son
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producidos en el huevo. Dhinaut et al (2017) evaluaron la Rl de una generacion de
adultos de T. molitor que provienen de un priming transgeneracional. Las
utilizadas en este trabajo fueron bacterias patégenas y no patégenas de diferente
Gram. El resultado obtenido fue que la respuesta efectora confiere una proteccion
diferencial dependiendo de la naturaleza del antigeno. Y el “priming” con bacterias
Gram (+) tiene un mayor impacto sobre la capacidad de respuesta frente a las

infecciones subsecuentes.

Otro estudio en el escarabajo castafio de la harina (Tribolium castaneum),
demostro la generacion de “priming” desde estadios larvarios, usando dos vias de
inoculacion. La primera por medio de inyeccion intramuscular de la bacteria
muerta por calor (Bacillus thurigensis) y la segunda por via oral con el
sobrenadante del cultivo de estas bacterias. Los resultados mostraron que las
larvas que fueron inyectadas presentaron un retraso en su desarrollo para llegar a
adulto y las que se inocularon por via oral tuvieron un retraso en el desarrollo de la
descendencia. Interesantemente, ambas condiciones generaron proteccion en las
siguientes generaciones que probablemente se deba a cambios epigenéticos que

prevalecen a lo largo de las generaciones (Schulz et al., 2019).

Los trabajos antes mencionados prueban que el “priming” en estadios tempranos
pueden afectar el desarrollo del individuo y/o de la progenie y que la respuesta
efectora efectiva depende de la naturaleza del agente etiolégico con que se realiza

el “priming”.

Existen diversas publicaciones que han propuesto mecanismos en invertebrados
(insectos) como: 1) la activacion sostenida de los mecanismos inmunes
regulatorios (uniones ligando-receptor como: TLR y/o PRR con subsecuente
activacién de la familia NFxp) (Boutros et al., 2002); 2) a través del reconocimiento
de peptidoglicano y lectinas (Steiner, 2004); 3) un cambio en la cantidad de
poblaciones celulares y 4) la generacion de diversidad a través de FREP (del
inglés fibrinogenrelated proteins), DScam y PGRP’s (del inglés peptidoglycan

recognition proteins) que podria generar mutaciones en el genoma y procesos de
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recombinacién (Zang et al., 2004; Ghosh et al., 2011). Ninguno de estos ha sido
suficientemente solido para explicarla memoria innata en invertebrados. La
propuesta mas reciente para generacion de memoria innata es por medio de
endoreplicacién, sugiriendo que es un mecanismo conservado a lo largo de la
evolucion desde invertebrados hasta humanos (Cime-Castillos et al., 2018). A
diferencia de los invertebrados, en vertebrados el mecanismo de la memoria
innata es por medio de modificaciones epigenéticas a través de modificacién de
histonas, metilacién de ADN, modulaciéon por medio de miARN y expresion de
ARN no codificante en macrofagos, células NK (del inglés natural killer) y
monocitos (Netea et al., 2015). Es un hecho que existe la memoria innata a través
de las especies, pero no significa que compartan el mismo mecanismo, en
especial por el repertorio inmune celular y humoral con el que cuenta cada
especie, y las diferencias en su ciclo de vida que da como resultado la adaptacion

para la sobrevivencia en la naturaleza.
2. ANTECEDENTES
2.1. Priming en crustaceos

El “priming” inmunolégico en crustaceos como L. vannemei, Penaeus monodon;
Procambarus clarkii, Mundochthonius japonicus mediante esquemas de vacunas
hechas con patdgenos especificos (virus y bacterias) y bacterias no patégenas
inactivadas. La mayoria de estos estudios evaluan el efecto protector. Las
vacunas se han enfocado en la proteccion contra las vibrosis causadas por el
género bacteriano Vibrio con diferentes especies: Vibrio harveyi, Vibrio
alginolyticus, V. parahaemolyticus, Vibrio vulnificus 'y Vibrio anguillarum. La via de
inoculacioén propuesta es intramuscular y el efecto protector se evalua mediante un
reto infeccioso con la misma cepa con la que fue hecha la vacuna. Los resultados
muestran, un aumento en la sobrevivencia, conteo de hemocitos, fagocitosis y
produccion de AMP’s (Lin et al., 2013; Hettiarachchi et al., 2005; Maftuch et al.,
2013). Encontrando una mejora en la respuesta inmune en todos los retos
subsecuentes después del priming, con una larga duracion hasta por 21 dias
(Chang et al., 2018).
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El “priming” con cepas patogenas para la especie tanto en insectos como en
crustaceos, provee de efectores de la respuesta en circulacion que los protege de
infecciones subsecuentes de diferente etiologia. Ya que estos efectores de la Rl
no son especificos como AMP’s. Sino que son zimogenos pertenecientes a la
cascada de activacion de las especies reactivas del oxigeno (ROS) y cascada de
coagulacion entre otros (Maftuch et al., 2013; Sadd & Schmid-Hempel, 2006).

Norouzitallab et al (2016) demostrd que si existe el “priming” transgeneracional en
crustaceos tomando como modelo a Artemia. EI modelo de Artemia genera
resistencia a la infeccion de V. campelli en las primeras dos generaciones con una
alta tasa de sobrevivencia. Sin embargo, en la tercera generacion decae la
supervivencia. La sensibilizacion se hizo con la bacteria viva durante 3 dias
continuos. Por lo tanto, hay una tasa creciente de estimulacién con
microorganismos con el mismo numero de animales, representando un estimulo

continuo en el sistema.

Esta evidencia permite generar la pregunta ;Desde qué etapa del desarrollo
larvario en crustaceos es posible el “priming” que le permita generar un estado de

inmuncopetencia sin agotamiento?
2.1.1. Desarrollo y respuesta inmune en estadios tempranos de L. vannamei

Las etapas del desarrollo embrionario del camardn comienzan desde la formacién
del cigoto, blastula, gastrula, aparicion de extremidades del embrion y larva
envuelta en membrana que culmina en la eclosion del nauplio. Existen seis formas
naupliares durante las primeras 12 h (horas) de desarrollo después de la eclosion,
seguidas de tres estadios de zoea, tres de misis y varios estadios postlarvales

hasta llegar a adultos (Hertzler et al., 2009).

Haug et al (2002) demostro la actividad antimicrobiana en huevos del camarén
boreal o nodrdico (Pandalus borealis) y en el cangrejo ermitafo (Pagurus
bernhardus) contra bacterias Gram (+) y Gram (-). Los estudios de respuesta

inmune durante las etapas metamorficas de L. vannamei, muestran que desde el

27



desove ya existe una actividad catalitica enzimatica provenientes del estrés
oxidativo como ProPO (pro-fenoloxidasa), MnSOD (del inglés manganese-
superoxide dismutase) y Peroxidasa (Martin et al, 2012). Wei et al. (2014)
realizaron estudios moleculares aportando evidencia de que hay mayor actividad
transcripcional durante el desarrollo embrionario hasta nauplio. Y que alrededor
del 3% de los genes son asociados a respuesta inmune y el 30% a desarrollo en

condiciones oOptimas; libres de estimulacion de patégenos y probidticos.

Hasta el momento no se han realizado estudios para conocerla etapa mas
temprana de desarrollo para generar una inmunodulacion, y obtener una mejora
en la respuesta inmune frente a las infecciones mediante la memoria innata. La
respuesta inmune durante el desarrollo embrionario no solo se debe centrar en el
estrés oxidativo, si no en la expresion diferencial de efectores de la respuesta con
actividad antimicrobiana, los cuales dependeran del entorno, teniendo un

entrenamiento inmunoldgico que preparara al organismo para la vida libre.

El primer supuesto a considerar, es si al emplear bacterias especificas en la
estimulaciéon inmunolégica de los huevos de camardon se generara un
“‘entrenamiento inmunoldgico” durante el desarrollo embrionario. Por tal razon, se
infiere que los mecanismos de la respuesta inmune innata seran afectados frente
a un estimulo previo a la eclosion. El objetivo principal de este trabajo es generar
evidencia acerca de la inmunomodulacién en huevos durante el desarrollo
embrionario. Y evaluar el efecto en las larvas provenientes de una
inmunomodulacion, esperando una respuesta inmune mejorada después de la
eclosion. Tomando en cuenta que los huevos de los camarones son liberados en
ambientes con cargas microbianas altas, se hace el supuesto que el organismo es
capaz de identificar el tipo de microorganismos que se encuentran en el medio

ambiente antes de eclosionar, por lo que le permite prepararse frente a los retos.
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3. JUSTIFICACION

La generacion de conocimiento basico acerca de la inmunofisiologia de los
mecanismos de memoria innata en los crustaceos, puede ser la clave para la
modulacién y direccionamiento de la respuesta inmune desde etapas tempranas
del desarrollo. Siendo estas mas vulnerables a una infeccion por su desarrollo
incompleto. Este conocimiento tiene un impacto en la industria acuicola para la
prevencion y control de infecciones con un cultivo autosustentable. Ademas de
tener la oportunidad del fortalecimiento académico, que eventualmente derivara en
desarrollos biotecnolégicos que busquen soluciones de manera integral a la

problematica actual en los sectores acuicolas.
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4. HIPOTESIS

Si el fendbmeno de “priming” sucede desde la etapa de huevo en camardn,
entonces los mecanismos efectores de la respuesta inmune innata se veran
afectados, generando un estado de inmucompetencia al momento de la eclosion

de los huevos, lo cual brindara un efecto protector frente a las infecciones.
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5. OBJETIVO GENERAL

Establecer una estrategia para la generacion de inmunocompetencia en larvas de

camaron blanco L. vannamei, por medio de la inmunomodulacién de la respuesta

inmune innata en etapa embrionaria.

Objetivos particulares

1.

Estandarizar la expresion génica del modelo de estudio L. vannamei, a lo

largo del ciclo de vida.

Evidenciar y evaluar la capacidad de respuesta inmune en embriones a
través de una inmunomodulacion por bacterias durante el desarrollo

embrionario.

Evaluar la inmunocompetencia de las larvas provenientes de un desarrollo

embrionario estimulado con bacterias por medio de un reto.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Material biolégico
A) Estandarizacion de la expresion génica en el modelo de L. vannamei

Los estadios larvarios de L. vannamei fueron colectados durante la produccion
comercial de la granja acuicola “Acuacultura Marh”. Ubicada en el puerto de
Pichilingue, La Paz, B.C.S., durante los meses de mayo y junio del afio 2016. La
identificacion de los estadios se realizé por morfologia en un estereoscopio (Stemi
508, Zeiss). Las muestras consistieron en un mezcla de 50 organismos por
estadio: Nauplio V (Nv), Zoea (ZI, ZII, ZIIl), Mysis (MI, MIl, MIll) y Postlarva (PL)
con sus respectivos subestadios.

B) Respuesta Inmune Innata

Los embriones fueron obtenidos en los desoves masivos de L. vannamei
realizados en el laboratorio de larvas del Grupo Acuicola Mexicano (GAM) ubicado
en la carretera a San Juan de la Costa, a 40 km de la Paz B.C.S. Las muestras
fueron recolectadas en las madrugadas aproximadamente a la 1:00 am. Los
desoves comenzaban a las 10:00 pm, pero se debia dejar pasar por lo menos
media hora en el estanque después de la puesta para evitar que los huevos se
lisaran. Las recolectas fueron durante los meses de mayo a septiembre del afo
2018. Cada una con un estimado de 15 dias entre cada recolecta ajustandose al

calendario de produccion de la granja acuicola.
Cepas bacterianas ATCC

Las cepas bacterianas empleadas en el presente trabajo y en los ensayos de
estimulaciéon y capacidad antimicrobiana fueron: EC-Escherichia coli (ATCC
25922), SA-Staphylococcus aureus (ATCC 25923), BS-Bacillus subtilis (ATCC
6051) y VP-V. parahaemolyticus (ATCC 17802).
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Manejo del material biolégico

Las muestras destinadas al analisis de expresion génica, se mantuvieron en ARN
later (Sigma) hasta su procesamiento. Mientras que las muestras destinadas a
analisis de actividad proteico, se congelaron a -80°C para su posterior liofilizacion

y preservacion de su actividad catalitica.
6.2. Diseno experimental

Los experimentos se realizaron de manera secuencial y por triplicado en eventos
independientes. A continuacién, se describe la marcha metodolégica que se siguid

en este trabajo.

6.2.1. Estandarizaciéon de la expresion génica a través del desarrollo de L.

vannamei

El primer reto del trabajo fue realizar la validacion de los genes de referencia, que
se utilizaron para obtener la expresion relativa de los genes de interés con el
objetivo de lograr una adecuada interpretacion biologica. La Figura 1 describe el
disefio experimental de la validacién de los genes de referencia, utilizados para

normalizar los datos de expresidén génica que se determinaron en este trabajo.
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Figura 1. Metodologia para el proceso de validacion de genes de referencia.
Durante el proceso de validacion se (1) seleccionan genes constitutivos (ver Tabla
2 en la seccion de técnicas) como posibles candidatos a ser genes de referencia;
(2) se evalua la expresion por gPCR en los tejidos en los que realizara el estudio,
es decir todo el ciclo larvario. Una vez obtenidos los datos (3) se evalua su
estabilidad por medio de algoritmos: geNorme, normFinder, Bestkeeper y
RefFinder para seleccionar los genes con mayor estabilidad a través del ciclo
larvario. (4) Se determind la eficiencia de amplificacion de cada par de
oligonucledtidos, dato necesario para evaluar la (5) expresion de los genes
problema (genes de desarrollo) y asi poder concluir cual gen es el que de
empleara para la normalizacion de la expresion.

6.2.2. Expresion de genes del desarrollo utilizando diferentes genes de

referencia

Se seleccionaron tres genes involucrados en el desarrollo del camaron (Ubx, Twist
y Mef-2) para comparar los patrones de expresion obtenidos con los genes de
referencia candidatos. El gen Ubx (Ultrabiothorax) pertenece a la familia Hox de
factores de transcripcidn involucrados en la especificacion del plan corporal,
mientras que Twist y Mef-2 participan en el desarrollo muscular y diferenciacion
celular (Wei et al., 2016). Los niveles de expresion génica se normalizaron con
cuatro genes de referencia candidatos (SubFO, GAPDH, EF1a) individualmente o
en combinacion (media geométrica). El nivel de expresion se determiné utilizando

muestras de cADN (n = 3 para todas las etapas larvales) mediante RT-qPCR. Los
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niveles de expresion relativos durante los estadios larvales se calcularon mediante
el método 2° “‘tomando en cuenta la eficiencia de cada par de oligonucledtidos
(Livak & Schmittgen, 2001).

6.2.3. Entrenamiento inmune en embriones de L. vannamei

I. Efecto del estimulo bacteriano sobre la eclosion en embriones de L.

vannamei

La modulacion de la respuesta inmune (RI) se realiz6 por medio de antigenos
bacterianos durante el desarrollo embrionario se llevaron a cabo en un ambiente
controlado (Figura 2), con unidades experimentales de 1 L con un volumen a 700
mL de agua de mar ajustada a 28 ppm, aeracién continua a saturacion,
temperatura ambiente de 30°C. El agua se someti6 a tratamientos con UV y ozono

para y se esterilizd por calor humedo a 121°C y 1 atm de presién por 15 min.

Figura 2. Area de bioensayos. Las unidades experimentales (1L) se mantuvieron
con aireacién a saturacion durante todo el ensayo. El cuarto se mantuvo a una
temperatura constante de 30°C.

La densidad de huevos por unidad experimental fue de 6 huevos/mL. Es decir,
4,500 huevos por unidad. Los tratamientos consistieron en la adicion de bacterias

atenuadas por calor (calor humedo a 121°C, 1 atm de presion por 15 min)
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previamente ajustadas en solucion de 0.9% NaCl a una ODggonm = 0.5 equivalente
a 1.5 x 108 CFU/mL alcanzando una concentracion final por unidad de 1.5 x 10°
UFC/mL por unidad experimetal. Los grupos bacterianos evaluados fueron dos
Gram positivas y dos Gram negativas dividas en dos categorias: bacterias
asociadas al medio marino (VP-V. parahaemolyticus como patégeno y BS-B.
subtilis normalmente usado como probiético) y no asociadas al ambiente marino
(SA-S. aureus y EC-E. coli). El tiempo de incubacion de cada tratamiento fue de
12 h que contempld todo el desarrollo embrionario hasta la eclosion (Figura 3),
tomando como tiempo cero el momento en el que se adcionaron las bacterias a

los embriones en la unidad experimental.

Durante el bioensayo se monitore6 la viabilidad de los huevos a través de la
observacion morfolégica microscopica de los diversos estadios embrionarios hasta
el final del experimento. Todos los tratamientos 3 replicas biologicas y 3 replicas

por experimento.
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Control
___* VP Reto infeccioso 24h_* %
\J v
el [KAK > B2
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Figura 3. Diseno experimental 1. Se colocaron 4,500 huevos por unidad
experimental. Los indculos de extracto bacteriano (1) E. coli ATCC 25922, (2) S.
aureus ATCC 25923, (3) B. subtilis ATCC6051 y (4) V. parahaemolyticus ATCC

36



17802 tuvieron una concentracion final de 1.5 x 10° UFC/mL por unidad
experimetal. Se tuvieron dos series de estimulacién: la serie A fue destinada la
recoleccion de los nauplios para medir la inmunocompetencia en base a un reto de
infeccion, mientras que la serie B se utilizé para cuantificar el porcentaje de
eclosion a las 12 h de tratamiento. Para ambas series se incluyeron unidades con
huevos sin tratamiento que fueron los controles o testigos fisiologicos del
experimento. Los nauplios provenientes del experimento 1 y se sometieron a un
reto infeccioso con el patégeno V. parahaemolyticus durante 24 h. Al final se
cuantifico el porcentaje (%) de supervivencia de cada unidad experimental.

Al final de bioensayo se conto los nauplios y embriones para conocer el porcentaje
de eclosién de cada unidad experimental y establecer la reproducibilidad del

fendmeno bioldgico.

Il. Efecto del estimulo bacteriano sobre la supervivencia de nauplios de

L. vannamei

La siguiente evaluacion fue disefiada para conocer el efecto de las 4 bacterias
sobre la inmunocompetencia (Figura 4) de las larvas provenientes de un
desarrollo embrionario estimulado con extracto de bacterias (EC, VP, BS y SA).
Después de la eclosion se recolectaron los nauplios y se colocaron en nuevas
unidades con las mismas condiciones experimentales. Después fueron infectados
con V. parahaemolyticus (ATCC 17802). La cepa patdégena fue ajustada a una
ODsoonm = 0.5 equivalente a 1.5 x 108 CFU/mL alcanzando una concentracion final
por unidad de 1.5 x 10° UFC/mL por unidad experimetal. Se tomo en cuenta un
bioensayo “blanco” que no tuvo estimulacion bacteriana ni reto de infeccion, con el
objetivo de conocer la sobrevivencia de las larvas durante el tiempo de

experimentacion. Al final se contabilizé la supervivencia de las larvas a las 24 h.

Una vez evidenciado que si existe una diferencia asociada a los tratamientos en la
sobrevivencia de los organismos, se los tratamientos (extractos bacterianos) con
mayor porcentaje de eclosion y sobrevivencia durante la infeccion para llevar a
cabo una cinética de estimulacion. Este experimento se realizé por triplicado y los

tiempos evaluados fueron 0, 3, 6, 9 y 12 h con las bacterias: B. subtilis Gram (+) y
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V. parahaemolyticus Gram (-) (Figura 4). Estas muestras se procesaron y se
cuantifico la expresion de genes seleccionados de respuesta inmune. A cada gen
seleccionado (Tabla 2) se le determiné la eficiencia de amplificacién (ver secc. 3.4

y 3.5) y se determind la expresion por medio del método 2~ Ct (Livak &
Schmittgen, 2001).
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Figura 4. Diseno experimental 2. Cinética de estimulacién de expresion de
genes de RI. Se colocaron 4,500 huevos por unidad experimental. Se realizaron 3
series, la serie A (V. parahemolitycus) y B (B. subtilis) una para cada extracto
bacteriano con una concentracion final de 1.5 x 10° UFC/mL por unidad
experimetal. La serie C corresponde al testigo. Para cada serie se tomaron
muestras (en ARN later) cada tres horas hasta las 12 h, tomando como tiempo
cero el momento en que se adiciond el extracto bacteriano a las unidades
experimentales.
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6.3. Técnicas

6.3.1. Extraccion de ARN y sintesis de cADN

La extraccion del ARN total, se realizé con Trizol™ (Invitrogen) de acuerdo al
protocolo de manufactura. La concentracion de ARN se determiné con el
espectrofotometro NanoDrop UV/Vis 2000 (Thermo Scientific). Solo las muestras
que presentaron valores por arriba de 1.8 en la relacién 260/280 fueron utilizadas
en este trabajo. Las muestras fueron tratadas enzimaticamente con ADNsa | (10
U/mL) (Sigma) para remover las trazas de ADN gendmico y posteriormente
precipitar con 4 M de LiCl de acuerdo a Walker y Lorsch (2013). EI ARN fue re-
suspendido con agua libre de nucleasas. La integridad del ARN fue verificada por
medio del corrimiento en un gel de agarosa al 1.5% con una tincion de Bromuro de
Etidio (BrEt). Finalmente se tom6 1 pg de ARN total de cada muestra y se sintetizo
su cADN usando oligo (dT) y el kit de transcripcion reversa Improm |l (Promega),
siguiendo el protocolo de manufactura. Las muestras fueron almacenadas a -20°C

hasta su uso.
6.3.2 Seleccion de genes y disefo de oligonucleétidos

Todos los oligonucledtidos fueron disefiados usando el software Primer 3
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Para el control
de calidad de cada par de oligonucledtidos, adicionalmente se verifico la
secuencia en la pagina web de IDT (https://www.idtADN.com/calc/analyzer) y
Multiple primer analyzer (https://www.thermofisher.com). Las secuencias de los
oligonucledtidos se muestran en la Tabla 2. Para la estandarizacién de la
expresion molecular se seleccionaron genes constitutivos (Tabla 3) para ser
evaluados y tomarlos como genes de referencia. Los criterios de seleccion fueron
los siguientes: 1) deteccidn en todos los estadios larvarios; 2) Valores de Cq (del
inglés quantification cycle) con minimas variaciones entre las replicas y 3) Valores
de Cg con minima variacion entre los estadios. Una vez seleccionados se

utilizaron tres genes de desarrollo de expresion diferencial a lo largo del desarrollo.
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La seleccion de genes asociados al sistema inmune, fue con base en la expresion
de genes clave de las principales rutas de respuesta frente a un estimulo. En la
Tabla 2 se describen las secuencias de oligonucleétidos sentido y anti-sentido
para cada gen seleccionado. En Tabla 3 de enlistan todos los genes constitutivos

seleccionados que fungen como candidatos para ser genes de referencia.
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Tabla 2. Selecciéon de genes de respuesta inmune y desarrollo.

GenBank | Product

ID Funciéon | Nombre Secuencia 5- 3’ ID o
LVTLR-F CTATTGTGGTGCTTTCGT
Receptor TLR*** KT372179. 133
LVTLR-R TCTCGTCCAACTCGCTCT 1
LvLys-F GCCATAAACCGCAACAGAAA | AF425673.
AMP Lys 109
LvLyss-R AACATGGGATTTTGCAGACG 1
LvCrus-F GGCGGAGTAGGTGTTGGT
AMP Crus AY486426.1 533
LvCrus-R TGTGGGCAGTCGAGTATCTT 1
LvPEN4-F AMP Penaedina| ACAGCTCGACTTTGCTGCTT | AF3901409. 216
LvPEN4-R 4 ATCCTTGCAACGCATAGACC 1
LvPEN3-R AMP Penaedina| GCATGGATTCACTTCCTCGT | DQ206403 176
LVPEN3-F 3 CTCTGGCTTGTGGAATGGAT N
LvPEN2-F AMP Penaedina| GCATCAAGTTCGGAAGCTGT |DQ211699 183
LvPEN2-R 2 ACCCACATCCTTTCCACAAG A
LVALF-F Factor CGCTTCACCGTCAAACCTTAC | 5227486
AMP antipolisac 195
LvALF-R arido GCCACCGCTTAGCATCTTGTT 1
LvDorsal-F | Factor de GATGGAATGATAGAATGGGAAG
transcripci FT- ¢ FJ998202. 162
- Dorsal** | CACTGGTACTCTTGTCTGGTGG 1
LvDorsal-R on TC
LvRelish-F Factor.del FT. CTACATTCTGCCCTTGACTCTG EJ416145.
transcripci Relish** G ) 131
LvRelish-R on GGCTGGCAAGTCGTTCTCG
LvDscam- ACAAGCCAAGGCACCAGACT
F R ) DS GQ154653 174
LvDscam- eceptor cam A
R CTGTGCGAGTCAAGGTAGCA
LvNOS-F | Transducc Oixido CTATGACAGCCTCCACACCA | 3q429217
ion de nitrico 1 214
LVNOS-R | seAales sintasa GCGTGTTATTTGCTCCCATC .
i transcripci Twist 129
LvTwist-R n CCAGACGTTGAAGGCGTAAC 1
Lvmef2-F | Factor de AAGACTACACCCTGACCCCA | ky317455
transcripci Mef2* 129
Lvmef2-R én AGATAGGGTCGAGTGCCTCC 1
LvArgo-F | Maduraci6 GCTGCTCCAGAAACCAGAAC | 4M234690
n de Argonauta* 158
LvArgo-R miARN TATGCTGCACTGACGTAGCC 1
Lvmef2-F | Cascada TGAGTTGTGTGCGTGTGACT
de HM581680
L Traf-6 189
Lvmef2-R | sefalizaci TGTAGCTGCGTGGCTTGTAA 1
6n TLR
LC/PProPPC())-F Estrés oroPO GCCTTGGCAACGCTTTCA EU284136 o8
R | oxidativo CGCGCATCAGTTCAGTTTGT 1
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LvMnSOD-
F

LvMnSOD-
R

Estrés
oxidativo

MnSOD

CGTTGGAGTGAAAGGCTCTG

DQ029053

GATTTGCAAGGGATCCTGGT

1 100

*Tomado de Wei et al., 2016; **Tomado de Hou et al., 2014; ***Tomado de Taju et

al., 2017.

Tabla 3. Seleccién de genes candidatos para ser gen de referencia.

GenBank
ID Funcién Gen Secuencia5 a3’ D Producto
H/GAPDR- GTGTGTTCACCACCATCGAG
F Metabolism | Gliceraldehid KT861451
ode o 3 fosfato 150
LvGAPDH- | carbohidrato | deshidrogena A
R s sa CGTTGGACACCACCTTCA
LVEF1A-R Factor de CTCACATTGCCTGCAAGTTC
i GU13622
elongacion a-Factor de 174
LVEF1A-R en elongacion TACGATGCAGGAGTCACCAG 9.1
traduccién
LvActin-F . CGAGAAATCGTTCGTGAC AF300705
Proteina B-Actina 166
LvActin-R estructural GATGGAGTTGTAGGTGGTCT 2
LvPk-F Metabolism ' CCTGTTGTTGTGGTGACTGG EF102105
ode Piruvato 179
LvPk-R carbohidrato cinasa CCAGTTCTCTGGTGCTCTCC A
s
LvTA-BP-F trl;?qztgrz dc?é Proteina de CCTGGCATCGTACCACAGTT | FJ870977. 198
LVTA-BP-R n P union a TATA GGCTCCTGTGCATACCATTT 1
LvCla-F ACGGGACAGATCAAGGAGGT | KU508425
Transporte Clatrinas 229
LvCla-R de vesicular CTGGCAGACGTGATGGATTT A
LvCytc-F ?rzdnzgi r?: AGGGAAAGAAGCTGTTCGTG DQ53454 o
LvCytc-R de Citocromo C | +1GATGCCCTTGGACTTGTT 3.1
electrones
LvFo-F ATCTTGTTCCGCAAGGGACT
vadenade | ATP Sintasa DQ39857
p FO subunidad | GCTGATAAGGAAGGACCAGTT 169
LvFo-R de 6 3.1
C
electrones
LvAK-F . - CGCTGTGAACGAGATTGAGA | EU346737
Produccion Arginina 150
LVAK-R de energia cinasa CTCAAGCTTCTCGCGGTTAG A
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6.3.3. RT-qPCR

Todas las muestras se normalizaron a 100 ng/mL antes de realizar el ensayo de
RT-gPCR. Para el ensayo de RT-qPCR (SYBR® Green) tiempo real, se utilizdé un
temorciclador CFX96 (BIORAD Touch gPCR System). Las amplificaciones fueron
hechas en placas de 96 pozos, con un volumen final por reaccion de 12.5 L de
SYBER green Master Mix (SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix),
mezcla de oligonucledtidos (concentracién final de 0.4 M cada uno) y 100 ng/ L
del templado de cADN. El protocolo de amplificacion para la PCR tiempo real fue
el siguiente: 95°C por 3 min, 95°C por 10 segundos y 60°C por 30 segundos
durante 42 ciclos. Las curvas de desnaturalizacion fueron monitoreadas
sistematicamente (temperatura de gradiente de 0.5°C/10 segundos desde 55 a
94°C), al final del ultimo ciclo de amplificacion para confirmar la especificidad de
reaccion de amplificacion. Cada muestra fue analizada por triplicado. Como control
negativo (NTC) se utilizd agua libre de nucleasas para remplazar al templado
cADN.

6.3.4. Purificacion del producto de PCR

La clonacion del producto de PCR se realiz6 con el objetivo de obtener una
cantidad constante de ADN en los ensayos de eficiencia de amplificacion,
eliminando la variacién de cADN de muestra a muestra. Se realizé6 una PCR
tiempo final y se visualizé el producto en un gel de agarosa al 2% tefiido con
bromuro de etidio. El producto de PCR fue purificado con Wizard® SV Gel y PCR
Clean-Up System (Promega), y la extraccion del plasmido fue realizada con

Wizard® Plus SV Minipreps (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante.
6.3.5. Eficiencia de Amplificacién

La eficiencia de amplificacion fue evaluada con una curva estandar usando
diluciones seriales con un factor de dilucion (FD) 10 del ADN plasmidico. La
eficiencia fue calculada de acuerdo a la pendiente de la regresion lineal
(Rasmussen, 2001; Pfaffl, 2001, 2004) ademas de obtener el factor de
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amplificacion para realizar la conversibn a porcentaje de eficiencia. Esta
conversion fue obtenida con ayuda de una herramienta web de Thermo Scientific
(https://lwww.thermofisher.com). Los valores de Ct y log de numeros de copias
(Log Co), fueron obtenidos del analisis de las diluciones seriales. La eficiencia (E)
y el coeficiente de correlaciéon (R?) fueron calculadas para cada gen. Solo los
valores por arriba de 1.9 factor de amplificacion y E arriba de 90% con 0.99 de R?

fueron aceptables.

6.3.6. Estabilidad de la expresion de los genes candidatos a ser genes de

referencia

La estabilidad de los genes candidatos como genes de referencia fue determinada
usando los algoritmos de geNorm (Vandesompele et al, 2002), NormFinder
(Andersen et al., 2004), RefFinder (Xie et al., 2012) y Bestkeeper (Pfaffl et al.,
2004). Los cuatro algoritmos utilizan diferentes calculos para seleccionar los genes
mas estables utilizando valores de Cq, asi como la eficiencia de amplificacion
(Spiegelaere et al., 2015), proporcionado una jerarquizacién de los genes con
base a su estabilidad. El programa geNorm es un método basado en datos para
definir el numero 6ptimo de genes de referencia en funcién de la variacion por
pares obtenida al comparar un gen especifico (n), frente a todos los otros genes
de referencia (n + 1) (valor M). Calcula un factor de normalizacién a partir de cada
muestra basandose en la media geométrica de varios genes de referencia, y un
bajo coeficiente de variacion (CV) indica estabilidad (Hellemans et al., 2007;
Guéninin et al., 2009). NormFinder clasifica un conjunto de genes de referencia
candidatos segun su estabilidad de expresion, al transformar los valores de Cq a
una escala lineal. BestKeeper combina genes de referencia candidatos (media
geométrica), en un indice utilizando correlaciones de pares. Mientras que
RefFinder clasifica los genes de referencia segun las desviaciones estandar de los
valores de Cqg. Una vez que se obtienen los valores de estabilidad adimensionales
de cada programa, doénde el valor mas bajo indica mayor estabilidad y conforme

incrementa el valor la estabilidad es menor.
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6.3.7. Conteo de bacterias

El conteo bacteriano de las muestras de agua se realiz6 al inicio del experimento y
al final. Para la dilucién de las muestras se hicieron diluciones seriadas con
diferentes factores de dilucién (1:10, 1:50 y 1:100) con la finalidad de sembrar las
diluciones 10, 10° y 10° en la etapa inicial y en la final 10°, 10° y 107. Las
muestras se sembraron en medios selectivos para hacer mas eficiente el conteo
de las bacterias de interés TCBS, SM (sal manitol), TSA y EMB (Los medios

fueron preparados de acuerdo a las instrucciones de manufactura).
6.3.8. Analisis Estadistico

Los analisis de las diferencias estadisticas de cada ensayo se hicieron pruebas
paramétricas ANOVA de una via y ANOVA de dos vias (p<0.05 y p<0.001)
seguida de una prueba post-hoc Tuckey, basandose en los resultados de
normalidad (prueba Kolmogorov-Smirnov y estadistico de homocedasticidad
Levene’s).

7. RESULTADOS

7.1. Estandarizacion de la expresion génica del modelo de estudio L.

vannamei

La obtencion de resultados confiables en la expresion génica, se basa en la
seleccién y validacion de un gen de referencia utilizado para normalizar los datos
crudos de qPCR. El primer paso para la validacién de un gen es la seleccion de
genes constitutivos y disefio de oligonuclettidos. Posteriormente, se cuantifica la
cantidad de mARN presente en las muestras de tejido en las que se llevara a cabo
el analisis de expresion génica. En este trabajo se buscd un gen de referencia a lo
largo del desarrollo larvario del camardn blanco. En la Figura 5, se graficé el
promedio de Cq de cada gen por cada estadio (Sppl. Tabla 1). Esta
representacion grafica basada en lineas nos permite visualizar qué genes tienen
una expresion estable, es decir, con menos variacion de valores de Cq entre

estadios. Ademas de ser una expresion temprana (con valores de Cq entre 15-25)
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a lo largo del ciclo larval. Con base a estas observaciones y cumpliendo los
criterios de la seccidn 3.2, se seleccionaron para ser evaluados en los algoritmos
de estabilidad.

La etapa de nauplio mostro los niveles mas altos de variacion, algunos genes de
referencia no se detectaron en esta etapa. La expresion génica especifica de
etapa (

Figura 5 y Sppl. Tabla 1), muestra que SubFO0 fue el gen mas estable con baja
variabilidad entre los valores de Cq (desviacion estandar + 0.90). Por otro lado,
clatrinas, Cyt-c (del inglés cytochrome C) y TBP (del inglés TATA binding protein),
mostraron una alta variabilidad (desviacién estandar + 12.703, £ 10.89 y £ 11.61
respectivamente), porque no se detectaron en la etapa de nauplio. Dos genes
candidatos (PK- del inglés piruvate kinase y AK- del inglés arginine kinase)
mostraron menos variabilidad (desviacion estandar + 3.52 y + 3.62). Sin embargo,
la amplificacién tardia en la etapa de nauplio con valores de Cq altos significa una
cantidad baja de mARN. Por otro lado, la $-actina y la EF1a (del inglés elongation
factor) mostraron una baja variabilidad (x 1, 89 y + 2, 56), donde la (-actina mostro
una expresion tardia mas que la EF1a (Sppl. Tabla 1). Finalmente, GAPDH (de/
inglés glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), mostré6 una expresion
constante pero con valores altos de Cq y con baja variabilidad (x 1.85) en
comparacion con B-actina y EF1a. Basados en este analisis, se seleccionaron tres
genes de referencia conocidos y uno nuevo: EF1a, B-actina, GAPDH y SubFO.

Todos los demas genes de candidatos no se incluyeron en el analisis posterior.
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Figura 5. Expresion de los genes candidatos. En los estadios larvarios de L.
vannamei (n=3 mezclas compuestos por 50 organismos respectivamente). Nauplio
V (Nv), Zoea | (Zl), Zoea Il (ZIl), Zoea Il (ZIl), Mysis | (MI) Mysis Il (MIl), Mysis IlI
(MIIl) y Postlarva (PL).

En la Tabla 4 se observan los genes que cumplieron con los criterios (ver seccion
3.2) ordenados por estabilidad con base en los diferentes algoritmos. El primer
lugar en el orden de estabilidad, en todos los algoritmos es la subunidad FO de la
ATP sinstasa (Sub FO0). NormFinder y geNorme son los unicos que sugieren
combinaciones de genes para generar una media geométrica, para obtener el
numero de genes Optimos y generar un factor de normalizaciéon. NormFinder
sugiere la media geométrica del primer y segundo gen mas estable
(SubFO+GAPDH), por una diferencia minima esta en segundo lugar de estabilidad.
GeNorme sugiere una media geométrica de 6 incluyendo genes que no cumplen
con los criterios de seleccion (Sppl. Figura 6). Ademas, esta seleccion de genes
se basa en la n y n+1 de los genes diana menos variables dando uno que arroja

un factor denominado geNorme V (con valor V>0.15). Con esta base se sugieren
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los genes con el menor valor de M (Sppl. Figura 6 y Sppl. Tabla 2). En
Bestkeeper y normFinder GAPDH es el segundo gen mas estable y en geNorme y
RefFinder es EF1a.
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Tabla 4. Estabilidad de genes candidatos a lo largo del ciclo larvario en L. vannamei basado en 4 algoritmos.

NormFinder BestKeeper geNorm RefFinder
Clasificacion Valor de Valor de
Genes Genes SD cv Genes Valor M Genes
estabilidad estabilidad
1 SubF0 0.008 SubFO0 0.68 3.38 SubFO0 1.403 SubF0 1.32
SubF0 and

2 0.009 GAPDH 1.34 4.29 EF1a 1.676 EF1a 2

GAPDH
3 GAPDH 0.015 B-Actin 1.46 5.35 p-Actin 2.491 GAPDH 3.36
4 EF1a 0.027 EF1a 2.18 10.43 GAPDH 2.581 B-Actin 4.4
5 B-Actin 0.043

SD: Desviacidn estandar; CV: coeficiente de variacion.
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El gen mas inestable es p-Actina debido a que se encuentra en los ultimos
lugares de estabilidad en todos los programas. Por lo tanto, se escogieron los
dos genes mas estables de cada programa y sus combinaciones (medias
geométricas), para normalizar los datos de expresion de los genes de
desarrollo (Mef-2, Ubx y Twist). Una vez seleccionados los genes se clonaron y
se realizé el célculo de la eficiencia (ver seccion 3.5, Sppl. Figura 3), en la
Tabla 5 se muestran los datos obtenidos y todas las eficiencias estan en un
rango de 90 a 108%, ademas se comprobd la especificidad de los
oligonucledtidos por medio de la curva de desnaturalizacion de los productos
de PCR de cada gen (Sppl. Figura 4).

Tabla 5. Eficiencia de amplificacion de genes candidatos.

Gen | Pendiente | R? Fac.:t-o ' d?, Eficiencia
amplificacién (%)
EF1a -3.416 | 0.999 1.96 96.21
Genes de GAPDH -3.129 | 0.999 2.09 108.73
referencia B-Actina -3.545 0.998 1.91 91
Sub FO -3.550 | 0.999 1.92 91.72
Genes de Ubx -3.502 0.998 1.93 93
desarrollo Mef-2 -3.553 | 0.998 1.91 91.16
Twist -3.461 0.994 1.95 94.5

La Figura 6 tiene como objetivo enfatizar la importancia de la validacion de los
genes de referencia, para medir la expresion génica durante el desarrollo
larvario del camardn blanco del Pacifico. Se cuantificd la expresion de tres
genes de desarrollo (Ubx, Twist y Mef-2) en diferentes etapas. El analisis
estadistico de los resultados se realizé por etapa para encontrar diferencias
significativas en los niveles de expresion, dependiendo del gen de referencia
utilizado para normalizar la expresién génica. Es posible observar que si
existen diferencias significativas de la expresion relativa, dependiendo del
normalizador en ciertos estadios a lo largo del ciclo de vida. La interpretacion
de los datos de expresion de Twist y Mef-2 se basé en un reporte anterior (Wei

et al., 2016), mientras que para Ubx este es el primer reporte.
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La expresidon génica se comparo utilizando los tres genes de referencia mas
estables (SubF0O, GAPDH y EF1a), de forma individual y en combinacién. Esto
debido a que actualmente se acepta que las variaciones en la estabilidad del
gen de referencia, se pueden minimizar utilizando la media geométrica de

varios (al menos dos), genes de referencia y asi lograr resultados mas

precisos.
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Figura 6. Expresion relativa de Ubx, Mef-2 y Twist. Se utilizaron los tres
genes mas estables (Sub FO, EF1a y GAPDH) y su combinacion (media
geométrica). Las barras representan + 1 SD y los letras indican diferencias
significativas en la expresion de genes por estadio (p<0.05). Nauplio V (Nv),
Zoea | (ZI), Zoea Il (ZIl), Zoea Il (ZIIl), Mysis | (MI) Mysis Il (MIl), Mysis Il (MIII)
y Postlarva (PL).

Los patrones de expresion génica durante el desarrollo larvario se compararon
con genes de referencia individuales y combinados (Figura 7). Las variaciones
fueron mas evidentes cuando los genes de referencia se usaron
individualmente que en combinacion. Observandose diferencias significativas

en los niveles de expresidon en los tres genes de desarrollo, dependiendo del
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gen de referencia utilizado para normalizar la expresion. Por ejemplo, Mef-2 fue
la mas sensible; se detectaron diferencias significativas en la expresion génica
en todas las etapas del desarrollo, excepto en los casos de nauplio y
postlarvas. La expresién de Twist mostrd diferencias significativas en todas las
etapas de zoea y en las postlarvas, mientras que la expresion de Ubx solo
mostro diferencias significativas en la etapa de nauplio (Figura 6). En general,
los mejores resultados se obtuvieron con la combinacion de los tres genes de
referencia. Teniendo en cuenta estos resultados, junto con los valores de
estabilidad genética se sugiere que la media geométrica de SubF0 + GAPDH +
EF1a, proporciona los datos mas precisos para medir la expresién génica

durante el desarrollo del camaron.

7.2. Evaluacion de la respuesta inmune innata en embriones de camarén

El primer experimento (Figura 3) el efecto de los patrones moleculares
asociados a microorganismos de patégenos (PAMP’s) y los patrones
moleculares asociados a microorganismos (MAMP’S) sobre la eclosién de los
embriones de L. vannamei (Figura 7) tienen diferencias significativas entre los
tratamientos (ver seccién 2.1). Los tratamientos con BS y VP que tienen la

mayor tasa de eclosion en comparacion con los otros grupos.
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Figura 7. Efecto de PAMP’s y MAMP’s sobre la eclosion de los embriones
de L. vannamei (p<0.05).

52



Los resultados de eclosion indican que existe una diferencia en la estimulacion
con bacterias asociadas al ambiente marino. También se realizaron
observaciones morfoloégicas de las larvas provenientes de los diversos
tratamientos (Figura 8) con mayor porcentaje de eclosidbn y no muestran
diferencias aparentes. Al realizar el traslado de las larvas a las nuevas
unidades de bionesyo se observd que las larvas provenientes del grupo control
y tramamientos con VP y BS tenian movimientos natatorios normales, con
fototropismo altamente activo, a diferencia de las larvas provenientes de los
tratamientos de EC y SA.

Y
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Esquema. Tomado de Wei et al., (2014).

Figura 8. Morfologia de las larvas nauplio al momento de la eclosién. Las
larvas observadas en la parte superior provienen de un desarrollo embrionario
estimulado con las bacterias B. subtilis y V. parahaemolyticus respectivamente.
El esquema de la parte inferior nos permitié identificar el subestadio | de
desarrollo del estadio nauplio.

Se pudo observar la misma tendencia durante el desafio VP en la
supervivencia de las larvas obtenidas de embriones estimulados .De acuerdo
con la prueba estadistica, se identificaron tres grupos estadisticamente
diferentes. Las larvas que provenian de embriones estimulados con BS y VP
mostraron una mayor supervivencia que los controles después de una prueba
de provocacion de 24 h con V. parahaemolyticus (P<0.05). Este resultado se

considerd una evidencia indirecta de que la produccién de efectores de la
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respuesta inmune que se activaron. Adicionalmente se tuvo un control de
viabilidad, es decir, larvas sin infeccidén para conocer la tasa de muerte natural
a lo largo del tiempo La tasa de viabilidad fue de 80% (+5%), por lo tanto la
disminucién de la poblacién por la infeccidon es aproximadamente de un 40 a

50% de la poblacion (Figura 9).
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Figura 9. Supervivencia de larvas con entrenamiento inmune durante el
desarrollo embrionario. Se realizd un reto de infeccibn con V.
parahaemolyticus durante 24 h con las larvas provenientes de los desarrollos
embrionarios estimulados con bacterias muertas (p<0.05).

Al finalizar el reto se hicieron observaciones morfolégicas de las larvas con el
objetivo de detectar un retraso en el crecimiento. Al momento de la
identificacion de las larvas se econtraban en el subestadio V y las larvas
provenientes del tratamiento con Vibrio tuvieron desarrollo en los segmentos
abdominales, donde se ubicara el intestino en los estadios subsecuentes y
tenian aun el ojo naupliar (Figura 10). Las observaciones morfologicas
muestran que no hubo un efecto eveidente por los tratamietos ni el reto
infeccioso, sobre desarrollo de las larvas de L. vannamei. La duraciéon del

experimento desde la eclosidn hasta la infeccién fue de 36 h sin alimentacion.
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Figura 10. Morfologia de las larvas después del reto de infeccion con V.
parahaemolyticus. Todas las fotografias fueron tomadas con el aumento 10X.
El esquema de la parte inferior derecha, permitié identificar el subestadio V del
desarrollo de la larva nauplio.

7.2.1. Perfil transcriptémico de los embirones estimulados.

El perfil transcripcional de los genes seleccionados muestran una expresion
molecular diferencial de los mecanismos y efectores de la respuesta inmune.
En los resultados previos, los embriones y larvas desarrollaron una respuesta
inmune duradera cuando se expusieron a los extractos de microorganismos.

Entonces, el sigueinte paso fue la exploracion del efecto de la exposicion de los
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embriones sobre la transcripcion de los maracadores de vias de sefalizacién y
efectores de la respuesta inmune. La mayoria de estos genes (Tabla 6) (ver
seccion 6.3.2, 6.3.4 y 6.3.5) se expresan en algun momento del desarrollo de
las larvas, diferenciando su activaciéon por bacterias patdégenas de aquellas que

no son patégenas.

A cada gen seleccionado de la respuesta inmune se le determiné la eficiencia
de amplificacion obteniedo el rango de 91-113% (Tabla 6) y se correlaciono la
curva desnaturalizacion del producto de pcr en todos los ensayos, para evitar
resultados falsos positivos debido a la poca cantidad de mARN presente en las

muestras (Anexo-material suplementario).

Tabla 6. Eficiencia de genes de respuesta inmune

. ) Factor de Eficiencia
Gen Pendiente | R i
amplificaciéon (%)
Factor de Dorsal -3.562 0.999 1.91 90.87
transcirpcion Relish -3.303 0.999 2.01 100.8
Pen-2 -3.448 0.996 1.95 95
Pen-3 -3.517 0.999 1.92 92.46
Pen-4 -3.353 0.998 1.99 98.72
AMP ALF -3.362 0.991 1.98 98.35
Lys -3.273 0.998 2.02 102.08
Crus -3.034 0.998 2.14 113.6
NOS -3.341 0.999 1.99 99.21
Estrés ProPO -3.254 0.999 2.03 102.91
oxidativo MnSOD -3.467 0.999 1.94 94.28
TLR -3.296 0.997 2.01 101.09
Receptores
DScam -3.464 0.997 1.94 94.39
Argo -3.54 0.998 1.92 91.64
Senalizacion
Traff -3.474 0.998 1.94 94.02

Una vez realizado la validacion de los primers se procedié al procesamiento de
la muestras; los resultados se integran enla Figura 11 (heatmap) dando una

vision integral de la expresion de genes de la respuesta inmune; esta figura
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esta compuesta por varios elementos: 1) parte inferior derecha hay una escala
de color que es directamente proporcional a la cuantificacion de la expresiéon de
cada gen (Fold change); 2) parte superior se observa el seguimiento del
desarrollo embrionario hasta la eclosion de la larva en el estadio de nauplio y 3)
la representacion central se encuentra el patrdn transcripcional de la
estimulacién de los embriones durante su desarrollo con bacterias muertas por
calor (autoclave) .
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Figura 11. Perfil transcripcional del “priming” a través del desarrollo
embrionario del L. vannamei hasta la eclosion. Se realizé una cinética de
estimulaciéon desde el tiempo inicial y hasta las 3, 6, 9 y 12 h que comprende
desde el desove hasta la eclosién del nauplio. Se realizaron dos tratamientos
(B. subtilis y V. parahaemolyticus) de exposicion a extractos bacterianos
durante todo el desarrollo y un grupo testigo.
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Durante el estudio, se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion de la mayoria de los genes analizados. Los principales cambios

registrados por el grupo de genes se explican a continuacion:

Receptores de reconocimiento de patrones. Los PRR son proteinas
capaces de reconocer patrones molecualres que se encuentran en patégenos
(PAMP’s), biomoléculas asociadas a dafio (DAMP’s) y/o microorganismos
(MAMP’s) asociados a microbiota. Estos receptores controlan la activacion y
modulacién de una respuesta inmune. En este trabajo se evalud los receptores
TLR y DScam. El gen del receptor TLR solo se expres6 cuando se aplico la
estimulacién con bacterias muertas por calor; principalmente en la estimulacion
con el tratamiendo con VP, se observd una expresién significativamente mayor
después de 3 h (P <0,001). La expresion del gen DScam se registré después
de 3 h y permaneci6é activa durante todo el desarrollo embrionario. En los
tratamientos con VP, la DScam se sobreexpres6 significativamente después de
9 h de tratamiento y con la bacteria BS hay un patrén de expresion similar a el

control (Figura 12).
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Figura 9. Expresion relativa de los receptores TLR y DScam. ANOVA de
dos vias (Tiempo/Tratamiento).

58



Marcadores de vias inmunes. En cada uno de los genes involucrados en la
activacion de la respuesta, se observaron diferencias significativas en el nivel
de expresion en los tratamientos con los extractos de bacterias a lo largo del
tiempo. Los factores de transcripcion tipo NF-kB tienen una expresion
diferencial, el mMARN de Relish se tuvo una deteccion después de 3 h y se
mantuvo durante todo el desarrollo embrionario tanto en el control como con
BS. A diferencia de la aplicacion de VP que induce un aumento en su
expresion de 9 h (P <0.001). Y el mARN de Dorsal no se expreso en el control,
mientras que en los tratamientos con bacterias muertas si se indujo una
sobreexpresion significativa después de 3 h. El mayor efecto se observé con la
aplicacién de VP, donde la expresién relativa fue de hasta 3 a las 9 h de
tratamiento. Finalmente Argo y Traf-6 tienen un comportamiento similar; ambos
genes se expresan después de 6 h y su expresion aumenta progresivamente
en el tratamiento con VP, con un aumento significativo después de 9 h (P
<0.001). En ambos genes, la estimulacion de BS parece inducir la represién de
su expresion durante todo el desarrollo en comparacién con el control (Figura
13).
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Figura 10. Expresion relativa de los genes de regulacion génica. ANOVA
de dos vias (Tiempo/Tratamiento).

Proteinas antimicrobianas (AMP). Se encontraron diferencias significativas

en la expresion de los genes AMP entre los tratamientos evaluados,

aparentemente la respuesta esta influenciada por el tipo de estimulo aplicado.

Los genes de las penaeidinas PEN-2, PEN-3 y PEN-4 y el gen de lisozima

(Lys) se expresaron a partir de 3 h en el control y su expresion se detuvo

durante 9 h; en contraste, se observa que el tratamiento con células Vibrio

indujo una sobreexpresiéon significativa (P <0.001). Los genes ALF y CRUS

solo se expresan a partir de 9 y 6 h respectivamente, pero los tratamientos VP
y BS (Figura 14).
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Figura 11. Expresion relativa de los AMP’s. ANOVA de dos vias
(Tiempo/Tratamiento).

Relacionado con el estrés oxidativo. Los sistemas involucrados en la
produccion ROS y SRN son el Sistema PO (ProPO) y NOS. Y por el otro lado
esta la enzima antioxidante MnSOD que previene el dafio incontrolado de la
generacion de ROS. En este estudio, la expresion de ProPO se detectd a partir
de las 3 h después del comienzo del experimento y permanecio activa hasta la
eclosion. La estimulaciéon con bacterias muertas causé un aumento significativo
en su expresion (P <0.001), particularmente en el caso del tratamiento con VP,
donde se indujo un cambio en la expresién relativa de mas de 1.5 veces, como
MnSOD. Aparentemente, el gen NOS no se expresé en el control, pero su
expresion se indujo a partir de las 6 h con los tramientos, principalmente con

BS, donde permaneci6 con una expresion activa hasta la eclosion (Figura 15).
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Figura 15. Expresion relativa de los genes asociados a estrés oxidativo.

ANOVA de dos vias (Tiempo/Tratamiento).

Desarrollo. La expresion del gen Mef-2 se detectd a las 0, 3 y 9 h en el control

y se observa que la aplicacion de estimulacion con bacterias gener6 cambios

significativos en cada uno de los tiempos (P<0.001). Sin embargo, no se

observa un patrén definido de activacion o represion (Figura 16). Con el gen

Twist, se observaron altos niveles de variabilidad de expresion, por lo que no

fue posible encontrar diferencias significativas en el control y los tratamientos

con bacterias (Figura 16).
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Figura 16. Expresion relativa de los genes asociados a desarrollo. ANOVA
de dos vias (Tiempo/Tratamiento).

Al finalizar la estimulacion las larvas presentan diferentes perfiles de
transcripcion (Figura 17) antes de enfrentar en el reto infeccioso, lo que les
permitid la sobrevivencia por mecanismos distintos, esto sugiere una via de
activacion diferente. Interesanetemente el tratamiento con BS tiene una
expresion discreta de todos los efectores solubles (AMP’s y estrés oxidativo), al
igual que en los receptores DScam y TLR y el tratamiento con VP muestra una
sobreexpresion en la mayoria de los genes evaluados evidenciando un estado

de alerta.
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Figura 17. Respuesta inmune innata en nauplios. Son larvas provenientes
de diferentes tratamientos (Vibrio y Bacillus) durante su desarrollo embrionario
y el control sin tratamiento, antes de tener el reto infeccioso con Vibrio.

8. DISCUSION
8.1 Estandarizacion de la expresién génica

Los estudios de expresion génica en L. vannamei, se han llevado a cabo en
diferentes contextos para estudiar su crecimiento, inmunologia, resistencia o
tolerancia a enfermedades infecciosas (Lightner et al., 2012; Newaj-Fyzul et al.,
2014). No obstante, todo esto se ha realizado sin la validacién de genes de
referencia (Lage et al., 2017; Quispe et al., 2016). Destacando la necesidad de
validar el gen de referencia en el desarrollo de las larvas y ayudando a obtener

resultados precisos.

Se han realizado algunos estudios de normalizacion en diferentes especies de
crustdceos como en P. monodon, en dénde se evaluaron cuatro genes de

referencia candidatos (18S rRNA, GAPDH, B-actina y EF1a) para la expresion
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de genes en los organos reproductores. Siguiriendose como normalizador
EF1a (Hines et al., 2014); en Macrobrachium olfersii se evaluaron seis genes
(B-actina, GAPDH, EF1a, RpL8, RpS6 y AK) en embriones y en tejidos de
adultos (ganglios cerebrales, musculo y hepatopancreas). Los genes mas
estables resultaron ser RpL8 y RpS6 (Jamarillo et al, 2017). En Penaeus
stylirostris se examiné la estabilidad transcripcional del ARNr 18S, GAPDH, (3-
actina y EF1a mientras se media la expresion del ARNm de un gen durante un
reto con el virus de la mancha blanca (WSV), el gen de control interno mas
estable fue GAPDH durante la infeccion por WSSV (Dhar et al., 2009). Mientras
que en P. clarkii se determiné la estabilidad de la expresion de ocho genes de
referencia candidatos (GAPDH, B -actina, EF1a, UB -Ubiquitina, 8 -tubulina,
TBP, EIF y 18S rRNA) y los resultados mostraron que entre las diferentes
muestras de tejido que EIF (del inglés eukaryotic translation initiation factor 5) y
18S rARN fueron los mas estables expresadas, mientras que desde la etapa de
desarrollo ovarico, TBP y EIF (Jiang et al., 2015). Todos estos trabajos nos
indican que no existe un gen de referencia universal para todos los modelos y
que se necesita realizar esta validacion en cada etapa de la evaluacion del
modelo. Por lo tanto, este trabajo se incluye el estudio de la estabilidad de la
expresion génica de varios candidatos durante las etapas metamorficas en un
modelo ampliamente utilizado para la investigacion molecular. La
estandarizacion durante el desarrollo es un desafio, debido a los cambios
metabdlicos repentinos que se producen durante la metamorfosis. Ademas de

hacer hincapié en la necesidad de protocolos estandarizados.

Por ello, este trabajo propone los siguientes pasos que se deben tomar para
lograr una adecuada validacion y resultados confiables: 1) el uso del mismo
numero de organismos para la extraccion de ARN por condicion. En muchos
casos, los autores usan el peso en lugar de numero de organismos (ref), pero
es importante tener en cuenta que la respuesta es individual y, por lo tanto, el
numero de organismos deberia ser el mismo al realizar la evaluacién de la
respuesta en mezclas (pools) de cada condicidn; 2) cuantificacion del ARN y el
cADN, ademas de ajustar en todas las muestras de cADN a 100 ng/uL para
minimizar las diferencias debidas a la extraccion y la eficacia de la sintesis del

cADN vy 3) los genes de referencia deben seleccionarse cuidadosamente para
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cuantificar la expresion génica relativa. La seleccion de genes de referencia
candidatos debe considerar una baja variaciéon del valor de Cq entre las

muestras, asi como altos niveles de expresion y eficiencia de amplificacion.

Cuando los genes de referencia candidatos se analizaron en diferentes etapas
del desarrollo larvario, la variabilidad puede asociarse a cambios fisioldgicos
durante la metamorfosis (histogénesis, transicion de la dieta, desarrollo
muscular y reconstruccion del exoesqueleto) (Wei et al., 2014). Por lo tanto, la
seleccién de genes de referencia debe realizarse minuciosamente (Bustin et
al., 2009), ya que los cambios relacionados con la fisiologia en los niveles de
expresion de los genes constitutivos pueden producir resultados inexactos. En
este trabajo, se examinaron nueve genes de referencia candidatos. La
seleccién de genes de referencia basandose en su funcién, conociendo que
son esenciales para la viabilidad celular. La funcién génica se dividié en cuatro
categorias, enzimas metabdlicas (PK, AK y GAPDH), regulacién génica y
sintesis de proteinas (TBP y EF1a), cadena respiratoria (Cyt-c y SubFO0) y
proteinas estructurales (Clatrinas y B -Actina). Algunos de estos genes se
eliminaron después de la seleccién inicial porque mostraron una alta
variabilidad entre etapas y una baja sensibilidad (por ejemplo, la falta de

deteccién de la cantidad minima de mARN en la muestra).

Es importante hacer énfasis en las razones fisiologicas por la que se
seleccionan o se descartan los genes candidatos, con el fin ayudar a futuros
trabajos de expresion génica y no se elijjan genes constitutivos sin una

validacién previa.

Las enzimas metabdlicas como GAPDH y PK participan en la glucdlisis,
aunque realizan otras funciones (Jung et al., 2012). Se ha reportado que
GAPDH es un buen gen de referencia en ensayos experimentales con
camarones adultos (Darh et al., 2009; Valenzuela-Castillo et al., 2017), sin
embargo, no fue la mejor opcion para medir la expresion de genes en estadios
larvales de M. olfersii (Jaramillo et al., 2017). Esto podria estar relacionado con
los cambios metabdlicos que ocurren en las etapas metamorficas; por ejemplo,
durante la etapa de inter-muda, las vias glucoliticas estan activas. Sin

embargo, se detienen cuando los animales entran a la etapa de pre-muda,
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disminuyendo el requerimiento de proteina GAPDH (Gao et al., 2017). Otros
eventos fisioldgicos que requieren cambios metabdlicos son la respuesta al
estrés oxidativo, la apoptosis, la autofagia, la sefalizacion celular mediada por
receptores, la regulacion postranscripcional, la proteccion del ADN telomérico y
el mantenimiento de la integridad del ADN (Sirover, 2011). En larvas de L.
vannamei, GAPDH se desempeid bien como gen de referencia, mostrando

mejores resultados cuando se combina con otros genes de referencia.

AK es parte del metabolismo energético; transfiere un grupo fosfato entre el
ATP y la L-arginina para almacenar energia, principalmente en las células
musculares (Kotlyar et al., 2000; Fang-Fang et al., 2014). Este gen se descarto
debido a la baja eficiencia de amplificacion (86%); probablemente la cantidad
de células musculares sea relevante para su expresion, y los estadios larvales
(principalmente estadios tempranos) presentan un desarrollo muscular inicial.
En cualquier caso, los datos de amplificacion con los oligonucleétidos AK
deben rectificarse con un analisis adicional (por ejemplo, repeticiones
adicionales, rediseno de oligonucleétidos, ajustes en las condiciones de

amplificacion, etc.).

EF1a ha sido ampliamente utilizado como gen de referencia. Participa en el
reclutamiento de aminoacil-tARN durante la sintesis de proteinas en cada
célula (Alberts et al., 2014), por lo que su expresion es constante y muestra
una baja variabilidad. Por otro lado, la TBP; un regulador de la transcripcién y
parte de la maquinaria del complejo proteico de iniciacion de la transcripcidon
eucaridtica, no mostré una expresion estable durante el desarrollo larvario; Su
expresion era baja, casi indetectable. La expresién de TBP esta estrechamente
regulada y las células solo requieren pocas cantidades de proteinas para ser
funcionales (Akhtar & Veenstra, 2011; Jonhson et al., 2017).

Las clatrinas son proteinas de recubrimiento esenciales para la endocitosis y el
trafico vesicular (Royle, 2006), influye en la vida media de las proteinas y en el
reciclaje. Sin embargo, su expresién fue baja y variable entre los estadios
larvales. La 3 -actina forma parte del citoesqueleto, se requiere para la
remodelacion celular y la motilidad, y su expresion depende del ciclo celular
(Jacinto & Baum, 2003; Bunnell et al., 2011; Katz et al., 2012). La proliferacion
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celular en etapas metamorficas es variable debido al crecimiento, la
remodelacion y la muda, por lo que la expresion de B-actina muestra
variaciones relacionadas con la etapa y, por lo tanto, una baja estabilidad como

gen de referencia.

El citocromo c¢ (Cyt-c) es una proteina con grupo hemo, cuya funcién principal
es la transferencia de electrones, la cual es necesaria para la muerte celular
programada (Baddidt et al, 2015). La metamorfosis implica eventos
coordinados de proliferaciéon y muerte celular debido a la remodelacion del
tejido. Por lo tanto, la expresion de Cyt-c puede variar en las etapas

metamorficas, lo que reduce la estabilidad como gen de referencia.

Finalmente, la subunidad FO (SubFO0) pertenece a un complejo de proteinas
que conforma la ATP sintasa. La maquinaria de la ATP sintasa muestra la
expresion diferencial para cada subunidad y promueve la diferenciacion de las
células germinales (Witting et al., 2010; Teixeira et al., 2015). SubFO0 fue el gen
de referencia mas estable probado en este estudio, seguido de la media
geométrica de SubFO y GAPDH, lo que sugiere que su expresion no esta

regulada por el desarrollo (Ardia et al., 2012).

Una vez seleccionados los genes candidatos de acuerdo a los criterios de
seleccion descritos en la secc. 6.3.2., se utilizaron algoritmos para determinar
la estabilidad génica, es decir, la deteccion de un Cq poco variable entre

estadios.

Los algoritmos utilizados en este estudio (ver secc. 6.3.4), sugieren posibles
combinaciones de genes de referencia para obtener un factor de normalizaciéon
con el error mas bajo. El programa geNorm no pudo calcular el numero éptimo
de genes debido a la alta variabilidad entre las etapas. Sin embargo,
NormFinder sugirié la media geométrica de SubFO y GAPDH como la mejor
combinacion. Ambos genes mostraron patrones de expresién similares, pero
SubF0 mostré una amplificacién temprana. Por lo tanto, con valores de Cq mas
bajos. Los diferentes calculos realizados por cada algoritmo proporcionan
diferentes clasificaciones de estabilidad; en estas clasificaciones, SubF0 fue

consistentemente el gen mas estable (Tabla 4).
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La estabilidad de SubFO, en combinacion con GAPDH y EF1a fue evidente en
la normalizacién de la expresién génica de los genes del desarrollo (Ubx, Mef2
y Twist). Los patrones de expresién de Mef-2 y Twist se compararon con un
estudio previo (Wei et al., 2016), en el que se utiliz6 18S rARN como gen de
referencia, mostrando resultados similares excepto en las etapas nauplio y
zoea. El gen 18S rARN se expresa en niveles altos mostrando valores de Cq
bajos, dependiendo de la concentracion de la muestra. Por lo tanto, puede ser
necesario diluir las muestras para amplificar correctamente este gen en
particular. No obstante, las muestras diluidas pueden no ser ideales para
amplificar transcritos de baja abundancia. Por lo tanto, los genes de referencia
ideales deberian presentar abundancias similares a los genes de interés. Los
resultados de este estudio indican que SubFO solo podria ser lo
suficientemente estable como para el analisis de la expresion génica en larvas
de camardn, sin embargo, la media geométrica de SubF0 + GAPDH o SubFO0 +
GAPDH + EF1a proporciona resultados mas consistentes, por lo tanto, estas
son las mejores opciones como genes de referencia para medir la expresion

geénica durante el desarrollo de larvas de camaron.

La propuesta de un solo gen de referencia como lo es SubFO0, ofrece una
ventaja metodologica en qPCR. Ademas, puede ser utilizado como control
interno en otras técnicas que determinan la expresidn génica como:
Northernblot, microarreglos y pcr semicuantitativa. Todo este trabajo de
validacién para la seleccién de un gen de referencia para el ciclo larvario de L.
vannamei; ademas de las consideraciones técnicas indispensables, tiene como
objetivo obtener resultados confiables y reproducibles. Ademas de proponer
una guia metodolégica de manejo y procesamiento de muestras de todos los
estadios metamorficos de camarén que permiten ser aplicable a otros modelos

metamorficos.
8.2. Respuesta inmune

El estudio de la memoria inmune innata comenzdé con el copépodo
Macrocyclops albidus (Kurtz & Franz, 2003) con el fendmeno ahora llamado
“priming transgeneracional”. De aqui hasta la actualidad se inici6 el estudio en

otros modelos de invertebrados y vertebrados el “priming individual” (Netea et
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al., 2015), principalmente en organismos adultos (Lanz-Mendoza & Gardufio-
Contreras, 2018) y recientemente en larvas (Dhinaut et al., 2017; Schulz et al.,
2019). Este trabajo aborda el priming individual desde etapas embrionarias, a

través de diversos tratamientos.

El primer paso para la descripcién del tipo de defensas con las que cuentan los
embriones de camaron de L. vannamei fue conocer si tienen actividad
antimicrobiana sin ningun estimulo minutos después del desove. Encontrando
que si presenta actividad antimicrobiana contra Gram (+) y Gram (-) (Sppl.
Figura 7), respaldando lo reportado por Haug et al (2002) en huevos del
camardn Pandalus borealis. Esta actividad antimicrobiana es atribuida a la
presencia de AMP’s o proteinas generados de ROS (especies reactivas del
oxigeno) como zimoégenos de la cascada del sistema PO que se han detectado
al comenzar el desarrollo (Martin et al., 2012). Lo que sugiere que la primera de
la respuesta de defensa es de origen materno, permitiendo asi la maduracion
de su sistema inmune y la produccion de sus propios efectores a lo largo de su

ciclo de vida.

Esta es la primera evidencia en la que los embriones de camardn son capaces
de generar una respuesta inmune activa para la produccion de efectores.
Anteriormente, Quispe et al. (2016) informaron la expresion de genes
relacionados con la respuesta inmune en embriones de L. vannamei, sin
embargo, como la expresion no fue inducida por un estimulo especifico,
podrian interpretarse como parte de la actividad basal. La capacidad del
embridn de camardn para responder dentro de unas pocas horas después de
la fertilizacidn esta relacionada con su ciclo de vida y biologia. En la naturaleza,
las hembras del camarén desovan los huevos cerca de la superficie del océano
(Medina-Reyna et al., 1999); Como los huevos carecen de un sistema de
flotacion, precipitan rapidamente al fondo marino donde completan su
desarrollo en contacto con el microbioma benténico, lo que implica una

constante estimulacion y sensado de su ambiente.

La comunicacién entre el ambiente y las células comienza mediante los
receptores (PRR’s) como por ejemplo TLR y DScam. La deteccion del mARN

de TLR esta directamente relacionado con los tratamientos y su activacién se
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evidencié por medio de la expresion de TRAFG6; proteina adaptadora asociada
a Pelle corriente debajo de la cascada de senalizacion antes de la traslocacion
del factor de transcripcién Drosal al nucleo (Agarwala et al., 2008; Wang et al.,
2011). Se esperaba que el comportamiento de expresién de TRAF6 tuviera una
relacion directamente proporcional a la expresion de TLR junto con Dorsal, lo
cual solo ocurrié en el tramiento con VP. A diferencia del tratmaiento con BS
donde se dectectd la expresion de TLR y Dorsal pero no de TRAF6 sugiriendo
que se promueve la presencia del receptor para una rapida sefalizacién como
medida precautoria de la respuesta inmune. Sin embargo se detecté el mMARN
de TRAF6 en el control sin la transcripccion activa de TLR lo que permite
sugerir que participe en otras vias de senalizacion. La activacion de la
senalizacion de TLR no solo produce efectores de la RI, sino también
promueve el desarrollo con la finalidad de vigilar el ambiente por medio de
quimiosensores para la deteccion de agentes etioldgicos diversos (Brandt &
Ringstad, 2015).

Otro de los receptores principalmente estudiados por su participacion en la
respuesta inmune y caracter hipervariable por la aparente maduracion de la
afinidad en retos subsecuentes es DScam (Hung et al, 2013), mostrando
patrones de expresion opuestos entre los tratamientos de VP, BS y el control.
Al parecer el aumento en la transcripcion de DScam en el tratamiento con VP
es por la generacién de memoria que se debe a la patogenicidad y virulencia
del agente etiolégico detectado (Chiang et al., 2013). Sin embrago, en las
primeras etapas de desarrollo sus funciones podrian no estar limitadas solo a la
deteccién, neutralizacion y opsonizacion (Ng et al., 2015). Puede tener
participacion en el desarrollo, morfogénesis, auto reconocimiento vy
diferenciacion como se informa en organismos superiores (Agarwala et al.,
2001; Fuerst et al., 2010; Schmucker & Chen, 2009; Yimlamai et al., 2005 ;).

Los factores de transcripcion pertenecientes a la familia de NFkf que se
activan por diferentes vias asociadas al reconocimiento por PRR’s, Dorsal por
la via de TLR y Relish se activa por medio de la via IMD que se desencadena
con bacterias Gram (-) y algunos Bacillus Gram (+) (Wang & Wang, 2013) o a
través de la ruta TAK1/TGF- (Wang et al., 2013, 2015b y 2016) para la
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produccion de efectores de la Rl. Estas cascadas de sefales puede enlazarse
con la activacion de la ProPO (Tassanakajon et al., 2017). Por lo tanto esto
justifica la presencia de la transcripcion de Relish tanto en el control como en
los tratamientos sugiriendo que este factor de transcripcidon es responsable de
la respuesta basal por medio de la deteccion de su medio. Incluso se ha visto
que en mamiferos existe transmision vertical y horizontal de la microbiota
(Moeller et al., 2018); ademas durante el desarrollo de intestino hay un sondeo
a través del sistema enteroendocrino que establece las bases para el
establecimiento de la microbiota (Buchanan & Bohdrquez, 2018). Por lo tanto,
esta activacion puede ser por deteccién de la microbiota de la madre al
desovar y/o del estanque en donde se lleva acabo del desarrollo provocando

una respuesta basal, que sienta las bases de la relacién microbiota-RI.

Durante la cinética se establece un perfil diferencial de proteinas
antimicroianas en los diferentes tratamientos producto de la activacién de
diferentes vias de sefalizacioén, lo que sugiere que la deteccién de un patégeno
durante el desarrollo y tener una respuesta inmune activa antes de eclosionar.
Por lo tanto se abre una ventana de oportunidad para modular la respuesta
durante el desarrollo embrionario y obtener larvas con una inmunocompetencia
mejorada. Dentro de estos perfiles inmunes se sugiere que la lisozima (Lys)
tiene una participancién crucial en el control de microorganismos (Kaizu et al.,
(2011). Lo que explica su expresion en los tratamientos y en el control, a
diferencia de los otros péptidos que estan sujetos a un estricto control por el

costo energético que implica su produccion.

Otro mecanismo de la regulacién de la RI que se incluyo en esta evaluacion es
la ruta de los miARN, que provienen de regiones no codificantes del genoma.
Argonauta (Argo) es ARNasa tipo Il que forma parte del complejo RISC (del
inglés ARN-induced silencing complex) que tiene una participacion activa en la
inhibicion de los mARN diana (Bartel, 2004). La participacion de miRNA en la
RI ha sido descrita en la regulacién de la familia NFxp (Ma et al., 2011) y en
infecciones virales (WSV) y bacterianas (V. alginolyticus) (Zhi & Fei, 2017)
demostrando una participacién crucial en la respuesta tanto celular como

humoral cuando hay deteccion de una infeccién. En los resultados se detecta
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Argo en el grupo control y en el grupo que se estimulo con VP con un aumento
gradual de la expresiéon. Esta forma de regulacion es critica para optimizar el
ahorro de energia y asi montar una respuesta inmune, muy posiblemente estos
mMiARN especificos que son producto de la identificacion de un patégeno,
puedan ser parte de la memoria innata que le permita responder mas rapido en
desafios infecciosos subsecuentes. Esto se podra comprobar en experimentos
futuros en los que se conozca un poco mas de la participacion y funcién de los

mMiARNSs en el desarrollo y RI.

Otras respuestas diferenciales en la expresidn génica asociadas al tipo de
tratamiento fueron los genes asociados con el estrés oxidativo (ProPO, NOS y
MnSOD). Naturalmente, estas moléculas se producen ya que regulan procesos
tales como: crecimiento celular, expresion génica de proteinas de estrés y
antioxidantes, apoptosis, entre otros (Holley et al., 2011; Zou et al., 2016) que
explican su expresién en el control. Sin embargo, también participan en la
activacion de la respuesta inflamatoria y la eliminacién de microorganismos
(Kabe et al., 2005) como se observa en los tratamientos con VP y BS (Sppl.
Figura 12 y Figura 12). Por otro lado, se detect6 un aumento en la expresion
del gen de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) en ambos tratamientos. Esta
enzima tiene un papel crucial en la eliminacién de bacterias Gram negativas,
como V. harveyi (Chen et al, 2015) y Aeromonas hydrophila (Rodriguez-
Ramos et al., 2016). Sin embargo, como no se sabe qué factores estimulan la
respuesta en los embriones de camarones y estas diferencias podrian estar
relacionadas con componentes especificos producidos por cada cepa y no

necesariamente relacionadas con las caracteristicas externas de la célula.

La conexién entre desarrollo y RI (Respuesta Inmune) se establece con genes
que participan en ambos procesos en rutas metabdlicas altamente reguladas;
como es el eje de regulacion Twist-Dorsal, ambos participan en la
embriogénesis, diferenciacién celular y regulacion de la produccién de citocinas
respectivamente (Jiang, et al., 1992; Sosic & Olson, 2003; Tassanakajon et al.,
2017). En los resultados se muestran una alta variablidad en la expresion del
gen Twist entre los tratamientos y el control lo que no permitié establecer si hay
diferencias estadisticas, pero si hay un cambio en la cuantificacion de su

expresion, ya que al petenecer también a los genes del mesodermo (Wei et al.,
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2016) se detecto a lo largo del tiempo. Ademas el factor de transcripcion Twist
interacciona con Dorsal para regular la produccion de citocinas (Sosic et al.,
2003). Otro marcador de desarrollo expresado en el mesodermo con funciones
de diferenciacion celular y desarrollo muscular es Mef-2 (del inglés myocyte
enhancing factor 2) (Wei et al., 2016), en los tratamientos se expresa de
manera intermitente presentando diferencias significativas entre las diferentes
condiciones por lo tanto se relaciona con desarrollo de las larvas y crecimiento

en la etapa adulta.

Una vez establecido que hay una respuesta diferencial, en donde Vibrio se
centra en una respuesta de efectores, Bacillus tiene una repuesta preventiva
por la presencia de receptores y algunos AMP especificos (Crus, NOS y ALF)
en mayor proporcion a diferencia del control, pero en menor proporcion que el
tratamiento con Vibrio. El efecto de las estimulaciones durante el estadio
embrionario se ve reflejado en la mejora de la inmunocompetencia de las larvas
al sobrevivir al reto (Figura 10), pero con diferentes cantidades y tipo de

efectores (Figura 13) dependientes del tipo de estimulacion.

La inmunomodulacion con bacterias Gram (+) es eficiente y menos costosa
energéticamente para el individuo. En este modelo si hay diferencia en cuanto
a utilizar bacterias asociadas al medio y las no relacionadas como se observa
en la Figura 8. Estos resultados difieren un poco de lo reportado con el trabajo
de Tenebrio por Dhinaut et al. (2017) en este modelo se utilizaron bacterias
Gram (+) (S. aureus, B. thurigensis) y Gram (-) (E. coli, S. entomophila) como
inductores del priming. Los resultados obtenidos, fueron que con las bacterias
Gram (+) hay mayor tasa de supervivencia frente al reto, sin importar la
naturaleza de la pared del agente etioldgico y que incluso la bacteria Gram (+)
no relacionada (S. aureus) presenta mayor proteccion en el reto que el priming
realizado con la cepa entomopatdgena. Por lo tanto, la eleccidén bacteriana que
produce la inmunomodulacién Optima para la prevencién y control de
enfermedades sin agotamiento del sistema, serian las bacterias Gram (+). A
pesar de que existen reportes dénde la inmunizacion con Bacillus se considera
un “priming” fallido, al no encontrar una respuesta especifica contra esta misma
bacteria, es decir, un aumento de hemocitos, AMP’s y capacidades fagociticas

(Pope et al., 2011; Powell et al., 2011). Estos ensayos se realizaron con L.
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vannamei en el estadio de adulto y se inmunizaron por via intramuscular,
evaluando la respuesta efectora con la misma bacteria con la que se realizo la
inmunizacion. Entonces el descartar a Bacillus es una conclusion apresurada,
si Unicamente miden parametros solubles de la respuesta y aumento de
hemocitos sin un reto con un patégeno que demuestre la sobrevivencia. En
este trabajo se evidencia que si hay una sefializaciéon que refuerza la RI
humoral y celular al promover la transcripcion de PRR’s que prepara al

organismo para resolver una infeccion.

Otro punto a considerar es la forma de administracion de las bacterias para que
ocurra el “priming”. Trabajos recientes que demuestran la generacién de
memoria innata usan la via de administracion intramuscular u oral (Chang et
al., 2018); lo que representa problemas desde el punto de vista operacional en
una granja, porque no se puede inyectar a cada animal y tampoco es sencillo la
incorporacion de un inmunomodulador en el alimento. Ademas de la
estandarizacion de las dosis para no provocar un agotamiento o anergia de la
Rl. En este trabajo se propone la inmunomodulacién con adicién de las
bacterias muertas por calor al agua (aprox. 1.5x10° cel/mL). Ofreciendo una
ventaja operacional como estrategia inmunomodulatoria, sumando el hecho de
que no se desregularia la microbiota del estanque. De esta manera no se
forzara el sistema como sucede por via intramuscular, produciendo un estrés
por manejo y activacion de la Rl por DAMP’s (del inglées damage-associated
molecular patterns) y en adicion a esto las dosis administradas van desde
ordenes de 10° hasta 108 (Powell et al., 2011; Pope et al., 2013; Lin et al,,
2013) cuando los reportes de la microbiota en hemolinfa son del orden 10°
(Wang et al., 2015a). Por lo tanto, la via de administracién y dosis tiene un
efecto sobre el “priming”, ya que existe evidencia que dependiendo la via de
administracion que se utilice para inocular el agente etioldgico, puede retrasar

o promover el desarrollo (Schulz et al., 2019).
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9. CONCLUSIONES

1. Se demuestra que desde embriones es posible llevar a cabo una
modulacion de la respuesta generando un entrenamiento inmune que le

permite la supervivencia en un reto infeccioso de las larvas nauplio.

2. La inmunomodulacion con bacterias Gram (+) es eficiente y menos
costoso energéticamente para el individuo, porque no es una respuesta
exacerbada que no necesita la produccion de proteinas especificas para

generar un efecto protector.

3. Los resultados apuntan que la sobrevivencia es por diferentes
mecanismos con base en los efectores, receptores y factores de

transcripcion que generan un balance entre desarrollo y respuesta.

4. Se propone un nuevo gen de referencia SubFO para determinar la
expresion génica durante el desarrollo larvario de L. vannamei, para
cualquier tipo de evaluacién de la expresion génica durante el desarrollo

y la metamorfosis de L. vannamei.

Aportacion y perspectivas

Este trabajo aporta conocimiento de la biologia basica de la respuesta inmune
en etapas embrionarias y comprueba que es posible la generacion de memoria
innata por diferentes mecanismos en crustaceos. Dejando la puerta abierta
para una posible aplicacion biotecnoldgica en la acuacultura y establecer las
bases para conocer los mecanismos moleculares de accion de los probiéticos.
Ademas de proponer y validar un gen de referencia para los trabajos de
expresion génica durante el desarrollo y metamorfosis de L. vannamei,
cabiendo la posibilidad que tenga la posibilidad de aplicaciéon de en otros

modelos.
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ANEXOS

Material Suplementario

Sppl. Figura 1. Deteccion del gen SubFO0 en los estadios larvarios de L.
vannamei. PCR tiempo final en cada unos de los estadios del desarrollo
larvario.
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Sppl. Figura 2. Deteccion del gen SubFO0 de referencia durante el
desarrollo embrionario hasta la eclosion.
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Sppl. Tabla 1. Datos descriptivos de los genes candidatos.

Estadio H
Funcion
0. . . . 2 . 0 K
EF1a 25.96 19.08 20.68 18.16 18.55 21.37 19.30 22.19 2.563
Replicacién/Tra 4 1 5 1 2 2 9 3
duccion 0.0 0.2 0.1 0.2 0.2 0.3 0.1 0.3
TBP  0.00 31.45 32.07 31.19 31.26 36.27 32.14 33.15 11.611
0 7 3 0 3 3 8 1
0.3 0.4 0.1 0.1 0.1 0.0 0.1 0.1
GAPDH 33.04 31.99 30.04 31.85 32.42 32.21 31.86 27.25 1.859
6 6 7 4 9 5 8 6
Metabolismo/E 0.2 0.1 0.0 0.0 0.1 0.2 0.2 0.1
AK  36.64 28.81 28.13 28.72 29.13 32.11 26.86 29.64 3.066
nzimas 7 4 9 2 1 8 1 4
0.4 0.1 0.0 0.3 0.2 0.1 0.2 0.1
PK  38.18 28.88 28.41 27.28 28.83 30.67 28.46 27.81 3.521
7 7 8 4 3 0 9 9
0.0 0.0 0.1 0.0 0.2 0.1 0.0 0.0
Cadena de SubFo 21.46 . 20.05 o 19.14 1 18.90 5 19.70 1 21.21 1 20.35 , 20.11 g 0.900
transporte de
0.0 0.0 0.1 0.3 0.1 0.1 0.0 0.3
electrones Cit-c  0.00 28.36 30.34 29.57 30.37 33.83 29.44 31.32 10.891
0 4 6 0 6 5 6 0

Proteinas Clatrina 0.00 0.0 35.64 0.4 36.73 0.5 33.03 0.0 34.91 0.0 37.75 0.4 35.79 0.1 36.18 0.2 12.703
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estructurales S 0 7 0 3 6 6 5 4

0.3 0.2 0.1 0.1 0.1 0.3 0.0 0.0
B-Actin  28.64 27.01 25.15 28.01 27.97 26.66 24.48 30.37 1.898
0 6 2 8 7 7 8 2

Nota: Todos los valores representados en la tabla corresponden al Cq de la expresion. Los valores de cero significan la no
deteccion del gen blanco; el valor de corte para la deteccidn de la expresion en los estadios larvarios es de un Cq de 35
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Sppl. Figura 6. Determinacién de la combinaciéon del numero 6ptimo de
genes de referencia con base en algoritmo basado en geNorme. GeNorm V
representa la seleccion de los genes mas estables en diferentes
combinaciones para obtener el numero éptimo de genes de referencia (valor de
geNorme V debajo de 0.15). Cada barra representa la variabilidad entre los
factores de normalizadores secuenciales (basados en que n y n+1 presentan
menos variabilidad).
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Sppl. Tabla 2. Valores de estabilidad asignados por geNorm.

Orden de
estabilidad Gen ValorM | CV
1 SubFo 1.403 | 0.347
2 PK 1.406 0.536
3 TBP 1.52 0.527
4 AK 154 | 0.711
5 Cyt-C 1554 | 0.806
6 Clatrinas 1.592 0.85
’ EF1a 1.676 | 0.594
8 B-Actin 2491 [1.036
9 GAPDH 2.581 2.025

CV: Coeficiente de variacion

1.2
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£08 : B
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Sppl. Figura 7. Capacidad antimicrobiana del extracto crudo de huevos de
L. vannamei. Ensayo de la determinacion de la MIC (del inglés minimal
inhibitory concentration) por el método avalado por la NCCLS 2019.
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La actividad enzimatica sobre la pared celular del extracto crudo de los huevos
de camardn se evaludé en células sensibilizadas previamente tratadas con
EDTA para exponer la pared celular de acuerdo al método de Nelson et al.
(2001)
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Sppl. Figura 8. Actividad litica sobre la pared celular de V.
parahaemolitycus. E| testigo positivo es una endolisina (LysPA26) especifica
para Vibrio y el liofilizado es la muestra del extracto crudo de huevos de
camarén (1mg liofilizado/mL- NaCl 0.9%)

Nelson, D., Loomis, L., & Fischetti, V. A. (2001). Prevention and elimination of
upper respiratory colonization of mice by group A streptococci by using a
bacteriophage lytic enzyme. PNAS, 98(7), 4107-4112.
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