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GLOSARIO

Biofluido: fluido que circula dentro de un organismo vivo o es excretado por el mismo. Son
biofluidos las lagrimas, saliva, sangre, hemolinfa, savia, exudados vegetales, sudor, orina 'y
heces.

Biomarcadores: molécula biologica que se encuentra en algun tejido del cuerpo y cuya
presencia es un signo de un proceso normal, estable o inicial en relacién a un proceso de
respuesta a una enfermedad, a un tratamiento experimental, a una condiciébn ambiental, etc.

Es un indicador de estado biolégico.

Disbiosis: es el desbalance del equilibrio microbiano de la microbiota normal, ya sea por
cambios cuantitativos o cualitativos de su composicion, cambios en su funcionamiento, o

bien por cambios en su estructura.

Feromona: son sustancias quimicas que producen y secretan los seres vivos y son capaces
de modificar el comportamiento del individuo que las percibe y desencadenando una

respuesta social.

Gregario: que vive dentro de un grupo o comunidad. Los animales gregarios viven en

manadas o rebafios o cualquier otro tipo de grupo.

Metabolito: es cualquier molécula producida durante el metabolismo.

Perfil metaboldmico: huellas de metabolitos Unicos que dejan los procesos celulares
especificos.

Regulacion postraduccional: es el control del procesamiento del ARN posterior a la
transcripcion. Este proceso regula la estabilidad y distribucion de la molécula de ARN por
medio de eventos como el empalme alternativo, la degradacion nuclear, la exportacion

nuclear, almacenamiento, etc.



Signos clinicos: manifestacion observable y comprobable de una enfermedad durante la

examinacion fisica, mediante la inspeccidn que realiza el profesional evaluador.

Transcripcién: proceso por el cual una célula elabora una copia de ARN a partir de una
secuencia de ADN. Esta copia de ARN, que se llama ARN mensajero (ARNm), transporta

la informacién genética que se necesita para elaborar las proteinas en una célula.

Transcrito: molécula de ARN monocatenario que se obtiene inmediatamente después de

la transcripcion (transcrito primario).

Virus: particulas microscopicas infecciosas con un material genético que se encuentra
rodeado de una envoltura proteica que solo se replica dentro de las células vivas de un

organismo.



RESUMEN

Panulirus argus virus 1, es un virus que afecta de forma natural y exclusiva a la langosta
espinosa del Caribe, Panulirus argus. Este virus ataca preferentemente sus estadios
juveniles y les causa la muerte por fallo metabdlico masivo. El intestino constituye un sitio
de entrada para el virus, sobre todo cuando las langostas consumen material infectado. La
infeccibn se propaga rapidamente y causa disbiosis en este 6rgano. Otra de las
caracteristicas de la infeccion viral es que las langostas pierden su capacidad gregaria y su
instinto de escape, mientras que las langostas sanas tienden a evitar a las langostas
infectadas. Este comportamiento aun no tiene explicacién, pero se piensa que es
consecuencia de las feromonas presentes en biofluidos como la orina expulsada por la
glandula antenal en langostas infectadas. En este trabajo, se caracterizaron los cambios
transcriptomicos en intestinos de langostas enfermas y las alteraciones metabolomicas en
la glandula antenal. Se realizaron evaluaciones transcriptomicas sobre los intestinos de
langostas infectadas con PaV1l mediante secuenciacion por RNA-Seq. Se identificaron
3,405 transcritos diferenciales no redundantes (1,920 sobre-expresados y 1,485 sub-
expresados) en respuesta a la infeccién. Se encontraron alteraciones principalmente en la
regulacion transcripcional, splicing, regulacién postraduccional, sefializacién de proteinas,
transporte transmembranal, regulacion citoesquelética y protedlisis. Posteriormente, se
realiz6 una comparacion de los perfiles metabdlicos de las glandulas antenales de langostas
infectadas y langostas sin signos clinicos del PaV1. Mediante resonancia  magnética
nuclear de protén (1H-NMR, por sus siglas en inglés) se identificaron 48 compuestos
relacionados con el metabolismo energético, de carbohidratos, aminoacidos y nucleotidos.
La mayoria de los metabolitos disminuyeron en las langostas infectadas, principalmente
aminodacidos esenciales y no esenciales. Esta es la primera investigacion sobre la regulacion
transcriptomica y metabolémica en la interaccién PaV1-P. argus. La informacion generada
contribuye a conocer los mecanismos moleculares que intervienen en el intestino y la
glandula antenal durante la infeccion por PaV1 para poder tratar adecuadamente esta

enfermedad en Panulirus argus.



ABSTRACT

The Caribbean spiny lobster, Panulirus argus, is currently threatened by the presence of
pathogenic Panulirus argus virus 1, which naturally and exclusively affects this species and
is most lethal in juvenile lobsters. The virus affects the immune system and other organs in
lobsters, which causes massive metabolic failure and death. When lobsters engage in
cannibalism and eat infected tissues, the intestine serves as a point of entry for the virus.
Additionally, the virus spreads quickly and results in severe dysbiosis in the lobster’s gut.
Furthermore, while healthy lobsters are able to recognize and avoid infected lobsters,
diseased lobsters lose their gregariousness and avoidance behavior. This behavior has not
been explained, but it is thought to be caused by pheromones in biofluids such as urine
secreted by infected lobster antennal glands. The present study characterized the
metabolomic alterations occurred in antennal glands and the transcriptional changes in the
intestines of diseased lobsters. RNA-Seq analysis produced 3,405 non redundant differential
transcripts, 1,920 of which were up-regulated and 1,485 of which were down-regulated, were
found. Transcripts involved in protein signaling, transmembrane transport, cytoskeletal
regulation, transcriptional regulation, splicing, post-transcriptional regulation, and proteolysis
all had changes. The metabolic profile of the antennal gland of lobsters with and without
clinical signs of PaV1l infection was later determined using proton nuclear magnetic
resonance (1H-NMR) analysis. There were 48 substances found to be involved in the
metabolism of amino acids, carbohydrates, energy, and nucleotides. Essential and non-
essential amino acids made up the majority of the down-regulated metabolites in the infected
group. This research represents a pioneering effort into the transcriptomic and metabolic
analysis of the PaV1-P. argus interaction. The information produced can aid in understanding

the molecular processes occurring during PaV1 infection in the intestine and antennal gland.
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INTRODUCCION GENERAL

La langosta espinosa del Caribe, Panulirus argus (Latreille, 1804), es un organismo marino
gue pertenece a una de las aproximadamente 52 000 especies que conforman al grupo de
los crustaceos (Land, 1996). Los crustaceos exhiben una gran variedad morfoldgica, pero
tienen en comun un cuerpo con una cabeza con cinco segmentos y un tronco postcefalico
divido en térax y abdomen, un caparazoén, apéndices y mandibulas multiarticuladas, sistema
excretor nefridial, sistema digestivo con ciegos gastricos y presencia de una larva nauplio
con ojos fusionados (Alvarez et al., 2014). En particular, las langostas espinosas del Caribe
poseen un cuerpo alargado con un color verdoso o café, caparazén cubierto de espinas y
puntos amarillos en el abdomen. Ademas, poseen un par de “cuernos” dirigidos hacia
adelante sobre sus pedunculos oculares ubicados en el area cefélica. Sus dos antenas son
gruesas y estan cubiertas de espinas mientras su par de anténulas, ubicadas entre cada
una de las antenas, son delgadas y poseen filamentos birrdmeos en el area distal. Los
filamentos laterales poseen estructuras microscopicas (i.e., estetascos) que constituyen las
principales estructuras olfativas de esta especie (Laverack, 1964; Saul, 2004).

La historia de vida de P. argus es compleja e incluye cuatro fases fundamentales de
desarrollo: larval (filosoma), puérulo, juvenil y adulto. La fase larval se desarrolla en el
océano mientras que en la fase de puérulo se incrementan las habilidades de nado, por lo
gue durante esta fase las langostas tienden a moverse hacia aguas poco profundas y
cercanas a la costa para asentarse en el fondo, donde siguen creciendo y desarrollandose
en habitats que generalmente comprenden cumulos de algas, raices de manglares,
pastizales y esponjas marinas (Marx y Herrnkind, 1985). P. argus alcanza la madurez sexual
al llegar a una medida aproximada de 80 mm de longitud cefalotoracica (CL) (Atherley et al.,
2021). Cuando llegan a la etapa de adulto, las langostas son totalmente benténicas y a
diferencia de las etapas mas tempranas de desarrollo, son altamente sociables, pues suelen
buscar la compafia de otras langostas en refugios angostos con el fin de defenderse de

depredadores.

La distribucion geografica de P. argus comprende desde las costas de Carolina del Norte en
los Estados Unidos, hasta la region del Gran Caribe y parte de América del Sur (Moss et al.,
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2013; Shields y Behringer, 2004). Por otra parte, esta especie representa un elemento de
enorme valor econdmico. Por ejemplo, en 2020 se reportaron capturas por mas de 24 000

toneladas, equivalentes a ganancias aproximadas de 42 millones de dolares (NOAA, 2022).

Desde hace algunos afios, las poblaciones de P. argus se enfrentan a diferentes factores
gue amenazan su estabilidad, entre los que se incluyen la pesca excesiva, la destruccion
de su habitat o la dispersion de enfermedades (Cochrane y Chakalall, 2001). En este
sentido, P. argus es susceptible de contraer diversas enfermedades (Atherley et al., 2020),
pero la enfermedad producida por el Panulirus argus virus 1 (PaV1) es la principal, pues
ademas de ser el primer y Unico virus reportado capaz de infectar de manera natural a esta
especie, es un virus mortal que afecta principalmente a las etapas juveniles de desarrollo
(Shields y Behringer, 2004).

El PaV1 fue descubierto en el afio 2000 en los Cayos, Florida en los Estados Unidos. Desde
entonces, el virus ha generado alarma, debido a sus altas prevalencia y tasa de mortalidad,
especialmente en langostas en estado juvenil (Butler et al., 2008; Candia-Zulbaran et al.,
2012; Huchin-Mian et al., 2009a; Shields y Behringer, 2004). Esta enfermedad presenta un
fuerte componente ontogenético, afectando mayormente a las langostas en estado juvenil
(7-45 mm de LC), lo que se ve reflejado en el hecho de que las mayores prevalencias y
mortalidades (60-100%) ocurren en juveniles tempranos (5-15 mm LC) (Lozano-Alvarez et
al., 2008 y dichas prevalencias disminuyen rapidamente al incrementar la etapa de
desarrollo (Shields y Behringer, 2004). Es importante mencionar que la evaluacion de las
prevalencias del PaV1 varia espacial y temporalmente de forma natural. Ademas, dichos
parametros varian de acuerdo a las técnicas empleadas para el diagndstico de la infeccion.
Por ejemplo, algunos de los métodos para estimar la prevalencia de PaV1 incluyen el uso
de técnicas microscoépicas, moleculares o simple diagnédstico visual de los signos clinicos
de la infeccién. Como es de esperarse, cada método ofrece sus ventajas y sus desventajas
y varian en términos de sensibilidad, costo y especificidad (Butler et al., 2015; Davies et al.,
2020; Li et al., 2006; Lozano-Alvarez et al., 2008).

El PavVl es un virus no ocluido, de forma icosahédrica, con una nucleocapside de

aproximadamente 182 = 9 nm y cuyo material genético esta compuesto por DNA de doble
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cadena (Li et al.,, 2008; Li y Shields, 2007; Behringer et al., 2011). Debido a sus
caracteristicas, anteriormente el PaV1 estaba considerado como un virus de morfologia
similar a la de la familia iridoviridae, pero recientemente un analisis gendmico reubico a este
virus dentro de una nueva familia viral, la familia Mininucleoviridae (Subramaniam et al.,
2020).

El sitio primario de infeccion ocasionada por el PaV1 se encuentra en los hemocitos hialinos
y semigranulares y en los fagocitos fijos del hepatopancreas (Li et al., 2008; Shields y
Behringer, 2004). Posteriormente, la infeccidbn se propaga a nivel sistémico y termina por
afectar todos sus organos (Li et al., 2008). Las langostas cronicamente infectadas con este
virus desarrollan una serie de signos clinicos tipicos que incluyen la aparicion de una
coloracion rojiza en su exoesqueleto, una hemolinfa de apariencia lechosa y la incapacidad
de mudar. Los individuos afectados también presentan letargia y anorexia, mientras que las
langostas sanas, que muestran un comportamiento tipicamente gregario, tienden a evitar
los refugios en los que se encuentren langostas infectadas (Behringer et al., 2008, 2011; Li
et al., 2006).

Debido a la destruccion paulatina de las células infectadas, PaV1 también es capaz de
causar afectaciones no visibles como la disminucion significativa en el conteo total de
hemocitos y en la concentracion de glucosa y el incremento de los niveles de fésforo y
triglicéridos (Li et al., 2008; Pascual-Jiménez et al., 2012; Herrera-Salvatierra et al., 2018).
PaV1 también trae como consecuencia una disminucion en las reservas de glicogeno, asi
como la pérdida de capacidades digestivas y alteraciones en la microbiota intestinal
(Zamora-Brisefo et al., 2020). Las afectaciones sobre el sistema digestivo y en particular
sobre el intestino son importantes debido a que en él se desarrollan funciones de digestion,
6smosis, mantenimiento del sistema inmune y desarrollo de neurotransmisores, entre otros
(Charmantier, 1998; Ooi et al., 2017; Zamora-Brisefio et al., 2020).

Las enfermedades bacterianas, fingicas y en particular las virales, son capaces de generar
cambios a nivel molecular en sus hospederos (Sheweita y Alsamgham, 2020). De igual
manera, la desnutricion y las alteraciones a nivel de la microbiota intestinal a la que se ven

sometidas las langostas durante el desarrollo de la enfermedad por PaV1, también puede
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provocar alteraciones en los procesos moleculares de los érganos afectados (Jawahar et
al., 2022). A pesar de estas consideraciones, se sabe relativamente poco sobre los cambios
provocados por el PaVl a nivel molecular en un sistema tan importante para el

mantenimiento del estado de salud general de esta especie como lo es el tracto intestinal.

Las enfermedades virales también tienen como consecuencia desordenes metabolicos en
el huésped (Wang, 2014; Kvansakul, 2017; Liu et al., 2019). Tal es la importancia de estos
desequilibrios metabdlicos que los perfiles metaboldmicos han sido utilizados para
identificar biomarcadores de enfermedades y para el desarrollo de terapias clinicas (Wang
et al., 2013b). Ademas, los perfiles metabdlicos son Uutiles para describir los cambios
bioquimicos y de comportamientos que ocurren durante el desarrollo de una infeccidon
(Sanchez y Lagunoff, 2015; Oromi et al., 2017; Liu et al., 2019; Humer et al., 2020). Por
ejemplo, durante la infeccion por PaV1, las langostas sanas evitan a las langostas enfermas
(Behringer et al., 2008, 2011; Li et al., 2006) y dicho fenbmeno probablemente es mediado
por feromonas o sefiales quimicas que son capaces de modificar el comportamiento intra e
interespecifico de los organismos (Savic et al.,, 2009; Wyatt, 2009; Yao et al., 2009;
Behringer y Butler, 2010; Berry y Breithaupt, 2010; Bauer, 2011; Candia-Zulbaran et al.,
2015).

Las feromonas se liberan al ambiente a través de fluidos corporales que incluyen la orina,
la hemolinfa, las heces, etc. (Yao et al., 2009). Como otros animales marinos, las langostas
emiten sefiales quimicas principalmente a través de la orina y las moléculas de los
metabolitos presentes en esa orina son identificados por sus conespecificos, modulando
diversos aspectos de comportamiento tales como la eleccion de refugios adecuados o la
busqueda de pareja, aunque también pueden ser usadas como sefiales de peligro o
advertencia (Li et al., 2008; Yao et al., 2009). Sin embargo, estas sefiales quimicas
dependen de la fisiologia del organismo que las emite y de los cambios en el ambiente en
que se desarrolla (Ross y Behringer, 2019). Por tanto, una enfermedad como la causada
por el PaV1 podria cambiar el estatus metabdlico de los individuos infectados.

En P. argus, la orina, que se libera a través de las glandulas antenales, es la fuente principal

de feromonas (Freire et al., 2008; Aggio y Derby, 2011; Tsai y Lin, 2014). Los crustaceos
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poseen dos glandulas antenales que se encuentran en la cavidad cefélica, en la porcidon
suborbital de los tallos oculares (Tsai y Lin, 2014; Atherley et al., 2020). Las glandulas
antenales son conocidas por poseer funciones analogas a las de los rifiones de los
vertebrados, es decir, funciones de excrecion de desechos metabdlicos (e.g., Mg?y S04y
productos nitrogenados) y osmorreguladoras (Malley, 1977; Tsai y Lin, 2014). A pesar de la
importante funcion de este organo, se desconocen los cambios a nivel molecular y
metabolémico ocurridos durante la infeccion por PaV1 o si estos cambios son capaces de
influir en las interacciones sociales y los cambios de comportamiento previamente descritos

como consecuencia de los procesos bioquimicos alterados durante la infeccion.

El presente trabajo tuvo como finalidad generar conocimiento para ayudar a esclarecer las
razones del desbalance metabdlico y alteraciones del comportamiento mencionadas en los
parrafos anteriores. En los siguientes capitulos se presentan los resultados de los analisis
transcriptomico y metaboldmico comparativos del intestino y la glandula antenal

respectivamente, de juveniles de P. argus con y sin signos clinicos de PaV1.
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CAPITULO 1. EVALUACION DE LOS CAMBIOS TRANSCRIPTOMICOS INDUCIDOS
POR EL VIRUS PAV1 EN LOS INTESTINOS DE LA LANGOSTA ESPINOSA DEL CARIBE,
PANULIRUS ARGUS (LATREILLE, 1804) (DECAPODA: ACHELATA: PALINURIDAE)

1.1. Introduccion

La infeccion cronica, degenerativa y potencialmente letal producida por PaV1 causa efectos
importantes sobre su hospedero a nivel fisiolégico y nutricional, asi como sobre el sistema
inmune, lo que en parte se refleja a través de los signos clinicos caracteristicos de la
enfermedad. En este sentido, algunos de los cambios documentados que ocurren en los
individuos infectados incluyen la disminucion en el nUmero de hemocitos totales y en las
reservas energéticas, asi como la pérdida de capacidades digestivas (Pascual-Jiménez et
al., 2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019).

En las etapas tardias del proceso infeccioso, el PaV1 se propaga por todos los 6rganos de
las langostas y uno de los sistemas mas afectado es el sistema digestivo, particularmente
el hepatopancreas y el intestino. Por ejemplo, en langostas enfermas se ha reportado una
importante reduccion en la actividad de tripsina y quimiotripsina, dos enzimas digestivas
clave para el funcionamiento del hepatopancreas (Herrera-Salvatierra et al., 2019; Zamora-
Brisefio et al., 2020a) y que estan involucradas en diversos procesos bioquimicos que
incluyen la digestion de proteinas, funciones de coagulacion y funciones clave en los

procesos inmunoldgicos (Perera et al., 2008).

Ademas de sus funciones canodnicas, el intestino también juega un papel clave en la
resistencia a enfermedades, en el metabolismo energético, el mantenimiento de la
homedstasis, la absorcion de nutrientes, el establecimiento de microbiota intestinal, la
produccion de neurotransmisores y la regulacion del flujo sanguineo, por lo que un dafio
severo en este organo puede poner en riesgo multiples procesos biologicos clave
(O’Mahony et al., 2015; Du et al., 2016; Mittal et al., 2017; Pickard et al., 2017; Liu et al.,

2019). Ademas, recientemente se reporté que el PaV1 es capaz de generar una disbiosis
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en la microbiota intestinal, lo que también puede afectar las funciones biolégicas asociadas
a dicha microbiota (Zamora-Brisefio et al., 2020b). A pesar de estas consideraciones, no
existe informacion sobre los cambios moleculares ocurridos en el intestino de P. argus

durante la infeccion clinica provocada por PaV1.

En este capitulo se analizaron las alteraciones transcriptdmicas ocurridas en langostas
juveniles infectadas con PaV1 con el objetivo de proveer informacion sobre los mecanismos

transcripcionales afectados en este 6rgano bajo condiciones de infeccion por PaV1.

1.2. Hipétesis y Objetivo

1.2.1. Hipétesis

Se observaran alteraciones en el intestino a nivel transcripcional en langostas con signos
clinicos asociadas al virus PaV1 en comparacién con langostas que no presenten los signos

clinicos.

1.2.2. Objetivo

Caracterizar los perfiles de transcripcion en el intestino de Panulirus argus en respuesta a

la infeccion por PaV1.

1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Muestreo de langostas

Se realiz6é un muestreo de langostas vivas en etapa juvenil (15-40 mm LC) en la Laguna
Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, México (20°51'N, 86°52'W), en noviembre de
2018 (con el permiso de colecta No. PPF/DGOPA-259/14 emitido por la Comisiéon Nacional
de Acuacultura y Pesca). Las langostas colectadas fueron evaluadas visualmente en busca
de signos clinicos de la infeccion por PaVv1 (e.g., hemolinfa lechosa y coloracién rojiza del

exoesqueleto y/o presencia abundante de epibiontes).
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Las langostas se mantuvieron en condiciones de aireacién para ser sexadas y sélo se
seleccionaron aquellas que no presentaron heridas aparentes y que estuvieron en fase de
intermuda. Las langostas elegidas bajo este criterio fueron anestesiadas sumergiéndolas en
agua fria (~4°C) por al menos 5 minutos y posteriormente fueron disectadas de forma
aséptica para extraer la porciéon del intestino comprendido entre el final del estdbmago pilérico
y el ano. Las muestras de intestino se fijaron en cinco volimenes de RNA later (Ambion©®),

se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C.

1.3.2. Cuantificacion de carga viral y separacion en grupos

A partir del seno pericardico, de cada langosta se colecté un volumen equivalente a un
mililitro de hemolinfa. Para ello, se usaron jeringas estériles que contenian dos volumenes
de solucion anticoagulante (NaCl 450 mM, KCI 10 mM, HEPES 10 mM, EDTA 10 mM, pH
7.0; Vargas-Albores et al., 1993) previamente enfriada a 4°C. Posteriormente, la hemolinfa
se centrifugd por cinco minutos a 2 500 x g y 4°C. El sobrenadante se descartd y cada
pastilla resultante (i.e., hemocitos) se fij6 en cuatro volimenes de DNA/RNA shield (Zymo
Research®), para posteriormente hacer la extraccion de gDNA.

El gDNA se extrajo y purificé usando el paquete comercial de extraccion de DNA Quick-
DNA™ Universal Kit (Zymo Research®). La integridad del gDNA se evalu6 mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Luego, se realiz6 la cuantificacion de la carga
viral por medio de PCR cuantitativa (QPCR), siguiendo el método previamente establecido
por Clark et al. (2018) con modificaciones menores. En resumen, lo que se hizo fue obtener
un amplicén de 499 pb del genoma del PaV1, el cual se generé mediante el protocolo de
PCR establecido por Montgomery-Fullerton et al. (2007). Dicho fragmento se clon6 usando
el paguete comercial de clonacién CloneJET PCR Cloning Kit™ (Thermo Scientific®). Los
insertos se secuenciaron y los plasmidos recombinantes fueron usados como plantilla para
la cuantificacion de la carga viral usando una curva estandar. Para la construccion de la
curva estandar, se realizaron diluciones seriadas (1:5) del plasmido recombinante
equivalente a un rango dinamico de entre 30 y 3x10° copias virales. Las gPCRs se llevaron
a cabo en un equipo Rotor Gene® real-time PCR thermocycler en un volumen final de 10 pL

compuesto por 5 pL de QuantiNova Probe PCR (QIAGEN®), 0.15 uM de cada primer, 0.3 pL
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de 20X PaV1-TagMany 2 pL de la dilucion del plasmido o 2 uL de gDNA de cada muestra
(equivalente a 65-140 ng). Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: un paso de 10
minutos a 95°C de desnaturalizacion inicial, seguido de 40 ciclos de amplificacién, cada uno
compuesto de 15 segundos a 95°C y 1 minuto a 62°C. Las muestras fueron separadas en
los grupos de estudio basados en el resultado de la cuantificacion viral. Con base en lo
anterior, se consideraron dos grupos de contraste: el grupo de las langostas clinicamente
infectadas (CIL), con cargas virales mayores a 1x10° copias virales-ng™* de gDNAYy el grupo
de las langostas subclinicamente infectadas (NIL), con cargas virales menores a 1x103

copias virales-ng! de gDNA y sin signos clinicos de infeccion.

1.3.3. Preparacion de las librerias de cDNA para los analisis transcriptomicos

Para realizar los analisis transcriptomicos, se seleccionaron cinco muestras de intestino de
ambos grupos de contraste. A dichas muestras se les extrajo el RNA total usando el TRIzol
Reagent® (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific®). Las concentraciones de RNA fueron
determinadas usando un equipo Qubit 2.0 fluorometer (Life Technologies®), mientras que la

integridad de los RNA extraidos se evalué mediante geles de agarosa al 1.5%.

La calidad del RNA total obtenido de cada muestra, se evalué usando el Agilent DNA high
Sensitivity chip® en un equipo Agilent Bioanalyzer 2100 System®. Todas las muestras que
obtuvieron un valor de RIN (numero de integridad del DNA) > 7.8 fueron seleccionadas para
su secuenciacion. Para ello, se prepararon librerias de cDNA mediante el paquete comercial
lllumina TruSeq Stranded mMRNA sample preparation kit (lllumina®). Las librerias
seleccionadas se secuenciaron en un equipo Illlumina NextSeq500, usando el kit NextSeq
500/550 High Output v2 kit® (de 300 ciclos) para generar lecturas pareadas en formato 2 x
150 bp. La secuenciacién se realiz6 en la Unidad de Secuenciacion e identificacion de

polimorfismos del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, México.

1.3.4. Andlisis de calidad de los datos de secuenciaciéon masiva

El proceso de secuenciacion produjo datos crudos, los cuales se pasaron por un proceso

de evaluacion de calidad, remocion de adaptadores y secuencias con bases ambiguas. Se
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seleccionaron las lecturas con un valor de Phred (valor de la calidad en el llamado de
nucleobases durante la secuenciacion) mayor de 30 y una longitud mayor de 110
nucleotidos usando el programa Trimmomatic v0.36 toolkit (Bolger et al., 2014). Las
secuencias sobrerrepresentadas se eliminaron utilizando el programa BBDuk, BBmap
v36.02 (http://sourceforge.net/projects/bbmap/). El programa FastQC se uso para evaluar
la calidad de las lecturas antes y después del proceso de remocion de secuencias. Las
lecturas crudas producto del proceso de secuenciacion estan depositadas en el NCBI
Sequence Read Archive (SRA) bajo en bioproyecto ID PRJINA598880. Biosample
accession: SUB6770239.

1.3.5. Ensamble de novo y analisis de expresion diferencial

Para la construccién del transcriptoma de referencia, los datos filtrados de cada libreria se
ensamblaron con el programa Trinity v2.2.036 de novo assembler (Haas et al., 2013). Las
abundancias de cada transcrito fueron estimadas mapeando de manera independiente cada
una de las librerias con lecturas filtradas contra el transcriptoma de referencia. Para ello, se
uso el programa Kallisto (Bray et al., 2016) y las abundancias de transcritos se normalizaron
mediante el método de normalizacion TPM (transcritos por millon). La expresion diferencial
entre los genes de cada condicién fue determinada con el programa EdgeR 2.14 (Robinson
et al., 2009). Para cada unigen, el valor p asociado al valor de veces de cambio fue ajustado
estimando su FDR (False Discovery Rate) (Benjamini y Hochberg, 1995). Finalmente, los
genes diferencialmente expresados se definieron como aquellos que presentaban un valor

de veces de cambio equivalente a logFC = 0.3 6 < -0.3, con un valor de FDR < 0.05.

1.3.6. Anotacion del transcriptoma

Las proteinas traducidas se predijeron con el programa TransDecoder program
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) usando como entrada los transcritos
ensamblados de novo. Para reducir la redundancia de las secuencias proteicas predichas,
se empleé el programa CD-HIT (Li y Godzik, 2006), con los siguientes parametros ¢ = 0.97,
t = 0y n = 5. Las proteinas predichas resultantes se anotaron mediante blusqueda de

homologia contra la base de datos nr del National Center for Biotechnology Information
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(filtrado para orden Arthropoda [NCBI: txid6656]) y las bases de datos SwissProt y TrEMBL
de UNIPROT. Para estos analisis se usoé el programa BLASTp, especificando un E-value >
107%. Las secuencias proteicas también se anotaron contra las bases de datos Pfam,
ontologia de genes (GO) e Interpro usando el programa InterproScan5 (Jones et al., 2014)
y contra la base de datos de eucariotas de la plataforma BlastK OALA (Kanehisa et al., 2016)
para obtener las anotaciones de la ortologia de la Enciclopedia de Genes y Genomas de
Kioto (KEGG por sus siglas en inglés) (KO). Los identificadores KO obtenidos fueron
mapeados usando la herramienta KEGG Mapper (Kanehisa y Sato, 2020). Estos ultimos
datos también sirvieron para analizar las rutas metabdlicas de los genes diferencialmente
expresados (DEGSs) que se identificaron. Ademas, los términos ontoldgicos asociados a los
DEGs fueron obtenidos con el programa PANNZER?2 (T6éronen et al., 2018) y los resultados
se visualizaron con REVIGO (Supek et al, 2011), mientras que el analisis de
enriquecimiento ontolégico fue realizado con el programa WEGO (Ye et al., 2006).

1.3.7. Validacién de resultados por RT-qPCR

Para validar los datos obtenidos por RNA-Seq, se seleccionaron algunos de los DEGs
identificados y se cuantificaron usando RT-gPCR. Para esto, se seleccionaron ocho genes
sub-expresados y ocho genes sobre-expresados (Cuadro 1). Los primers que se emplearon
para la deteccion por RT-gPCR fueron disefiados usando el programa Primer3plus
(https://primer3plus.com; Untergasser et al., 2007). Para la RT-qPCR, se emplearon 1200
ng de RNA total de cada muestra, los cuales fueron convertidos a cDNA usando el paquete
comercial Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific®). La reaccién de
gPCR fue llevada a cabo en un volumen final de 10 pl, usando 5 pl del reactivo Luminaris
HiGreen qPCR Master mix 2x (Thermo Scientific®), 0.3 pl of de cada primer (10 uM) y 1 pl
de la dilucién seriada 1:5 de cDNA como molde. Las reacciones se realizaron en un equipo
Rotor Gene-Q detection system (QIAGEN®), usando las siguientes condiciones de ciclado:
un paso de pre-tratamiento con uracil-DNA glicosilasa (UDG) a 50°C por 2 minutos, seguido
de un paso de desnaturalizacion inicial por 10 min a 95°C; posteriormente se emplearon 40
ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C. Para confirmar
la especificidad de los amplicones, se agregd una rampa de disociacion de 60 a 90°C. La

tasa de cambio fue estimada usando el método ddCt (Livak y Schmittgen, 2001). Los analisis
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se realizaron por triplicado y la tasa de cambio obtenida de cada gen fue comparada con la
tasa de cambio obtenida como resultado del analisis de expresion diferencial del

transcriptoma.

Cuadro 1. Genes sobre-expresados y sub-expresados utilizados para validar los datos obtenidos por RNA-

Seq.
Transcritos sobre-expresados

GeneBank id GENE NAME logFC PValue FDR FC_RNA-Seq FC_gPCR
XP 027216145.1 ZNF362 2.00E+00 4.49E-09 1.74E-06 4.00 6.2
XP 027225483.1 ANPEP 3.96E+00 6.92E-10 3.29E-07 15.59 7.4
XP 027223206.1 STEAP4 2.28E+00 9.20E-04 2.89E-02 4.87 2.8
XP 027222203.1 ELP3 2.12E+00 3.30E-05 2.50E-03 4.35 5.2
XP 027232074.1 UTR7 3.78E+00 1.00E-04 5.67E-03 13.71 6.9
XP 027209294.1 BCL2L1 2.07E+00 1.06E-06 1.68E-04 4.21 5.2
XP 027217476.1 LOC112840402 2.67E+00 1.91E-07 4.29E-05 6.38 4.5
XP 027223594.1 MYH 3.46E+00 7.68E-04 2.57E-02 11.02 7.9

Transcritos sub-expresados

GeneBank id logFC PValue FDR FC_RNA-Seq FC_gPCR
XP 027237967.1 MYNN -4.20E+00 6.50E-04 2.29E-02 0.0544 0.45
XP 027207903.1 NME7 -7.38E+00 6.74E-04  2.34E-02 0.0060 0.2
XP 027207559.1 FUT1 -4.62E+00 2.68E-05 2.12E-03 0.0406 0.15
XP 027225737.1 Sirt3 -4.42E+00 1.29E-03 3.61E-02 0.0468 0.33
XP 027221412.1 NAAT1 -5.22E+00 1.30E-12 1.52E-09 0.0268 0.2
XP 027238183.1 GSTM3 -3.47E+00 2.15E-03 4.98E-02 0.0905 0.5
XP 015905005.1 HPPD -6.32E+00 5.81E-04 2.12E-02 0.0125 04
XP 027209111.1 DNAAF5 -2.31E+00 5.04E-04 1.91E-02 0.2016 0.6

1.4. Resultados

1.4.1. Caracteristicas de las muestras y resultado de la cuantificacion de la carga viral

Las langostas juveniles capturadas se observaron sin evidencia de heridas visibles y se
clasificaron con base en la presencia o ausencia de los signos clinicos del PaV1. Se realizo
la cuantificacion de la carga viral de la hemolinfa de cada una de las langostas capturadas

y de acuerdo al criterio establecido previamente, las langostas fueron divididas en dos
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grupos: langostas clinicamente infectadas (CIL) y langostas subclinicamente infectadas
(NIL). La longitud del cefalotorax en el grupo CIL fue de 28 £+ 5 mm y la carga viral
cuantificada por qPCR fue de 152 x 10° + 117 x 10° copias virales/ng de gDNA, mientras
que la longitud cefalotoracica en el grupo NIL fue de 36 + 6 mm y la carga viral fue de 1108
+ 805 copias virales/ng* de gDNA.

1.4.2. Andlisis del transcriptoma

El proceso de secuenciacion por RNA-seq produjo un total de 79.9 GB de datos crudos
equivalentes a 485 x 10° lecturas crudas, con una profundidad de secuenciaciéon de ~24 M
de lecturas crudas/libreria. Después del proceso de filtrado se recuperaron 166 x 10°
(34.22%) lecturas de alta calidad con un valor de Q>30, las cuales se ensamblaron en 68

842 transcritos equivalentes a 50 257 unigenes con un valor de TPM > 2 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Estadisticas generales del ensamble de novo
Estadisticas generales

Lecturas crudas 485100592 (79.9 GB)
Lecturas limpias 166023070 (34.22%)
Contenido promedio de GC% 40.61%

Total de transcritos 68842

Transcritos de longitud N50 2079

Total de unigenes (TPM) 50257

Longitud de unigenes 201 — 28717

Unigenes de longitud N50 2020

De acuerdo a los andlisis PCA realizados usando los valores de abundancias de expresion
de los contigs, las librerias de los grupos CIL y NIL se separaron claramente, mientras que
el analisis de correlacion de Pearson mostro una alta correspondencia intragrupal (Figura
1A, B y C). En el andlisis de expresion diferencial se detectaron 3405 transcritos
diferenciales no redundantes, de los cuales 1920 fueron sobre-expresados y 1485 fueron

sub-expresados (Figura 2A, By C).
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Figura 1. Estadisticas generales de calidad para las librerias generadas para cada condicidn experimental. A)
Andlisis de componentes principales (PCA) representando las librerias de cada grupo. B) Andlisis de
correlacion de Pearson de las langostas sin signos clinicos del PaV1(- clinical signs, “Healthy”) representando
la homogeneidad de los datos intragrupales. C) Andlisis de correlacion de Pearson de las langostas con signos
clinicos del PaV1 (+ clinical signs, “Infected”) representando la homogeneidad de los datos intragrupales.
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Figura 2. Estadisticas generales para los datos de cada condicion experimental generadas en el andlisis de
expresioén diferencial. A) Analisis de correlacidon de Pearson de las langostas sin signos clinicos de PaV1 (-
clinical signs) vs langostas con signos clinicos de PaV1 (+ clinical signs) representando la separacién de las
librerias. B) Grafico de volcan en el que se aprecia que la mayor cantidad de transcritos se encontraban sobre-
expresados por la infeccion. C) Andlisis de correlacion de Pearson de las langostas sin signos clinicos de
PaV1 (- clinical signs) vs langostas con signos clinicos de PaV1 (+ clinical signs) representando la separacion
de genes diferencialmente expresados (DEGSs) con una tasa de cambio mayor a 2 (FC>2).

1.4.3. Andlisis de rutas metabdlicas

Las secuencias de las proteinas predichas a partir del transcriptoma se anotaron contra
diferentes bases de datos. De este analisis, se pudieron anotar 15 573 transcritos en al
menos una base de datos (22.91%). De entre todas las bases de datos, la nr del GenBank
fue la que presento la mayor cantidad de coincidencias Unicas con un total de 2,245 genes
anotados Unicamente en esta base (Figura 3). En total, 379 transcritos sobre-expresados
fueron anotados, muchos de los cuales estuvieron asociados a procesos bioldgicos tales
como: fosforilacion de proteinas, transporte transmembranal y biosintesis de S-
adenosilmetionina, procesos biosintéticos, organizacion de filamentos de actina y
metabolismo de carbohidratos. Entre los transcritos sub-expresados se anotaron 232,
incluidos transcritos asociados a la fosforilacion de proteinas, protedlisis, regulacion de la

transcripcion, regeneracion de tejidos, metabolismo de manosa, transporte transmembranal
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y sefializacién (Figura 4). Los DEGs también se clasificaron de acuerdo a las tres categorias
principales de los términos GO (Procesos Biologicos, Componentes Celulares y Funciones
Moleculares). En la Figura 5 se presentan los porcentajes de genes anotados en cada una
de las tres categorias. De acuerdo a esta clasificacion, los términos involucrados en
procesos metabolicos [GO:8152], regulacién bioldgica [GO:65007], regulacion de procesos
celulares [GO:50794] y procesos metabolicos de moléculas pequefias [GO:44281],
pertenecientes a la categoria principal “Procesos biolégicos”, registraron una gran
abundancia de transcritos tanto regulados como sobre-expresados. De la misma manera,
en la categoria de “Funcion Molecular”, se encontraron de forma abundante transcritos sub-
expresados para los términos union a ligandos [GO:5488], actividad catalitica [GO:3824] y
actividad oxidorreductasa [GO:16419]. En la categoria de “Componentes Celulares”, se
pudieron identificar los trascritos anotados dentro del término ontologico “region
extracelular” [GO:5576].
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Figura 3. Grafico Upset plot mostrando las bases de datos usadas durante el proceso de anotacion y los
transcritos compartidos entre ellas.
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Up regulated

Down regulated

Figura 4. Grafico de arbol de las anotaciones GO de los transcritos sobre-expresados y sub-expresados en el
transcriptoma. Los procesos relacionados con la fosforilacion de proteinas, el transporte transmembranal de
hierro, la homeostasis redox y la sintesis de S-adenosilmetionina se encontraron sobre-representados en los
términos GO.
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Figura 5. Andlisis de enriquecimiento funcional para las categorias ontol6gicas anotadas para los transcritos
alterados. Se muestran los términos GO mas enriquecidos para las tres principales categorias GO (Procesos
biolégicos, componentes celulares y funcién molecular). En el eje X se muestra el porcentaje de genes dentro

de cada categoria GO.
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Figura 6. Transcritos diferenciales (DEG) mapeados contra la base de datos KEGG. La mayoria de los DEG
codifican para enzimas. También, un gran nimero de transcritos que codificaban para Proteinas de transporte,
Exosoma, Spliceosoma, Cromosoma y proteinas asociadas fueron encontrados sub-expresados. Términos
KO como Factores de Transcripcion, Exosome, Trafico de Membrana y Chaperonas y Catélisis de Plegamiento
fueron los términos mas sobre-expresados.
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Figura 7. Términos de Rutas de Sefalizacién como PI3K-Akt, cGMP-PKG, MAPK, mTOR, cAMP y AMPK
poseen elementos alterados. Por otra parte, términos de Rutas de Sefializacion asociados con los procesos
inmunitarios como TNF y JAK-STAT se encontraron sobre-expresados.
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Cajas en color rojo: genes sub-expresados. Cajas en color verde: genes sobre-expresados.
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1.4.4. Validacién de datos transcriptomicos mediante RT-gPCR

La validacion por RT-gPCR de la expresion de ciertos DEGs mostro un patron de expresion
similar al observado en los resultados de RNAseq (Figura 9). La correlacion entre los datos
transcriptémicos y los analsis qPCR fue evaluada utilizando un test de Spearman el cual

mostro una correlacion significativa (R = 0.9057, p < 0.0001).

KEGG ID

R=0.9057
141 5<0.0001

qPCR (FC)

2 4 6 8 10 12 14 16
RNA-Seq (FC)

Figura 9. Prueba de Spearman mostrando una correlacién entre los patrones de expresién obtenidos por
RNAseq y por RT-gPCR.

1.5. Discusiéon

El PaV1 ejerce un impacto negativo en los 6rganos de su huésped a nivel sistémico,
incluyendo afectaciones profundas a su sistema digestivo, lo que lleva a una disfuncion
metabolica substancial que eventualmente resulta en la muerte del organismo infectado (Li
et al., 2008; Pascual-Jiménez et al., 2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019; Zamora-Brisefo
et al., 2020a; Zamora-Brisefio et al., 2020b). Dado que el intestino es un érgano clave para
el funcionamiento de los procesos digestivos y de absorcion de nutrientes y juega un rol
clave en la homeostasis de los crustaceos y dado que se desconocen los cambios
transcriptomicos ocurridos en este 6rgano como resultado de la infeccion por PaVl, se

decidié hacer un andlisis de transcriptdmica comparativa para entender dichos cambios. En
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este capitulo se presentan los resultados del escrutinio transcriptomico de los intestinos de
langostas infectadas con Pavl en estados diferentes de la infeccion y los principales

hallazgos se discuten a continuacion.

1.5.1 Alteracion de la maquinaria de regulacion transcripcional

Trabajos previos han presentado evidencia sobre la reduccion de las reservas metabolicas
(la cual esta relacionada con una disminucién en la actividad de las rutas del metabolismo
energeético primario) y la destruccién masiva de ciertos tipos celulares, como ocurre con los
hemocitos, lo cual resulta en afectaciones tanto estructurales como funcionales en
practicamente todos los 6rganos del hospedero (Li et al., 2008; Pascual-Jiménez et al.,
2011; Zamora-Brisefio et al., 2020a). Sin embargo, la destruccion celular y el agotamiento
metabdlico es consecuencia final de un proceso que comienza con la desregulacion de la
expresion génica en las células infectadas. En este sentido, la sobre-expresion de factores
de transcripcion (FT) es importante, ya que estos genes controlan una gran cantidad de

genes subordinados.

En este trabajo, se encontrd la sobre-expresion de transcritos que codifican para factores
Krippel-like factors (KLFs). Los genes KLFs pertenecen a una familia de FTs bien conocida,
caracterizada por la presencia de un dominio DNA-binding de tres dedos de zinc y un
dominio N-terminal variable que es responsable del reclutamiento de cofactores
transcripcionales que controlan la expresién de genes involucrados en el metabolismo y
otros procesos celulares (Schuh et al., 1986; Groenendijk et al., 2004; Feinberg et al., 2007;
Zahlten et al., 2013). En Penaeus vannamei, ciertos KLFs se han asociado con la regulacion
del sistema inmune. Por ejemplo, PvKruppel regula la expresion de la subunidad pequefia
del gen de hemocianina, el cual es clave para el transporte de oxigeno y la regulacion del
sistema inmune (Yang et al., 2020). De igual forma, en Penaeus monodon se ha demostrado
la importancia de los factores KLF en el sistema inmune. En este modelo se observo que el
silenciamiento del factor PmKLF trae como consecuencia una reduccion del numero de
copias virales en camarones infectados con el virus de la mancha blanca (WSSV) (Chang
et al., 2012).
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Otro FT que se encontrd sobre-expresado en este trabajo fue el regulador pleiotropico 1
(PLRG1). Este FT es importante para la homeostasis tisular y la proliferacion celular, asi
como en la supresion de la apoptosis (Kleinridders et al., 2009). También se observo la
sobre-expresion del gen NFkB2, el cual es parte del complejo transcripcional factor-kappa-
B nuclear (NfkB), un activador central de genes involucrados en funciones inflamatorias e
inmunes (Tak y Firestein, 2001). La activacion de las rutas Toll y de inmunodeficiencia (IMD)
del factor NfkB llevan a la produccion de péptidos antimicrobianos (AMPS) los cuales
combaten las infecciones bacteriales, fungicas y virales (Li et al., 2018). Sin embargo, este
gen también es clave en el desarrollo de los ciclos virales. Por ejemplo, cuando M. japonicus
se infecta con WSSV, se activan microRNAs virales (WSSV-miR-N13 y WSSV-miR-N23)
cuyo objetivo es suprimir la ruta spz-toll-dorsal-ALF, una ruta de activacién de la sefalizacion
antiviral (Wang et al., 2011). También se ha observado que el virus ejerce control sobre el
complejo Dorsal/Cactus, un activador de la ruta Dorsal-Toll del factor NfkB, por lo que el
virus es capaz no soOlo de regular la liberacion de AMPs sino también de regular la
transcripcion de tres genes virales (Li et al., 2019). Por tanto, la sobre-expresion del factor
NfkB en etapas avanzadas de la infeccién por PaV1 puede deberse a la accién del virus

sobre este mecanismo.

Otro proceso central para la regulacion de la expresion génica es el “esplicing” alternativo,
un proceso complejo donde los intrones (regiones no codificantes del ADN que forma parte
de la transcripcién primaria del ARN), presentes en los transcritos inmaduros que se
remueven previo a su traduccién (Wang et al., 2015). Este proceso es mediado por un
complejo ribonucleoprotéico, el espliceosoma, tan importante que es capaz de determinar
las propiedades de unidn, localizacion intracelular, actividad enzimética, estabilidad proteica
y modificaciones post-transcripcionales de un gran numero de proteinas (Stamm et al.,
2005; Matera et al., 2014). Por tanto, las alteraciones en este mecanismo pueden producir
defectos sobre la maduracion de mRNA, lo cual esta relacionado con la aparicion de
diversas enfermedades (Novoyatleva et al., 2006; Chen y Manley, 2009; Ward y Cooper,
2010). En este trabajo se observaron algunos transcritos relacionados con la regulacion del
espliceosoma. Por ejemplo, los transcritos que codifican para la RNA helicasa dependiente
de ATP DDX5/DBP2 se encontraron sub-expresados. Esta proteina favorece la transicion

del espliceosoma a su estado activo por medio del desenrollamiento del duplex entre el RNA
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pequefo nuclear U1 y el sitio de splice 5’ (Lin et al., 2005; Camats et al., 2008), y esta
involucrada en el procesamiento de mMRNAs y microRNAS, la biogénesis del ribosoma, la
degradacion de RNAs y la regulacién de RNAs largos no codificantes. DDX5/DBP2 también
estd implicada en la regulacion de rutas de sefalizacion celular y en el metabolismo
energético (Jalal et al., 2007; Lin et al., 2005; Lin et al., 2013; Liu, 2002; Wilson et al., 2004).
Otro transcrito que se encontr6 sub-expresado fue el factor de esplicing rico en
arginina/serina 1 (ASF1/SF2), un factor especifico y esencial para el esplicing de pre-
MRNAS y procesos post-esplicing como la exportacion de mRNA nucleares y la traduccion
(Kim et al., 2009; Michlewski et al., 2008; Will y Lihrmann 2011; Zuo y Manley 1993). Otro
transcrito sub-expresado fue el de la ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP F/H).
Esta proteina es parte de la familia hnRNP, la cual esta involucrada en todos los aspectos
del metabolismo de RNA citoplasmico y nuclear, incluyendo el procesamiento de mRNA, la
reparacion del DNA, la exportacion nuclear, la localizacion y estabilidad de mRNAs.
Ademas, juega un rol especializado en la unién a transcritos especificos (Dreyfuss et al.,
2002; Kalifa et al., 2006; Chaudhury et al., 2010).

En crusticeos se han reportado alteraciones en el espliceosoma en células del intestino de
Macrobrachium rosenbergii infectado con patégenos como el virus de la mancha blanca
(WSSV) o Vibrio parahaemolyticus (Jung et al., 2011). Se considera que las alteraciones del
espliceosoma en células de tejido branquial de Procambarus clarkii podrian tener un efecto
antiviral (Du et al., 2018). Este es el primer reporte de los efectos del PaV1 en la maquinaria
del espliceosoma de P. argus, pero las consecuencias biologicas de los cambios descritos
aqui deben ser evaluados a profundidad y de manera puntual. Basados en la observacion
de la desregulacion de varios factores transcripcionales maestros, asi como la
desregulacion de varios elementos del espliceosoma, se sugiere que el PaV1 es capaz de
controlar la regulacion transcripcional de las células infectadas en langostas con altas

cargas virales.

1.5.2. Cambios inducidos por el PaV1l en procesos transcripcionales, proteinas

citoesqueléticas y la homeostasis del hierro
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Ala fecha no se sabe cémo el PaV1 manipula la maquinaria post-traduccional en las células
del hospedero. En este trabajo se observaron afectaciones en varios transcritos codificantes
para proteinas involucradas en la regulacion post-traducional en las langostas clinicamente
infectadas. Se observaron sobre-expresadas algunas proteinas de choque térmico (HSPs),
conocidas por su funcion como chaperonas durante el plegamiento de polipéptidos recién
sintetizados inducidos en respuesta al dafio celular, el choque térmico, la radiacion UV e
infecciones virales y bacterianas (Dudeja et al., 2009). Existen HSPs que protegen el epitelio
intestinal contra el estrés oxidativo y la inflamacion y que son conocidos por estar
involucrados en la respuesta inmune y la apoptosis (Dudeja et al., 2009; Kumar et al., 2011;
Arnal y Lallés, 2016). Por ejemplo, se ha observado que la HSP90 es un receptor intracelular
de glucocorticoides durante las respuestas al estrés (Petrof et al. 2004; Romero-Brey y
Bartenschlager, 2016). Sin embargo, las HSPs también pueden promover la replicacion viral
de ciertos virus (Gonzalez et al., 2009; Kumar et al., 2011; Rathore et al., 2014; Bolhassani
y Agi, 2019). Con base en nuestras observaciones, es necesario que se lleven a cabo
trabajos experimentales sobre estas proteinas para lograr esclarecer el papel que realizan,

ya que pueden ser parte de la estrategia de PaV1 para manipular la maquinaria celular.

Durante las infecciones virales, la formacion de puentes disulfuro es muy importante para
regular los mecanismos utilizados por los virus para penetrar en la célula y replicarse, asi
como en el mantenimiento de la estabilidad de la cépside viral y la maduracion de viriones
(Hakim y Fass 2010). En este contexto, es notable la sobre-expresion de la proteina
disulfuro isomerasa Al (PD1A1), A3 (PD1A3) y GRP58 en langostas infectadas con PaV1.
Estas proteinas son chaperonas redox que catalizan la isomerizacion de puentes disulfuro
en las proteinas. En particular, PDIA3 interactia con dos proteinas chaperonas de union a
lectina, calreticulina y calnexina, y actia modulando el proceso de plegamiento de
glicoproteinas recién sintetizadas (Coe et al., 2012). La calreticulina es una proteina
chaperona altamente conservada que reside primordialmente en el Reticulo
Endoplasmatico (RE) y esta involucrada en multiples procesos celulares como adhesion
celular y regulacion de la concentracion del calcio intracelular (Huang et al., 2019). La
calnexina por su parte, es una proteina integral que participa en el control de calidad del
plegamiento proteico y la homeostasis de calcio en conjunto con la calreticulina. En Penaeus

japonicus, la calreticulina ha sido descrita como un factor clave para el desarrollo de la
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infeccion por WSSV, ya que las proteinas de la capside viral interactian con proteinas

lectinas facilitando la entrada del virus (Wang et al., 2014).

También se detectaron cambios en la regulacion de proteinas relacionadas con la regulacién
del citoesqueleto, las cuales pueden estar involucradas en completar el ciclo viral. Este es
el caso de la chaperonina citosdlica que contiene TCP-1(CCT), cuyo transcrito se encontro
sobre-expresado en langostas con altas cargas virales. Esta proteina ayuda al plegamiento
de proteinas citosolicas como tubulina, actina y varios reguladores de la division celular;
participa en la formacion del citoesqueleto (Nadler-Holly et al., 2012), y es importante para
la transcripcion y replicacion de virus en otros animales (Zhang et al., 2013; Zhang et al.,
2014). También se observd una sobre-expresion de los transcritos que codifican para
GTPasas Rho, un grupo de proteinas que regulan la actina y la dinamica de los microtubulos
(Sadok y Marshall, 2014). Esto es significativo porgque varios virus interactian con GTPasas
Rho para manipular estas proteinas en beneficio propio (Van den Broeke et al., 2014).
Basado en estas observaciones preliminares, se hipotetiza que el PaVl es capaz de
manipular los reguladores del citoesqueleto y asegurar el control coordinado de otras
actividades celulares través de sus interacciones con proteinas citoesqueléticas.

También se detectd la induccion de catepsinas B, D, Ly K en langostas infectadas con PaV1.
En mamiferos, la induccion de estas proteinas contribuye en procesos patoldgicos
gastrointestinales a través de respuestas inflamatorias (Medina y Radomski, 2006; Menzel
et al., 2006; Vreemann et al., 2009). De igual forma, las catepsinas B y L han sido descritas
durante la respuesta inmune de Penaeus chinensis (Ren et al., 2010; Li et al., 2013). La
catepsina B (CTSB) es una proteasa lisosomal de cisteina involucrada en la degradacion
de proteinas lisosomales y es clave en el ciclo de varios virus pues activa las glicoproteinas
de la superficie viral, lo cual lleva a la fusién de las particulas virales con la membrana
endosomal, causando la liberacién viral desde los endosomas hacia el citoplasma (Coleman
et al.,, 2018). Esto es importante porque las actividades de trafico membranal son
fundamentales para asegurar una replicacion adecuada y la propagacion de los virus (Belov
y Ehrenfeld, 2007). En relacion a lo anterior, se observé la desregulacién de transcritos
asociados a proteinas endosomales como la proteina STEAP3 (Ohgami et al., 2006) y la
cadena pesada de ferritina (FTH1). La proteina FTH1 entrega el hierro a las células y es
esencial para la homeostasis de hierro ya que este se almacena en una forma soluble y no
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toxica para la célula (Polati et al., 2012). También se ha reportado que la funcion de FTH1
puede ser negativamente afectada por la interaccion con proteinas virales incrementando

la concentracion de hierro (Fe) en el citoplasma (Lv et al., 2016).

1.5.3. Desregulacion de las rutas de sefializacion celular y procesos de transporte

membranal

Usualmente, las rutas de sefalizacién son mediadas por procesos de fosforilaciéon que son
importantes para la respuesta inmune del hospedero (Bradshaw y Dennis, 2009). En este
sentido, cabe destacar que se identificaron varios elementos asociados con la respuesta
inmune innata y con la sobre-expresion de genes involucrados en las respuestas antivirales,
como los implicados en la regulacién de especies reactivas de oxigeno o de nitrégeno o
elementos de la ruta de sefalizaciéon JAK-STAT (Du et al., 2016; Lange et al., 2018; Ding et
al., 2018). De forma similar, las rutas cGMP y mTOR son comUnmente activadas para
combatir infecciones virales (Scheiner et al., 2004; Moreno-Altamirano et al., 2019). Estas
rutas modulan la respuesta inmune del hospedero y para mantener la replicacién viral una
vez que el virus ha tomado el control de la maquinaria celular. Por ejemplo, para entrar a las
células, algunos virus requieren de la activacion de proteinas de sefalizacion como PI3K,
las kinasas activadas por mitdgenos (MAPK), el factor nuclear kappa B (NF-kappaB), la
proteina kinasa ¢ (PKC) y los receptores de tirosina quinasa (TKR) (Garcia et al., 2009;
Kumar et al., 2011; Ayllon et al., 2012; White et al., 2017).

El factor NF-Kb es considerado como uno de los principales blancos para los patdogenos
virales debido a que su activacion temprana promueve la respuesta inmune del hospedero,
pero también puede ser secuestrado por los virus para promover la replicacion viral (Garcia
et al., 2009; Ding et al., 2017; Yang et al., 2020). Esto también ocurre en la ruta de
sefalizacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK). Esta ruta regula el
metabolismo energético y se activa cuando los niveles de ATP se reducen, con el fin de
mantener estables los niveles de ATP (Mihaylova et al., 2011). Nuevamente, la ruta AMPK
tiene una accién dual durante las infecciones virales debido a que puede ser tanto como

positivo como dafino para el hospedero dependiendo del virus invasor (Yin et al., 2017;
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Seong et al., 2018). Con base en los resultados de los datos obtenidos, es probable que el

PaV1 inhiba la ruta AMPK, lo cual puede afectar la cantidad de ATP a nivel celular.

El epitelio intestinal de los crustaceos esta involucrado en la absorcion de agua y el
transporte de iones, funciones que son importantes para la osmorregulacion y la absorcion
de nutrientes (Chung y Lin, 2006). En este sentido, es probable que la sub-expresion de las
subunidades a y B de la ATPasa sodio/ potasio (Na*/K*-ATPase) en langostas infectadas
sea relevante, ya que este transporte puede afectar la osmorregulacion al participar en el
transporte de iones Na* y K* a través de la membrana celular, asi como otras funciones
como la transduccion de sefiales, las especies reactivas de oxigeno, el volumen celular y el
transporte de calcio (Clausen et al., 2017). Por otra parte, tanto el contenido de reservas
energéticas en forma de glicogeno como la actividad de la glicélisis, son de particular
importancia para la Na*/K* ATPasas, ya que una disminucion en el glicégeno reduce la
disponibilidad del ATP via glicélisis, el cual es necesario debido a los altos requerimientos
energéticos de la Na*/K*-ATPasa (Watanabe y Wada, 2019). Esto coincide con el hecho de
gue durante los ultimos estadios de la infeccidon por PaV1, las langostas sufren un marcado
decremento en el contenido de las reservas de energia en forma de glicégeno en el
hepatopancreas (Shields y Behringer, 2004; Pascual-Jiménez et al., 2012; Herrera-
Salvatierra et al., 2019; Zamora-Brisefio et al., 2020a). Relacionado con esto, se considera
qgue la sub-expresion de la subunidad 1 de la flavoproteina succinato deshidrogenasa
(SDHA) podria tener un efecto importante en la produccion de energia debido a que es una
parte central del complejo Il succinato deshidrogenasa (SDH) de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial (ETC). De manera general, el complejo proteico SDHA esta
localizado en la membrana mitocondrial y cataliza la oxidacion del succinato. Los electrones
removidos del succinato son transferidos de la SDHA hacia las subunidades SDHC/SDHD
del extremo hidrofébico de la membrana mitocondrial. Después, los electrones son
transferidos a la ubiquinona Q y finalmente al complejo Il y IV de la ETC, donde son usados
en la generacién de ATP (Horsefield et al., 2006). Por tanto, la reduccién en el contenido de
SDHA puede resultar en una disminucion en la produccion de ATP mediante fosforilacion

oxidativa.
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1.5.4. Regulacién de las proteasas digestivas

En crustaceos, la produccion de las enzimas digestivas es afectada por el estadio del ciclo
de vida, el estado de muda, los ciclos circadianos, la composicion del alimento y las
condiciones medioambientales. Entre las enzimas digestivas, las proteasas son importantes
para hidrolizar las proteinas del alimento y convertirlas en pequefios péptidos y aminoacidos
libres (LOpez-Otin et al., 2008; Perera et al., 2008). En este sentido, es de resaltar que en
langostas infectadas con PaV1 se observaron desregulados muchos transcritos que
codifican proteasas digestivas. En estudios previos, tanto la actividad de la tripsina como la
de la quimotripsina se usaron como indicadores de la capacidad digestiva de langostas en
respuesta al PaV1 y se observé que la actividad enzimatica de estas proteinas disminuyo
(Herrera-Salvatierra et al., 2019), lo cual coincide con que la abundancia de estas enzimas
disminuy6 en el hepatopancreas de langostas infectadas (Zamora-Brisefio et al., 2020a).
También se encontré que el transcrito que codifica para la proteasa de serina con dominio
clip PPAF-2 se sub-expresé. Este dominio es parte del factor activador de la profenoloxidasa
(PPAF)-11y es indispensable para la generacion de fenoloxidasa activa, la cual conduce a la
melanizacién, uno de los principales mecanismos de defensa de los crustaceos (Ma et al.,

2014). Por tanto, su desregulacién podria afectar la activacion de este proceso inmune.

1.6. Conclusion

Los datos generados en este capitulo sugieren que el PaV1 afecta la regulacion de genes
involucrados en procesos biologicos relacionados en proveer de energia a la célula.
También es notorio que la osmorregulacién podria ser afectada por la falta de energia
disponible para cumplir con los altos requerimientos de los mecanismos de transporte. Este
estudio provee datos que revelan la existencia de alteraciones en algunos de los elementos
de las rutas de sefalizacion que son vitales para la activacién del sistema inmune, asi como
para la entrada de los virus. Algunas funciones alteradas asociadas con los factores de
transcripcion, el complejo del espliceosoma, el transporte de hierro y los procesos de
fosforilacién sugieren que el PaV1 puede usar la maquinaria metabdlica de la célula para
promover sus propios procesos de replicacion. Finalmente, las proteinas alteradas

asociadas con el reticulo endoplasmico y la formacion del citoesqueleto y su mantenimiento
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pueden ser clave para la penetracion del virus en la célula y el ensamblaje de la capside
viral. Se recomiendan futuras investigaciones sobre los DEGs encontrados en este trabajo
para mejorar la comprension sobre los procesos de respuesta inmunitaria y el ciclo de
replicacion del virus del PaV1 como las rutas de entrada membranal del virus y las proteinas
de replicacion viral. Los datos generados en este trabajo proveen evidencia preliminar de
los mecanismos moleculares detras de los signos y cambios descritos durante la infeccion

por PaV1 en P. argus.

Los resultados de este capitulo se han publicado en:

Hernandez-Veladzquez, I. M., Zamora-Brisefio, J. A., Pereira-Santana, A., Huchin-Mian, J. P.,
Gonzélez-Penagos, C. E., Pérez-Vega, J. A., ... & Rodriguez-Canul, R. (2022). A first
glimpse into the transcriptomic changes induced by the PaV1l infection in the gut of
Caribbean spiny lobsters, Panulirus argus (Latreille, 1804) (Decapoda: Achelata:
Palinuridae). Virus Research, 311, 198713. https://doi.org/10.1016/j.virusres.2022.198713
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CAPITULO 2: ANALISIS COMPARATIVO DE LOS CAMBIOS METABOLICOS QUE
OCURREN EN LAS GLANDULAS ANTENALES DE LA LANGOSTA ESPINOSA DEL
CARIBE, PANULIRUS ARGUS (LATREILLE, 1804), INFECTADA CON EL PANULIRUS
ARGUS VIRUS 1

2.1. Introduccion

Los virus patdgenos pueden manipular la maquinaria de sus hospederos para su propio
beneficio. Procesos como la replicacion y la propagacion viral usualmente tienen como
consecuencia efectos negativos en multiples 6rganos, lo que frecuentemente ocasiona
agotamiento de nutrientes y desérdenes metabdlicos en general (Wang, 2014; Kvansakul,
2017; Liu et al., 2019). Este patron parece ocurrir durante la infeccién por PaVl, pero a
pesar de reportes previos sobre desequilibrios metabdlicos ocurridos en érganos clave en
langostas infectadas (Li et al., 2008; Pascual-Jiménez et al., 2012; Herrera-Salvatierra et al.,
2019; Zamora-Brisefio et al., 2020b), las principales alteraciones que ocurren en el
metaboloma de los hospederos durante esta enfermedad viral se desconocen aun.

Una manera de llevar a cabo la identificacion de alteraciones en los metabolitos, es a través
de enfoques metabolémicos, los cuales son Utiles para contestar preguntas clave acerca de
las enfermedades y otras condiciones disfuncionales en cualquier especie (Delgado et al.,
2012; Chen et al., 2017). Ademas, los perfiles metabolémicos han sido utilizados para
identificar biomarcadores de enfermedades y para desarrollar métodos de diagndstico
novedosos y terapias clinicas (Wang et al., 2013b). Los perfiles metabdlicos también pueden
ayudar a entender las bases bioquimicas de una enfermedad, asi como los cambios de
comportamiento que ocurren como consecuencia de un fenémeno fisiolégico determinado
(Sanchez y Lagunoff, 2015; Oromi et al., 2017; Liu et al., 2019; Humer et al., 2020).

En el medio natural, las langostas sanas son capaces de detectar y de evitar a las langostas
enfermas. Este comportamiento de evitacidén que presentan las langostas sanas es mediado
probablemente por feromonas o sefiales quimicas liberadas al ambiente via fluidos

corporales u otros mecanismos (e.g., orina, hemolinfa, epitelio branquial, heces), que son
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capaces de modificar el comportamiento intra o interespecifico de los organismos (Savic et
al., 2009; Wyatt, 2009; Yao et al., 2009; Behringer y Butler, 2010; Berry y Breithaupt, 2010;
Bauer, 2011; Candia-Zulbaran et al., 2015). Las sefiales quimicas emitidas por las langostas
sirven para identificar a otras langostas, para elegir refugios apropiados y para la
identificacion de depredadores. Sin embargo, estas sefales pueden ser alteradas por
cambios asociados a su fisiologia y el ambiente. Por ejemplo, de la misma forma descrita
para langostas infectadas con PaV1, los cambios drasticos en la temperatura ambiental,
salinidad y pH, son capaces de alterar el comportamiento mediado por quimiorrecepcion en
langostas, de modo que pierden la capacidad de reunirse con conespecificos sanos y
pierden la capacidad de evitar a los depredadores y conespecificos enfermos (Ross y
Behringer, 2019).

En langostas espinosas, el uso de sefiales quimicas transmitidas por la orina durante las
interacciones intra-especificas es bien conocido; en P. argus, la orina es la fuente principal
de sefales de alarma y feromonas y es liberada desde la glandula antenal, el 6rgano
secretor principal de las langostas (Freire et al., 2008; Aggio y Derby, 2011; Tsai y Lin, 2014).
Estas sefales quimicas dependen del estatus metabodlico del animal y los perfiles
metabdlicos pueden ser Utiles para entender los cambios ocurridos durante la infeccion por
PaV1 (Stowers y Liberles, 2016). Por tanto, un analisis metabdlico de la glandula antenal
podria arrojar luz sobre las bases del comportamiento de evitacién observado en langostas
sanas y puede proveer de un mejor entendimiento sobre la desregulacion de los metabolitos
causada por el PaV1. En este trabajo se presentan los resultados del analisis metabolomico
comparativo de la glandula antenal de P. argus juveniles con signos clinicos de PaV1 y sin

signos clinicos de la infeccién.

2.2 Hipdtesis y objetivo

2.2.1. Hipétesis

Se observaran alteraciones a nivel metabdlico en langostas infectadas con PaV1l en

comparacion con langostas no infectadas con el virus PaV1.
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2.2.2 Objetivos

Identificar las alteraciones metabdlicas en la glandula antenal de Panulirus argus en

respuesta a la infeccion por PaV1

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Captura de langostas

En noviembre de 2018 se capturaron organismos juveniles de P. argus con una longitud
cefalotoracica (CL) de 15 mm a 40 mm en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, México
(20°51'N, 86°53'W), usando redes de mano. Esta laguna arrecifal es parte del sistema de
arrecifes de coral localizado al norte de la costa de la Peninsula de Yucatan. Las langostas
se mantuvieron en condiciones de aireacion, se separaron por sexo y de acuerdo con la
presencia o ausencia de signos clinicos de PaV1 (Candia-Zulbaran et al., 2015, 2019). En

este estudio solo se utilizaron langostas con apéndices completos y sin rastro de heridas.

2.3.2. Recoleccidon de muestras

Los animales seleccionados se anestesiaron colocandolos en agua fria (4°C
aproximadamente) por 10 min y se sacrificaron cortando el cordén nervioso central
(Pascual-Jiménez et al., 2011). Posteriormente, se colectaron 2 mL de hemolinfa de cada
langosta, a las que también se les diseco la glandula antenal. La hemolinfa se obtuvo
usando una jeringa con dos volumenes de solucién anticoagulante (NaCl 450 mM, KCI 10
mM, HEPES 10 mM, EDTA 10 mM, pH 7.0) (Vargas-Albores et al. 1993) mantenida a 4°C.
La hemolinfa fue centrifugada por 5 minutos a 2 500 x g y 4°C. Se descarto el sobrenadante
y las células (hemocitos) se fijaron en dos volumenes de solucion DNA/RNA shield (Zymo
Research®). Los hemocitos se usaron para la extraccion del DNA gendémico (gDNA) con el
fin de realizar la cuantificacion de la carga viral. Las muestras de glandula antenal se

congelaron con nitrégeno liquido y se mantuvieron a -80°C.
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2.3.3. Cuantificacién viral por gPCR

La carga viral se cuantificé por gPCR, siguiendo el procedimiento validado previamente por
Clark et al. (2018), con modificaciones menores. El gDNA de los hemocitos se obtuvo
usando el paguete comercial universal Quick-DNA™ kit (Zymo Research®) y la integridad
del gDNA se comprobd por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. A partir de este gDNA,
se obtuvo un amplicén de 499 bp del genoma del PaV1 usando el protocolo de Montgomery-
Fullerton et al. (2007). Los amplicones se clonaron con el paquete comercial de clonacién
CloneJET PCR Cloning Kit™ (Thermo Scientific®) y el plasmido recombinante resultante se
us6é como plantilla para cuantificar la carga viral del PaV1l mediante una curva estandar.
Para ello, se realizaron diluciones seriadas (1:5) del plasmido recombinante para obtener
un rango dindmico de deteccion de 30 hasta 3 x 10° copias virales. La reaccién de gPCR
fue llevada a cabo en un termociclador Rotor Gene® real-time PCR en un volumen final de
reaccion de 10 pL, con 5 pL de sonda QuantiNova Probe PCR (QIAGEN®), 0.15 uM de cada
primer, 0.3 yuL de PaV1-TagMan 20X y 2 uL de la dilucion del plasmido o 2 pL (65-140 ng)
de gDNA de cada muestra. Las condiciones de ciclado fueron 10 min a 95°C, seguido por
40 ciclos de 15 s a 95°Cy 1 min a 62°C.

2.3.4. Extraccion de metabolitos

La extraccion de metabolitos se realiz6 usando el protocolo modificado para la extraccion
de metabolitos polares con solventes de grado espectroscopico de Sapcariu et al., 2014.
Las glandulas antenales se trataron con 800 pL de metanol enfriado a -20°C. Después, se
afiadieron 80 pL de agua ultrapura enfriada a 4°C y la mezcla se agit6é por 5 min. Luego, se
agregaron 800 L de cloroformo, se mezcl6 por 20 min y la mezcla se centrifugd por 5 min
a 16 000 x g a 4°C. La fase acuosa con los metabolitos polares se separd y secd por
liofilizacién. El extracto liofilizado (100 mg) se solubilizé en 300 uL de buffer fosfato (1 M
Na2HPO4y 1 M NaH2PO4, pH 7.0) y 300 pL de 0.05% 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-d4-propionate
(TSP) en agua deuterada (D20), el cual se us6 como estandar de desplazamiento quimico
(Dona et al., 2016). La mezcla fue transferida a un tubo NMR de 5 mm previo al analisis de
1H-NMR.
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2.3.5. Adquisicion de espectros 'H-NMR y procesamiento

El analisis de resonancia magnética nuclear de Proton (1H-NMR) se llevé a cabo a 25°C en
un equipo Varian 600 MHz AR Premium Compact equipment (Varian-Agilent, Santa Clara,
California, U.S.), en un campo magnético de 14.1 T y una frecuencia de resonancia 1H de
599.77 Hz, usando una secuencia PRESAT con un tiempo de relajacion de 2 s 'y un tiempo
de adquisicion de 3 s para alcanzar un total de 128 transientes (impulsos de energia de
poca duracién) y 64k puntos de datos recolectados. El espectro resultante fue escalonado
manualmente y se corrigio la linea base usando el programa MNova (Mestrelab Research
SL, Santiago de Compostela, Spain). Se aplicd una funcion Gaussiana con un factor de
ampliacion de linea de 0.3 Hz y la referencia se colocé en TSP (0.0). Después de apilar los
espectros, se borré la region entre 4.6—4.8, correspondiente al agua residual con el fin de
descartar los efectos de sefiales abundantes en el analisis multivariado. Los espectros
fueron normalizados con base en la sefial TSP (0.0) y divididos en bins de 0.04 ppm para

obtener un total de 232 regiones.

2.3.6. Identificacion de metabolitos y analisis multivariado

Para la identificacién y cuantificacion de metabolitos se empleé el servidor web Bayesil
(Ravanbakhsh et al., 2015). Los datos obtenidos de los metabolitos fueron utilizados para
el procesamiento estadistico e identificacion de compuestos diferenciales usando los

modulos del software MetaboAnalyst 5.0 (Puchades-Carrasco et al., 2016).

Los perfiles de 1H-NMR fueron exportados a formato .csv en Mnova. Se construyeron dos
matrices de datos: la primera clasificando las muestras por su carga viral (variable Y) y la
segunda clasificando las muestras de acuerdo a su sexo. Después de escalar los datos
usando un algoritmo de Pareto, se realiz6 un Analisis Discriminante Ortogonal de Cuadrados
Minimos Parciales (OPLS-DA). La calidad del modelo fue descrita por los porcentajes de
variacion del conjunto explicado por los componentes Y (R2) y los modelos de acuerdo a la
validacion cruzada (Q2). Las caracteristicas influyentes sobre el modelo OPLS-DA fueron
detectadas usando la grafica de importancia de variables (FIP) (Wiklund et al., 2008). La

puntuacion de la importancia de las variables en la proyeccion (VIP scores) se uso para
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evaluar las principales sefiales influenciadas por la separacién entre variables. La
identificacion de metabolitos se llevo a cabo usando el software Chenomx NMR suite (v. 8.3,
evaluation version, Chenomx Inc., Edmonton, AB, Canada). Finalmente, se probd la

significancia estadistica usando una prueba de T con un valor de p < 0.05.

2.4. Resultados

2.4.1. P. argus clinicamente infectados y no infectados

Inicialmente, el estatus de salud de las langostas se determiné en campo basado en la
presencia o ausencia de los signos clinicos de la infeccién (e.g, hemolinfa lechosa que no
coagula y coloracion rojiza externa) (Shields y Behringer, 2004). Sin embargo, después de
llevar a cabo la reaccion de gPCR, las muestras se categorizaron en langostas clinicamente
infectadas (CIL, >1x108 viral copies-uL?* of gDNA) y langostas no infectadas clinicamente
(NIL, < 1x10° viral copies-uL™* of gDNA). De las 17 langostas usadas en el estudio, ocho
(cuatro machos y cuatro hembras) fueron catalogadas dentro del grupo CIL y nueve (tres
machos y seis hembras) fueron catalogadas como NIL. En el grupo CIL, los machos tenian
una longitud de cefalorotax (LC) de 34.75 + 4.85 mm (promedio + SD) y las hembras tenian
una LC de 31.75 £ 2.06 mm. Las cargas virales cuantificadas por gPCR fueron de 128 + 97.
25x108 (promedio + SD) copias virales-ng™ gDNA para machos y de 131.25 + 101.26x10°
para hembras. En el grupo NIL, el tamafio promedio de los machos fue de 36.33 + 6.42 mm
LC y el tamafio promedio de las hembras fue de 34.5 + 7.05 mm LC. La carga viral promedio
fue de 18.7 + 2.58x10? copias virales-ng™ de gDNA para machos y 6.03 + 2.15x102 para

hembras.

2.4.2. Diferencias en los metabolitos entre grupos experimentales

En general, el analisis de 1H-NMR (CIL Y NIL) de la glandula antenal de ambos grupos
permitié identificar un perfil de metabolitos que consistié en un total de 48 compuestos que
incluian categorias de metabolitos como azlcares, compuestos organosulfurados,
alcoholes, azucares alcohdlicos, acidos organicos y aminoacidos (AA) (Cuadro 3). De

acuerdo a los valores del grafico OPLS-DAY el espectro de 1H-NMR, se pudo observar una
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separacion clara entre los grupos CIL y NIL (Figura 9A y 10). De acuerdo al gréfico de

importancia de variables (Figura 9C) y prueba de T (p < 0.05), hubo una disminucion en los
niveles de isoleucina (6 3.66, & 1.46, 6 1.02, & 0.94), leucina (6 3.74, 6 1.74, 6 1.70,  1.66,
0 0.98, 6 0.94), threonina (6 3.58, & 1.34), lisina (6 3.74, & 3.02, 6 1.94, 6 1.90, 6 1.70, &
1.50), metionina (6 3.86, © 2.14, 8 2.10), arginina (d 3.74, 8 3.22, 5 1.90, d 1.70), tirosina (d
3.02), valina (6 1.02, 6 0.98), alanina (6 3.78, & 1.50), carnitina (& 3.42, & 3.22), ornitina (&
3.78, 0 1.94, 6 1.74), betaina ( 3.90, 6 3.26) y glicina (& 3.54) en el grupo CIL (Cuadro 4).
También se encontraron metabolitos no identificados con sefales de & 4.78, 6 9.51, 86.63,
0 5.95, 6 6.59, 68.67, 65.91, 86.67, 67.63, 64.82, 65.67, 69.47, 66.03 y 62.74, los cuales se

encontraban en abundancia en el grupo CIL.

Cuadro 3. Lista de compuestos identificados por H1-NMR.

HMDB ID Compound Name HMDB ID Compound Name
- TSP HMDBO00172 Isoleucina
HMDBO00001 1-Metilhistidina HMDBO00177 L-Histidina
HMDBO00008 Acido 2- HMDB00182 L-Lisina
Hidroxibutirico
HMDBO00042 Acido acético HMDBO00187 L-Serina
HMDB00043 Betaina HMDB00190 L-Acido Léctico
HMDBO00060 Acetoacetata HMDBO00191 Aspartato
HMDBO00062 Carnitina HMDB00214 L-Ornitina
HMDBO00064 Creatina HMDB00243 Acido Piravico
HMDBO00094 Acido citrico HMDBO00254 Succinato
HMDBO00097 Colina HMDB00294 Urea
HMDBO00108 Etanol HMDB00357 Acido 3-Hidroxibutirico
HMDBO00122 D-Glucosa HMDBO00517 L-Arginina
HMDBO00123 Glicina HMDBO00562 Creatinina
HMDBO00131 Glicerol HMDB00641 L-Glutamina
HMDBO00142 Formato HMDBO00687 L-Leucina
HMDBO00148 Acido L-Glutamico HMDBO00691 Malonato
HMDBO00157 Hipoxantina HMDBO00696 Methionina
HMDBO00158 Tirosina HMDBO00863 Alcohol Isopropilico
HMDBO00159 L-Fenilalanina HMDBO00883 Valina
HMDBO00161 L-Alanina HMDBO00929 Triptofano
HMDBO00162 L-Prolina HMDBO01659 Acetona
HMDBO00167 L-Treonina HMDBO01873 Acido Isobutirico
HMDBO00168 L-Asparagina HMDB01875 Metanol
HMDBO04983 Dimetil sulfona HMDBO01881 Propilenglicol
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Cuadro 4. Metabolitos alterados identificados en la comparacion de los grupos CIL y NIL.

HMDB ID Nombre Cambio Categoria VIP Log2FC Valor p Valor p-ajustado
quimico bioguimica  score
HMDBO00043 Betaina 03.90,53.26 NPAA 1.00 -1.01 0.0062028 0.01379
HMDBO00062 Carnitina 0 3.42,53.22 AAD 0.68 -0.55 0.018734 0.033
HMDBO00123 Glicina 03.54 NEAA 0.72 -0.61 0.039806 0.0051
HMDBO00158 Tirosina 0 3.02 NEAA 1.33 -1.02 0.00011695 0.00059135
HMDBO00161 L-Alanina 83.78,01.50 NEAA 1.19 -0.93 0.00170312 0.004704405
HMDBO00167 L- 03.58,01.34 EAA 0.83 -0.75 0.001849 0.0054101
Treonina
HMDBO00172 Isoleucina & 3.66, 0 EAA 1.34 -1.09 0.00312366 0.006028776
1.46, 6 1.02,
50.94
HMDBO00182 L-Lisina 03.74,0 EAA 1.38 -0.94 0.00032346 0.001072317
3.02,01.94,
51.90,d
1.70, 0 1.50
HMDB00214 L-Ornitina 6 3.78,0 NPAA 1.27 -0.98 1.14 0.003233227
1.94,61.74
HMDBO00517 L-Arginina & 3.74, 0 EAA 1.17 -1.17 0.00057371 0.001731373
3.22, 5 1.90,
51.70
HMDBO00687 L-Leucina ©3.74,0 EAA 1.02 -1.49 0.00024881 0.000776661
1.74, 5 1.70,
5 1.66,d
0.98, 5 0.94
HMDBO00696 Metionina & 3.86, 0 EAA 1.11 -1.21 0.00286742 0.00657624
214,56 2.10
HMDBO00883 Valina 51.02,56098 EAA 1.23 -1.62 2.08E-06 4.10E-05
HMDBO00001 Lactato 501.34 OA 1.12 -0.75 0.001849 0.0054101
90

NPAA: Non-Proteinogenic Amino Acid, AAD: Amino Acid Derivate, NEAA: Non-essencial Amino Acid, EAA:

Essencial Amino Acid, OA: Organic acid
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Figura 10. Perfil metabdlico del extracto acuoso de la glandula antenal de Panulirus argus. El grafico OPLS
fue analizado con base en A) la carga viral (NIL vs CIL) y B) el sexo de las langostas.
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Figura 11. Espectro 1H-NMR de los compuestos diferenciales comparando los grupos CIL (Clinically infected
lobsters) vs NIL (Non-clinically infected lobsters) de P. argus.

2.4.3. Diferencias en los metabolitos entre sexos

Los perfiles metabdlicos fueron similares entre machos y hembras de acuerdo a lo observado
en los valores del OPLS-DA (Figura 9B) y el agrupamiento de las muestras estuvo influenciado
por pocas sefales con diferencias significativas (p < 0.05) que correspondian a compuestos
sin identificar (Figura 9D). Por ejemplo, se encontraron en abundancia metabolitos no
identificados con sefiales © 9.23, 6 8.79, 6 8.23, 6 6.11, 6 5.63, 6 5.43, 6 5.27, 6 3.70, & 3.50,
02.94,562.74,051.82,0 1.34, 8 0.5 en machos, mientras que metabolitos no identificados con

senales en 6 9.59 y & 9.75 fueron detectados en altos niveles en hembras.
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2.5. Discusion

Tras dos décadas del descubrimiento del PaV1, se han realizado muchos trabajos respecto a
su taxonomia, forma de transmision y efectos sobre el estado de salud de su hospedero que
han resultado Utiles para ponderar su potencial impacto negativo sobre las poblaciones de la
langosta espinosa del Caribe (Shields y Behringer, 2004; Lozano-Alvarez et al., 2008; Huchin-
Mian et al., 2008; Behringer et al., 2008). Por ejemplo, se tiene evidencia de que la liberacién
de las particulas virales a través de la orina y la hemolinfa puede estar relacionada al
comportamiento de evitacién en las langostas espinosas (Behringer et al., 2010; Ross et al.,
2019). En este estudio, se llevo a cabo la evaluacion comparativa del efecto metabolémico del
PaV1 en la glandula antenal de langostas juveniles silvestres para evaluar los efectos de esta
enfermedad sobre el hospedero en un 6rgano vital para la secrecion de desechos metabdlicos
y particulas esenciales para la comunicacion intraespecifica y el mantenimiento de la

osmorregulacion del organismo.

El grupo CIL evaluado en este trabajo present6 altas cargas virales similares a las reportadas
previamente para langostas juveniles con estados avanzados de la infeccion y colectadas en
la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos (Zamora-Brisefio et al., 2020 a,b), mientras que las
langostas del grupo NIL presentaron cargas virales por debajo de las < 1x10° copias virales-uL-
1, Las langostas de este grupo no tenian signos clinicos de la infeccién (i.e., hemolinfa lechosa

gue no coagula y exoesqueleto rojizo).

En este andlisis, todos los metabolitos identificados estuvieron disminuidos en el grupo CIL.
Uno de estos metabolitos es el lactato. El lactato es el producto final del metabolismo
anaerobico y depende fuertemente de los niveles de glicogeno. Niveles altos de lactato son
comunes en los animales durante actividades energéticamente demandantes como la
busqueda de comida y pareja (Omlin y Weber, 2010; Lee et al., 2015). Durante los ultimos
estadios de la infeccién por PaV1, el consumo de alimentos disminuye en las langostas que
muestran letargia (Li et al., 2008), y estos periodos de estrés metabdlico pueden disminuir los
niveles de glicobgeno disponibles para la conversion a lactato (Herrera-Salvatierra et al., 2019),

lo cual explicaria el agotamiento del lactato en el grupo CIL.
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También se observo un severo desbalance en el contenido de aminoacidos (AA). En total se
detectaron 11 AA disminuidos, siete de los cuales fueron aminoacidos esenciales (EAA), los
deben ser obtenidos a través de la alimentacion. Esto es importante debido a que los AA son
las estructuras béasicas de las proteinas y son indispensables para todos los procesos
metabdlicos del organismo, incluyendo la autopreservacion, crecimiento, sintesis hormonal,
nutricion y funcionamiento del sistema inmune. Muchas condiciones pueden causar un
desbalance en el contenido de AA libres. Estas razones pueden incluir la posible manipulacion
del metabolismo del hospedero por parte del patégeno lo cual ha sido reportado en otras
infecciones virales (Ren et al., 2018). Otra razon podria ser la alteracion en el aporte nutricional
debido a un funcionamiento defectuoso del sistema digestivo (Barker y Gibson, 1977). El PaV1
afecta fuertemente la integridad estructural del hepatopancreas e impacta negativamente en
la funcion digestiva asi como en la absorcion de nutrientes (Shields y Behringer, 2004; Li et al.,
2008). Adicionalmente, algunos EAA como arginina (Arg), asparagina (Asp), lisina (Lis) y
triptéfano (Trp), estan involucrados en funciones inmunes en muchos animales (Ren et al.,
2018; Huang et al., 2020). Esto también ocurre con otros AA como glicina o tirosina (Tir), pues
participan en actividades del sistema inmune en crustaceos a pesar de ser considerados como
no esenciales (NEAA) (Zhong et al., 2003; Li et al., 2005).

En los mamiferos, la isoleucina (lle) influye en la activacion de los receptores acoplados a
proteinas G y las rutas de sefalizacion ERK, induciendo la expresion de péptidos
antimicrobianos involucrados en la inmunidad en los intestinos (Konno et al., 2012, Mineshiba
et al., 2003; DaClLn y Ulanova, 2013). Una disminucién en la produccion de péptidos
antimicrobianos puede cambiar la interaccion entre la microbiota intestinal y el hospedero
(Ostaff et al., 2013; Zong et al., 2020). En P. argus, existe evidencia de que el PaV1 causa un
desbalance en la microbiota intestinal de langostas infectadas (Zamora-Brisefio et al., 2020a).
Por tanto, la reduccion en el contenido de estos AA podria reflejar la falta de respuesta del
sistema inmune debido al agotamiento metabdlico de las langostas infectadas. Sin embargo,

esta posibilidad requiere una validacion experimental.

El triptofano (Trp) es un aminoacido clave para un sinnimero de procesos fisiologicos,

incluyendo funciones relacionadas a la regulacion hormonal e inmune. Por ejemplo, el Trp
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puede ser hidroxilado en 5-hidroxitriptéfano, el cual a la vez es descarboxilado en serotonina
(Ser), un importante neurotransmisor, y posteriormente a melatonina, una hormona involucrada
en el sistema inmune, la regulacion del ciclo circadiano y la defensa antioxidante (Geihs et al.,
2010; Yao et al., 2011; Sainath et al., 2013; Cryan et al., 2019). Se ha sugerido que las enzimas
involucradas en el metabolismo de neuromoduladores en el hepatopancreas de langostas
infectadas pueden estar asociadas con una desregulacion del contenido de aminoacidos
aromaticos libres (Zamora-Brisefio et al., 2020b). Por ejemplo, en hepatopancreas se reportod
la desregulacion en los niveles de la enzima sepiapterina reductasa (SPR), que cataliza las
reacciones reductoras en la biosintesis de tetra-hidrobiopterina (BH4), un cofactor clave para
las hidroxilasas de aminoacidos aromaticos dependientes de biopterina; también se
encontraron desregulados los niveles de fenilalanina hidroxilasa (PH), tirosina hidroxilasa (TH)
y triptéfano hidroxilasa (TrH), las cuales son responsables de la sintesis de tirosina, serotonina,
L-DOPA, melatonina y catecolaminas (Kaufman, 1993; Caccamo et al., 2013). Lo anterior es
importante, pues una disminucion de la SPR puede resultar en un desbalance en los niveles
de AAy sus hidroxilasas, que a la vez comprometen la sintesis de compuestos hormonales.
Adicionalmente, L-DOPA es convertida en catecolaminas como dopamina, norepinefrina y
epinefrina (Daubner et al., 2011). Cabe mencionar que la dopamina suprime la respuesta
inmune e incrementa la susceptibilidad de contraer infecciones bacterianas oportunistas en
camarones y cangrejos (Li et al., 2005; Mapanao et al., 2018). Por tanto, la disminucion de
dopamina debido a una disminucién de Tyr podria tener un impacto positivo en la respuesta
contra patégenos. Sin embargo, la reduccion en el contenido de catecolaminas también podria
promover la letargia y un comportamiento de escape reducido, signos observados en langostas
con signos clinicos de la infeccién (Behringer et al., 2008, Zamora-Brisefio et al., 2020b).

A pesar de que algunos aminoacidos no esenciales (NEAA) pueden ser sintetizados a partir
de otros AA, sus funciones estan lejos de ser irrelevantes. Por ejemplo, el NEAA Arginina (Arg)
se puede sintetizar a partir de la prolina, acido glutamico o glutamina y se puede usar para
producir urea, poliaminas, 6xido nitrico (NO), creatina y otros compuestos no proteicos
esenciales (Wu et al., 2009). Por si sola, la Arg regula la actividad enzimatica de la aspartato
aminotransferasa (AST) y la alanina aminotransferasa (ALT), dos indicadores clave de la
funcidn hepatopancreatica en crustaceos (Jin et al., 2016). Ademas, la Arg desempefia un

papel importante en el metabolismo energético, ya que uno de sus derivados, la fosfato
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arginina, representa una de las mayores moléculas de reserva energética en invertebrados
(Jiménez y Kinsey, 2015). Este AA también supone una fuente importante de energia para la
replicacion viral (Becker et al., 1967; Grimes et al., 2021), por lo que una disminucion en sus
niveles podria ser explicada por el aumento de la carga viral en los estados avanzados de la
infeccion (Li et al., 2008a) y por la consecuente anorexia, lo cual disminuye paulatinamente el
aporte nutrimental necesario para mantener las reservas energéticas (Pascual-Jiménez et al.,
2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019).

Los niveles de treonina (Thr) disminuyeron en el grupo CIL. Thr es uno de los EAAs que
modulan la biosintesis de glicina (Gly) (Xie et al., 2014), por lo que podria estar implicada en
la reduccién de los niveles de Gly debido a la inanicion en los estados avanzados de la
infeccion por PaVvl. Como en muchos otros organismos, Gly es el aminoacido libre mas
abundante en los crustaceos (D’Aniello, 1980; Roseth y Fonnum, 1995). La Gly es sintetizada
a partir de la colina, serina, hidroxiprolina o treonina (Wang et al., 2013a). Este aminoacido es
un importante neurotransmisor inhibitorio, asi como un nutriente antiinflamatorio,
inmunomodulador y citoprotector que participa en la sintesis de purinas, porfirinas, creatina y
glutation (Roseth y Fonnum, 1995; Zhong et al., 2003). En crustaceos, la suplementacion
alimentaria con Gly es Uutil para incrementar el desempefio fisico debido a su rol en las
respuestas osmorreguladoras en animales acuaticos ante una condicibn estresante

proveniente del exterior (Wang et al., 2013a; Xie et al., 2014).

Una disminucion de Gly también es un factor limitante para la sintesis del colageno, el cual
depende de la disponibilidad de altos niveles de Gly, Lys y Pro (de Paz-Lugo et al., 2018). El
coldgeno es un componente de los tejidos conectivos, esencial para la diferenciacion y
mantenimiento estructural celular (Babu, 1987; Sivakumar et al., 2000), los cuales resultan

dafados durante los estados finales de la infeccion por PaV1 (Li et al., 2008a).

En el grupo CIL también se detecté una acumulacion diferencial de varios AA no proteicos
como L-carnitina, ornitina o betaina. La carnitina es sintetizada a partir de Lys y Met, pero
también puede ser obtenida de fuentes alimenticias (Adeva-Andany et al., 2017). La L-carnitina
juega un papel central en el metabolismo energético y de lipidos debido a que esta involucrada

en la transferencia de acidos grasos de cadena larga desde el citoplasma hasta la mitocondria
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para ser usados en la beta-oxidacion, en donde los acidos grasos son convertidos en Acyl-CoA
y son integrados al ciclo de Krebs (Novakova et al., 2016; Almannai et al., 2019). Debido a que
la L-carnitina es obtenida a partir de los EAAs Lys y Met, es probable que la anorexia mostrada
por las langostas en estados avanzados de la infeccion por PaV1 contribuya a su disminucion
e impacte negativamente en el metabolismo energético de los lipidos (Pascual-Jiménez et al.,

2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019; Zamora-Brisefio et al., 2020a).

La ornitina (Orn) es otro AA no proteico que en conjunto con Arg es un componente central del
ciclo de la urea. Debido a que Arg actlia como precursor de Orn, la reduccion en los niveles de
Arg puede explicar la reduccion en el contenido de Orn. Ademas, niveles bajos de Orn y Arg
se encuentran asociados con niveles altos de amonio en el plasma (participan en el ciclo de la
urea en donde se excreta nitrdgeno en forma de urea), pero también con una deficiencia
proteica y desnutricion (Zieve, 1986). Las langostas pueden eliminar el nitrégeno en forma de
urea y amonio (Zoutendyk, 1987); entonces, una reduccién en la actividad del ciclo de la urea
puede reducir la eliminaciéon de productos nitrogenados. Las langostas excretan nitrégeno en
forma de amonio principalmente a través de las branquias (Battison, 2013). Por tanto, el dafio
en las branquias observado en las langostas en estados avanzados de la infeccion por PaV1
(Li et al., 2008a), junto con la reduccion de Orn puede comprometer el proceso de excrecion
de amonio. Ademas, la Orn es fundamental para la sintesis de poliaminas como putrescinas,
esperminas y espermidinas, las cuales son metabolitos importantes para procesos celulares
bésicos como el crecimiento y proliferacion celular (Lefévre et al., 2011; Ramani et al., 2014).
Las poliaminas también son esenciales para la regulacion de los procesos de
fosforilacion/defosforilacion de la enzima Na+ K+ ATPasa, la cual controla en gran medida los
procesos osmoregulatorios (Silva et al., 2008; Lucena et al., 2017). En las langostas, las
poliaminas actian como poderosos estimulantes olfativos ya que muestran preferencia por
alimentos ricos en nitrégeno (Zimmer-Faust y Case, 1982). Por tanto, la evaluacion de estos
compuestos derivados de Orn pueden proveer de pistas acerca del comportamiento de
evitacion mostrado por las langostas sanas hacia las langostas infectadas, una hipotesis que

requiere un proceso de corroboracion experimental mas detallado.

La betaina (GB) es una molécula organica soluble en agua que actia como un importante

osmorregulador que se acumula en el citoplasma en respuesta al estrés osmatico. Esta
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molécula tiene la habilidad de retener agua debido a su capacidad de uniéon a moléculas de
agua. Ademas, bajo condiciones de estrés por salinidad, los grupos cargados de GB se
asocian con iones inorganicos para estabilizar las proteinas (Fedotova y Kruchinin, 2017).
Investigaciones anteriores han demostrado una acumulacion de GB durante la infeccion por
WSSV en el camarén blanco (Penaeus vannamei) y langostas de agua dulce (Cherax
guadricarinatus) debido a la regulacion positiva de la betaina aldehido deshidrogenasa (Fan et
al., 2016; Sofanez-Organis et al.,, 2019). En contraste, en este trabajo se encontré una
disminucién en los niveles de GB, lo que puede contribuir al desequilibrio osmaético y es
consistente con los datos sobre cambios en la presion osmaética observado previamente en
langostas juveniles infectadas con PaV1 (Pascual-Jiménez et al., 2012). La GB es también un

estimulante gustativo en el medio marino (Carr y Chaney, 1976).

Las concentraciones de algunos metabolitos no identificados fueron diferentes entre machos
y hembras. Se han observado algunas diferencias en el cangrejo fantasma Ocypode
platytarsis, donde los AA Gly, Val y Met solo se detectaron en el tejido muscular de los machos
y las concentraciones de Glu y Thr fueron mayores en la hemolinfa de los machos que en la
de las hembras (Sankar y Yogamoorthi, 2012). Asimismo, en la langosta espinosa japonesa,
Panulirus japonicus, la concentracion de Gly fue mayor, pero la de Pro y ADP fue menor en los
machos que en las hembras (Cruz y Phillips, 2000). A partir de estas observaciones
preliminares, se sugiere la necesidad de realizar més estudios para mejorar nuestra
comprensién de las diferencias en las respuestas metabdlicas de machos y hembras de P.
argus frente a PaV1, ya que la sefial diferencial detectada corresponde a compuestos que no

fueron identificados.

2.6. Conclusién

Este trabajo constituye la primera evaluacion metabolémica de la glandula antenal de P. argus
juveniles silvestres infectados con PaV1. Esos datos mostraron diferencias metabdlicas entre
los grupos CIL y NIL, asi como entre sexos. Se encontraron alteraciones substanciales en el
contenido de EAA y NEAA en etapas avanzadas de la enfermedad. Con base en estos
resultados y en estudios previos, se considera que la disminucion de AA se debid

principalmente a la anorexia y desodrdenes digestivos. Otros productos metabolicos alterados
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estaban relacionados con la osmorregulacion, gluconeogénesis y el ciclo de la urea. Se
recomiendan evaluaciones mas profundas sobre las consecuencias potenciales de la
disminucién en el metabolismo del nitrégeno y el desbalance de aminoacidos proteicos y no

proteicos descritos en este trabajo.

Los resultados de este capitulo fueron publicados en:

Hernandez-Veldzquez, |I. M., Zamora-Brisefio, J. A., Hernandez-Bolio, G. I., Hernandez-Nufiez,
E., Lozano-Alvarez, E., Briones-Fourzan, P., & Rodriguez-Canul, R. (2022). Metabolic changes

in antennal glands of Caribbean spiny lobsters Panulirus argus infected by Panulirus argus
virus 1 (PaV1). Diseases of Aquatic Organisms, 151, 11-22. https://doi.org/10.3354/dao03682
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CAPITULO 3. DISCUSION Y CONCLUSION GENERALES

3.1. Discusién general

PaV1 ejerce un impacto negativo en su hospedero, incluyendo la destruccion celular de los
organos afectados, lo que lleva a una disfuncion metabdlica substancial que eventualmente
resulta en la muerte del organismo infectado (Li et al., 2008; Pascual-Jiménez et al., 2012;
Herrera-Salvatierra et al., 2019; Zamora-Brisefio et al., 2020a; Zamora-Brisefio et al., 2020Db).
En este estudio, se llevé a cabo la evaluacion transcriptdmica y metabolémica comparativa del
efecto del PaV1 sobre érganos vitales en langostas del Caribe juveniles silvestres para evaluar
los efectos de esta enfermedad sobre el hospedero. Para ello fueron escogidos el intestino y
las glandulas antenales, 6rganos esenciales para la nutricion, el mantenimiento de la

osmorregulacion y la secrecion de desechos metabdlicos, entre otras funciones.

3.1.1. Desregulacion de la expresion génica y su efecto en el metabolismo

El PaV1, como otras enfermedades virales, genera una desregulacién de la expresion génica
en las células infectadas. En este sentido, la sobre-expresion de factores de transcripcion (FT)
como los factores Krippel-like factors (KLFs) encontrados en este trabajo pueden esclarecer
el origen de estas afectaciones. Los genes KLFs pertenecen a una familia de FTs
filogenéticamente conservados responsable del reclutamiento de cofactores transcripcionales

gue controlan la expresion de genes involucrados en el metabolismo y otros procesos celulares
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(Schuh et al., 1986; Groenendijk et al., 2004; Feinberg et al., 2007; Zahlten et al., 2013).
Ademas, los KLFs afectan el metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoéacidos, ya que
entre sus funciones se encuentra la de controlar el mantenimiento de las células madre
intestinales, regulando asi la adquisicion de nutrientes (Hsieh et al., 2019). En crustaceos
ciertos KLFs también se han asociado con la regulacion del sistema inmune (Chang et al.,
2012; Yang et al., 2020). A pesar de que la sobre-expresion de los KLFs podria estar indicando
gue la capacidad intestinal de absorcion de nutrientes y los genes inmunes regulados por el
mismo no ha sido afectada, el estado de inanicién crénico que desarrollan las langostas
infectadas podria afectar la concentracion de aminoacidos esenciales y los genes del sistema

inmunes gue no son regulados por este sistema.

El PaV1 es capaz de generar una destruccion celular y un desbalance metabdlico generalizado
como consecuencia de un proceso que comienza con la desregulaciéon de la expresion génica
en las células infectadas. A la vez, este proceso se retroalimenta a través de los desbalances
metabdlicos graves puesto que esta infeccion viral tiene la capacidad de desregular otras
funciones dentro del hospedero. La disminucion en los niveles de algunos aminoacidos
encontrados en la glandula antenal puede reflejar la existencia de desbalances a nivel
molecular como aquellos encontrados en el intestino, de la misma forma que algunos
aminoacidos estan involucrados en el correcto funcionamiento de otros 6rganos. Tal es el caso
de la isoleucina (lle), ya que esta influye en la induccion de la expresion de péptidos
antimicrobianos involucrados en la inmunidad en los intestinos (Konno et al., 2012; Mineshiba
et al., 2003; DaCIlLn y Ulanova, 2013). Una disminucién en la produccion de péptidos
antimicrobianos puede cambiar la interaccion entre la microbiota intestinal y el hospedero
(Ostaff et al., 2013; Zong et al., 2020) y tal como se ha reportado previamente, en P. argus
existe evidencia de que el PaV1 causa un desbalance en la microbiota intestinal asociada a
langostas infectadas (Zamora-Brisefio et al., 2020a). Por tanto, la reduccion en el contenido de
estos AA en la glandula antenal podria afectar el correcto funcionamiento del intestino y a la
vez reflejar la falta de respuesta del sistema inmune debido al agotamiento metabolico de las

langostas infectadas. Sin embargo, esta posibilidad requiere una validacion experimental.

3.1.2. Transporte de iones y osmorregulacion: funciones compartidas
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Al igual que la glandula antenal, el epitelio intestinal de los crustaceos esta involucrado en el
transporte de iones, ademas de ejercer funciones de excrecion, que son importantes para la
osmorregulaciéon y la absorcion de nutrientes (Chung y Lin, 2006). En este sentido, es probable
gue la sub-expresion de las subunidades a y B de la ATPasa sodio/ potasio (Na*/K*-ATPasa)
del intestino, asi como de los metabolitos betaina y ornitina en la glandula antenal, tengan la
posibilidad de afectar esta funcion. La enzima Na*/K*-ATPasa participa en el transporte de
iones Na* y K* a través de la membrana celular, asi como en la transduccion de sefiales, las
especies reactivas de oxigeno, el volumen celular y el transporte de calcio (Clausen et al.,
2017). Ala vez, los procesos de esta enzima son regulados negativamente por las poliaminas
- las cuales tienen su origen en la ornitina- y la betaina (Silva et al., 2008; Garcon et al., 2011
Lucena et al., 2017). Dado que los transcritos que codifican a la enzima Na*/K*-ATPasa se
encuentran reducidos y tanto la ornitina como la betaina tienen la capacidad de disminuir la
actividad de esta enzima, las afectaciones del PaV1 sobre el sistema osmorregulador y el
metabolismo energético pueden ser importantes. Cabe mencionar que la betaina también
posee una actividad reguladora hacia la enzima citocromo ¢ oxidasa (COX), la ultima enzima
dentro de la cadena de transporte de electrones (ETC), un mecanismo vital para llevar a cabo
la respiracion celular y la produccién de ATP (Lee, 2021). Adicionalmente, la ETC se encontro
afectada por la disminucion en los transcritos de la subunidad 1 de la flavoproteina succinato
deshidrogenasa (SDHA) la cual también forma parte de la ETC. Ademas de esto, también
fueron afectados por el PaV1 elementos clasificados dentro de la familia de transportadores
ABC, que entre otras funciones son elementos reguladores de los procesos osmaéticos (Rees
et al., 2009).

3.1.3. Sistema inmune y replicacion viral

Las infecciones virales inducen una amplia gama de mecanismos de defensa en el hospedero
y a la vez, la funcion de las células inmunitarias depende en gran medida del funcionamiento
metabdlico del hospedero en un momento determinado (Moreno et al., 2019). Sin embargo,
los virus también son capaces de hacer uso de estos mecanismos o0 cambiar su funcionamiento
para su propio beneficio. Una de las funciones que se desarrollan en la célula y que controlan
cada aspecto del funcionamiento bioldgico, incluyendo las funciones de defensa contra

patégenos, es la regulacion de la expresion génica y post-traduccional. Uno de los procesos
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centrales en este sentido es el del esplicing alternativo, el cual es mediado por el complejo
ribonucleico del espliceosoma y es capaz de determinar, entre otras cosas, la actividad
enzimatica, la estabilidad y las modificaciones post-transcripcionales de las proteinas (Stamm
et al., 2005; Matera et al., 2014; Wang et al., 2015). En este trabajo se observo la sub-expresiéon
de algunos transcritos relacionados con la regulacion del espliceosoma (DDX5/DBP2,
ASF/SF2 y hnRNP F/H). Ademas, se encontré6 aumentada la expresion del gen NFkB2, parte
del complejo NfkB, un activador central de genes involucrados en funciones inflamatorias e
inmunes (Tak y Firestein, 2001). Los componentes mencionados tienen la particularidad de ser
elementos blanco para una gran cantidad de virus que buscan aumentar su capacidad de
replicacion, economizando los recursos genéticos a su alcance (Meyer, 2016). Irénicamente,
aunqgue el complejo NfkB es activado por los virus y es uno de los mecanismos principales de
defensa contra ellos, algunos de sus elementos también pueden ser controlados por los virus
para evadir la respuesta antiviral (Zhao et al., 2015). Por tanto, la sobre-expresion del factor
NfkB en etapas avanzadas de la infeccion por PaV1 puede deberse no sélo a la activacion de
genes de respuesta inmune contra el virus sino también a la accion del propio virus sobre este
mecanismo. Este es un tépico que requiere investigaciones mas profundas para elucidar el

efecto del virus asociado a los mecanismos de defensa del hospedero.

Como parte de las afectaciones del PaV1 a su hospedero, la anorexia es la probable causa de
la disminucién de los aminoacidos encontrados en este trabajo. Sin embargo, las afectaciones
de la disminucién en los niveles de estos aminoacidos sobre el sistema inmune de P. argus
deben ser consideradas debido a que los procesos inmunes en crustaceos son mediados en
gran parte por la disponibilidad de aminoacidos, aunque los mecanismos por los que actdan

no se comprenden por completo (Huang et al., 2020).

3.2. Conclusién General

Este trabajo constituye la primera evaluacion del transcriptoma del intestino y la primera
evaluacion metabol6mica de la glandula antenal en juveniles silvestres de P. argus infectados
con PaV1l. Los resultados muestran diferencias transcriptomicas y metabdlicas entre los

grupos de langostas con signos clinicos de la enfermedad y sin signos clinicos de la
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enfermedad, asi como entre sexos. Los puntos destacados de esta investigacion se resumen

a continuacion:

e Las mayores alteraciones encontradas a nivel molecular se encontraron en genes que
codifican enzimas y genes asociados a procesos de generacion energeética,

osmorregulacion y sistema inmune.

e Se encontraron alteraciones a nivel metabdlico, principalmente en el contenido de EAA
y NEAA 'y de metabolitos reguladores de la osmorregulacion.

e Con base en estudios previos, se considera que la disminucion de AA se debid
principalmente a la anorexia y desérdenes digestivos.

e Existe una alteracion importante del metabolismo del nitrdgeno, asi como sobre los

genes reguladores de la respuesta inmune y los procesos osmaoticos.

Finalmente, esta tesis contribuye al entendimiento a nivel molecular del efecto del virus PaV1l
en dos drganos clave para la homeostasis de la langosta espinosa. También se aporta
conocimiento sobre metabolitos que pueden influir en el comportamiento social y gregario lo
cual tiene relevancia ecoldgica ya que la langosta depende de sus habilidades sensoriales
para distinguir entre congéneres, presas y depredadores e identificar refugios. De igual forma,
la investigacion a nivel transcriptomico del efecto de PaV1l sobre el intestino aporta al
conocimiento sobre los posibles mecanismos de evasion que puede utilizar el virus para

ingresar a la célula y por tanto nos ofrece alternativas de investigacion con miras a una cura.

3.3. Perspectivas

Se recomienda realizar trabajos experimentales para corroborar los efectos de la disminucion
de metabolitos como betaina y ornitina sobre la osmorregulacion, ya que la informacion es
escasa en P. argus. También re recomienda la evaluacion experimental sobre las posibles vias

de entrada del virus del PaV1, especialmente aquellas involucradas en la respuesta inmune,
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pues pueden ser claves para el futuro manejo de esta enfermedad. Estos datos tienen un valor
adicional puesto que la langosta espinosa del Caribe aun no se puede cultivar debido a la
complejidad de su ciclo de vida, pero al obtener informacion de aminoacidos esenciales y no
esenciales asociados a machos y hembras en esta especie, se contribuye a que sea

considerada para fines de acuacultura y potencial biotecnolégico.
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