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Optimizacion de un protocolo de induccion de genes inmunitarios (Dicer-2
- Argonaute-2) del camaroén blanco Litopenaeus vannamei para su
establecimiento como biomarcadores potenciales en programas de
mejoramiento genético.

Optimization of a protocol for induction of immune genes (Dicer-2 - Argonaute-2) from
the white shrimp Litopenaeus vannamei to its establishment as potential biomarkers in
breeding programs.
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Resumen

Como consecuencia de las grandes pérdidas econémicas ocasionadas en el sector camaronero por el
brote de enfermedades, la produccién de lotes de camarones SPR ha empezado a tomar auge. Es
por ello que varios trabajos de investigaciéon han identificado diferentes efectores relacionados con
la respuesta inmune celular y humoral, incluyendo el sistema ARNj, a fin de establecer mar-cadores
moleculares aplicables dentro de los programas GAS. El estudio permitié determinar el patrén de
expresion de dos de los principales genes (Dicer-2 y Argonaute-2) relacionados con el sistema
ARNi como respuesta inmune antiviral en Litopenaeus vannamei. A partir de aplicaciéon de dos
inmunoestimulantes (LPS + Poly I:C) los niveles de expresion del gen Dicer-2 se incremen taron
gradualmente durante las primeras 09H00 post-induccidn, entre 6.5 (03H00), 8.8 (06H00) y 10.7
(09HO00) veces mayores en comparaciéon con los animales inyectados con SSC. Mientras que los
niveles de expresion del gen Argonaute-2 alcanzaron un maximo pico a las 03H0O0 post-induccién
(34.9 veces mayores que en los animales inyectados con SSC), en posteriores muestreos dichos
valores disminuyeron drasticamente, pero se mantuvieron sobre expresados entre 06H00 (7.0),
09HO00 (3.5) y 12HO0O0 (1.2). Con los datos obtenidos se ha dado paso a la estandarizacién de un
protocolo para la evaluacion de los niveles de expresion de estos dos genes y su aplicacién como
marcadores moleculares, para la selecciéon y el establecimiento de familias de camarones
multiresistentes a infecciones virales dentro de los Programas de Mejoramiento Genético de
Litopenaeus vannamei.
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Abstract

As aresults of the great economic losses in the shrimp sector by the outbreak of diseases, the shrimp
production batches SPR has begun to surge. That is why several researchs have identified different
effectors related to cellular and humoral immune response, including the RNAi system in order to
establish molecular markers applicable within GAS programs. The study determined the pattern
of expression of two key genes (Dicer-2 and Argonaute-2) RNAi system related antiviral immune
response in Litopenaeus vannamei. After applying two immunostimulants (LPS + Poly I: C) the
levels of gene expression Dicer-2 gradually increased during the first 0900 post-induction at 6.5
(03HO00) 8.8 (06H00) and 10.7 (09HO0O0) times higher compared to animals injected with SSC. While
the gene expression levels Argonaute-2 reached a peak maximum at 0300 post-induction (34.9
times higher than in animals injected with SSS), in subsequent sampling these values drastically
decreased but remained overexpressed between 06H00 (7.0), 09HO0O (3.5) and 12HO0O0 (1.2). With
the data obtained has led to the standardization of a protocol for the evaluation of the expression
levels of these two genes and their use as molecular markers for the selection and establishment
of multiresistant shrimp familis viral infections within breeding programs Litopenaeus vannamei

Key words: SPF, SPR, GAS, iRNA, Dicer-2, Argonaute-2, LPS, Poly 1:C, Litopenaeus vannamei.
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Introduccion

La produccién de camarones peneidos cons
tituye uno de las actividades acuicola de
mayor importancia a nivel mundial, llegando
a generar cerca de 14 billones de doélares
anuales (FAO 2010); no obstante, el sector
camaronero ha experimentado una serie
de problemas que han limitado su produc
tividad; siendo la presencia de enfermeda
des infecciosas de origen viral (WSSV, [HHNV,
IMNV, TSV, YHV) la principal causa de las
mayores pérdidas econémicas. (Moon et al.
2003, Brock et al, 2005, Flegel 2006, Suttle
2007, Escobedo-Bonilla et al. 2008).

Para contrarrestar tales adversidades, en
primera instancia, centro la atencion en la
adopcion de sistemas de bioseguridad y se
dio paso al cultivo preferencial de poblacio
nes de camarones SPF (Flegel et al. 2008);
las poblaciones de camarones SPF (Specific
Pathogen Free), stock de animales libres de
uno o mas patogenos especificos, fueron
introducidos por el USMSFP (U.S. Marine
Shrimp Farming Program) en camaroneras
de Estados Unidos a mediados de los 90’,
resultando ser casi el doble de productivo
que las lineas convencionales (no certifica
das) (Moss et al. 2003).

Actualmente, existen poblaciones de cama
rones SPF, distribuidas a nivel mundial, las
que son libres de WSSV, YHV, IHHNV, TSV
e IMNV y su cultivo ha permitido mantener
la productividad del sector acuicola (Moss
et al. 2012). Sin embargo, dado que el status
de los animales, SPF no garantiza la produc
cién de camarones resistentes a tales patd
genos; varios autores establecieron que
una de las vias potenciales para hacer fren
te a los brotes de enfermedades es el desa
rrollo de cepas de camarones SPR (Specific
Pathogen Resintent).

Es importante destacar que los camarones
SPR son el resultado de los programas de
mejoramiento genético disefiados para
incrementar la resistencia a un virus en
particular, esto se logra mediante infeccio
nes experimentales a poblaciones de cama
rones con un patégeno en particular (o
combinacién de varios patégenos) y luego

se da paso a la seleccién y cultivo de los
individuos sobrevivientes como reproduc
tores potenciales para el establecimiento
de las siguientes generaciones (Briggs
2006).

Considerando los logros alcanzados en el
campo de la Biologia Molecular como la
identificaciéon de marcadores genéticos aso
ciados con genes que afectan caracteristicas
de interés, incluyendo QTL (Quantitative
Trait Loci) o regiones gendmicas que afec
tan caracteristicas cuantitativas (Andersson
2001); y a la implementacion de programas
de GAS (seleccidn asistida por Genes), los
cuales han demostrado ser mas eficiente
que los esquemas clasicos de seleccién, en
particular para caracteristicas que son
dificiles de mejorar a partir de la seleccién
convencional (caracteres de baja heredabi
lidad o rasgos cuya medicion de fenotipo
es costoso y sdlo es posible al final de la
vida del organismo) como es el caso del
crecimiento y la resistencia a enfermeda
des infecciosas (Dekkers 2013, Meuwis-
sen); la seleccion de camarones multiresis
tentes a enfermedades virales pronto
podria llegar a ser mucho mas eficiente
(Jiang et al. 2004).

Los crustaceos, al igual que los organismos
invertebrados, carecen de un sistema in-
mune adaptativo y sus mecanismos de
defensa se basan exclusivamente en una
respuesta inmune innata, la cual incluye
componentes tanto celulares como humgo
rales (Roch 1999). Las reacciones inmune
de tipo celular conciernen procesos de
fagocitosis, nodulacién y encapsulacion de
patogenos (Zhang, Shao and Ho 2006);
mientras que la respuesta humoral invo-
lucra la produccién y liberacién de varios
efectores inmunes, tales como péptidos
antimicrobianos, (AMPs), sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS), proteinas inhibi
doras, factores tipo citoquinas, etc. (Li and
Xiang 2012); que interactian conjuntamen
te para la detecciéon y eliminacién de todo
tipo de microorganismos potencialmente
peligrosos tales como bacterias, hongos o



Optimizacion de un protocolo de induccién de genes inmunitarios 5

virus (Jiravanichpaisal, Lee and Soderhall,
2006).

Ademas de estos tipos de respuesta inmune,
varios estudios han demostrado la existen
cia de un sistema de silenciamiento de
genes que se relaciona como una respuesta
inmune a infecciones virales, conocido como
ARN de interferencia (ARNi) (Li and Ding
2005, Labreuche et al. 2010); caracterizado
por la inhibicién de la replicacién del virus
por supresion de la expresion de genes
virales en las células infectadas (Haasnoot,
Cupac and Berkhout. 2003). Este proceso
es iniciado por ARN de doble cadena (ds
RNA), el cual es procesado por miembros
de la familia Dicer (ARNasas III) en porcio
nes de 21-25 nucleétidos de longitud, deno
minados siRNA o ARN interferentes peque
fios (Tijsterman and Plasterk 2004). Estos
siARN son incorporados en un complejo
de proteinas RISC (complejo de silencia-
miento inducido por ARN) del cual, protei
nas de la familia Argonaute forman el cen
tro catalitico, son encargadas de hidrolizar al
ARNm blanco. De esta manera, la hebra
antisentido queda ensamblada al complejo
RISC y dirige la degradacion especifica de
secuencia de los ARNm blancos o represion
de la traduccién por medio del apareamien
to de secuencias complementarias (Hannon
2002).

Tanto Dicer como Argonaute han sido repor
tados en camarones peneidos (Labreuche

etal. 2010, Suetal. 2008, Chen etal. 2011),y
para descifrar su rol en la respuesta inmu
nitaria antiviral varios estudios han evalua
do la abundancia de ARNm de sus respec
tivos genes a partir de infecciones virales;
considerando, que si estas proteinas son los
principales efectores de la defensa antiviral,
su expresion se modificaria durante una
infeccion con este tipo de patégenos (Yao
et al. 2010). Por lo tanto, el analisis de la
variabilidad individual de los patrones de
expresion de los genes relacionados con
los mecanismos de defensa humoral ARNj,
representa una estrategia potencial para
la seleccion asistida por genes de cama-
rones resistentes a enfermedades virales
(Marrero 2002, Flegel and Sritunyaluck-
sana 2010). Para ello, es necesario el esta
blecimiento previo de un sistema de cuan
tificacion que permita evaluar las variacio
nes individuales de la expresion de los efec
tores de defensa inmune de crustaceos
durante una infeccidn viral.

El presente trabajo esta destinado a estable
cer un protocolo de inducciéon mediante el
empleo de lipopolisacaridos (LPS) y Poly
[:C que permita evaluar los patrones de
expresion diferencial de genes relacionados
con la respuesta inmune antiviral Dicer-2
y Argonaute-2 en hemocitos del camarén
blanco Litopenaeus vannamei.

Materiales y Métodos.

Disefio experimental e inmuno-
estimulacion.

Se emplearon camarones SPF del Centro
de Investigacion y Desarrollo de Post-lar
vas Litopenaeus vannami - Marinazul S.A.
Un total de 200 camarones (20 g) fueron
distribuidos en tanques de 1 tonelada (40
camarones por tanque) y aclimatados a
una salinidad de 34 %o y una temperatura
de 24°C, durante 5 dias antes de la experi-
mentacion.

Los camarones fueron inmumoestimula-
dos mediante inyeccidn, entre el cuarto y
quinto segmento abdominal, con 50 pl de
las suspensiones de LPS (T2), Poly I:.C (T3)

y LPS + Poly IC (T4), preparadas en solucién
salina de camarén SSC (400 mM NacCl, 23
mM MgS04, 20 mM MgCl;, 13 mM KCl, 8.6
mM CaCl, 3,6 mM NaHCOs, y 0,37 mM
NaHPO.); adicionalmente, dos grupos de
camarones, uno inyectado con 50 pl de SSC
(T1) y otro sin inyectar fue mantenido como
control. (Tabla 1).

A fin de determinar el patrén de expresion
temporal de los genes LvDiver2, LvAgo2,
se tomaron muestras de hemolinfa a dife
rentes intervalos de tiempo; un total de 5
camarones de cada tratamiento fueron
analizados a 03H00, 06H00, 09H00, 12H00,
24H00 y 48H00 post-induccién.
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Tabla 1. Disefio Experimental - Tratamientos.

Grupo Descripcion Concentracion
c1 Sin Induccién
T1 SSC
T2 LPS 0.2 mg/ml
T3 Poly IC 0.4 mg/ml

T4  Poly:C+ LPS

0.2 mg/ml + 0.4 mg/ml

Extraccion de hemolinfa y conservacion
de hemocitos

La hemolinfa fue obtenida a partir del seno
ventral usando jeringas de 1 ml provistas
con 500 pl de anticoagulante Solucion Alse
ver Modificado - MAS (27 mM Citrato de
Sodio, 336 mM NaCl, 115 mM glucosa, 9
mM EDTA; pH 7.0, 4°C). Cercade 500 ul de
hemolinfa fueron recolectados por ani
mal, se depositaron en microtubos de 1.5
ml y fueron mantenidas a 4°C. A continua
cion, los hemocitos fueron separados por
centrifugacion a 4000 rpm por 20 minutos a
4°C, el pellet obtenido se resuspendié en 30
ul de ARN later, se almacenaron 4°C por una
hora y luego a 80°C hasta su procesamiento.

Extraccion ARN totales.

Las muestras de hemocitos recolectadas
fueron homogenizadas con 300 pl de Trizol
(Invitrogen, USA) y almacenadas a tempera
tura ambiente durante 5 min. Luego, fueron
sujetas a extraccion con cloroformo, precipi
tacion con isopropanol y lavados con etanol
de acuerdo al procedimiento proporcionado
por el fabricante. El pellet de ARN precipi
tado fue resuspendido en agua en 20 ul de
agua ultra pura, y se almacené a - 80°C.

Tratamiento con ADNasa.

El ARN total fue tratado con ADNasas para
remover ADN contaminante. A cada 20 pl
de ARN extraido se adicionaron 1 pl de
ADNasa buffer (10 x), 1 pl de MgCl, (100
mM) y 1.5 ul de ADNasa I (1 U/ul) y se incu
baron a 37°C durante 30 min; luego, para
inactivar la enzima ADNasa I, las muestras
fueron incubadas a 65° C durante 10 min
previa adiciéon de 1 pl de EDTA (50 mM).
Finalmente las muestras de ARN fueron
almacenadas a - 80°C.

Determinacion de concentracion, pureza
e integridad del ARN

La pureza y concentracién del ARN extraido
se establecié mediante andlisis de densidad.
Se prepararon diluciones 1:50 (ARN total:
Agua ultra pura) y se midié la absorbancia a
260 nm (acidos nucleicos) y 280 nm (pro
teinas). El grado de de pureza del RNA se
determind a partir de la relacién de absor
bancia A260/280 (1.8 - 2.0); mientras que
para la concentracion del ARN se calculo
considerando que 1 densidad dptica a 260
nm es equivalente a 40 pg/ml.

La integridad del ARN extraido se evalu6
mediante electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante (1.5 %). La presencia de
bandas ribosomales 28S y 18S y la relacién
(28S:18S - 2:1) se considerd como un indi
cativo de un ARN de buena calidad.

RT-PCR: Sintesis ADN complementario
El ADNc fue sintetizado a partir del ARN
total empleando RevertAid Reverse trans
criptase junto con Primer oligo T(18) (Fer
mentas, USA) de acuerdo al procedimiento
proporcionado por el fabricante.

Seleccion de genes inmunitarios.

Para evaluar los efectos del LPS y Poly I:C
sobre el sistema inmunitario de L. vannamei,
se analiz6 el patrén de expresion temporal
de los genes Dicer-2 y Argonaute-2, consi
derando como control interno (gen house
keeping) el gen EF1A (Factor de elongacion
1- alpha) (Hauton C, et al. 2005), (Tabla 2).
Los juegos de iniciadores para estos genes
fueron disenados y evaluados previamente
en el centro de Investigacion BIOTEC - CMC
(Tumbes - Per), el analisis de secuencias
completas de Dicer-2 (5513 bp), Argonaute-
2 (2633 bp) y EF1A (1547 bp) registradas
para L. vannamei permiti6 generar los res
pectivos pares de iniciadores mediante el
empleo del software Primer Blast.
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Tabla 2. Iniciadores empleados en este estudio.

Gen Iniciadores N° Accesion Referencia
LvDcr2F2 (Chen et al
Dicer-2 HQ541163 )
LvDcr2R2 Q 2011)
LvAgo2F1
Argonaute-2 8 HM234690  (-abreucheet
LvAgo2R1 al. 2010)
16 LvEF1AF2
Factor de elongacion GU136229 (Wang et al.
1-alpha LvEF1AR2 2011)

Cuantificacion de la expresion de los
genes Dicer-2 y Argonaute-2.

La qPCR fue realizada en el Light Cycler®
480 Real-Time PCR System (Roche Applied
Science, USA), las amplificaciones se lleva
ron a cabo en un volumen total de 15 pl,
conteniendo 7,5 ul de SYBR Green I Master
(5X), 4,5 pl de agua ultrapura, 1 ul de ADNc
y 1 ul de cada primer LvDcr2F2 y LvDcr2R2,
LvAgo2F1 y LvAgo2R1, LvEfaF1 y LvEfaR1,
respectivamente. El programa de la qPCR
fue de 95 °C por 1 min, seguido por 45 ciclos
de 95 °C por 10 s., 60 °C por 10 s., 72 °C por

10 s, y finalmente 72 °C por 1 min. Al final
de cada reaccion de PCR, se realiz6 el ana
lisis de la curva de disociacién de los pro-
ductos de amplificacién para confirmar que
s6lo un producto de PCR era amplificado y
detectado.

Analisis de datos.

Después de que los valores de CP fueron
medidos, el analisis de niveles de expresion
relativa se realizd a partir del método de
Pfaffl.

Resultados y discusion

Con la finalidad de establecer el patrén de
expresion temporal de los genes Dicer-2 y
Argonaute-2 en hemocitos, camarones SPF
(20 g) fueron sometidos a 3 diferentes tra
tamientos con dos inmunoestimulantes que
estaban destinados a simular infecciones
de tipo bacteriana (LPS) y viral (Poly I:C).
Ademas, se considerd un tratamiento adi-
cional (Solucién salina de camarén) para
determinar la influencia del estrés ocasio
nado por la inyeccidn en la expresion de
estos genes; y un tratamiento control sin
estimulacidn previa.

Tras inyectar a los animales de cada trata
miento y luego de recuperar la hemolinfa
en los tiempos establecidos, no se registré
mortalidades. A partir de la aplicacién de
los protocolos previamente descritos se
obtuvo ARN de buena calidad con valores
de pureza de 1.86 £ 5 (A260/280), se ob-
servaron las bandas ribosomales y las con
centraciones obtenidas fueron mayores a
200 ng/pl. Todos los ARNs fueron estanda
rizados a una concentracion final de 100
ng/ul los cuales fueron usados para la sin

tesis de ADN complementario (ADNc) y
para el desarrollo de qPCR.

Analisis de expresion de Dicery
Argonaute

El andlisis de expresion de los genes Dicer-
2 y Argonaute-2 se realiz6 a partir de cuan
tificaciones relativas empleando con gen
control “housekeeping” el gen EF1A (Factor
de elongacion 1- alpha), el cual ha sido re
portado por ser mas estable y ha sido em
pleado en estudios de expresion relativa
de genes inmunitarios en peneidos (Roux
etal. 2002, Liu et al. 2006, Sritunyalucksana
etal. 2006).

Analisis de la curva de disociacion

El analisis de la curva de disociacion permi
ti6é confirmar la especificad de los iniciado
res empleados, los productos amplificados
en la qPCR presentaron un solo pico defini
do con valores de Tm esperados, propios
de LvDcr2F2/R2 (81 = 0.5 °C), LvAgo2F1/
R1 (82 + 0.5 °C) y LvEfaaF2/R2 (84 + 0.5
°Q).
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T1: Solucién salina de camaron (SSC).
La expresion inducible de los genes Dicer-
2 y Argonaute-2 fue confirmada por qPCR
en hemocitos de L. vannamei inyectados
con solucion salina de camaroén.

Los niveles de los transcriptos de ambos
genes son casi no expresados durante todo

Solucién Salina Peneidos

15

ExpresionRelativa
(%)
w

0 —

03h00 06h00 09h00 12h00

Tiempo de Induccién

el periodo de la experimentacion; excepto
alas 24HO00 y 48H00 post-induccién, donde
se registrd un leve incremento en los niveles
de expresion del gen Argonaute-2 entre 1,6
a 1,8 veces mayor que el control (grupo de
animales no inyectados), como se observa
en la figura 1.

M Dicer 2

Argonaute 2

24h00

48h00

Figura 1: Expresion relativa de Dicer-2 y Argonaute-2 en hemocitos de L. vannami inyectados con

SSC. (EF1la como control interno, n = 5).

Es importante destacar que la SSC constitu
ye una solucién buffer cominmente emplea
da en trabajos de investigacion relaciona-
dos con camarones marinos y es suminis-
trada o incluida dentro de los grupos con-
trol o no desafiados (Okumura et al. 2005,
Cheng, Wang and Chen 2005, Yao etal.2010)

T2: Lipopolisacaridos (LPS)

Los niveles de transcriptos de Dicer-2, en
hemocitos de camarones inducidos con
LPS, fueron levemente sobre expresados
dentro de las 48 horas de experimentacion,
registrando un pico maximo a las 09H00
post-induccién (3.1 veces mas que los ani
males inyectados con SSC); mientras que
los transcriptos de Argonaute-2 se incre-
mentaron a las 3 horas post-induccién con
LPS (11 veces mas que los animales inyec
tados con SSC); pero en los posteriores
muestreos, hasta las 09H0O fueron casi no
expresados. (Figura 2).

Los Lipopolisacaridos (LPS) corresponden
a un componente estructural de las mem-
branas externas de bacterias Gram-negati
vas, son empleados como inmunoestimu-
lantes debido a que poseen caracteristicas
altamente antigénicas (porcién polisacarida)

y propiedades endotoxicas (fraccion lipidi
ca) (Cardenas, Dankert and Jenkins. 2004.).
Se ha demostrado que su aplicacién como
inmunoestimulantes conlleva a la expresién
de diversos efectores inmunes, tales como:
Proteinas de unién a 3-1-3-glucanos y Lipo
polisacaridos (LGBP), estudios realizados
por Lin, Vaseeharan and Chen. (2008) re-
portaron un incremento en la expresion de
ARNm de LGBP a las 12 - 48 horas post-in
duccién con LPS en Marsupenaeus japoni
cus; asi como también, la sintesis de iNOS
(Jiang, Yu and Zhou); y la activacidén de la
cascada proPO (Amparyup et al. 2012), han
sido evaluadas en peneidos a partir del
empleo de LPS.

Los Lipopolisacaridos (LPS) corresponden a
un componente estructural de las mem
branas externas de bacterias Gram-negati
vas, son empleados como inmunoestimu
lantes debido a que poseen caracteristicas
altamente antigénicas (porcién polisaca-
rida) y propiedades endotoxicas (fraccién
lipidica) (Cardenas, Dankert and ]enkins.
2004). Se ha demostrado que su aplicaciéon
como inmunoestimulantes conlleva a la
expresion de diversos efectores inmunes,
tales como: Proteinas de union a (3-1-3-glu
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canos y Lipopolisacaridos (LGBP), estudios
realizados por Lin et al. (2008) reportaron
un incremento en la expresiéon de ARNm
de LGBP alas 12 - 48 horas post-induccién
con LPS en Marsupenaeus japonicus; asi

LPS
50 ‘
45 |
7]
35 [
30 -
25 !
20 \
15 ‘
10

ExpresionRelativa

o | C  oem., WA 0 -
24h00

03h00 06h00 09h00 12h00

Tiempo de Induccién

como también, la sintesis de iNOS (Jiang,
Yu and Zhou 2006); y la activacion de la
cascada proPO (Amparyup etal. 2012), han
sido evaluadas en peneidos a partir del
empleo de LPS.

M Dicer 2

i Argonaute 2

48h00

Figura 2: Expresion relativa de Dicer-2 y Argonaute-2 en hemocitos de L. vannami inyectados con

LPS. (EFla como control interno, n = 5).

Ademas, puede inducir la sintesis de pépti
dos antimicrobianos similar a lo observado
en células de Drosophila (Kim et al. 2000),
principalmente Factores anti-lipopolisaca
ridos o ALFs. Los ALFs contienen dos resi
duos cisteina conservados que comprende
un claster de residuos cargados positiva-
mente dentro de un bucle disulfuro que ha
sido definido como un domino de unién a
LPS (Rosa, Stoco and Barracco 2008). La
presencia de este dominio, permite a los
ALFs unirse y neutralizar LPS, mostrando
una fuerte actividad contra bacterias Gram-
negativas (Somboonwiwat et al. 2005).

De igual manera los LGBP presentan domj
nios de union a LPS y son activos contra
infecciones bacterianas (Liu et al. 2009).
Dichos dominios no esta presentes en Dicer
-2 ni Argonaute-2 y esto explicaria la razén
por la cual los niveles de ambos genes se
mantuvieron levemente sobreexpresados
aloslargo de la experimentacion. Dicer-2 y
Argonaute-2 estan relacionados mas bien
con una respuesta inmune antiviral (Labreu
che et al. 2010), y no participarian directa
mente en el reconocimiento y en la respues
ta inmune frente a inducciones con LPS.

T3: Acido Polinosinico: Policitidilico
(Poly I:C)

Los animales desafiados con Poly I:C regis
traron un maximo incremento en la expre

sién de transcriptos de Dicer-2 y Argonaute
-2 a las 03H00 post-induccioén, 3,0 y 41,2
veces mayores que en los animales inyec
tados con SSC, respectivamente. Sin embar
go, los niveles de expresion del gen Argo-
naute-2, en los posteriores muestreos deca
yeron drasticamente, registrandose leves
incrementos hasta las 09HOO post-induc-
cién; mientras que los niveles de expresion
del gen Dicer-2 se redujeron en un 50 - 60
%, manteniéndose asi hasta las 24H00 post-
induccién (excepto a las 12H00 en donde
fue casi no expresado). (Figura 3).

A partir de los resultados obtenidos en el
presente estudio, se confirma el caracter
inducible de Dicer-2 y Argonaute-2 median
te la aplicacion de Poly I:C en hemocitos de
L. vannamei. La sobreexpresion de Argo-
naute-2 registrada es similar a los resulta
dos obtenidos por Labreuche et al. (2010),
los cuales establecieron que dicho gen es
sobre expresado por ARN doble cadena (>
50 pb) al ser inyectados en camarones,
considerando que el acido polinosinico:
policitidilico empleado constituye un ana-
logo sintético de ARN de doble cadena de
tamafio aproximado 0,2 - 1 Kb.

Ademas, es necesario considerar que para
el establecimiento de RISC (Complejo de Si
lenciamiento Inducido por ARN) en el cual
Argonaute constituye el centro catalitico,



T. Vera, Y. Rosales, G. Morey, ]. Luzardo, A. Mayanga, R. Morales, ]. Infante, E. Motte, E. Mialhe 10

los ARN de doble cadena deben ser previa
mente procesados por Dicer para originar
los siARN; varios autores han reportado la
importancia de dichas interacciones (Dicer-
Argonaute) para el desarrollo del sistema de
ARN de interferencia como respuesta anti
viral (Tijsterman and Plasterk 2004, Chen
etal. 2011, Gregory et al. 2005, Perron and

Poly IC
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Provost 2009). Es por ello que tras la apli
cacién del Poly I:C, los niveles de expresion
de ambos genes fueron sobre expresados;
las moléculas de Poly I:C fueron procesadas
en siARN por Dicer-2 para posteriormente
dar paso a la intervencién de Argonaute-2
en la formaciéon del complejo RISC.

M Dicer 2

i Argonaute 2

48h00

Figura 3: Expresion relativa de Dicer-2 y Argonaute-2 en hemocitos de L. vannamei inyectados
con Poly I:C. (EF1a como control interno, n = 5).

Sin embargo, considerando la relacion entre
los niveles de transcriptos de Dicer-2 y Argo
naute-2, en los cuales se observa una mayor
expresion de Argonaute-2; es probable que
el gen Dicer-2 haya sido sobre expresado
en mayor magnitud dentro de las tres pri
meras horas post-induccién (antes del pri
mer muestreo) o que es requerida en menor
concentracion, considerando que una mo
lécula de Dicer-2 sea capaz de procesar
varios ARN doble cadena y por ende dar
paso a la formacién de varios RISC.

T4: Lipopolisacaridos + Acido Polinosi

nico: Policitidilico (LPS + Poly I1:C)

La aplicacion de LPS + Poly I:C condujo a
que los transcriptos de Dicer-2 y Argonaute
-2 se sobreexpresaran en hemocitos de L.
vannamei, registrando valores superiores a
los obtenidos en los tratamientos con LPS y
Poly I:C por separado.

Los niveles de expresion del gen Dicer-2 se
incrementaron gradualmente durante las
primeras 09HOO0 post-induccidn, entre 6,5
(03HO00), 8,8 (06H00) y 10,7 (09HO00)
veces mayores en comparacion con los ani
males inyectados con SSC; mientras que
los niveles de expresion del gen Argonaute-
2 alcanzaron un maximo pico a las 03H00

post-induccion (34,9 veces mayores que en
los animales inyectados con SSC), en los pos
teriores muestreos dichos valores disminu
yeron drasticamente, pero se mantuvieron
sobre expresados entre 06H00 (7,0), 09H00
(3,5) y 12HO0O0 (1,2). (Figura 4).

Al comparar los resultados obtenidos en
este tratamiento con los perfiles de expre
sién derivados de los tratamientos con LPS
y Poly I:C por separado, es posible estable
cer un sinergismo entre estos dos compues
tos, ya que su accién combinada permitio
incrementar notablemente la tasa de expre
sién tanto de Dicer-2 y Argonaute-2 a nivel
de hemocitos.

Es importante considerar el efecto acumu
lativo, y eventualmente sinérgico, de la
doble induccién por LPS y Poly I:C. Estos
resultados pueden ser relacionados a pu-
blicaciones recientes sobre lainduccion de
otros genes inmunitarios, lectinas, pro
fenoloxidasas, lisozimas, Superédxido Dis
mutasa manganeso citosdélico (C-MnSOD) y
Catalasas (CAT) utilizando similares
PAMPs (laminarinas, LPSy poly I:C) en
hemocitos del camarén (Ji, Yao and Wang
2009). En otras especies, poly I:C y LPS han
sido mostrados por activar la expresiéon de
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genes del sistema antiviral tal como el
interferon en el humano (Reimer etal. 2008)
o0 una interleucina en moluscos (Wu et al.
2008). Ademas, se ha identificado un factor
de regulacion del receptor Toll del camardn;

LPS + Poly IC
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este gene, LRRFIP2 (Leucine-rich repeat
flightless-I-interacting protein 2) es sobre
expresado en hemocitos L. vannamei tras
ser inducidos con LPS, poly I:C, CpG-ODN
2006 y WSSV (Zhang et al. 2013)).

M Dicer 2

i Argonaute 2

oL _ _
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Figura 4: Expresion relativa de Dicer-2 y Argonaute-2 en hemocitos de L. vannamei inyectados
con LPS + Poly I:C. (EF1a como control interno, n = 5).

Experimentaciones complementarias van
a permitir optimizar las concentraciones
de los inmunoestimulantes, LPS y Poly I:C,
individualmente y conjuntamente, para
obtener inducciones 6ptimas.

El presente protocolo sera referencia para
evaluar otras moléculas inductoras del sis
tema ARNi, en particular ARN de doble ca
dena, de varios tamafios y/o secuencias
como ha sido bien estudiado en insectos
por Lozano et al. (2012).

Experimentos deberan ser realizados con
ADN de doble cadena ya que ha sido recién
temente mostrado el involucramiento de
Dicer y Argonaute frente a virus de ARN
mediante la inyeccion de ADN de doble
cadena (Nowak et al. 2009), asi como la
generacion de siRNA especificos a partir
de ADN viral en el caso de WSSV (Huang
and Zhang 2013).

Un primer campo de aplicacién de estos
marcadores moleculares del sistema ARNi
corresponde al andlisis por real time PCR
de la diversidad genética dentro el marco
de programa de mejoramiento genético
para seleccionar camarones con mas altos
niveles de respuesta a la induccién, siendo
tales animales potencialmente mas resis-
tentes a virus ADN y ARN. Ademas, la diver

sidad genética de la expresion de estos
genes debera ser analizada por real time
PCR de tipo HRM (High Resolucion Melting)
para detectar mutaciones y variantes ge-
néticos, considerando que variaciones de
secuencias en el gene Dicer han sido rela
cionadas a la resistencia a Arbovirus en
mosquito vectores (Bernhardt et al. 2012,
Lambrechts et al. 2013).

Finalmente se debe recomendar una inte
gracion del analisis de todos los genes im
plicados en los procesos de sefializacion
(Toll, IMD, Relish, JAK/STAT, RIG) y de
activacion del sistema ARNi y de manera
mas global del sistema inmunitario anti-
viral del camaroén, considerando también
las informaciones muy importantes repor
tadas recientemente en la drosofila (Li and
Xiang 2012, Tassanakajon et al. 2008, Ta
keuchi and Akira 2008, Thompson et al.
2008, Kawai and Akira 2007) Este proceso
integrativo analitico necesitara del desa
rrollo de nuevas tecnologias alternativa
mente a la real time PCR, en particular
analisis cuantitativos en proteémica con
equipo de tipo Maldi tof tof conveniente,
para detectar, secuenciar e identificar
masivamente las proteinas, asi como su
respectiva visualizacién (Fan, Wang and
Wu 2013, Qiao et al. 2011).
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Conclusiones

Se establece un protocolo de induccién expe cipales genes (Dicer-2 y Argonaute-2) rela

cionados con el sistema ARNi del sistema

rimental con LPS y/o poly I:Cy de evaluacién
cuantitativa de la expresion de los dos prin

de defensa antiviral en L. vannameli.
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