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Resumen

En el presente trabajo se evaluaron las posiblegifines antivirales de 54 genes candidatos en eitapus
vannamei. Se utilizé, un sistema de infeccion éxgatal donde la susceptibilidad al Virus de la Mhaa Blanca
(WSSV) fue cuantificada posterior al silenciamies¢ocada uno de los 54 genes, utilizando la técde@RN de
interferencia (ARNi). El objetivo de estas pruelizes la identificacion de genes en L. vannamei expresion
influencia la respuesta del hospedero ante infewsocon WSSV. Para el 41% de genes (22 genes), el
silenciamiento resulté en una alta mortalidad, ipdedientemente de si los animales fueron o no tades
experimentalmente con WSSV, y por lo tanto su lgosib en la respuesta antiviral no pudo ser detieado.
Entre el 59% de los genes restantes, se detectgennde potencial interés, cuyo silenciamiento téseh la
proteccién de camarones infectados contra la ld&diinducida por WSSV. En base a estos resultselpsopone
la hipétesis que este gen, cuyo potencial codife@orresponde a una posible proteasa, regula pasitente el
ciclo infeccioso y/o la patogénesis de WSSV emahnamei. Estudios futuros seran necesarios pardircoar los
fenotipos observados en este trabajo, y en espgaed determinar el posible rol de esta proteasa lan
interaccién de WSSV con el hospedero.

Palabras Claves:ARNi, dsRNA, respuesta antiviral, genes.

Abstract

In this study, the antiviral roles of 54 candidagenes from Litopenaeus vannamei, was evaluated. An
experimental infection system was used, to ashessusceptibility to WSSV of shrimp where eachodribe 54
candidate genes was knocked down by means of RNMi1% of genes (22 genes) high levels of moytaliere
observed as a result of their silencing, indepetigiesf whether the animals were experimentally dtdd with
WSSV, and thus their possible roles in the anfiveaponse could not be determined. Among the r@ntab9% of
genes, a phenotype of interest was observed fgr mm gene, whose silencing resulted in signifigantection
from the lethality of WSSV infection. We propossebaon these data that this gene, which seemsdndera
putative protease, may participate in regulating ttie cycle and/or the pathogenicity of WSSV. Fusiiudies will
be needed to verify the phenotypes observed irstilnily, and especially to determine the possildiesrof the gene
identified here as a putative protease in regulgtine WSSV-host interaction.

Keywords: RNAIi, dsRNA, antiviral response, genes.

1. Introduccidén Investigaciones han demostrado que la maquinaria
de ARN de interferencia (ARNi) esta presente en

Uno de los problemas de mayor impacto para €rmarones peneidos comolelvannamely que genes
cultivo de camarén blanck. vannameien el pais endégenos pueden ser silenciados especificamente
durante los dltimos afios ha sido el Sindrome de fgediante la inyeccion de ARN de doble cadena
Mancha Blanca, causado por el virus que lleva é#SRNA) [4, 5]. El dsRNA es un potente inductor de
mismo nombre ife., WSSV) [1,2]. Esta enfermedad respuestas antivirales en muchos organismos, delui
puede ocasionar mortalidad de hasta el 100% en Bscamarén [4, 5, 6, 7], a través de la activaaién
sistemas de produccion [3] y, hasta la fecha, existmecanismos de silenciamiento genético como ARNi y

pocas estrategias eficaces para mitigar su impacto de otras respuestas inmunes innatas [8, 9]. El Ag&Ni
operaciones comerciales. un proceso natural por el cual ARN de doble cadena



catalizado por enzimas especificas para conveminlo una porcién de 309 pb de ADN genémico Aeas

ARN de 20-25 nt (siRNA, siglas en inglés) que dirig platyrhynchoscon # GenBank AJ312200 o S114, que

el silenciamiento de genes homélogos [8, 9]. El ARNepresenta un fragmento de 1316 pb de ADN gendmico

se ha utilizado para inhibir especificamente la@esipn delctalurus punctatugon # GenBank CC936713).

de genes y la replicacion de virus infeccioso$.[10 Aparte de estos controles generales, para cadsegen
El presente trabajo tiene como objetivo principalevé un control adicional que consté de animales

identificar genes involucrados en la respuestaviaati inyectados con el dsRNA homologo al gen de estudio,

del camar6nL. vannamei.Se evaluaron 54 genespero sin infeccion con WSSV.

considerados candidatos en base a estudios prégios

respuesta antiviral eln vanname[11, 12]. Estos genes 2.2 dsRNA

fueron seleccionados en base a tres criterios:ul) s

expresion aumenta en respuesta a una inyeccion deLos dsRNA fueron obtenidos por transcripciin

dsRNA (dsRNA es un estimulo antiviral en camaranesyitro.

2) su expresion aumenta en respuesta a infeccidn co Los substratos para la transcripcion se generaron

WSSV, 6 3) su importancia para el sistema inmweie dmediante PCR, usando iniciadores universales para

camaron ha sido determinada en estudios previaa Cancorporar promotores que permitan la sintesisage |

uno de los 54 genes candidatos cumple con al mengRNs correspondientes
uno de estos 3 criterios. (GAATTAACCCTCACTAAAGGGATCGAGCGGCC

Ademas de la evaluacion funcional de estos genesGCCCGGGCAGGT y
vivo (mediante desafios virales), el analisiGTAATACGACTCACTATAGGGCGAGCGTGGTC
bioinformatico de sus secuencias permitid prediesir GCGGCCGAGGT 6
proteinas putativamente codificadas por cada unosle GAATTAACCCTCACTAAAGGGACTCGGGAAGC
genes estudiados. GCGCCATTGTG

En su conjunto, el estudio planteado sirvid par@TAATACGACTCACTATAGGGCGCGAATTGGCy
demostrar la factibilidad de usar el ARNi enCAAGTGAGCTCG).
combinacion con pruebas de infeccion experimental, Se amplificaron insertos de ADN en ADN
con el fin de definir genes de importancia para laomplementario (cDNA, en inglés) clonado de
respuesta antiviral del camaron. El conocimientdade vannamei Los productos de PCR fueron purificados
bases genéticas y moleculares del sistema inmianita(QIAquick PCR Purification Kit) y usados para reali
antiviral del camarén permitiria desarrollar estgés transcripcionin vitro con ARN polimerasas T7 y T3
de control eficaces, basadas en profilaxis yPromega). Para degradar el ADN presente en la

mejoramiento genético. reaccion de transcripcion se adicioné DNase |
(Promega) en una relacién de 1U/ug de sustrato.
2. Materiales y Métodos. Los transcritos obtenidos fueron purificados con

extraccién con solventes organicos y precipitadms ¢

etanol por métodos estandar. Posteriormente las

cadenas simples de ARN (T3 y T7) fueron
suspendidas en 400ul de solucién salina (L0mMst Tri

2.1 Sistema de desafios

Para cada tratamiento se utilizaron 40 individuo
(camaronesL. vannameide 0.8 a 1g) colocados en lEH 7.5, 0'4M NafCI). locad bo de 1
sistemas de desafios individuales (recipientes de 0s transcritos fueron colocados en uon tubo de 1,
plastico) con aprox. 150 ml de agua de mar previgene ml para ser hibridados, e incubados a 75°C ponib5

desinfectada con cloro, aclimatados por un peré=la a 6.5 °C por 15 ".“”’ y finalmgr]te a temperatura
a 3 dias, con un recambio diario del 100 %, mbiente por 15 min. La formacién de dsRNA fue

alimentados diariamente con alimento comercial pal onltoread_a} en geles de agarosa (electro.fqr,esﬂf), y
camarones concentracibn de dsRNA se midi6  por

Después de la aclimatacion, los animales fueroq;spectrofotometrla.

tratados con una inyeccién intramuscular de dsRNA% Todoz los gﬁzes def ADN {eprgsengﬂio Lgenes
ug/ind.) en el cuarto segmento abdominal y 72 hor gpresacos (c s) o fragmentos de c S L;ae

mas tarde fueron desafiados con dosis de WS nnameifueron gentilmente donados por el Marine

calibradas para causar 60-80% de mortalidad. En | nomics Group de la Medical University of South

tratamientos que no fueron desafiados con WSS¥sse |; aroIJna (Charleston_,_SC, EUA). La generacion ce la
suministré inyeccién con solucion salina. La maaizd ibrerias de cDNA utilizadas para generar estoaady
fue registrada diariamente durante 18 dias asi como los métodos utilizados para evaluar la

Como controles se utilizaron animales inyectado presion de estos genes han sido descritos por
con solucion salina estéril (control negativo, 10mnRoPalinoy colaboradores [11, 12].
Tris-Cl pH 7.5, 0.4M NaCl), animales inyectadososdél L L.
con WSSV (control positivo) y animales inyectadoa ¢~ 2-3 Analisis Bioinformatico
dsRNAs de secuencias no relacionadas a genes de
camarédn (dsRNA inespecifico; 95114A, que representa



El analisis bioinforméatico de ESTs (Expressed mort.  dsRNA-sal Neg Total
Sequence Tags, en inglés) permitid reconstruir las m n
posibles regiones codificantes de los 54 genes Toal o
candidatos, predecir las proteinas putativamente

codificadas en cada uno, y generar informacionesobr

- 3 3
3

Mort. dsRNA -WSSV dsRNA Inespecifico-WSSV  Total

m n n n
las funciones o actividades asociadas con estassgen v n; n, n
La mayoria de los 54 genes evaluados en este @studi Total . . N
fueron seleccionados porque, en base a estudios de N e Cbeamacbnes
expresion utilizando chips de ADN (microarrays, en n;.= nimeros de individuos en filas
. . . . . . n.;= numero de individuos en columnas
inglés), mostraron ser inducidos en animales imkg m = muertos
con dsRNA o infectados con WSSV [12]. v = vivos

La reconstruccion de los genes putativos fue
realizada con la ayuda de varios software de acceso Figura 1. Modelo aplicado para el analisis en
publico. El primer paso fue la reconstruccion de la tablas de contingencias.
secuencia mas larga posible de cDNA para cada gen.
Para esto se recopilaron de GenBank (National €ente
for Biotechnology Information, NCBI) todos los ESTs i .
de L. vannameicon identidad significativa a un EST 2.  El segundo parametro calculado a partir de los
inicial y se ensamblaron en una secuencia configua datos de supervivencia es un indice de suscegéblil
contig) utilizando el software CAP3 [13, 14]. Arpa  due permite cla_lsmcar Iqs fgnotlpos _observadpsa_lda
del contig generado con CAP3 se establecieron 1§8 el vaI_qryag_nq del indice. Un signo positindica
posibles regiones codificantes, estableciendo dbro Una funcion anti-viral de_', gen, mientras que umsig
de iniciacion y marco de lectura mas probables. $¥gativo indica una funcion pro-viral (Ecuacion 1).
consideré como marco de lectura mas probable aquel
gue representa el polipéptido més largo posible CO . (M.Ac dsRNA especiico conWSSV) — (M.Ac dsRNA Inespecifico conWSsv)

homologia a proteinas presentes en otros organismc e M.Ac solucién salina con WSSV
En caso de no existir homologia con otras proteine

conocidas, se consideraron tanto la longitud de M.Ac = mortalidad acumulada

polipéptido como la presencia de posibles dominio I-Sucp. = indice de suscepfibilidad
funcionales.

Para la traduccion de las secuencias se USO € Ecyacion 1. indice de susceptibilidad.
software EXPASY Proteomics Server [15] y para la
determinacion de las proteinas e identificacionlade
dominios funcionales se utilizé la herramienta BOAS
(Basic Local Aligment tools, en inglés) de NCBe( 3. Resultados-Discusion
blastx, blastp) [16].
3.1 Fenotipos asociados con genes candidatos
2.4 Andlisis Estadistico en animales desafiados con WSSV.

Para interpretar los resultados obtenidos en 10s g esta investigacion se definieron cuatro posibles
desafios experimentales se realizaron dos tipos g otipos (Figura 2) en base a la mortalidad epasu
analisis: de animales tratados con diferentes dsRNAs, vy

] . ) ~_monitoreados en el transcurso de 21 dias que duraba
1. Tablas de contingencia, para analizar si existgda desafio.

relacion de dependencia o independencia entre lasp Fenotipo no determinado: En caso de que la
variables del estudio. Las variables estudiadasoifue expresion del gen candidato no influya en la
supervivenciayt~ratamiento_ con dsRNA. Se ana"lar%upervivencia de animales, ya sea en presencia 0
tablas de tamafio 2x2, disefladas para comparar gigsencia de infeccion con WSSV, se espera observar
supervivencia (al final del periodo de desafio) &n [esyltados similares a la Figura 2-A. En este chso,
grupo de animales inyectados con cada dsRNf\ortalidad de animales inyectados con dsRNA cagitra
especifico versus la supervivencia en el gruporobnt gen de interés es similar a la mortalidad en amisal
correspondiente. . ) inyectados con dsRNA inespecifico, en presencia de
La prueba hace uso del estadisjizdChi-cuadrado) \yssy. De igual forma, la inyeccion del dsRNA contra
para estimar un valor de p (con 1 grado de libgrtad| gen de interés no causa mortalidad significatina
asociado con la hipotesis de que las variableszadals aysencia de infeccion. En resumen, reportamos
son independientes. La Figura 1 presenta un esquegiencia de fenotipo cuando tanto en presencia como
de este analisis. ausencia del virus, la mortalidad en animales en lo
cuales se asume que la expresion del gen de irtarés
sido bloqueada es similar a la mortalidad en los



controles respectivos. Cabe recalcar que estantra diferentes cepas de bacterias y hongos23,
interpretacién, al igual que todas las interpretaes 25]. Esta proteina ha sido identificada y carazéela
fenotipicas presentadas en este trabajo, presumeenl varios crustaceos, y estudios en crayfish han
bloqueo exitoso de la expresion del gen de interédemostrado que el ALF interfiere en la propagadéh
Dicho bloqueo, sin embargo, no fue confirmado é¢a esWSSV usando ARNi, y que probablemente juega un
estudio. papel importante en la defensa inmune contra la

B. Gen esencial:En este fenotipo, la inyeccién deinfeccion viral [26].
dsRNA contra el gen de interés causa mortalidad
significativa ain en ausencia de infeccién virag(iFra El hecho que una proporcion importante de los genes
2-B). Desde el punto de vista estadistico, la nided candidatos estudiados (41%) sean esenciales podria
en estos animales es mayor a la observada en asimaignificar que muchos genes cuya expresion aunsgnta
del control negativo no infectados. En estos cakos, respuesta a un estimulo inmunitario promueven la
posible funcién antiviral del gen de interés nogmueer capacidad del animal para sobrevivir durante
evaluada utilizando el sistema de infeccidmsituaciones de estrés (los genes candidatos fueron
experimental, puesto que la mortalidad atribuible seleccionados por responder a la inyeccién de dsRNA
WSSV no puede ser diferenciada de la mortalidagh estimulo antiviral en camarones) [4].
atribuible a la funcion esencial del gen.

C. Gen pro-viral: En este fenotipo la mortalidad
observada al bloquear el gen e infectar con WSSV ¢
significativamente menor a la mortalidad en animale
tratados con dsRNA inespecifico e infectados co
WSSV. En este caso, bloquear el gen causa que |
animales sobrevivan mejor a la infeccién viral. eEst
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de factores del hospedero para completar su cielo
vida. (Figura 2-C).

D. Gen anti-viral: Este fenotipo se caracteriza por
un incremento significativo en la mortalidad en
animales inyectados con dsRNA especifico contra
gen de interés, posterior a la infeccibn con WSS
(Figura 2-D). Esta mortalidad es estadisticament
mayor a la observada en animales infectados ydrata
con dsRNA inespecifico. Ademas, como pre-requisit
para atribuir este fenotipo a un gen en particukar,
inyeccion del dsRNA especifico no debe causg
mortalidad significativa en animales no infectados.

De los 54 genes evaluados, 22 (41%) mostraron
fenotipo esencial, 31 (57%) no presentaron fenotip
alguno, mientras que para un gen se observo uhdeve
proteccién significativamente mayor al observado e
animales inyectados con dsRNA inespecifide.,(
fenotipo pro-viral, con I.Susc= -0,38). Las posible
proteinas y dominios funcionales codificados pataca
gen evaluado, asi como su fenotipo en las pruebas
infeccion experimental son presentadas en las $dbla
y 2.

Genes esencialed as funciones de algunos de estos
genes, predecibles en base al andlisis bioinfocmati
realizado (Tabla 1), concuerda con roles en elrobat
situaciones de estrés y en el plegamiento de otras

«— dsRNAinespecifica-WSSY

—a—WSsV

* —a—dsRNA-WSSY

Mortalidad Acumulada

—=—dsRNA-Sal

Dias

——Neg

«—dsRNA inespecifico- WSSV

[
/
I

2 p u gl A—E-E-E-E-E—E

—=-\VSSV

—=—dsRNA-WSSY

Mortalidad Acumulada

—=—dsRNA-Sal

i 3 5B F 9 31 13 a7 B A

LI |

ENAL WSSV

c
Dias

100%
90%
80%
T0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

D

——Neg

+—dsRNA inespecifico-WSSY

—a— WSSV

—a—dsRNA-WSSY

Mortalidad Acumulada

—=—dsRNA-Sal

3 i3

11

BNAL  WS5V

1 13 15 17 19 21

Dias

proteinas. Ejemplos incluyen las chaperonas, ta
como Hsp40 y Hsp70 [17, 18, 19, 20, 21, 22], Ot
dominio funcional observado en este grupo esatbfa
anti-lipopolisacérido (ALF), una proteina
antimicrobiana con un amplio espectro de activid:

Figura 2: Cuatro fenotipos predecibles en ensayos de
susceptibilidad con WSSV. A. Fenotipo no
determinado, B. Gen esencial, C. Gen pro-viral, D. Gen
anti-viral. La interpretacion de las curvas de
supervivencia se describe en mayor detalle en el texto.



Tabla 1. Genes candidatos con fenotipo esencial.

1 Numero de acceso en NCBI correspondiente a la
secuencia del clon inicial utilizado en las pruebas de
expresion con chips de cDNA.

2 Dominios funcionales detectados utilizando BLASTp
en el producto de traduccion mas probable codificado
en el contig final ensamblado con CAP3.

3. Fenotipo observado en pruebas de infeccién
experimental, de acuerdo a lo descrito en el texto.

’\;?eespﬁoeso Dorinio Funcional Fenotipo
e :an minio Funcionalz Obsenados

CK725277 Ldla, CLECT lectina tipo C

CK570744 Granulinas

CK572129 Proteinas de choque térmicoHsp70

CK571978 Chaperonas

CK571718 Mglin

CK570770 DnaJ o J-Dnal/Hsp40

CK572639 WD40

CK571807 Fosfoenolpiruvato carboxquinasp

CK743206 ATP sintasa subunidad C ]
Factor de crecimiento derivado de <

CK572496 |plaquetas PDGF; Factor de crecimignto e

endotelial vascular VEGF U

CK591644 Factor antilipolisacarido pd
C\V468236 Sarl Ras Like GTPasa I(J/J)
Histona de unién RBBP4 o subunidad

MGIDS14847 C de conplejos CAF1 Lu

C\v468041 Factor de iniciacion eucariético

CK571791 Proteinas transportadoras
MGID513560 Proteosoma C-terminal de la subunigad

reguladora

CK739385 Helicasa con dominio DEAD

CK572488 ADN helicasa putativa
MGID515874 sin dominio funcional
MGID515663] sin dominio funcional

CK572424 sin dominio funcional

CK571864 sin dominio funcional

blogueo via ARNi mediante interaccién directa con
ARN mensajeros [27, 28].

De acuerdo al analisis bioinformatico estos genes
presentaron dominios funcionales pertenecientes al
grupo de las proteasas tales como Catepsina D,
peptidasa cisteina (C1A), proteosoma C terminal y
peptidasa M20/M25/M40 cuya funcién es la digestion
molecular de proteinas no deseadas [29, 30, 31].
Asimismo se encontraron las peroxirredoxinas,
tiorredoxinas y peroxidasas, importantes en la
reduccion de los peréxidos téxicos para la célBH.[

Tabla 2. Genes sin fenotipo
1 Acceso en NCBI correspondiente a la secuencia del
clon inicial utilizado en las pruebas de expresién con
chips de cDNA.
2 Dominios funcionales detectados utilizando BLASTp
en el producto de traduccién mas probable codificado
en el contig final ensamblado con CAPS3.
3 Fenotipo observado

Genes sin fenotipo:Para 31 de los genes analizado
no se detectaron diferencias significativas en |4

mortalidad causada por WSSV entre animaleg

inyectados con dsRNA inespecifico y aquellos

inyectados con dsRNA especificos. Estos resultad

sugieren que cada uno de estos genes, individutdmen

son dispensables para la respuesta del camardéraco

WSSV (Tabla 2).

Cabe recalcar que es posible que en el caso ¢
algunos de estos genes la inyeccion con dsRNA no

capaz de eficazmente bloquear su expresion. Eblposi

que algunos genes sean resistentes al ARNi, por
presencia de factores estabilizantes del ARN mersaj

u otros fenédmenos aun desconocidos. En efecto, ha

casos documentados de proteinas que inhiben

l\;ldeEsA?eso Dominio Funcional Fenotipo
e fn minio Funcionalz Obsenados
CK571943 Tiolasa
CK591675 Dominio de union al ARN
CKB91701 Cofactor para el. doblamiento de
tubulina
CK571271 Peroxidasa
CK572760 Catepsina D
CVv133220 TB2/DP1 Familia HVA22
CK591002 | Acetil-CoA-Crotonasa/enoil-coenzinfa
CK571502 | Familia Peptidasa (M20, M25, M40)
CK592593 Peroxirredoxinas, thiorredoxinas
CK572962 Doninio§ rglaf;ionados con el
fibrinbgeno

C\v468320 Peptidasa C1A O
CK572708 ATPasa D_
CK571517 Cadherinas F
CK592250 Ribosomal L7Ae O
C\468393 Mesd E
CK572677 Dorminio SMB MDM2 LL
CK591233 Dorminio S\MB MDM3 Z
CK591012 Inositol polifosfato quinasa ry oY
CK591345 Dominio catalitico,alfa amilasa, alfa) U)

alfa-phosphotrehalase
CK591327 sin dominio funcional
CK591655 sin dominio funcional
CK725284 sin dominio funcional
CK572442 sin dominio funcional
CK572120 sin dominio funcional
CK591121 sin dominio funcional
CK571145 sin dominio funcional
CK990141 sin dominio funcional
CK572416 sin dominio funcional
CK571262 sin dominio funcional
CK571457 sin dominio funcional
CK572105 sin dominio funcional




Gen pro-viral: El bloqueo de uno de los genesg, Agradecimientos
candidatos (# GenBank CK725515), con potencial
codificante para una putativa proteasa, resultdu®n . A |a Universidad Medica de Carolina del Sur -
efecto significativo sobre la capacidad del camauana MUSC (Marine Biomedicine and Environmental

sobrevivir la infeccion experimental con WSSV. El  gcijences Center) y a la empresa BIOGEMAR S.A
resultado observado para este gen sugiere que la por gl financiamiento de esta tesis.

funcion de esta proteasa seria importante parélel ¢, A |os profesores de la Facultad de Ingenieria
infeccioso y/o la patogénesis del WSSV. Los posible  \1aritima y Ciencias Del Mar (FIMCM—-ESPOL)

mecanismos son variados: una posibilidad es q@e est pp p Marcelo Mufioz. Ph.D Washington Cardenas
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proteinas virales, ya sean éstas estructurales o no

estructurales. o . 14. Referencias
Otra posible explicacién para este fendmeno es que
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