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RESUMEN

El virus PaV1 (Panulirus argus virus 1) es el primer virus reportado para la langosta
espinosa, Panulirus argus. Se detectd inicialmente en Florida, EUA y posteriormente
en el Caribe Mexicano. Existen reportes de Cuba, las Bahamas y Belice.
Importantes aspectos de la infeccion han sido descritos a través de infecciones
experimentales, relacionados a su prevalencia, dafios histopatoldgicos y vias de
transmisidn, sin embargo, poco se conoce sobre las adaptaciones inmunoldgicas y
fisioldgicas asociadas a dicha enfermedad en condiciones naturales, en cuanto al
contagio y desarrollo de la enfermedad. En el presente trabajo se determiné el
efecto del proceso natural de la infeccion por PaV1l, por medio de algunos
componentes inmunoldgicos, las enzimas digestivas e indicadores nutricionales de
la hemolinfa y del hepatopancreas en juveniles de Panulirus argus.

Panulirus argus representa una metapoblacion dentro de la macroregién del Caribe.
Con el animo de comparar el desarrollo de la infeccidon por PaV1 en localidades con
diferente manejo del recurso se obtuvieron langostas en dos de localidades de
Quintana Roo, México; del parque nacional arrecife de Puerto Morelos, donde la
pesca de langosta es muy baja y en Bahia de la Ascensidon, uno de los puntos mas
importantes en la pesca de este recurso y la cual forma parte de la reserva de la
Biosfera “Sian Ka an”. Se capturaron juveniles de P. argus con y sin sintomas
visuales de la infeccidn (74 en Puerto Morelos y 44 en Bahia de la Ascensién). Se
verificd la infeccion por medio de una prueba de PCR que amplificd una regiéon de
459 pb y de un analisis histopatoldgico, dichos resultados fueron usados para
clasificar a las langostas en 4 grupos: sanas, ligeramente infectadas,
moderadamente infectadas y fuertemente infectadas. El andlisis de la hemolinfa
realizado sélo a organismos de Puerto Morelos mostré que las langostas
fuertemente infectadas presentan una disminucion significativa (p<0.05) en la
concentracion de hemocitos circulatorios respecto de las sanas, también
significativa para los subtipos celulares semigranulares e hilainas, mientras que en
las células granulares se observdé un aumento no significativo en langostas
moderadamente y fuertemente infectadas, permitiendo en este estudio Ia
oportunidad para observar una respuesta compensatoria en los organismos. El
estallido respiratorio se vidé afectado en el Ultimo grado de la infeccidon, mientras
que la actividad hemaglutinante es acrecentada con entrada del virus (ligeramente
infectadas) decayendo significativamente con el avance de la infeccién (fuertemente
infectados). A pesar de la disminucién de los hemocitos, la respuesta del sistema
fenoloxidasa aumento significativamente en langostas fuertemente infectadas en la
porcién celular de la hemolinfa, mientras es mantenida a lo largo de la infeccion en
la porcién plasmatica, sefalando un esfuerzo inmunoldgico ante la infeccion con
PaVv1l.



Al comparar dos localidades se encontré que las langostas sanas de Bahia de la
Ascension, tuvieron una mejor condicién nutricional que las de Puerto Morelos, al
contener mayores reservas energéticas de glucégeno y lipidos totales, asi como
colesterol y acilgliceridos en el hepatopancreas. La infeccién por PaV1 en juveniles
de langosta P. argus genera un dano progresivo del hepatopancreas, a pesar de
gue se observa el mismo patréon en respuesta a la infeccion en cada localidad, los
cambios son de mayor o menor magnitud asociados a su condicién nutricional
inicial, esto se ve reflejado en el trastorno paulatino de la actividad enzimatica y la
baja concentracién de metabolitos en el hepatopancreas.

Las langostas enfermas presentaron una alteracidén significativa en la actividad
enzimatica evidente; la actividad de glucosidasa, amilasa, tripsina y quimotripsina
en el hepatopancreas declind progresivamente conforme avanzd la infeccién. Asi
mismo, la disminucidon gradual de las concentraciones de glucosa, colesterol,
acilgliceridos, glucégeno y lipidos en el hepatopancreas son un efecto del progreso
de la enfermedad y el dafo tisular que se geerd. Paralelamente se observa un
incremento de la glucosa, colesterol y acilgliceridos en el plasma de la hemolinfa de
los juveniles de langosta infectados con PaV1 evidenciando el dafio tisular
progresivo del hepatopancreas mencionado anteriormente.

En este trabajo se demostréd que los juveniles de langosta P. argus infectados
naturalmente con el virus PaV1l, activan de manera importante su respuesta
inmunoldgica ante este virus en la etapa inicial de la infeccidn, lo que podria
explicar la resistencia observada de algunos organismos, pero una vez que la
enfermedad se desarrolla el dano tisular en el hepatopancreas es irreversible,
causando una pobre condicidon nutricional asociada a una perdida en su capacidad
digestiva y la disminucion de sus reservas tanto en el hepatopancreas como en el
musculo.



ABSTRACT

PaV1 virus (Panulirus argus virus 1) is the first virus reported for the spiny lobster,
Panulirus argus. Was initially detected in Florida, USA and later in the Mexican
Caribbean. There are reports of Cuba, the Bahamas and Belize. Some aspects of
the infection have been described through experimental infections, related to its
prevalence, histopathological damage and transmission, however, little is known
about the immunological and physiological adaptations associated with the disease
under natural conditions, as the contagion and development of the disease. In this
study we determined the effect of the natural process of infection PaV1l through
some immunological components, digestive enzymes and nutritional indicators of
hemolymph and hepatopancreas in juvenile Panulirus argus.

Panulirus argus is a metapopulation within the macro region in the Caribbean. Whit
the aim of comparing the development of infection in areas with different PaV1
resource management lobsters were obtained in two villages of Quintana Roo,
Mexico; the National Park of Puerto Morelos reef, where the lobster fishery is very
low and Ascension Bay, one of the most important fishing of this resource which is
part of the Biosphere Reserve "Sian Ka'an"; were captured juvenile P. argus with
and without symptoms of infection (74 in Puerto Morelos and 44 in Ascension Bay).
Infection was verified by a PCR test amplified a 459 pb region and histopathological
analysis, these results were used to classify the lobsters into 4 groups: healthy,
lightly infected, moderately infected and heavily infected. The analysis of the
hemolymph made only to organisms of Puerto Morelos showed that heavily infected
lobsters have a significant decrease (p <0.05) in total count of haemocytes, also
significant for semigranulares and hilainas cell subtypes, while in granule cells is
observed an no significant increase in moderately and heavily infected lobsters,
allowing in this study the opportunity to observe a compensatory response in
organisms. The respiratory burst is affected in the last stage of the infection, while
the hemagglutination activity is enhanced with virus entry (lightly infected)
declining significantly with advancing infection (heavily infected). Despite the
decrease in hemocytes, phenoloxidase system response increases significantly in
heavily infected lobsters in the cell portion of the hemolymph, while it is maintained
throughout the infection in the plasma portion, in an immune effort to infection with
PaVv1.

Comparing the two locations we found that healthy lobsters in Bahia de la
Ascension, have better nutritional status than those in Puerto Morelos, containing
the largest energy reserves of glycogen and total lipids, as well as cholesterol and
acylglycerides in the hepatopancreas. PaV1 infection in juvenile lobster P. argus
produces a progressive damage in the hepatopancreas, although the same pattern
is observed in response to infection in each locality, the changes are of greater or
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lesser associated with their initial nutritional status, this is reflected in the gradual
decrease of the enzyme activity and the low concentration of metabolites in the
hepatopancreas.

Diseased lobsters showed an evident alteration of enzyme activity, glucosidase,
amylase, trypsin and chymotrypsin activity in the hepatopancreas gradually
declines with advancing infection. Likewise, the gradual decrease in the
concentrations of glucose, cholesterol, acylglycerides, glycogen and lipids in the
hepatopancreas are an effect of disease progression and tissue damage generated,
and in turn the increase of glucose, cholesterol and acylglycerides in hemolymph
plasma of infected lobster juveniles PaV1l are evidence of progressive tissue
damage hepatopancreas above.

This study showed that juvenile lobster P. argus naturally infected with the virus
PaV1, activated their immune response to the virus at the stage of infection, which
could explain the observed resistance of some organisms, but once the disease
develops the hepatopancreas tissue damage is irreversible, resulting in a poor
nutritional status associated with a loss in their digestive capacity and declining
reserves in both the hepatopancreas and muscle.

VIl
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INTRODUCCION

Las langostas espinosas (Crustacea: Decapoda: Palinuridae) se distribuyen
extensamente en todos los mares tropicales y templados. Hasta ahora se han
reconocido 50 especies de palindridos, de las cuales, 33 tienen importancia
pesquera. En los Ultimos 15 afos mas del 50% de la captura mundial de langostas
espinosas estuvo constituida por la langosta del Caribe, Panulirus argus, por tanto
esta especie es la de mayor importancia comercial en toda la macroregiéon del
Caribe. Sin embargo, existen pocos estudios sobre el estado de salud y la presencia
de enfermedades, debido probablemente a los pocos problemas de salud que
presentan. De las pocas enfermedades que afecta a P. argus estan las infecciones
ocasionadas por bacterias, hongos, helmintos, cestodos, nemertinos, etc. (Stewart,
1975; Wonget al., 1998; Diggles, 2001; Porter, 2001; Phillips y Melville-Smith 2006,
Huchin-Mian 2007; Candia-Zulbaran 2011). En 1999, se descubrié el primer virus
que afecta a Panulirus argus en los Cayos de la Florida (EUA). Este virus denominado
Panulirus argus virus 1 (PaV1) infecta principalmente a organismos juveniles y los
principales signos clinicos de la infeccion viral son: letargia, morbilidad, cese de la
muda, falta de coagulacion y una marcada coloracién lechosa de la hemolinfa, siendo

sus efectos letales para juveniles (Shields y Behringer, 2004).

En México, la langosta Panulirus argus constituye un recurso pesquero de gran
importancia econdmica y posee un amplio potencial para la regidn costera de la
Peninsula de Yucatan. Yucatdn y Quintana Roo contribuyen con el 33% de la
produccion nacional de langosta, con alrededor de 1,100 toneladas (peso Vivo)
(Salas et al., 2005). Por tanto la presencia de enfermedades como la causada por
PaVl podria representar una amenaza tanto para la poblacion de langostas
espinosas como para su aprovechamiento. El efecto letal y el potencial infeccioso del
virus en las langostas afladen mayor importancia al estudio de esta infeccién viral
por las implicaciones bioldgicas, ecoldgicas y econdmicas que podria tener en las
zonas del Mar Caribe en donde se distribuye este importante recurso pesquero
(Shields y Behringer, 2004; Huchin-Mian 2007). La caracterizacion del estado
fisioldgico y de la condicidon inmunoldgica, resulta importante para lograr un mejor
entendimiento sobre el potencial efecto negativo que tiene esta infeccidon viral en las

langostas P. argus.



Distribucion Geografica de P. argus
La langosta espinosa del Caribe Panulirus argus tiene una distribucién tropical y

subtropical en el Atlantico Oeste, desde las costas de Carolina del Norte en Estados
Unidos hasta Brasil, incluyendo paises de la regién del Caribe (Fig. 1) En México, se
encuentran desde zonas sublitorales hasta 60 m aproximadamente. Los juveniles y
adultos de P. argus se encuentran a todo lo largo de la costa de Quintana Roo, la
cual se caracteriza por sus formaciones arrecifales, que son parte de la segunda
barrera coralina mas grande del mundo. Los adultos son particularmente abundantes
en la plataforma continental alrededor de las Islas Mujeres y Contoy, asi como en el
de banco Chinchorro (Briones et al., 1997; Lozano y Negrete, 1991; SEMARNAP,
2000).

En la zona oriental del estado de Yucatan, se ha reportado que las langostas adultas
se encuentran en areas al norte de los puertos de San Felipe, Rio Lagartos y el Cuyo,
en donde existen formaciones rocosas de altura significativa (3-6 m). En tanto que
en la zona poniente se han reportado en manchones arrecifales dispersos como el
Arrecife Madagascar y otros similares. El Arrecife Alacranes es el habitat mas
importante de langostas en el estado de Yucatan (Bello et al., 2005; Briones et al.,
1997).

Fig. 1 Distribucidon geogréfica de Panulirus argus en el continente americano. En el recuadro
superior derecho se muestra la distribucion tedrica de la especie por estadios, en flechas
azules la migracién de reproductores; en flechas rojas el arribo de larvas provenientes de
otras poblaciones y en negro las larvas de poblaciones locales (Esquema tomado de Rios-
Lara et al. 2011).



Ciclo de vida
P. argus, como todos los palinuridos, tienen un ciclo de vida largo y complejo que

involucra 5 estadios: huevo, larva (filosoma), postlarva (puerulo), juvenil y adulto
(Lozano—AIvarez et al.,, 2003). Los machos y hembras se aparean en habitats
arrecifales, las hembras incuban los huevos en zonas mas profundas durante tres
semanas (Fig. 2). Una vez completo el desarrollo embrionario, los huevos eclosionan
liberando las larvas. La etapa larval es ocednica y muy larga, pasan por once
estadios de desarrollo que duran de 5 a 9 meses, tiempo en el cual son ampliamente
distribuidas por las corrientes marinas (Briones et al., 1997). En el undécimo estadio
de filosoma, este sufre una metamorfosis hacia la postlarva denominada puerulo. El
puerulo retorna a la zona costera, se asienta en habitats de vegetacion sumergida
como pastos marinos, macroalgas y manglares, lugar en donde continua su
desarrollo y crecimiento adoptando habitos benténicos (Briones-Fourzan y Lozano-
Alvarez, 2001). La etapa juvenil estd representada por tres fases ecoldgicas: juvenil
temprano (5-14 mm, longitud de cefalotérax, LC), asociados a la vegetacion
sumergida de las zonas someras; juvenil tardio (15-44 mm CL), que se encuentran
en aguas someras, ocupando principalmente pequefias cavidades en rocas y
comienzan a presentar comportamiento gregario con otras langostas,
aparentemente debido a un aumento en el riesgo de ser depredados. Y la fase de
subadulto (45-79 mm LC) con habitos gregarios, ocupan una amplia zona de
alimentacién y se resguardan en hendiduras formadas en los arrecifes (Briones-
Fourzan et al., 2003).

Los adultos (>80 mm LC), no requieren cohabitar con otros individuos, aunque este
comportamiento no desaparece del todo. Estos organismos ocupan en el dia las
hendiduras de corales o fondos rocosos y por la noche pueden tener amplias
excursiones alimenticias en el arrecife con la posibilidad de tener varios refugios en

el complejo ambiente arrecifal (Briones-Fourzan et al., 2003).



AREA DE CRIA EN ZONAS BAJAS | FASE FLATAFORMA FASE OCEANICA

Fig. 2 Ciclo de vida de la langosta espinosa Panulirus argus. (Tomada de Castafienda-Xiu
2009, Modificado de Cruz et al., 1987).

Enfermedades en langostas
Las langostas presentan pocas enfermedades o pocas han sido descritas, siendo el

género Homarus el mas estudiado por su importancia econdmica. Los intentos de
crecimiento de langostas juveniles en sistemas de cultivo pueden ser el factor que
propicie la presencia de muchas enfermedades, la mala calidad del agua puede
generar el crecimiento de parasitos externos, infeccién en apéndices lastimados,
enfermedades por hongos, bacterias (enfermedad del caparazén) y por Vibrio spp;
asi como infecciéon por nematodos e infestacion de parasitos ciliados en las branquias
(Diggles 2001, Huchin-Mian 2007, Shields 2011).

La “gaffkemia o enfermedad de la cola roja” es la mas conocida en langostas
homaridas, se trata de una infeccidn en la hemolinfa causado por Aerococcus
viridans una bacteria Gram positiva, la cual ha sido encontrada tanto en poblaciones
de Homarus americanus como de H. gammarus, y probablemente es la enfermedad
infecciosa mas importante para este género (Lavallée et al., 2001). La infeccidén es
transmitida a través de lesiones. La prevalencia de la enfermedad en poblaciones
naturales es variable, pero generalmente es baja. Las langostas enfermas presentan

una coloracién rojiza del exoesqueleto, hemolinfa rosada, la coagulacién se ve
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afectada, una disminuciéon en la concentracion de hemocitos y septicemia. En
general los otros tejidos permanecen normales o poco afectados (Stewart, 1975). De
acuerdo con Shields (2011), las langostas espinosas muestran un alto grado de
resistencia a las infecciones experimentales con esta bacteria, mostrando la relacién

especifica de Aerococcus viridans con hospederos del género Homarus.

La enfermedad del caparazén o sindrome es una necrosis quitinolitica progresiva del
exosqueleto de los crustdceos acuaticos es causada por bacterias quitinoliticas
Gram-negativas, dentro de las mas comunes tenemos Vibrio vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus. Esta enfermedad requiere de un portal de
entrada a través de la cuticula, ha sido encontrada principalmente en H. americanus
y H. gammarus. Sin embargo, este padecimiento también afecta a la langosta
espinosa Panulirus argus, P. cygnus y Jasus edwardsii pero en otra forma de
necrosis en la cola “tail fan necrosis” porque los urépodos y telson son los que
aparecen melanizados y erosionados. Esta enfermedad en poblaciones silvestres

sanas posee una prevalencia baja <1% (Porter et al., 2001; Shields, 2011).

En el caso de los hongos, pocos oomycetes se conocen que infectan a la langosta
espinosa, pero generalmente se dan infecciones en huevos, larvas y juveniles de
langosta en sistemas de cultivo, muy poco frecuente en organismos adultos de vida
silvestre. Quiza la gruesa y resistente capa de quitina de su exoesqueleto los protege
de la infeccién. Existen reportes de grandes mortalidades de filosomas de P.
japonicus asociada a Atkinsiella panulirata o de Halophthotos sp. afectando a la

langosta australiana J. edwardsii (Diggles, 2001; Shields, 2011).

Se han reportado en poblaciones naturales de langosta espinosa infecciones de
helmintos como los turbelarios, protozoos, trematodos a los que las langostas sirven
como hospederos intermedios y son facilmente observables en el tejido muscular,
cestodos generalmente enquistados en tejido conectivo, nemertinos, especies
depredadoras de huevos que pueden presentarse en epidemias y generan dafos
importantes en la poblacién, ademas también estan los crustaceos como copépodos
y anfipodos (Shields, 2011)

En cuanto al reporte de infecciones virales en langosta, se ha demostrado en

infecciones experimentales que varias especies de langostas pueden ser portadores
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asintomaticos del virus WSSV (White Spot Syndrome Virus). Cuatro especies de
langostas colectadas en las costas de Taiwan, Panulirus ornatus, P. versicolor, P.
longipes y P. penicillatus, fueron infectadas via oral con el virus WSSV, el virus fue
detectado pero ninguna de las langostas desarrollé la enfermedad (Wang et al.,
1998, Shields 2011).

PaVvi1l
El primer virus patogénico que afecta a la langosta espinosa P. argus, es

denominado PaV1 (Panulirus argus virus 1). Este agente viral de ADN de doble
cadena permanece sin clasificacién, pero comparte caracteristicas con los de las
familias Iridioviridae y Herpesviridae. En analisis realizados con microscopia
electronica de transmisién en tejidos provenientes de langostas enfermas se
encontré la presencia de virones icosaedros (182 = 9 nm) distribuidos en el
citoplasma y la periferia nuclear de la célula; también se encontraron inclusiones
virales eosinofilicas en células epiteliales, asi como cromatina y proteinas
condensadas en el citoplasma de las células, ademas de hipertrofia nuclear (Shields
y Behringer, 2004). En el 2006, Li et al., desarrollaron un método de deteccién para
PaV1 a través de hibridacion fluorescente in situ (FISH). Montgomery-Fullerton et al.
(2007) desarrollaron un ensayo para la deteccion de PaVl a través de PCR
(amplificacion de 499 pb) el cual permite detectar al virus en etapas tempranas de la
infeccion (10 dias post-infeccion). Este método no requiere sacrificar al organismo
para la obtencién de tejidos, ya que se puede detectar con una pequeiia cantidad de
hemolinfa de una langosta viva, también es una herramienta Util para la deteccién
del virus en tejido (Huchin-Mian et al., 2009).

Analisis histolégicos en organismos enfermos con PaVl muestran que la infeccion
viral afecta al tejido conectivo, la glandula digestiva y a las células circulatorias o
hemocitos, principalmente al subtipo hialino y semigranular (Shields y Behringer
2004). Aunque no existen cultivos celulares continuos para crustaceos, Li y Shield
(2007) disefiaron un cultivo primario usando células hialinas y semigranulares para

cuantificar al virus PaV1 en muestras de hemolinfa.

La prevalencia de PaV1 para la poblacidon de langostas juveniles en los Cayos de la
Florida, EUA, es de un 7%; con datos obtenidos de 1999 al 2001, tomando en



cuenta signos visibles de la enfermedad (Shields y Behringer 2004). Asi mismo,
estudios del virus realizados en la laguna arrecifal de Puerto Morelos localizada en el
Caribe mexicano en el 2001 mostraron una prevalencia del 2.5% también tomando
en cuenta solo los signos visuales de la infecidn y un nivel de cohabitacion
(porcentaje de langostas sanas habitando con langostas enfermas) en refugios
naturales y en “casitas” (refugio artificial, utilizado para la pesca), del 3.5%. Sin
embargo, para el 2006 este nivel habia aumentado significativamente a una
prevalencia del 10.9% y una cohabitacion del 29.4%, sin existir un cambio en la
densidad de la langosta (Lozano—AIvarez et al., 2008). En Cuba la prevalencia media
global determinada fue de 4.48%, sin embargo este estudio incluye analisis
histoldgicos y confirmacidon de la presencia del virus por PCR (Cruz-Quintana et al.
2011). Candia-Zulbaran (2011) reporté la prevalencia de este virus basada en
signos visuales de la infeccidén, para Bahia de la Ascension, Quintana Roo de 3.2%
en el 2006 (n=348) y 0.96% en 2010 (n=2824). Considerando exclusivamente las
langostas adultas (=80 mm LC) en estas muestras, la prevalencia del sindrome vario
entre un maximo de 4.1% (2006, n = 268) y un minimo de 0.2% (2010, n = 1596).
Existen pocos antecedentes de prevalencia del sindrome en langostas grandes. En
una evaluacion llevada a cabo en 2001 en un conjunto de areas marinas protegidas
en Florida, se registr6 una prevalencia <1% en una muestra de 863 langostas
subadultas y adultas, pero sin especificar cuantas eran subadultas y cuantas adultas
(Shields y Behringer, 2004). Por otro lado, Huchin-Mian et al. (2009) detectaron, por
medio de analisis moleculares, la presencia de PaV1l en 11 de 22 colas de langosta
congeladas exportadas de Belice, algunas de las cuales, por su tamafno, claramente
correspondian a langostas adultas. Tomando en cuenta la presencia de portadores
asintomaticos de la enfermedad, la prevalencia de la infeccion por PaV1 puede ser
mayor a la registrada hasta ese momento (Shields y Behringer 2004; Huachin-Main
et al., 2008).

A diez afos de su descubrimiento hay informacion disponible sobre el virus PaV1l y
sus efectos patoldgicos en las langostas P. argus. Se sabe que infecta inicialmente
fagocitos fijos en el hepatopancreas y al tejido conectivo que lo rodea. Las langostas
fuertemente infectadas tienen una pobre condicidn nutricional, asociado al bajo
metabolismo y al cese de la alimentacion. A través de analisis histoldgicos se
observdé una marcada atrofia en el hepatopancreas asi como una notable falta de

reservas, esto a través de la observacion histoldgica que muestra una reduccion de
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las células de reservas (RI “reserve inclusiéon cells) indicando una falta de glucdgeno,
asi mismo evaluaciones de los componentes del suero de la hemolinfa mostraron
diferencias significativas en glucosa, fosfatos, triglicéridos y lipasas apoyando la
hipétesis de que su muerte resulta de un agotamiento metabdlico (Shields vy
Behringer, 2004; Li et al., 2008; Beheringer et al., 2008, 2011).

Respecto a la transmisién del virus PaV1l se conocen diferentes vias no todas
igualmente probables o eficientes, las cuales son la inoculaciéon, ingestién, contacto y
a través del agua, siendo las dos ultimas las formas mas probables en el medio
ambiente, la ingesta de tejido infectado podria darse naturalmente pero el
canibalismo ha sido poco observado fuera del laboratorio y no se conocen presas que
puedan servir como reservorio de PaV1 (Butler et al., 2008; Behringer et al., 2011).
Recientemente se reporté que las génadas de hembras adultos estaban fuertemente
infectadas, sugiriendo una nueva via de infeccidn, la transmision vertical de PaV1.
Este tipo de transmision ya ha sido reportado en virus que afectan crustaceos
peneidos como el virus de la enfermedad de la mancha blanca (WSSV) y con el virus
de la necrosis infecciosa hipodérmica hematopoyética (IHHNV) (Cruz-Quintana et al.,
2011). Esto podria coincidir con el trabajo de Ramirez-Estévez et al. en el 2010
quienes reportan la prevalencia de PaV1 por sexos, en machos la clase que presentd
mayor prevalencia solo fueron juveniles de 15 mm LC, mientras en hembras las
langostas enfermas presentaron un intervalo de tallas de 15 a 80 mm, con los
mayores porcentajes en las clases de <20mm y 75-80 mm de longitud de
cefalotérax (LC). No obstante, los mecanismos involucrados en el proceso de
transmision, tanto del hospedero como del patégeno permanecen aun desconocidos.
Behringer et al., (2006) descubrieron que las langostas P. argus tienen la capacidad
de identificar a langostas infectadas con el virus PaV1l y evitar compartir el mismo
refugio, lo cual podria contribuir a disminuir la transmisiéon de la enfermedad. Esta
conducta de evasion de coespecificos enfermos, ademas de ser rara en la naturaleza

(Behringer et al. 2008), es contraria al comportamiento social gregario de P. argus.

Para evaluar si en verdad las langostas sanas evitaban compartir el mismo refugio
con las langostas enfermas, Behringer et al., (2006) llevaron a cabo un experimento
de laboratorio, en la cual individuos sanos y enfermos tuvieron las condiciones para
escoger entre un refugio vacio y otros refugios que contenian, o una langosta sana o

una enferma. Encontraron que las langostas sanas al escoger su refugio evitaban
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aquellos con langostas enfermas y preferian compartir refugio con otras langostas

sanas.

Por otro lado, cuando las langostas enfermas escogian su refugio, no discriminaban
si en dicho refugio habia un individuo sano o enfermo. Estos mismos autores
observaron que en condiciones naturales las langostas enfermas raramente
comparten el mismo refugio con otras langostas, se reportd que el 93% de ellas
permanecian solitarias y menos del 7 % compartian sus refugios. En contraste en un
estudio realizado en Bahia de la Asencidon, Quintana Roo se observd del total de
casitas que contenian langostas, el 62.7% estuvo ocupado sdélo por langostas sanas,
el 6.5% solo por langostas enfermas, mientras que el 30.8% estuvo co-ocupado por
langostas sanas y enfermas. Esos resultados podrian sugerir que las casitas
permiten la cohabitacion de langostas sanas y enfermas, sin que medie
necesariamente un contacto fisico entre ellas, ya que estas casitas tienen un area de

1.5-2 m? pueden albergar un alto niimero de langostas (Candia-Zulbaran, 2011).

Dentro de los estudios realizados sobre las langostas de Bahia de la Ascension se
han abordado temas referentes al uso de casitas y el sistema de “campos”, a la
langosta como recurso pesquero con énfasis en su dinamica poblacional, y la de la
pesqueria, incluyendo analisis bioecondmicos (Sosa-Cordero et al. 2008; Candia-
Zulbaran, 2011). Asi mismo Briones-Fourzan et al. (2007) con base en un extenso
experimento de campo llevado a cabo en la laguna arrecifal de Puerto Morelos,
Quintana Roo (una reserva natural, donde existe una baja actividad pesquera)
concluyeron que las casitas aumentan la densidad y la biomasa de los juveniles ya
que mitigan la falta de refugios naturales, fomentan el gregarismo, permiten la
cohabitacién de juveniles pequefios con langostas mas grandes con mayores
habilidades defensivas y permiten a los juveniles explotar los recursos alimentarios
disponibles de una manera mas eficiente, reduciendo su tiempo de exposicién a
depredadores. Estas caracteristicas reducen la mortalidad por depredacién vy
aumentan la persistencia de las langostas. De esta manera, el uso de campos o
parcelas de fondo marino asignadas a diferentes pescadores, quienes son los Unicos
autorizados para utilizar las casitas que coloquen en su campo, en Bahia de la
Ascension, aunado al exitoso esquema de organizacion y regulacién implementado
por la cooperativa pesquera local, ha permitido la sustentabilidad de la pesqueria de

langostas en dicha localidad (Candia-Zulbaran 2011, Sosa-Cordero et al. 2008.



Desde el punto de vista epidemioldgico el uso de casitas podria significar un mayor
riesgo de contagio al aumentar la cercania entre las langostas, al incrementar el
gregarismo y la abundancia de los organismos. Este aspecto ha sido abordado
recientemente, un estudio de tres anos en Bahia de la Ascensién en el cual se
monitorearon 530 “casitas” en tres diferentes zonas de la Bahia reporta un promedio
de prevalencia del 4.7 % similar a lo reportado en Cuba (4.7 %) donde se usan las
“casitas”, y también similar a lo reportado en los Cayos de Florida (5%) donde no se
usan las “casitas”. Estos descubrimientos sugieren que la dindmica de la enfermedad
en la poblacion de P. argus estd asociada mas a factores intrinsecos y extrinsecos
que por el uso de las “casitas”. Cabe recordar que P. argus en el Caribe constituye
una metapoblacion interconectada por la gran migracidon de una importante cantidad
de organismos en diferentes etapas de su ciclo de vida, empezando por sus estadios
larvales (de 6 a 10 meses), asi como la migracién de adultos a aguas profundas
(Seijoa, 2007). Esto puede favorecer el flujo genético y permitir el mantenimiento de
la variabilidad genética de la poblacién estable en términos de la frecuencia alélica,
no obstante, se ha observado en otros organismos marinos que las adaptaciones a
los aspectos regionales o locales pudieran generar diferencias en cuanto a la
plasticidad fisioldgica, incluyendo lo referente a la respuesta ante patdgenos (Féral,
2002).

Sistema inmunolégico
Los hemocitos se consideran la primera linea de defensa, ya que participan

directamente en los procesos de reconocimiento, procesamiento y amplificacién de la
respuesta inmunitaria (Soderhall, 1982; Séderhall y Hall, 1984; Johansson vy
Soderhall, 1988; Jiravanichpaisal et al., 2006). La amplificacion de esta respuesta
estd asociada al sistema profenoloxidasa (proPO) que se encuentra
compartamentalizado en el interior de los granulos de los hemocitos en el caso de
muchos crustaceos (Soderhal, 1982; Séderhall y Smith, 1983). Sin embargo para las
langostas P. interruptus (Hernandez-Lopez et al., 2003) se ha reportado que a
diferencia de otros crustaceos, la pro-fenoloxidasa (proPO) es humoral, mientras que
la enzima que la activa (activadora de la pro-fenoloxidasa PPAE), se encuentra
dentro de los hemocitos. Se ha observado que este activador es liberado por
degranulacion en respuesta a particulas foraneas o patégenos. Asi mismo Perdomo-

Morales et al., (2007) determinaron que la actividad de la fenoloxidasa de P. argus
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se encuentra tanto en las células como en el plasma y que la hemocianina es la
fuente de dicha enzima. El sistema de la PPEA es liberado directamente por
estimulacién de los hemocitos con beta-glucanos (BG) o lipopolisacaridos (LPS) de
hongos y bacterias (Soderhall y Hall, 1984) o a través de proteinas séricas de
reconocimiento que alertan a los hemocitos (Vargas-Albores et al., 1996; 1997). El
sistema proPO al activarse genera algunos factores que estimulan a los hemocitos
para eliminar el material extrafo por medio de procesos como fagocitosis, formacién

de ndédulos y encapsulamiento (Soderhéll y Hall, 1984; Sung et al., 1998).

Uno de los mecanismos mas importantes de la respuesta inmunitaria realizada por
los hemocitos es la fagocitosis. Durante el proceso se liberan sustancias liticas como
el perdxido, superédxido y derivados del 6xido nitrico, los cuales son biolégicamente
muy reactivos (Mufioz et al., 2000; Campa-Cordova et al., 2002). Este proceso es
conocido como estallido respiratorio y juega un papel muy importante en la actividad

microbicida de los hemocitos (Song y Hsieh, 1994).

Las proteinas ocupan una posicion central para el metabolismo y el sistema
inmunoldgico, por ser la base para la formacién de enzimas, hormonas,
hemocianina, proteinas de reconocimiento, y ademas intervienen directamente en la
construccién de tejidos, en la reparacién y mantenimiento de éstos. Asimismo, son
fuente de energia en los procesos catabodlicos y son esenciales en el metabolismo de

carbohidratos y lipidos.

Dentro de las proteinas sanguineas se encuentra la hemocianina, la proteina mas
abundante en moluscos y artropodos. La hemocianina (Hc) es una macromolécula en
la que el cobre funciona como sitio activo, para la reduccidén del oxigeno. La Hc tiene
como principal funcidn el transporte de oxigeno aun que se ha observado que
también actua como reserva de proteinas (Pascual et al., 2006). Se ha reportado
gue la Hc de muchas especies de artrépodos y moluscos poseen actividad tirosinasa,
iniciando la sintesis de melanina (Decker and Tuczek 2000; Perdomo-Morales et al.,
2008). Asi mismo existen reportes que sefalan que componentes enddgenos de la
hemolinfa, como algunos péptidos antimicrobianos, pueden dirigir la activacién de la
hemocianina, sugiriendo una posible participacion de la fenoloxidasa derivada de la
hemocianina en la respuesta inmune (Van Bruggen, 1980; Marianne. et al., 1998;

Fabrice Mouche et al., 1999; Nagai et al., 2001). Recientemente se describié la
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presencia de la actividad de la fenoloxidasa en la fraccidon plasmatica de la hemolinfa
de Panulirus argus la cual tienen su origen en la hemocianina (Rainer y Brouwer,
1993; Van Holde et al., 1991; Perdomo-Morales et al., 2008).

Condicion nutricional y capacidad digestiva
El desarrollo de una enfermedad infecciosa estad determinado por multiples factores,

entre los que destacan la trasmisién del agente causal y la capacidad del hospedero
para responder a la infeccién. La capacidad de respuesta del hospedero estd en
funcidon de la condicion fisioldgica general, las reservas de energia metabdlica y las
condiciones ambientales imperantes en el momento de la infeccién. En el caso de los
crustaceos, la caracterizacion bioguimica de los tejidos ha permitido determinar que
tanto los componentes de la hemolinfa, el musculo y la glandula digestiva, reflejan el
aprovechamiento, la demanda y el uso de la energia en estos organismos (Rosas et
al., 2001).

Los decdpodos poseen un sistema circulatorio abierto, mediante el cual son
distribuidos los nutrientes, el pigmento respiratorio o hemocianina, las hormonas, los
hemocitos y las enzimas que juegan un papel importante en la respuesta inmune de
los organismos (como lisozima, fenoloxidasa, proteasas, inhibidoras de proteasas,
etc). Los componentes en la hemolinfa se han utilizado en crustdceos como
indicadores del estado fisiolégico (Rosas et al., 2001), en condiciones de hipoxia
producidas por transporte comercial (Ocampo et al., 2003), la exposicion a
contaminantes (Forlin et al.,1996), diferentes niveles de proteina o condiciones de
inanicién (Pascual et al., 2006). Los metabolitos plasmaticos como glucosa,
acilglicéridos, proteinas, colesterol han sido ampliamente utilizados. Entre ellos el
colesterol forma parte de los lipidos de gran importancia para el metabolismo por ser
precursor de la vitamina D, de hormonas esteroides y de la B-ecdisona (hormona de
la muda). Los acilglicéridos han sido utilizados como indices de condicidn por la

importancia en el trasporte de energia y almacenamiento (Ocampo et al., 2003).

Los carbohidratos son una fuente de energia importante, sin embargo, en la langosta
el nivel de carbohidrasas (amilasa, glucosidasa, celulasa, quitinasa, etc.) es bajo,
evidenciando que no son el nutriente mas importante en la dieta de estos
organismos (Johnston, 2003; Perera et al., 2008a). No obstante, el metabolismo de

carbohidratos resulta de gran importancia, pues es esencial para la formacion de
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quitina y el proceso de la muda. La fuerte interaccion entre el metabolismo de
proteinas y de carbohidratos estd claramente representado a través de la ruta
gluconeogénica (Rosas et al., 2003). Desde esta perspectiva el estudio del estado
nutricional, los ajustes fisiolégicos y el manejo de las reservas requiere de la
inclusion de componentes del metabolismo de lipidos y de carbohidratos, aun en

organismos de habitos carnivoros como las langostas.

La glandula digestiva es el principal 6rgano de sintesis y secrecién de enzimas
digestivas, absorcién de sustancias digeridas, almacenamiento de lipidos vy
glucogeno, y distribucion de minerales y sustancias organicas. Este 6rgano presenta
modificaciones en sus elementos celulares, en el lumen glandular y su tejido
conectivo en funcion del ciclo de muda. Es unos de los principales érganos de
monitoreo de la salud, pues los analisis histoldgicos efectuados en este 6rgano han
permitido evaluar la condicién nutricional e infecciones principalmente en camarones
cultivados. Los estudios histolégicos de este tipo indican que bajos contenidos de
colesterol afectan la estructura histoldgica del hepatopancreas y a largo plazo la tasa
metabdlica del organismo. Asi mismo el ayuno genera reduccién del tamafo celular,
condensacién de la cromatina nuclear, engrosamiento de la membrana basal y
disminucion progresiva de las reservas de lipidos y glucégeno. La diagnosis a través
del hepatopancreas es una herramienta adicional para evaluar cambios fisioldgicos y
ambientales ya que es un 6rgano altamente sensible (Verri et al., 2001; Rosas et al.,
2006).

La langosta espinosa es un depredador que se alimenta de una gran variedad de
especies bentdnicas incluyendo moluscos, crustaceos, poliquetos vy otros
invertebrados, por lo que presenta la produccién de un diverso rango de enzimas
digestivas, reflejando una fisiologia digestiva flexible. La actividad de las enzimas
digestivas en langosta ha sido reportada para pocas especies como son la langosta
espinosa japonesa, Panulirus japonicus, la australiana Jasus edwardsii (Johnston,
2003), en la californiana P. interruptus (Celis-Gerrero et al., 2004), en la langosta
americana Homarus americanus y P. argus. Perera et al (2008), reportaron los
cambios ontogénicos de las enzimas digestivas para P. argus, quien posee una
relacion positiva entre la tripsina y la amilasa con respecto a la talla, mientras que
las esterasas y lipasas decrecen con la edad de las langostas. Estos resultados

sugirieron a los autores que la actividad de las enzimas responde a las necesidades
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fisioldgicas de las langostas segun su dieta. Otro factor que afecta las enzimas es el
estadio de muda. Tripsina, quimotripsina, amilasa y lipasas incrementan
gradualmente alcanzando su maxima actividad en la intermuda y premuda (Biesiot
and McDowel, 1990; Wells et al., 2001; Johnston, 2003; Perera et al., 2008a,
2008b; Simon 2009).

El virus PaV1 en langostas P. argus en EUA, México, Belice y Cuba, abre un nuevo
panorama en el estudio de enfermedades virales para el grupo de palinuridos. Los
analisis histopatolégicos de langostas experimentalmente infectadas sefalan a la
glandula digestiva, al tejido conectivo y a la hemolinfa como los principales tejidos
afectados por la infeccion por PaV1. La respuesta fisioldgica inmunoldgica del
hospedero ante la infeccion, puede ser abordada a través la caracterizacion
bioquimica y la actividad enzimatica en los principales tejidos, como glandula
digestiva, branquias, musculo y hemolinfa. Entender el proceso infectivo y conocer
mas sobre esta enfermedad viral en la langosta P. argus es sumamente relevante,
tanto por los efectos negativos que puede tener en las poblaciones silvestres, asi
como por los efectos adversos sobre su pesqueria. Con este enfoque, analizar a los
juveniles que se contagiaron y que desarrollaron la infeccion en condiciones
naturales constituye una nueva perspectiva que puede sumar informacion relevante
para entender mejor a la enfermedad contemplando la variabilidad de la respuesta
fisioldgica del hospedero vinculada al ambiente al comparar a juveniles provenientes

de dos localidades.
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HIPOTESIS

Se conoce que la infeccién por PaV1 en juveniles de langosta Panulirus argus afecta
diferentes tejidos asi como a los hemocitos, células que se consideran la primer linea
de defensa. Por lo tanto, es de esperarse que algunos procesos del sistema
inmunoldgico seran afectados por la presencia y diseminacion de este patdégeno. El
hepatopancreas es el primer érgano afectado por el virus PaV1l, y en langostas
severamente infectadas se ha observado una marcada alteracion estructural del
organo asi como una notable falta de reservas. Siendo el hepatopancreas el principal
organo de sintesis y secrecién de enzimas digestivas, almacenamiento de lipidos,
glucégeno, y donde se lleva a cabo la actividad digestiva, es de esperar que todos
estos elementos de reserva y funcidén digestiva sean afectados por la enfermedad.
Puesto que la respuesta fisioldégica del hospedero estd asociada con el ambiente, las

langostas de localidades similares presentaran un desarrollo de la infeccion similar.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el proceso infeccioso por el virus PaVl a través de la caracterizacion
fisioldgica e inmunolégica de los juveniles de la langosta espinosa, Panulirus argus,
con el fin de ofrecer una vision mas integradora de los efectos que genera el
desarrollo de la infeccion sobre los componentes inmunoldgicos, la condicién
nutricional y la capacidad digestiva de las langostas infectadas naturalmente, y

provenientes de dos localidades cercanas.

15



Objetivos especificos

Condicién inmunologica

Evaluar la condicidn inmunoldgica de la langosta Panulirus argus infectada con PaV1
a través del conteo de hemocitos, la actividad de la fenoloxidasa, la actividad

inhibitoria de tripsina, la actividad hemaglutinante y el estallido respiratorio.

Estado fisioldgico

Conocer los efectos de la infeccidon con virus PaV1 en la capacidad digestiva a través
de la evaluacion de la actividad de la tripsina, la quimotripsina, la amilasa y la

glucosidasa de la glandula digestiva de la langosta Panulirus argus.

Determinar el estado nutricional a través de la concentracion de proteinas totales,
colesterol, glucosa y acilglicéridos en el plasma y la glandula digestiva, y las
reservas de glucégeno vy lipidos totales en la glandula digestiva y el musculo de la

langosta Panulirus argus infectada con PaV1.
Comparar el estado fisiolégico de langostas sanas y en los diferentes grados de

infeccién por el virus PaV1, a través de la caracterizacidén bioguimica de la glandula

digestiva, capturadas en dos localidades: Puerto Morelos y Bahia de la Ascension.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Se utilizaron langostas de la especie Panulirus argus obtenidas en el parque nacional

arrecife de Puerto Morelos (20°51'N; 86°53°0) ubicado en el municipio de Benito
Judrez, frente al poblado de Puerto Morelos, Quintana Roo, México. Este sitio de
muestreo representa una zona donde se realiza muy poca pesca de la langosta por
tratarse de un area protegida. También se hicieron muestreos en Bahia de la
Ascension, la cual forma parte de la reserva de la Biésfera “Sian Ka "an”, (19° 05' -
200 07' N; 870 22' - 889 02' O) sitio natural localizado en la costa del Caribe
mexicano perteneciente a los municipios quintanarroenses de Felipe Carrillo Puerto y
Tulum, en donde se realiza una alta actividad de pesca de la langosta a través del

uso de casitas y manejo de parcelas o campos.

ESTADO DE YUCATAN
L
ESTADD DE
CAMPECHE I

Fig. 3 Diagrama de la costa de Quintana Roo, mostrando las dos zonas de muestreo.

Captura de organismos
Se realizaron muestreos donde se recolectdé mediante buceo organismos juveniles de

langosta espinosa P. argus con signos de infeccidn viral por PaV1: enrojecimiento del
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cuerpo, coloracion lechosa de la hemolinfa, ademdas de organismos sin signos de
infeccion por PaV1, considerados visualmente sanos. Los organismos sanos vy
enfermos fueron colocados por separado en tinas con aireaciéon y trasladados a las
instalaciones de Laboratorio de Crustaceos de la Unidad Académica de Sistemas

Arrecifales Puerto Morelos del Instituto de Ciencias de Mar y Limnologia de la UNAM.

Manejo de los organismos
Las langostas recién capturadas fueron mantenidas en estanques con un volumen de

5700 litros de agua de mar con circulacion continua. El sistema de agua se mantuvo
abierto con una tasa de recambio de 2 a 3 veces por dia, con una temperatura
promedio de 28°C, una salinidad de 34.8 y oxigeno disuelto del 6- 6.3 %; el agua de
mar fue tratada con ozono. En los estanques se colocaron refugios artificiales para
favorecer condiciones de manejo en cautiverio. Los organismos fueron mantenidos
en estas condiciones por menos de tres dias y para no interferir en las evaluaciones
bioquimicas y enzimaticas de los diversos tejidos, los organismos fueron mantenidos
en inanicién. Previo a la obtencidon de la hemolinfa las langostas fueron colocadas y
transferidas a contenedores con agua de mar a 5° C menos del agua del contenedor
inicial con el objetivo de disminuir su metabolismo y decrecer el efecto de la

manipulacién sobre los componentes de la hemolinfa (Pascual et al., 2006)

Disefo de muestreos
Se realizaron 2 muestreos durante el 2009 el primero en julio llevado a cabo en

Bahia de la Ascensidn, el segundo en agosto del 2009 se realizé en Puerto Morelos y
fue el mas amplio, ya que incluye la evaluacidon de los componentes metabdlicos e
inmunoldgicos de la hemolinfa. En todos los muestreos la condicion de infeccion vy el
grado de severidad fue confirmada por el analisis histopatoldgico y la prueba de
diagnostico molecular PCR (Huchin-Mian, 2007). Estas dos pruebas fueron
desarrolladas en el marco del proyecto de investigacién por el estudiante de

doctorado Juan Pablo Huchin Mian.

Obtencion de hemolinfa
La hemolinfa se obtuvo individualmente con una jeringa con solucién anticoagulante

(350mM NaCl, 10mM Cl, 10mM Hepes, 10mM EDTA-Na,, pH 7.3, 791 mOsm/Kg;
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Hernandez-Lépez et al., 2003) enfriada a 2-8 °C. Antes de la puncion, el
anticoagulante de la jeringa fue descartado, sélo fue usado para mojar las paredes
de la jeringa. La muestra de hemolinfa se depositd en una superficie de parafilm
sobre un campo frio para tomar alicuotas para las diversas evaluaciones. Para las
evaluaciones metabdlicas e inmunoldgicas en el plasma, la hemolinfa se diluyé en
solucidn isotdnica para langostas con EDTA o anticoagulante en una proporcion 1:2.
Se centrifugd a 800 g, 5 min a 4° C y el sobrenadante fue separado y conservado a
4°C hasta su evaluacion.

El contenido granular de los hemocitos fue obtenido de acuerdo a Herndndez-L6pez
et al., (1996). El paquete celular obtenido de la separacion del plasma fue lavado
con anticoagulante y centrifugado como se describe anteriormente. El sobrenadante
fue descartado y el paquete celular fue re-suspendido varias veces con amortiguador
de cacodilatos (Acido cacodilico 10 mM; CaCl 10 mM; pH 7.0) en el mismo volumen
que el plasma, posteriormente fue centrifugado a 15,000 g 5 min a 4 ° C. El
sobrenadante fue separado y utilizado como fuente para las reacciones de

fenoloxidasa en el degranulado de hemocitos.

Después de la obtencidon de hemolinfa se registré el peso himedo de los organismos,
la talla y se obtuvo un corte de uno de los pledpodos para determinar el estadio de
muda en base al desarrollo setal (Lyle and McDonald, 1983). Para la diseccién de
cada organismo se realizd un corte en el cefalotérax de cada langosta y se
extrajeron muestras de hepatopancreas y musculo, congeladas en nitrégeno liquido

y almacenadas a -40°C hasta su analisis.

Condicién inmunoldgica
Para evitar cualquier activacidon del sistema inmunoldgico por endotoxinas, todo el

material de vidrio utilizado fue previamente lavado con Etoxa-clean y las soluciones

fueron preparadas usando agua libre de pirégenos.

Conteo y caracterizacion de hemocitos
Una muestra de hemolinfa fue mezclada con solucién Alsever (115 mM glucosa; 30

mM citrato de sodio; EDTA-Na2 10 mM; 338 mM NaCl) con 20 % de formol (v/v). La
muestra fue refrigerada 2-8 °C hasta su analisis. El conteo de los hemocitos se
realizd6 con una camara de Neubauer, y la categorizacidn celular en hemocitos

granulares, semigranulares vy hialinos fue determinada de acuerdo a las
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caracteristicas citolégicas del tamafo, radio citoplasmatico, contenido y tamafo de
granulos (Le Moullac et al., 1997). Se analizd el conteo por duplicado con un
cuadrante minimo de 0.004 m?® (Pascual et al., 2006). Los resultados fueron

expresados como la concentracion de células por mm?.

Hemaglutinacion
50 ul de plasma de langosta fueron diluidos serialmente (1:2) con 50 pl de solucién

salina al 0.9 % en una microplaca de fondo U. Posteriormente 50 ul de suspensién
de eritrocitos humanos (0*) al 2% en una solucion salina (0.9 %) fueron afiadidos a
cada pozo e incubados por 2 h a temperatura ambiente (26 + 2 °C). Para cada placa
una columna de eritrocitos y solucién salina fueron utilizados como control negativo.
La cantidad de hemaglutinacion fue registrada como la ultima dilucidén en donde se

registro la actividad de hemaglutinacién elevada a la potencia 2.

Actividad de fenoloxidasa
La actividad total de fenoloxidasa fue evaluada por espectofotometria al detectar la

formacién de dopacromo producido de L-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), de
acuerdo a Ashida & Sdderhall (1984) y Hernandez-Lépez et al. (1996) con algunas
modificaciones. 100 pl de muestra (plasma o degranulado de hemocitos) fue
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente (26 + 2°C) con 100 pl of tripsina
(1 mg/ml) para trasformar la profenololoxidasa en su forma activa, fenoloxidasa.
Posteriormente se anadieron a la reaccion 150 upl of L-DOPA (Sigma D9628) (3
mg/ml). Se registré la absorbancia a los 30 segundos a 490nm en un lector de
microplaca (Biorad mod. 550). Para evaluar la actividad de profenoloxidasa se omitio
la incubacion con tripsina. Para los blancos se sustituyé el L-DOPA por agua libre de
pirégenos, esto permitié contar un control individualizado ya que el color de la
hemolinfa puede variar muchos entre las langostas. Asi mismo la diferencia entre
estas dos se registro como la proPO presente. Los resultados fueron expresados

como el incremento de 0.001 de la densidad éptica.

Estallido respiratorio
La fagocitosis es médida indirectamente a través de la produccién intracelular del

anion superdxido de los hemocitos, se cuantific6 usando la reduccion de NBT
(Nitroblue Tetrazolium) a formazan de acuerdo a Song y Hsieh (1994). Se depositd

en cada pozo de la microplaca 100 pL de hemolinfa, las microplacas fueron
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centrifugadas a 300 g por 15 min. El plasma se removié y 100 yL de Zymosan
fueron afadidos, se incubd la reaccion por 30 min a temperatura ambiente. El
zymosan fue descartado y los hemocitos fueron lavados tres veces con 100 pL de
solucidon Hank, posteriormente fueron tefiidos con 100 pL de solucion NBT (0.3 %)
por 30 min. La solucién fue removida y los hemocitos lavados con 100 pyL de metanol
(70 %) y secados. Para disolver el formazan se anadido 120 pL de KOH y 140 uL de
DMSO (Dimetil Sulfoxido). Se registré la densidad éptica por duplicado a 630 nm,
utilizando un lector de microplaca (Bio-Rad Mod. 550). Los resultados se expresaron

en densidad Optica.

Estandarizacion de métodos para capacidad digestiva

Estabilidad de la muestra de glandula digestiva liofilizada y no liofilizada
mantenida en ultracongelacion (-40 °C) a lo largo de un afo para analisis
de actividad enzimatica y de metabolitos.

Para evaluar el mejor procedimiento para preservar las muestras hasta su analisis,
se disend una prueba para determinar la estabilidad de la actividad enzimatica y
metabolitos (proteina soluble, glucosa, colesterol y acilgliceridos) durante un afo,
con tejido liofilizado y no liofilizado. Se utilizaron para ello muestras de 50 mg de
hepatopancreas de un juvenil sano de P. argus. Se realizaron analisis el mismo dia
de la obtencidén de la muestra, y estos valores constituyeron la linea base (dia cero).
Las sub-muestras fueron inmediatamente congeladas en nitrégeno liquido y la mitad
de ellas fueron liofilizadas. Las muestras se mantuvieron a -40 °C durante un afio. A
los 15 dias, un mes, tres, seis y doce meses se extrajeron tres muestras al azar de
cada grupo (liofilizadas y mantenidas en congelacion) para evaluar la actividad
enzimatica y los metabolitos y se realizé un analisis de varianza para determinar el

efecto del tiempo de preservacion.

Estandarizacion de las técnicas de actividad enzimatica de la glandula
digestiva (pH, temperatura, concentracion de la enzima y concentracion de
sustrato).

Cinética cero
En las reacciones catalizadas por enzimas y analizadas en condiciones in vitro el

incremento en la concentracion del sustrato aumenta la velocidad de la reaccidon
hasta que la reaccién alcanza un punto en que dicha velocidad se hace
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independiente de la concentracién del sustrato. La concentracion del sustrato a la
cual se obtiene la mitad de la velocidad maxima de actividad es definida como la
constante de Michaelis o Km, y refleja la afinidad de la enzima, la cual es especifica
para cada enzima y puede variar entre especies o por el estadio de vida. Como el pH
y la temperatura afectan la actividad de las enzimas es importante determinar los
valores 6ptimos para observar la maxima actividad en condiciones controladas
(Lehninger, 1995). Tomando en cuenta la atrofia del hepatopancreas reportado en
langostas severamente infectadas, se considero importante establecer Ia
temperatura, pH, concentracion de enzima, de sustrato y el tiempo de incubacion

idoneo para la determinacion de la actividad enzimatica de los juveniles de P. argus.

Determinacion de pH y temperatura optimo.

Segun las referencias del pH y temperatura dptimo reportados para reacciones in
vitro para enzimas digestivas de P. argus por Perera et al (2008b) se probaron 4
intervalos de temperaturas, que podian ir desde los 30 a los 70 °C vy varios pH para
cada enzima, en el caso de las enzimas de tipo proteasa se probaron pH desde 5

hasta 9, en el caso de las enzimas carbohidrasas el intervalo de pH fue de 3 a 7.

Concentracion de enzima y sustrato
Para asegurarnos que las reacciones enzimaticas estuvieran limitadas por la

concentracion de enzima o de sustrato que adicionamos a la reaccion, se probaron
diferentes concentraciones del extracto y del sustrato.

Para ello se probaron diferentes concentraciones de sustratos, especificos para cada
enzima, en incrementos y decrementos del 15% segun la concentracién primaria y
se determind la Km de dicho sustrato. Asi mismo, se probaron diferentes diluciones
del extracto enzimatico las cuales fueron determinadas en 4 incrementos y 4
decrementos del 15% a partir de una concentracion inicial de dilucién del tejido
(6X).

Condicion nutricional
Para el analisis enzimatico y de metabolitos en el hepatopancreas, una muestra del

tejido fue homogenizada en condiciones frias (4°C) con agua libre de pirdgenos

manteniendo una diluciéon constante de 6X, después se centrifugd a 16,000 g por 20
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minutos a 4°C y se tomo el sobrenadante para todas las evaluaciones, manteniendo
dicho extracto siempre en frio. Para la medicion de proteinas totales, se realizé una

dilucién adicional de 1:10 del extracto con agua libre de pirégenos.

Las concentraciones de los metabolitos se determind calorimétricamente a partir de
plasma con un lector de microplacas (BIO-RAD Modelo 550) y reactivos de
diagnostico clinico humano: Glucosa, acilglicéridos y colesterol de Bayer (Sera Pak
Plus). Proteinas totales (Bio-Rad) basada en la técnica de Bradford (1976). La
concentracion de cada metabolito es reportada como mg/mg de tejido; se calculd a

partir de una curva patron utilizando el estandar comercial.

Capacidad digestiva

Quimotripsina (Geiger and Fritz, 1988)

En una microplaca de 96 pozos se adiciond 5 pl de extracto, después se utilizaron
290 pl  de buffer TRIS a 50°C y un pH 7 (temperatura y pH obtenidos en la
estandarizacion) y por ultimo 6 pl de sustrato SAPPNA 150 mM, (Succinil-Ala-Ala-
Pro-Phe-p-nitroanilide), se colocd en espectrofotometro y se registraron los valores a

los 30 segundos y en primer minuto. Se leyé a 405nm.

Tripsina (Geiger and Fritz, 1988)

En una microplaca de 96 pozos se adiciond 5 pl de extracto, después se utilizaron
290 ul de buffer TRIS a 60°C y un pH 8 y por ultimo 6 ul de sustrato BAPNA 100
mM, (N a benzolyl-L-arginina p-nitroanilide) se colocé en espectrofotémetro y se

registraron los valores a los minutos 1y 2. Se ley6é a 405nm.

Glucosidasa
En una microplaca se adiciond 5 ul del extracto y 145 pl de buffer sodio fosfato

50mM a 60°C y pH 6 y se anadid 6 pul del sustrato PNPG (p-Nitrofenil co D-
GlucoPyranoside 120 mM); se incubd a 60°C por 60 min, con agitacién constante de
450 rpm en una incubadora de microplaca finalmente se afadié 145 ul de carbonato

de sodio 1M para detener la reaccién y se leyd en lector de ELISA a 415 nm

23



a- amilasa (Bernfeld, 1955)

La actividad de la a - amilasa se expresa en mg maltosa liberada en el tiempo que
dura la reaccién. La actividad se expresa como actividad amilasica/mg de proteina.
En una microplaca de 96 pozos se agregd 20 pl de extracto, 80 ul de Glucégeno
(Ostra 1.5 % preparado en buffer sodio fosfato 10mM a 60°C y pH 5)y 40 ul de agua
libre de pirdogenos. Se agito y se incubé a 60°C por 40 minutos con agitacion
constante de 450 rpm en una incubadora de microplaca. Por Ultimo en una estufa a

100°C se coloco la microplaca por 5 minutos y se ley6é a 540 nm.

Analisis histolégico y PCR

El grado de severidad de la infeccion por PaVl se determind considerando los
criterios emanados del andlisis histolégico de la glandula digestiva, musculo y
branquias realizado por Huchin-Mian (2008). Esos criterios fueron corroborados con
un analisis de diagnostico molecular por PCR de acuerdo a Montgomery-Fullerton et
al. (2007 (Tabla 1).

Tabla 1 Escala de grados de severidad para la infeccion con Panulirus argus Virus 1 (PaV1)
en la langosta espinosa Panulirus argus (Modificada de Li et al., 2008) y n total capturada.

n total
CONDICION DESCRIPCION Puerto | Pahlade
Morelos Ascension
e PCR negativo
e Sin inclusiones intracelulares Tipo A
Grado 0 (CAI) determinado por microscopia. 33 7
Sanas e Tejido con una estructura bien
organizada y normal segun lo
observado para P. argus
e PCR positivo
e Pocas CAI (< 10 por seccion)
Grado 1 9 8
Ligeramente e Tejido con estructura normal
infectadas
e Sin lesiones caracteristicas del
sindrome presente
Grado 2 e PCR positivo
8 9
I'Vr']‘;ggtr:g::’e”te « Algunas CAI (10-100 por seccién)

24




e Dafio tisular y de érganos de ligero a
moderado

e Incremento moderado de tejido
intersticial al rededor de los tubulos
hepatopancreaticos.

e PCR positivo

e Gran numero de of CAI (>100 por
seccion) con algunos formaciones de
tejido intersticial al rededor de los

Grado 3 tubulos hepatopancreaticos.

Fuertemente
infectada

24 20
¢ Presencia de focos necréticos, lesiones

severas o destruccion de los tubulos
hepatopancreaticos

e Presencia de nodulaciones o
granulomas

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis del las variables medidas solo en Puerto Morelos, como son las de la
respuesta inmune, se utilizaron ANOVAS de una via, aun en los casos en donde por
falta de muestras alguno de los grupos no esta representado, como es el caso de la
profenoloxidasa y la fenoloxidasa en el degranulado, en donde no se conto con
langostas moderadamente enfermas para su analisis. En el analisis del estallido
respiratorio se utilizd una prueba de T-Student debido a que solo se tienen muestras
de langostas sanas y fuertemente infectadas. Se comprobd la homogenidad de
varianza y distribucidon normal, se tomé por significativas probabilidades menores a
0.05.

El objetivo del presente trabajo es el de ofrecer una visién lo mas integral posible
sobre los efectos de la infeccion provocada por el virus PaVl en la condicién
inmunoldgica y nutricional de langostas silvestres. Por esta razédn es necesario
realizar analisis que permitan interpretar los resultados en esa forma. Para hacer
esto se usd el analisis de funciones empiricas ortogonales (EOF por sus siglas en

ingles) para la comparacion de las dos localidades muestreadas.

El analisis multivariado de EOF resulta una herramienta interesante para detectar la
variacion simultdnea de diversos componentes de un sistema o proceso, y que
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muchas veces es dificil de apreciar por medio de analisis univariados. Este tipo de
analisis ha sido utilizado en modelos bioldgicos con crustdceos, Emerciano et al.,
(datos sin publicar) lo aplicé para determinar cambios en la composicion bioquimica
y en el perfil de acidos grasos en desoves de camarones Farfantepenaeus duorarum

silvestres y cultivados

La idea central de este analisis es reducir la dimensionalidad de un grupo de datos,
de variables interrelacionadas, reteniendo tanto como sea posible la variacion de
este conjunto de datos. Para lo cual se genera una nueva serie de datos, los cuales
no estan correlacionados y contienen la variacion de las variables originales; este
anadlisis dimensional, permite simplificar cualquier fendmeno en el cual se
involucradan variables independientes con magnitudes fisicas diferentes, para
generar el nuevo grupo de datos, sin unidades y de magnitudes comparables. Este
analisis parte de la media y desviacion estandar de cada uno de los grupos (sanas,
infectadas, moderadamente enfermas y severamente enfermas) en cada una de las
respuestas medidas. A cada uno de los datos originales, se les resté la media de su
grupo y dividid entre la desviacion estdndar de su mismo grupo, de tal forma que
cada dato toma un nuevo valor entre 1 y -1, dichos valores representan la
variabilidad de esa langosta localizada en un determinado grupo y con respecto a la
media de su mismo grupo. Estos datos no poseen unidades, permitiéndonos
relacionar todas las variables, sin importar la unidad inicial que presentaban (g/mg;

actividad especifica, densidad dptica, células/mm?, etc.).

Una vez obtenida la nueva matriz de datos sin unidades y de magnitudes
comparables (entre 1 y -1) es posible obtener la relacidon o funcidn que nos dice
como interactian dichas variables ante una condicién. Sin embargo la interaccién de
las variables puede tener varias funciones, donde la primera de ellas siempre explica
el mayor porcentaje de variabilidad de los datos y asi sucesivamente. En nuestro
caso, solo se considerd la primera funcién que se obtiene de cada condicidon, ya que

esta represento entre el 40 y el 60% de la tendencia de nuestros datos.

Este analisis permite comparar cada condiciéon y cada poblacidn por separado, ya
gue obtuvimos una grafica para sanas, otra para langostas infectadas, una mas para
langostas moderadamente infectadas y una Ultima para langostas fuertemente

enfermas, esto en cada una de las localidades. Sin embargo para poder conocer los
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cambios que existen en cada una de las variables de las langostas enfermas con
respecto a su condicion inicial de sanas, fue necesario generar una nueva funcién,
para esta nueva relacién se partié de nuestra segunda base de datos, en donde a
cada una de las variables de cada langosta en algun nivel de enfermedad se les
resto el valor promedio de las sanas y se dividid entre la desviacion estandar de su
condicidn, obteniendo asi las variaciones en cada uno de los niveles de enfermedad
con respecto a langostas sanas, de la misma manera que en las funciones anteriores
obtenemos valores entre 1 y -1; donde el cero representa nuestro valor promedio.
Asi mismo solo se tomd en cuenta la funcidon que representa el mayor porcentaje de
la variacion del grupo, ya que se obtuvo del 40 al 99% de la variacién considerando

la primer funcién.

Una vez conocida la manera en que cada una de las condiciones oscila,
determinamos cuales fueron las variables que mostraron la mayor variacidon en cada
una de las condiciones y para conocer el comportamiento de estas variables en
particular se les realizé6 un analisis de ANOVA de una via cuando se queria conocer
su comportamiento dentro de una poblacibn o una ANOVA de dos vias para
comparar entre las dos localidades, comprobando su homogenidad de varianza y su
distribucién normal, se tomé por significativas probabilidades menores a 0.05. Este
mismo analisis se utilizd para las variables que no tenian todas las condiciones
representadas o que eran muy pocas para poder entrar en el analisis de los EOF
como en el caso de lipidos totales y Glucégeno en Puerto Morelos en
hepatopancreas, asi como estas mismas variables pero en musculo que sélo se
lograron medir en Puerto Morelos. Para el andlisis de EOF se utilizd el software
matematico MATLAB y el de STATISTICA para la realizacion de las ANOVAS y T de
Student. Para ambos analisis estadisticos se utilizaron solamente juveniles de

langosta en intermuda.
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RESULTADOS

1. Analisis de la condicion inmunoldgica de los juveniles Panulirus
argus infectados naturalmente con PaVv1.

1.1 Hemocitos
Se realizd el conteo total y la caracterizacién de hemocitos para cada una de las

langostas y se analizaron segun el grado de infeccidn que presentaban, dicha
clasificacidon se obtuvo con los resultados del analisis histolégico y de PCR realizado a

cada langosta.
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Fig. 4 Concentracion Total de hemocitos (cel/mm?3) (media £ error estdndar) en hemolinfa
de juveniles de langosta Panulirus argus capturados en el Parque Nacional Arrecife Puerto
Morelos. S= Sanas; El= Ligeramente infectadas; E2= Moderadamente infectadas y E3=
Fuertemente infectadas. Las letras diferentes denotan diferencias significativas p<0.05. (n;
S=26; E1=7; E2=6; E3=23)

La infeccidon con PaV1 afecta la concentracion de los hemocitos. En el conteo total
vemos que con respecto a las sanas, las langostas ligeramente infectadas presentan
una disminucién del 6%, las enfermas nivel 2 presentan una disminucion del 48% y
las nivel 3 un 42%, sin embargo, sélo la concentracién total de células de los
juveniles sanos es significativamente mayor que el de los enfermos con proceso

avanzado de la infeccidon (Fig. 4).
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Fig. 5 Concentracién de hemocitos (cel/mm?®) (media * error estdndar) en hemolinfa de
juveniles de langosta Panulirus argus capturados en el Parque Nacional Arrecife Puerto
Morelos. a) Células Hialinas y Células Semigranulares, b) Células Granulares. S= Sanas; El=
Ligeramente infectadas; E2= Moderadamente infectadas y E3= Fuertemente infectadas. Las
letras diferentes denotan diferencias significativas p<0.05. (n; S=26; E1=7; E2=6; E3=23)

Lo observado en el conteo total se repite en las células semigranulares, las cuales
sufren una disminucién del 11%, 41% y 54% en los niveles de infeccién 1, 2 y 3
respectivamente y mostrando diferencias significativas entre sanas y fuertemente
infectadas (Fig. 5,a), asi como en las células hialinas donde encontramos
disminuciones, de un 23% en las enfermas nivel 1, 38% en las enfermas nivel 2 y
40% para las enfermas nivel 3 respecto del las sanas (Fig. 5,a). Las células
granulares por su parte mostraron un aumento en las etapas finales de la
enfermedad, aun que sin mostrar diferencias significativas por su condicion (Fig.
5,b).

1.2. Evaluaciones en hemolinfa
Se midié la actividad hemaglutinante, la de la fenoloxidasa y la produccién

intracelular del anién superéxido de los hemocitos a través de la reduccion de NBT
(Nitroblue Tetrazolium) a formazan y se analizaron segun el grado de infeccion

determinado por el analisis histoldgico y PCR realizado a cada langosta.
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1.2.1 Hemaglutinacion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existe una diferencia
significativa de la actividad hemaglutinante respecto a la condiciéon de salud de los
organismos. Las langostas infectadas (enfermas nivel 1) poseen una actividad
hemaglutinante significativamente mas elevada (112 + 13.7) que las langostas
sanas (75.5 £ 7.7). Sin embargo esa respuesta decae significativamente conforme

progresa la enfermedad (ver figura 6).
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Fig. 6 Actividad hemaglutinante (media * error estandar) de juveniles de langosta Panulirus
argus infectados naturalmente con PaV1 capturados en el Parque Natural Arrecife Puerto
Morelos. S= Sanas; El= Ligeramente infectadas; E2= Moderadamente infectadas y E3=
Fuertemente infectadas. Las letras diferentes denotan diferencias significativas p<0.05. (n;
S=25; E1=8; E2=6; E3=21)
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1.2.2. Actividad de la Fenoloxidasa
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Fig. 7 Actividad de la fenoloxidasa (media = error estandar) de juveniles de langosta
Panulirus argus infectados naturalmente con PaV1. a) fenoloxidasa total en la fraccion
plasmatica, b) fenoloxidasa total, fenoloxidasa y profenoloxidasa en degranulado. S= Sanas;
El= Ligeramente infectadas; E2= Moderadamente infectadas y E3= Fuertemente infectadas.
Las letras diferentes denotan diferencias significativas p<0.05. (n; S=11-23; E1=5-5; E2=6-
0; E3=19-7 para plasma y degranulado respectivamente)

La actividad de la fenoloxidasa fue medida en los dos compartimentos de la
hemolinfa, la parte plasmatica, asi como en la parte celular en el degranulado de los
hemocitos previamente obtenido. Perdomo-Morales et al., en el 2007 reportaron que
la actividad de esta enzima en Panulirus argus se encuentra presente en ambos

compartimentos. Podemos observar que en el degranulado se midié tanto la
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profenoloxidasa (ProPO), como la fenoloxidasa (PO) que se encontraba activa en el
momento de la evaluacion asi como la fenoloxidasa total (POt), o sea una vez que
toda la pro-fenoloxidasa ha sido activada, esto en presencia de tripsina, mientras en

plasma sdlo se midié la fenoloxidasa total (Fig. 7a).

Observamos que tanto en plasma, donde hay mayor actividad de esta enzima, como
en el degranulado la actividad total de esta enzima, se comporta de manera similar,
su actividad se incrementa al ser infectada (E1), asi como en la etapa final de la
enfermedad, siendo en el degranulado donde esta respuesta se encuentra

significativamente elevada.

En el exploramiento de la actividad de esta enzima en el degranulado, podemos
observar que cuando las langostas estan sanas la concentracién de enzima activada
(PO) y sin activar (ProPO) son parecidas, sin embargo al estar presente el virus,
dicha enzima se encuentra inactiva casi en su totalidad, a lo largo de la infeccion,
mientras que su forma inactiva aumenta significativamente conforme progresa la

infeccién (Fig. 7b), pero solo la presencia exdgena de tripsina es capaz de activarla.
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1.2.3. Estallido Respiratorio
Debido a la falta de muestra en la realizacion de este analisis, el estallido

respiratorio solo se midid en langostas sanas y fuertemente infectadas, los
resultados mostraron diferencias significativas con respecto a la condicion que
presentaban las langostas, en su actividad basal y en las que habian sido activadas
por zymosan, ambas presentan el mismo comportamiento, donde la disminucion de

esta respuesta es evidente en ambos casos (Fig. 8).
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Fig. 8 Produccidn intracelular del anién superéxido de los hemocitos usando la reduccién de
NBT, actividad basal y activada por una levadura (media * error estandar) de juveniles de
langosta Panulirus argus infectados naturalmente con PaV1 capturados en el Parque natural
Arrecife Puerto Morelos. S= Sanas; y E3= Fuertemente infectadas. Las letras diferentes
denotan diferencias significativas p<0.05. (n; S=12, E3=11)
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2. Estado nutricional

A. Condicion Nutricional

2.5. Metabolitos plasmaticos
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Fig. 9 Concentraciones de metabolitos en mg/ml (media * error estandar) en plasma de
juveniles de langosta Panulirus argus infectados naturalmente con PaV1 capturados en el
Pargue natural Arrecife puerto Morelos. Segun su grado de infeccidén. a) Proteinas totales, b)
Glucosa, c¢) Colesterol, d) Colesterol. S= Sanas; El= Ligeramente infectadas; E2=
Moderadamente infectadas y E3= Fuertemente infectadas. Las letras diferentes denotan
diferencias significativas p<0.05. (n; S=19-28; E1=3-9; E2=3-6; E3=16-23)

La concentracidn de proteinas totales analizadas muestra diferencias por la condicion

de salud que presentan, las langostas infectadas (E1l) son significativamente
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mayores a las moderadamente enfermas (P< 0.05), quienes no guardan ninguna
diferencia con ninguno de las otras condiciones (P > 0.05; Fig. 9a)

La concentracién de glucosa, colesterol y acilglicéridos (Fig.9b,c,d) en la hemolinfa
no fueron afectados de forma significativa por la severidad de la infeccion, a

excepcién de las langostas mas infectadas (E3) (P < 0.05).

B. Capacidad Digestiva

2.1 Estandarizacion de las técnicas de actividad enzimatica de la glandula
digestiva (pH, temperatura, concentracion de la enzima y concentracion de

sustrato).

Se realizaron evaluaciones en el hepatopancreas de una langosta sana, con el fin de
encontrar el mejor método de preservacion de las muestras, se verificd que la
concentracion de metabolitos y enzimas al ser congelados no muestran una
diferencia significativa con respecto al tiempo de preservacion, siendo que la

liofilizacion si presento diferencias significativas, para mas detalle ver Anexo 1.

2.1 Determinacion de pH, temperatura y concentracion de sustrato optimo.
Se determind para cada enzima la temperatura, pH y concentracién de sustrato

optimos. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2 (Ver Anexo 1).

Tabla 2 Temperatura y pH 6ptimo para cada una de las enzimas.

Temperatura pH [Sustrato]
Tripsina 60°C 8 150 mM
Quimotripsina 50°C 7 100 mM
Amilasa 60°C 5 120 mM
Glucosidasa 60°C 6 1.5%
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3. Analisis de la condicion fisiologica de los juveniles Panulirus argus
infectados naturalmente con PaV1, en dos poblaciones.

3.1 Analisis multivariado
Para las langostas que fueron capturadas en Puerto Morelos y en Bahia de la

Ascension, a través de la caracterizacién bioquimica de la glandula digestiva
(metabolitos, actividad enzimatica digestiva y reservas energéticas) se comparé el
efecto de la infeccidén del virus PaV1 sobre la condicion fisiolégica de los organismos
usando el analisis de funciones empiricas ortogonales. En la figura 9 se observa que
el patrén de la variabilidad que presenta las parametros de la glandula digestiva en
el grupo de sanas de ambas localidades es muy similar, con lo que podemos deducir
gue las enzimas digestivas y los metabolitos poseen una similitud en su relaciéon o
uso, sin embargo, las magnitudes de sus desviaciones, nos hablan de las diferencias
gue posee una poblacion con respecto a la otra, muy marcadamente podemos
observar que la tripsina y quimotripsina en el caso de Puerto Morelos (Fig. 10a) se
encuentran con valores menores a uno, indicdndonos que la dispersion de nuestros
datos estd en su mayoria por debajo de la media, mientras los de Bahia de la
Ascension poseen una variacidn menor como grupo, donde todos estan cercanos a la
media. Los metabolitos presentaron un patrén de variabilidad muy similar, podemos
observar que tanto las proteinas, como la glucosa, colesterol y acilgliceridos poseen

una dispersidon que se encuentran por arriba de la media del grupo.
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Fig. 10 Patron de variabilidad obtenidas por EOF. Enzimas y metabolitos medidos en glandula
digestiva de juveniles de langostas sanas en dos localidades a) Puerto Morelos y b) Bahia de
la Ascension. Las cuales representan el 53 y 49% de las variaciones de los datos para dichas
poblaciones respectivamente.
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Una vez obtenida la variabilidad presente en las langostas sanas y conociendo el
comportamiento de las variables, comparamos la variacion que presentan las
langostas una vez infectadas o enfermas. Las graficas mostradas en la figura 10
muestran el cambio que presenta cada variable ante los diferentes niveles de la
infeccion, es evidente que en las langostas infectadas y moderadamente enfermas el
comportamiento de las variables es muy distinto segun la poblacion a la que

pertenecen.

Las langostas en su condicién de infectadas posen un claro cambio en casi todas sus
variables, siendo los acilgliceridos los Unicos que presentan cambios muy pequefios
en la variacion de su respuesta en ambas poblaciones, en Bahia de la Ascension esta
variabilidad disminuye acercandose a la media del grupo. La actividad de las
enzimas proteoliticas de las langostas capturadas en Puerto Morelos muestra un
gran cambio de su varianza, donde ésta es notablemente elevada, mientras que en
las langostas de Bahia de la Ascension dicho cambio es al contrario, poniendo la
dispersién de los datos por debajo de la media del grupo, esta situacidn es reflejada
por el comportamiento similar en las proteinas de esta localidad. Sin embargo, este
no es el caso de las carbohidrasas en las langostas de Puerto Morelos, el
comportamiento de estas enzimas practicamente no se ve alterado en langostas
infectadas, mientras que en Bahia de la Ascensién, su dispersién se encuentra por
debajo de la media, situacién totalmente contraria a la presentada en la condicién E1

donde estd muy por encima de la media.

Cuando observamos langostas moderadamente enfermas (Fig. 11 a2, b2) la
respuesta de proteinas, amilasa y colesterol no presentan diferencias de una
poblacidn a otra, estas variables poseen una desviacion pequefia y muy cercana a su
media, en cambio la desviacion de la tripsina en Bahia de la Ascension asi como la
glucosidasa y glucosa en Puerto Morelos se ve notablemente aumentada. En el nivel
final de la enfermedad (Fig. 11 a3, b3) los patrones de variacién vuelven a compartir
caracteristicas; las proteasas, proteinas y glucosa comparten su patron de variacidon
en ambas localidades, mientras el colesterol y la glucosidasa varian notablemente

de una localidad a otra.

Todo lo anterior conduce a establecer que el comportamiento de las variables

medidas en las langostas sanas de ambas localidades poseen un acomodo parecido,
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pero las diferencias que presentan en sus magnitudes nos refleja las diferencias
asociadas con la localidad, lo cual a su vez, repercute en su respuesta ante la
infeccion con PaV1, ya que dependiendo de su condicion inicial, su respuesta a lo
largo de la infeccion es notablemente diferente (E1, E2). Al llegar a la condicién mas
avanzada de la enfermedad, E3 el desgaste del organismo lleva a que su estado final
sea muy parecido sin importar su condicién inicial y/o la poblacion a la que

pertenecen.
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Fig. 11 Patrén de variabilidad obtenidas por EOF. Enzimas y metabolitos medidos en glandula
digestiva de juveniles de langostas infectadas (El), moderadamente enfermas (E2) y
fuertemente enfermas (E3) en dos poblaciones Puerto Morelos (al; a2 y a3
respectivamente) y Bahia de la Ascensiéon (bl; b2 y b3 respectivamente).

3.2 Evaluaciones de enzimas y metabolitos
Con el fin de comprender mejor el comportamiento y las diferencias entre las

poblaciones que denota el andlisis de EOF, se realizd anadlisis de ANOVA de dos vias,

donde los factores fueron la condicion de salud y la localidad a la que pertenecen.

En la Fig. 12a se observa la actividad especifica de la quimotripsina y la glucosidasa
en las langostas de ambas localidades. Las langostas de Puerto Morelos poseen una
actividad especifica notablemente superior a la de las langostas de Bahia de la
Ascension. En el caso de la quimotripsina lo cambios en la actividad no fueron
significativos, y se observa que la actividad especifica es casi 5 veces mayor en el
grupo de las langostas sanas, diferencia que va en decremento conforme avanza la
enfermedad, y en las langostas enfermas nivel 3 se observan valores similares con el
grupo de langostas de Bahia de la Ascensidon cuyos valores se mantienen
relativamente constantes entre los grupos con diferente nivel de infeccién. En la
actividad de la glucosidasa (Fig. 12b), si encontramos diferencias significativas
tanto por la localidad como por la condicién de salud, las langostas sanas de Puerto

Morelos poseen una actividad especifica dos veces mayor a la de Bahia de la
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Ascension, esta actividad enzimatica va en decremento en cada una de las

localidades conforme avanza la enfermedad.
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Fig. 12 Actividad especifica de a) Quimotripsina y b) Glucosidasa en hepatopancreas de
juveniles de langosta Panulirus argus de langostas sanas, infectadas y enfermas, en dos
poblaciones, Puerto Morelos y Bahia de la Ascension. Se muestran medias + error estandar.
Las letras diferentes denotan diferencias significativas en la ANOVA de dos vias, p<0.05.

Las concentraciones de lipidos solubles en el hepatopancreas fueron también
medidos en ambas poblaciones de langostas, estos metabolitos al igual que las
enzimas digestivas muestran diferencias significativas, por su condicién de salud, por

su localidad y por la interaccion entre éstas. Ambos metabolitos se encuentran en
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concentraciones significativamente mas altas en langostas sanas de Bahia de la
Ascensidon e incluso en langostas infectadas; tanto en colesterol como en
acilgliceridos, el progreso de la enfermedad afecta la concentracién de estos
metabolitos, disminuyendo significativamente con respecto de las sanas para casi
todos los estados de la enfermedad pero solo para Bahia de la Ascension, por otro
lado las langostas de Puerto Morelos poseen tan poca concentraciéon de dichos
metabolitos, que el progreso de la enfermedad ya no genera ninguna disminucién

notable de éstos en el hepatopancreas.

3.2.3. Reservas energéticas en hepatopancreas y musculo
Una de las principales limitantes en la realizacidn de todas las mediciones de este

trabajo fue el hecho de que al trabajar con organismos juveniles muchas veces las
muestras obtenidas del hepatopancreas eran muy pequefias y ya que tanto el
diagnostico molecular por PCR como el analisis histoldgico no podian ser
descartados, se decidié priorizar el uso de la muestra para estas pruebas asi como
para la medicion de metabolitos y enzimas digestivas, por ello en la cuantificacién
del glucdégeno y lipidos totales no se contd con el mismo numero de muestras que
para otras evaluaciones, siendo que en lipidos una de las condiciones no se
encuentra representada, estas diferencias limitd la insercidon de estas variables en el
analisis multivariado, por lo que se presenta el resultado de la ANOVA de dos vias en
el caso de las evaluaciones en hepatopancreas, mientras que para el musculo solo se
contd con muestra de una sola poblacién, por lo cual solo se realizé una ANOVA de

una via con la condicién como unico factor.
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Fig. 13 Concentracion de a) Glucdogeno y b) Lipidos totales (mg/gr) en hepatopancreas de
juveniles de langosta Panulirus argus de langostas sanas, infectadas y enfermas, en dos
poblaciones, Puerto Morelos y Bahia de la Ascension. Se muestran medias = error estandar.
Las letras diferentes denotan diferencias significativas en la ANOVA de dos vias, p<0.05.

La cuantificacidn de las reservas energéticas en el hepatopancreas muestra una
diferencia significativas entre localidades y por su condicidn, en el caso del
glucoégeno, Bahia de la Ascensidn presenta concentraciones casi 50% mayores que
Puerto Morelos, las langostas sanas y las langostas infectadas no muestran
diferencias entre ellas para ninguna de las poblaciones, pero las concentraciones se
ven significativamente disminuidas cuando las langostas estdan moderadamente
enfermas en Bahia de la Ascension y hasta su ultimo nivel para los organismos de
Puerto Morelos. En el caso de los lipidos solo son significativas las diferencias segun
su condicién, para Bahia de la Ascension la disminucién mas evidente se da en las
langostas en E2. En el caso de Puerto Morelos no contamos con muestras que

estuvieran en este grupo (E2).
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Fig. 14 Concentracion de a) Glucégeno y b) Lipidos totales (mg/gr) en musculo de juveniles
de langosta Panulirus argus de langostas sanas, infectadas y enfermas de Puerto Morelos. Se
muestran medias £ error estédndar. No existen diferencias significativas en la ANOVA de una
via, p<0.05.

En el caso de las evaluaciones en el musculo de la langosta, todos los niveles de
infeccién los tenemos representados pero sélo contamos con muestras para una de
las dos localidades. Tanto las concentraciones de glucégeno como de lipidos se ven
afectadas por la infeccion de PaV1, en el glucégeno dicha disminucién es gradual
conforme avanza la enfermedad, mientras que en lipidos el decaimiento de esta
reserva se observa en langostas en E1 con una concentracion 50% menor que las
sanas, sin embargo las amplias dispersiones de nuestros datos no nos permiten

observar ninguna diferencia estadistica (Fig. 14).

43



DISCUSION

Este trabajo presenta un panorama mas completo para el estudio de la infeccion por
PaV1 en juveniles de langosta Panulirus argus, es el primer trabajo en presentar una
caracterizacién fisiolédgica e inmunoldgica a lo largo del desarrollo de la enfermedad
causada por este virus, debido a ello se realizaron una serie de adaptaciones
metodoldgicas especificas para Panulirus argus, que serviran para estudios

posteriores en esta especie.

En este trabajo se utilizaron evaluaciones en hemolinfa, tanto en plasma como en
degranulado de hemocitos para tratar de entender la respuesta del sistema
inmunoldgico de los juveniles de langosta ante la infeccion por PaV1l. La evaluacién
de la condicion inmunoldgica de P. argus reportada ante este virus se han limitado a
la valoracion de dano causado por este virus a los hemocitos circulatorios. El conteo
total y diferencial de hemocitos que se realizd en el presente trabajo mostré una
disminucidon progresiva de los hemocitos totales, asi como de los hialinocitos y
semigranulocitos (ver Fig 5a). Los resultados concuerdan con lo reportado por Li et
al. en el 2007 quienes desarrollaron el cultivo primario de hemocitos para el analisis
in vitro de la infeccién por P. argus virus 1 (PaV1); estos autores reportaron la
susceptibilidad de los hialinocitos y semigranulocitos dentro de las primeras horas de
exposicion al virus, la rapida infeccion y mortalidad de los hemocitos resultd
sumamente interesante dado que en los organismos la infeccion tarda entre 30 y 80
dias antes de mostrar sintomas. Sin embargo, ellos no pudieron realizar un estudio
cuantitativo del virus, ademas de no poder seguir en el tiempo el cultivo de los

hemocitos ya que los hemocitos de su cultivo no entraron en mitosis.

Cabe mencionar que los resultados obtenidos in vitro no incluyeron la dindmica
dentro del huésped, ya que las pruebas in vitro estan limitadas en cuanto a la
interaccion de elemento inmunoldgicos y fisioldgicos que pudieran participan en la
respuesta compensatoria de diversos tejidos, como el tejido hematopoyético, la
glandula digestiva, la hemocianina, entre otros. En este trabajo se observd que la
concentracion de las células granulares no disminuyeron, y en los estados avanzados
de la infeccidn se presentan niveles mas altos que el de langostas sanas y aquellas
con infeccion inicial, lo cual indica un mecanismo compensatorio que permite un

aumento del 40%. Una respuesta similar ha sido observada en infecciones virales
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con WSSV en langostinos de agua dulce, Pacifastacus leniusculus, que demuestran
una mayor susceptibilidad de células semigranulares ante este virus, mientras que
las células granulares aumentan su concentracion y su proporcion total ante este
virus, sin embargo los mecanismos de este fendmeno no han sido dilucidados
(Jiravanichpaisal, et al., 2006). Considerando que las células circulatorias presentan
una vida media, y que en camardén esto ha sido estimado en periodos de 10 a 15
dias siguiendo la concentracién total en la hemolinfa (Pascual, 2000), el aumento de
un subtipo celular puede sefialar mecanismos de proliferacion celular especifica,
asociada a una repuesta de defensa compensatoria. En crustaceos este tipo de
mecanismo ha sido poco estudiado, y la infeccibn por PaV1l representa una
importante oportunidad para profundizar en ellos y para vincular la concentracién
especifica de los hemocitos con otros elementos del sistema inmunolégico como el

sistema fenoloxidasa o moléculas de reconocimiento como las lectinas.

Uno de los sintomas mas importantes de esta infeccién es que la hemolinfa de
langostas infectadas con PaV1l no coagula (Shield et al., 2004; Montgomery-
Fullerton et al., 2007; Lozano-Alvarez et al., 2008; Briones-Fourzan et al., 2009;
Huchin-Mian et al., 2009). Tomando en cuenta lo reportado por Aono y Mori (1996)
quienes describen la secuencia de la coagulacién en la langosta espinosa Panulirus
japonicus donde: primero, el plasma induce la citdlisis en células hialinas y
semigranulares (H/SG) segundo, la enzima de la coagulacién la transglutaminasa,
cuya actividad fue encontrada en hemocitos, y cuya actividad en células H/SG es
cuatro veces mayor que en células granulares, es liberada con la lisis de estos
hemocitos y por ultimo, la enzima cataliza la gelificacién del plasma. La disminucion
de estos subtipos celulares disminuye significativa en cuanto se incrementa el grado
de severidad disminuyendo la reaccion en cascada necesaria para el proceso de
coagulacién. Paralelamente la infeccidon por PaV1 afecta los tejidos donde ha sido
reportado la enzima de coagulacién, en camarones ha sido reportada en la epidermis
cuticular y en el corazén, érganos que también son afectados por la infeccidon de
PaV1 (Shield and Beringer 2004, Li et al. 2008). El dafo en el tejido de sintesis y
en los hemocitos que degranulan la enzima que desencadena la reaccion explican la
anulacién de una mecanismo de vital importancia en los animales ya que evita
desangrarse ante una lesién y también atrapa a material extraino que se introduce
con el agua de mar. La falta de coagulacién posiblemente demarca un grado de

severidad que puede resultar irreversible durante el proceso infeccioso por PaV1.
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Una de las propiedades fundamentales de la respuesta inmune es el reconocimiento
de lo propio y lo extrafio. Se sabe que las lectinas de crustaceos reconocen de
manera especifica y se unen a carbohidratos, un componente importante de la
superficie de las bacterias Gram-negativas, e inducen aglutinacién (Carnick and
Stewart, 1978). Las lectinas con especificidad a los acidos sidlicos han sido
considerados moléculas potencialmente implicadas en el reconocimiento
inmunoldgico y fagocitosis a través de la opsonizacién, también se ha postulado que
las hemaglutininas o lectinas de invertebrados pueden representar moléculas como
anticuerpos primitivos o precursores que finalmente dieron lugar a las
inmunoglobulinas de vertebrados; sin embargo, no hay suficientes estudios para

corroborar esta hipotesis (Marques and Barraco, 2000; Pais et al., 2007).

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron una diferencia significativa de la
actividad hemaglutinante respecto a la condicion que presentan los organismos
sanos. Las langostas infectadas (enfermas nivel 1) poseen una actividad
hemaglutinante significativamente elevada; sin embargo, esa respuesta decae
conforme progresa la enfermedad (Fig. 5, 15), lo que podria estar relacionada con la
disminucion en la concentracién de hemocitos, no solo por la interaccion entre estos
elementos en la respuesta inmune sino también porque a pesar de que la sintesis de
las lectinas en la hemolinfa no esta totalmente determinada, se han identificado a la
membrana de los hemocitos, asi como en granulos citoplasmaticas y/o
hepatopancreas como las fuentes potenciales de hemaglutininas (Pais et al., 2007),

siendo estos mismos drganos los principalmente dafados por la infeccién con PaV1.

En la inmunidad humoral de los crustaceos, la activacion del sistema pro-
fenoloxidasa ha sido considerado como un componente inmune involucrado tanto en
el reconocimiento de lo propio y lo extrafo como en la destruccion de patégenos. La
activacién de este sistema pueda darse por componentes microbianos como los
lipopolisacaridos (LPS), por B-glucanos o peptidoglicanos, provocando la exocitosis
de las células granulares y la formacion de fenoloxidasa, enzima que inicia la
melanizacion (Hernandez-Ldpez, et al., 2003). La medicién de esta enzima ha sido
ampliamente utilizada en crustaceos para la evaluacion del efecto del alimento o

inmunoaditivos en la dietas y en condiciones de inanicién (Pascual et al. 2006), ante
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condiciones ambientales adversas como contaminantes quimicos (Le Moullac and
Haffner, 2000), o por estrés ente el transporte de organismos vivos (Gomez-Jimenez
et al. 2000) y por supuesto ante infecciones bacterianas en langostas o virales como
WSSV en camarones (Battison et al. 2003; Shinn-Pyng et al. 2009) por lo que la
medicion de esta enzima es muy importante para conocer la respuesta de la

langosta ante la infeccion de PaV1.

Hernandez-Lépez et al., en el 2003 reportaron que la mayor parte de la actividad de
la profenoloxidasa de Panulirus interruptus se encuentra en el plasma y Perdomo-
Morales et al., en el 2007 reporta la presencia de esta enzima en los hemocitos, en
donde también se encuentra tanto la enzima activadora de la profenoloxidasa, como
un inhibidor. Lo cual concuerda con lo encontrado en este trabajo, donde se reporta
una mayor actividad de esta enzima en el plasma que en el degranulado de
hemocitos. Sin embargo los resultados de este trabajo en el degranulado ponen en
evidencia que a pesar de que la fenoloxidasa total se mantiene elevada, la activacion
de esta no se esta llevando a cabo (Fig. 7b), se sabe que la cascada de activacion
del sistema profenoloxidasa es un sistema altamente regulado y que a menudo
diversos patdgenos son capaces de suprimir la melanizacién en su hospedero por
diversos mecanismos moleculares, como por ejemplo el bracovirus de Microplitis
demolitos (MdBV) produce una proteina con similitudes a los inhibidores tipo tripsina
que inhibe la cascada de la fenoloxidasa, inhibiendo proteinasas activadoras de
profenoloxidasa (Beck and Strand, 2007).

El sistema inmunoldgico también posee otros factores celulares participantes de la
respuesta inmune para remover o eliminar particulas extrafias, que estan asociados
a la activacion del sistema de la profenoloxidasa, ya que este funciona como
amplificador de la respuesta inmune y mediador de la comunicacién celular, en
realidad existe una superposicion entre la defensa humoral y celular, ya que muchos
factores humorales afectan la funcion de hemocitos y estos son una importante
fuente de moléculas de la respuesta humoral (Jiravanichpaisal et al., 2006; Cerenius
et al., 2008). La fagocitosis es uno de los principales mecanismos celulares, dicha
respuesta ha sido reportado desde hace muchos afios para langostas in vivo e in

vitro en células del corazén y hepatopancreas (Paterson et al., 1976).

47



En el presente trabajo para evaluar la actividad fagocitica de las células, se utilizo un
método indirecto de la capacidad fagocitica a través de la produccién intracelular del
anion superoxido de los hemocitos, cuantificando la reduccién de NBT a formazan.

La disminucién del estallido respiratorio en otros crustaceos como el camardn
Litopenaeus vannamei ha sido relacionada a factores como el nutricional.
Organismos con dietas bajas en su contenido proteico y/ o periodos de ayuno
prolongado, muestran una reduccién significativa del estallido respiratorio en su
actividad basal y activada (Pascual et al., 2006), esta respuesta no es observada
ante un estrés ambiental como la hipoxia por ejemplo, en Panaeus stylirostris sélo
encontraron una disminucion del 7% del estallido respiratorio, correlacionado a la
disminucion del 10% en la concentracién total de hemocitos (Le Moullac and Haffner,
2000). Sin embargo, ante infecciones como el sindrome de la mancha blanca vy el
virus de necrosis hematopoyético, Litopenaeus vannamei presenta un aumento de
secrecidon de radicales de oxigeno, en relacidén a la concentracion total de hemocitos
(Yeh et al., 2009).

En este trabajo encontramos que el estallido respiratorio disminuye
significativamente en langostas fuertemente infectadas (Fig. 8), muy probablemente
debido a la afectacidn que sufren los hemocitos por este virus, o bien este factor
puede estar aunado a la baja condicién nutricional que presentan estos organismos

cuando llegan a este nivel mas avanzado de la infeccidn.

Las primeras etapas de la infeccion ponen de manifiesto la activacion de la respuesta
inmune, hay un incremento de la actividad hemaglutinante, un aumento en la
produccion de la profenoloxidasa en los hemocitos, un mantenimiento de la actividad
de esta enzima en el plasma, todo ello a pesar de la disminucién de las células en la
hemolinfa, lo que podria implicar una posible resistencia del organismo ante la
infeccion con PaV1 (Fig. 15 flecha amarilla), Mathew and Maxwell en el 2007
reportan la presencia de PaV1l en langostas cultivadas, en este trabajo muchas
langostas fueron confinadas con langostas infectadas por mas de un afo sin
presentar los sintomas visibles de la infeccién por PaV1l, y a demas sobrevivieron
los 4 afios que duro el proyecto, este reporte indica la posibilidad de que las
langostas pueden presentar un tipo de inmunidad a la infeccién por PaVl.
Posiblemente los mecanismos celulares y humorales observados en las langostas con

una infeccion ligera en el presente estudio indican una compensacion de parte del
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hospedero reflejando la plasticidad inmunoldgica de los juveniles de Panulirus argus.
No obstante, se requiere de experimentos del seguimiento de la infecciéon y de la
respuesta ante el virus en experimentos controlados para contestar si la activacion
de diversos componentes del sistema inmunoldgico pudieran conducir a arrestar la
infeccion viral como se observa en Macrobrachium rosembergii al ser infectado con
el virus de la mancha blanca. Sahul-Hameed et al. (2000), utilizaron 3 tipos
infeccion, por inmersion, via oral e intramuscular, sin embargo M. rosembergii no

mostrd sintomas clinicos ni mortalidad ante el virus.

Otro enfoque del estudio de la afectacién que sufre la langosta ante la infecciéon por
PaV1l es el estudio de la condiciéon nutricional, la cual también estd estrechamente
ligada a la condicion inmunoldgica de los organismos. Por ejemplo en el cultivo de
camarones se han modificado las dietas, precisando en los niveles de vitaminas,
lipidos, carbohidratos, minerales, pigmentos y se han incluido diversos tipos de
aditivos (B glucanos, macroalgas, antibidticos, etc.) en un intento por mejorar el
estado nutricional de los camarones y asi aumentar la tolerancia a las enfermedades
(Rodriguez and LeMoullac, 2000) ya que se han observado disminuciones de la
respuesta inmune ante dietas pobres en proteinas en camarones (Pascual et al.,
2006), vitaminas D, E, acido ascérbico y pantoténico, etc. (Fenucci y Fernandez-
Jiménez, 2004).

Existe una estrecha relacion entre la condicion nutricional y la capacidad
inmunoldgica, bajo esta perspectiva en el presente estudio se evalud la capacidad
digestiva y la condicion nutricional de los juveniles de Panulirus argus. El estado
nutricional fue evaluado a través de la actividad enzimatica y de la concentracion de
los metabolitos en el plasma y la glandula digestiva. Se analizaron juveniles sanos y
con diversos grados de la infeccién por PaV1, los juveniles fueron obtenidos de dos
localidades del Caribe mexicano; Bahia de la Ascension y Puerto Morelos. Los
organismos sanos de Bahia de la Ascensién contenian concentraciones
significativamente mayores de metabolitos lipidicos asi como de proteinas en el
hepatopancreas en comparacién a organismos sanos de Puerto Morelos. Trabajos
realizados en camarones mencionan que la calidad proteica contenida en las dietas,
estd estrechamente relacionada con la actividad de las enzimas proteoliticas
digestivas, asi como en el aprovechamiento de los insumos del alimento, Kumlu y

Jones (1995) sefalan que una dieta de mala calidad puede generar una alta
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actividad enzimatica lo cual refleja un mayor esfuerzo digestivo para compensar la
insuficiencias nutrimentales de las dietas, los resultados de este estudio concuerdan
con esta hipodtesis, los juveniles de langosta de Puerto Morelos poseen
concentraciones menores de colesterol y acilgliceridos en el hepatopancreas asi
como de proteinas. Estos resultados comparados con la actividad enzimatica,
conducen a pensar que la elevada actividad enzimatica de las proteasas tripsina y
quimotripsina, asi como de la glucosidasa en organismos sanos de Puerto Morelos
responden un mayor esfuerzo digestivo posiblemente relacionado con una condicion

nutricional mas baja que la observada en los juveniles de Bahia de la Ascension.

Sin embargo, no se evalud el contenido estomacal, y por ello no es posible aseverar
que las diferencias en la actividad digestiva y los metabolitos del hepatopancreas
entre los juveniles sanos de las dos localidades obedecen a una alimentacion
deficiente o a otros factores que pudieran afectar la conducta de alimentacion, los
procesos digestivos o una inversion diferenciada de la energia metabdlicamente Uutil
para compensar alguna condicion ambiental. Estudios realizados sobre la
alimentacion de esta especie en Puerto Morelos, en base a sus contenidos
estomacales, muestran que P. argus posee una preferencia a alimentarse de
crustaceos y moluscos, y en eventos ocasionales lo hace también de algas coralinas,
esponjas y equinodermos (Colinas-Sanchez y Briones-Fourzan, 1990). También se
ha reportado para esta misma poblacién que de 1995 a 2005 se observa una
disminucidon en la condicidon nutricional de los juveniles tempranos y tardios de
langosta, esto a través del uso de indices de la condicién nutricional como son el
peso relativo de la glandula digestiva (RWDG, por sus siglas en Inglés) y la
proporcién del peso y longitud del caparazén (peso/LC), siendo el primero de éstos
el que presentd diferencias significativas en dicho estudio (Briones-Fourzan et
al.,2009), incluso se ha reportado que para P. argus la comida usualmente no es una
limitante y que la condicidon nutricional tampoco es dependiente de la densidad
(Butler et al., 1997); analisis similares no fueron encontrados para esta especie en
las langostas de Bahia de la Ascensidn, pero si se tiene reporte de altas tasas de
crecimiento para juveniles de P. argus en el Banco Chinchorro (al sureste de Bahia
de la Ascensidon, en el Caribe mexicano), mayores a las reportadas en para esta
especie en otras regiones del Caribe (Ramirez-Estévez et al.,2010), lo cual podria

ser una medida indirecta de una buena condicion nutricional.
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Lo anterior nos lleva a la interrogante de que si las diferencias en los indicadores de
la condicidon nutricional y fisiologia digestiva no estuvieran vinculadas con el
alimento, entonces que otros factores estan vinculados, ciertamente existe una
evidente diferencia entre ambas localidades, el crecimiento demografico. En lo
ultima década Puerto Morelos se ha convertido en una zona de alto impacto turistico,
llevando con sigo a un aumento poblacional, de 1995 al 2000 la poblacién aumenté
de 829 a 892 habitantes, sin embargo para el 2005 INEGI reporté una poblacion de
7726 habitantes y para el ultimo censo del 2010 alcanzé los 9188 habitantes y aun
gue no ha sido reportado, seguramente este cambio demografico esta impactando
en la ecologia del lugar. Mientras Bahia de la Ascensidn sigue siendo un lugar de bajo
impacto antropogénico, basicamente un pueblo de pescadores, pero en el cual se
desarrolla una pesqueria con un alto grado artificiales o “casitas cubanas”. Los
pescadores reconocen a las langostas con los signos de la infeccion por PaV1l
consistentes con un grado moderado a severo. Actualmente los pescadores conocen
de la enfermedad y a las langostas con los signos las sacan y las entierran con el
objetivo de evitar la diseminaciéon de la enfermedad. En Puerto Morelos por el
contrario, existen pocas concesiones para la pesca de la langosta, y no esta
organizada por parcelas ni se utilizan las casitas para la pesqueria, no obstante,
existe un importante desarrollo turistico, en 1980 se tenia registro de 60
habitaciones para el turismo en todo Puerto Morelos, para el 2000 ya existian arriba
de las 2000 habitaciones, actualmente existen registradas mas de 5500, lo cual
pudiera estar generando algun impacto en el arrecife, reflejdndose en la condicion
nutricional de los depredadores topes, como lo es la langosta espinosa del Caribe,

Panulirus argus.

Aun que aun existen muchos otros parametros que tomar en cuenta, estudios
actuales realizados en diferentes zonas y en diferentes épocas (primavera e
invierno) en Bahia de la Ascensidon, mostraron diferencias en la prevalencia de esta
enfermedad entre zonas de la Bahia en todas las tallas muestreadas, sin embargo no
mostraron diferencias con respecto a la temporada de muestreo sugiriendo que la
dindmica de esta enfermedad en las poblaciones de langosta estda dada mas por
factores ambientales u otros factores extrinsecos e intrinsecos propios de cada zona
(Huchin-Mian, et al. 20112 y b; Candia-Zulbaran, et al. 2011). Lozano-Alvarez et al.

(2011) sugieren que la tasa de transmisidn a través del agua puede ser menor en
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habitats mas expuestos a la radiacion ultravioleta, la cual puede dafar las particulas

virales.

El andlisis enzimatico del hepatopancreas en respuesta a la infeccién por PaVl,
mostré una disminucién de la actividad enzimatica de este érgano ante el progreso
de la enfermedad (Fig. 12,15), dicha disminucién no es proporcional para ambas
localidades, las langostas de Puerto Morelos poseen una actividad enzimatica mayor,
y su afectacion por este virus es mucho mas notoria ante el avance de la
enfermedad, mientras que en las de Bahia de la Ascensién la disminucion de la
actividad enzimatica se da en menores proporciones, sin embargo, cuando estan
fuertemente infectadas (E3) ya no muestra diferencias entre las langostas
procedentes de las dos localidades poblaciones. Esta respuesta es similar en la
disminucion de los metabolitos del hepatopancreas, si bien las proteinas no
mostraron una diferencia significativa, la disminucion de la glucosa, colesterol y

acilgliceridos es evidente ante el progreso de la enfermedad.

Si se compara lo encontrado en el hepatopancreas y en el plasma de la hemolinfa,
podemos encontrar una correlacién; Li et al., en el 2008 reportan alteraciones
significativas en la glucosa, triglicéridos y fosforo en suero de hemolinfa de langostas
sanas e infectadas experimentalmente con PaV1l y en este trabajo se reporta que los
lipidos se encuentran elevados en la hemolinfa, la concentracidn de los acilgliceridos
se duplica para los moderadamente infectados y es 4 veces mayor respecto de las
sanas para los enfermos nivel 3, estas diferencias son aun mas marcadas en el caso
del colesterol, donde las enfermas nivel 2 son 6 veces mayores a las sanas, mientras
gue los organismos en E3 son 8 veces mayores a los sanos, evidenciando el dafo
tisular generado por la infeccién; tanto el colesterol como los triglicéridos
disminuyen progresivamente en el hepatopancreas, asi como aumentan
progresivamente en la hemolinfa. Este incremento de los lipidos en el plasma podria
ser la causa de la consistencia lechosa que se observa en organismos enfermos (Fig.
15, flecha morada), langostas enfermas poseen hemolinfa con coloraciones rosadas
e incluso anaranjadas posiblemente causadas por astaxantinas y carotenos liberadas
que formaban parte de las lipoproteinas y del tejido graso de los crustaceos
(Yehezkel et al. (2000).
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Este mismo comportamiento lo encontramos en las concentraciones de la glucosa
que presentan una marcada diferencia, su concentracion en el hepatopancreas
disminuye con el avance de la enfermedad por PaV1l, mientras en la hemolinfa
aumenta. Li et al., (2008) encontraron una disminucién de este metabolito en el
suero de las langostas enfermas, mientras que en este trabajo se encontré un
aumento en la concentracidon plasmatica entre las langostas sanas y las enfermas
nivel 3. La evaluacion en plasma, en vez de suero evita la interferencia que causa los
componentes citoplasmaticos de los hemocitos lisados que se encuentran en el
suero, ya que los hemocitos de crustaceos contienen altos niveles de glucosa,
aminoacidos y proteinas (Johnston & Spencer, 1972; Dall 1974). El aumento de la
glucosa en la hemolinfa se ha visto en otras infecciones virales en crustaceos como
en el caso de Panaeus indicus en infecciones con WSSV (white spot syndrome virus),
por lo general, aumenta el nivel de glucosa en los animales infectados o estresado
como un sistema de proteccién. Los altos niveles de glucosa y los hidratos de
carbono en la hemolinfa pueden deberse al transporte de glucosa y carbohidratos del

hepatopancreas y del musculo a la hemolinfa (Yoganandhan et al., 2003).

La concentracion de proteinas totales analizadas no mostré una diferencia
significativa, contrario a lo que reportaron Behringer et al., en el 2008 quienes
encontraron una disminucion en los niveles de proteinas en la hemolinfa, la cual se
calculd a través del indice de refraccion de la hemolinfa. En camarones infectados
con WSSV se ha reportado el mantenimiento e incluso el incremento en la
concentracion de proteinas en la hemolinfa, Yoganandha et al. (2003) sugiere que
este fendmeno puede ser el resultado de la cuantificacion de las proteinas del virus
junto a las del camarén, por lo cual, la separacién de las proteinas del organismo y
las virales por métodos moleculares permitiria tener una idea real de la respuesta de

las proteinas del organismo ante la infeccién de PaV1.

Por otro lado la pérdida de las reservas nutricionales por la infeccién por PaV1l en el
hepatopancreas ha sido descrita a través de estudios histoldgicos. Li et al/ (2008),
observaron una disminucién en las células de reservas (RI). Los resultados
presentados en este trabajo muestran como en ambas poblaciones las reservas de
glucégeno vy lipidos totales de hepatopancreas disminuyen significativamente a partir
de la condicion E2, donde el dafio tisular comienza a ser evidente y va de ligero a

moderado (Tabla 1), de la misma manera las reservas encontradas en el tejido
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muscular empiezan a ser movilizadas, los lipidos disminuyen un 50% para langostas
infectadas, aunque dicha disminucién no es significativa estadisticamente. La
reduccion de las reservas es un evento ampliamente evaluado en crustaceos ante
periodos de inanicidn; la disminucién de estas reservas, tanto en hemolinfa como en
tejido, ha sido usado como un indicador de como los nutrientes son metabolizados
(Pascual et al., 2006). Se ha visto que en los cangrejos Chasmagnahtus granulate
mantenidos con una dieta alta en proteinas, las reservas de carbohidratos y lipidos
en la glandula digestiva mermaron casi al punto del agotamiento ante un periodo de
8 semanas de inanicién, indicando que las reservas de lipidos son agotadas antes

que las de las proteinas (Vinagre and Da Silva, 1992).
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Fig. 15 Esquema de todas las variables medidas inmunoldgicas y nutricionales en diferentes
tejidos ante la infeccién con PaV1 en juveniles de langosta P. argus. La direccién de las
flechas indica el incremento, decremento de la respuesta o concentracién de dicha variable.
Las variables posteriores a * son significativas para esa condicion hemolinfa. T=
Concentracién total de hemocitos; H= Cel. Hialinas; SG= Cel. Semigranulares; G= Cel.
Granulares; PO t PI y Dh= Fenoloxidasa total en Plasma y Degranulado; PO Dh=
Fenoloxidasa en Degranulado; proPO Dh= pro-fenoloxidasa en Degranulado; Hem= Actividad
Hemaglutinante; NBT= Fagocitosis medida a través de NBT; Gluc= Glucosa; Col= Colesterol;
Acil= Acilgliceridos; Trip= Tripsina; Qtrip= Quimotripsina; a-amil= a-amilasa; Glucos=
Glucosidasa.
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Si bien Bheringer et al, (2008) a través de una infeccion experimental, basandose en
sintomas visibles de la enfermedad y sin diagnostico histolégico o molecular
reportaron que una pobre condicién nutricional no incrementa la susceptibilidad de
P. argus a la infeccion por PaV1, los resultados de este trabajo, (resumen de
variables Fig. 15) muestran que la condicién nutricional, si afecta la respuesta del
organismo ante la infeccion. Cabe recordar que los estudios realizados al respecto
han sido bajo infecciones experimentales y este es el primer trabajo que describe la
condicién fisioldgica durante el progreso de la enfermedad en organismos silvestres
donde la infeccion y el desarrollo de la afectacién por la infeccién se da en

condiciones naturales.

También se comprobd que este virus compromete fisioldgica y estructuralmente al
hepatopancreas y que la disfuncién de éste dérgano vital puede ser la causa de la
muerte de P. argus ante la infeccién (Shields y Behringer, 2004), al implicar el
consumo de las reservas metabodlicas y la incapacidad de mantener los
requerimientos energéticos para mantener la actividad metabdlica vinculada a una
infeccién que desarrolla en un periodo largo y que conlleva a una desequilibrio

sistémico al afectar los procesos digestivos y homeostaticos.

Este trabajo también pone de manifiesto que es indispensable la realizacién de mas
estudios de investigacion en cuanto a la respuesta fisiolégica e inmunoldgica del
organismo ante la infeccién con PaV1, si bien este es el primer acercamiento al
conocimiento de la respuesta inmunoldgica ante un proceso de infeccién viral por
PaV1, aun quedan muchos aspectos que explorar, como la especificidad de este virus
por un tipo de células circulatorias, los mecanismos de reconocimiento y tomar muy
en cuenta que se requieren mas estudios de la relacion de la condicién nutricional y
el desarrollo de esta enfermedad. Y sera de vital importancia el seguimiento que se
le ha dado a esta enfermedad en términos de su prevalencia y sus implicaciones en
las poblaciones de langosta, P. argus es de las especies mas importantes
comercialmente hablando en todo el Caribe, lo que afade relevancia el estudio de

esta infeccion viral.
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CONCLUSIONES

La disminucién en el concentracion total de hemocitos, asi como en hialinocitos vy
semigranulocitos en las langostas enfermas es un efecto de la infeccién viral por
PaV1.

Los hemocitos granulares aumentan en organismos moderada y fuertemente
infectados con PaV1.

El estallido respiratorio disminuye significativamente en juveniles fuertemente
infectados con PaV1.

Los juveniles de langosta infectados con PaV1l mantienen la actividad del sistema
fenoloxidasa tanto en la porcién plasmatica como en la celular como un esfuerzo
inmunoldgico ante la infeccién por PaVv1.

La actividad hemaglutinante de juveniles de langosta infectados naturalmente con
PaVl aumenta tras la infeccion de este virus, pero su actividad decae con el
progreso de la infeccion.

Las langostas sanas de diferentes localidades, Puerto Morelos y Bahia de la
Ascension, poseen diferencias en su condicion nutricional.

El proceso natural de infeccién por PaV1 en juveniles de langosta P. argus genera
un dafio progresivo de la glandula digestiva, que se ve reflejado en el trastorno
paulatino de la actividad enzimatica, la cual esta asociada a la condicién nutricional
inicial.

La disminucion gradual de las concentraciones de glucosa, colesterol, acilgliceridos,
glucégeno y lipidos en el hepatopancreas son un efecto del progreso de la
enfermedad y el dafio tisular que genera.

El incremento de la glucosa, colesterol y acilgliceridos en el plasma de la hemolinfa

son evidencia del dafo tisular progresivo y el uso de las reservas metabdlicas de los
juveniles de langosta infectados con PaV1 por esta enfermedad.
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ANEXO 1

Estandarizacion de las técnicas de actividad enzimatica de la glandula
digestiva (pH, temperatura, concentracion de la enzima y concentracion de

sustrato).

En las evaluaciones realizadas en el hepatopancreas de una langosta sana, con el fin
de encontrar el mejor método de preservacion de las muestras, se verificd que la
concentracion de metabolitos al ser congelados no muestran una diferencia
significativa con respecto al tiempo de preservacién (p= 0.078). Por otro lado en las
muestras liofilizadas si mostraron una diferencia significativa con el tiempo (p=
0.0007) en el sexto mes de muestreo, el cual fue el Ultimo muestreo realizado para

este tipo de preservacion.

De la misma manera se comprobd en cada una de las enzimas cual era el mejor
método de preservacion del tejido. Se realizd una ANOVA para determinar si existia
una diferencia con el tiempo v si el tratamiento de conservacion influye a lo largo de
un afno de preservacién de la muestra, se comprobé la homogenidad de varianza. En
el caso de las enzimas de tipo proteasas, tripsina y quimotripsina, no encontramos
diferencias significativas a lo largo de un afo cuando estas fueron congeladas y
mantenidas a -40°C; sin embargo en el caso de las carbohidrasas, la glucosidasa si
mostrd una diferencia significativa entre las muestras tomadas en fresco el dia cero
y las evaluadas tras un afio de preservacién en congelacién. La amilasa no mostré

diferencias a lo largo del afio de preservacion.

Para las muestras liofilizadas, la prueba de estabilidad sélo fue llevada hasta los seis
meses, sin embargo a lo largo de esta prueba, las enzimas mostraron ser muy poco
estables ante este tipo de preservacion. En el caso de las proteasas obtuvimos
resultados contrastantes, la tripsina fue estadisticamente diferente respecto a las
muestras tomadas el dia cero para casi todas las evaluaciones posteriores, a los 15
dias, 3 meses y 6 meses, a diferencia de la quimotripsina la cual no presentd
alteracién alguna ante los seis meses de preservacion por este método, lo cual
también fue observado en la glucosidasa, mientras que en la amilasa fue diferente

respecto al dia cero en todas las evaluaciones posteriores.
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Es evidente que la congelacién es la mejor manera de preservar las muestras, sin
embargo, independientemente al tipo de preservacién, la actividad enzimatica de las
glucosidasa se ve afectada significativamente si se mantienen por un afo, por lo cual
las evaluaciones de las langostas se realizaron antes de cumplir este plazo. Asi
mismo los resultados nos sefialan que es conveniente darle el mismo tiempo de
preservacion a las muestras que seran comparadas ya que podriamos encontrar
diferencias relacionadas con el tiempo de preservacion mas que a la condicién de
salud de las langostas. Por esta razén ambos lotes de muestras fueron evaluadas al

mismo tiempo.

Determinacion de pH y temperatura 6ptimo.
Se determind para cada enzima la temperatura y pH &ptimos (Fig. 15). Los

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2 del apartado de resultados.
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Fig. 15. Actividad Especifica de tripsina y quimotripsina probada a 4 temperaturas y dos pH
en hepatopancreas de juveniles de langosta. Se muestran medias + error estandar n=3 con
tres repeticiones.

Los pH y temperaturas éptimas encontradas en este trabajo concuerdan con lo
encontrado por Perera et al., en el 2008 en donde registran pH de neutros a
alcalinos para las proteasas y acidos para las carbohidrasas, asi como temperaturas
entre los 50 y 60°C.

Concentracion de enzima
Las diluciones del extracto utilizadas se determinaron en incrementos o decrementos

del 15% a partir de una concentracién 6X (por cada gramo de tejido se utilizé 5 de
70



agua libre de pirégenos), concentracion utilizada inicialmente (2.4; 3.3; 4.2; 5.1; 6;
6.9; 7.8; 8.7 y 9.6 X). Encontramos diferentes rangos en los que la reaccion no se
ve afectada por la concentracidn de enzima, siendo el de tripsina el mas reducido
(4.2-7.8 X). La concentracion inicial (6X) se encuentra dentro del rango aceptable
para todas las enzimas realizadas, por lo que fue utilizada en todos los analisis

posteriores (Fig. 16).
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Concentracion de enzima

Fig. 16. Densidades odpticas para a) quimotripsina y b) glucosidasa a diferentes
concentraciones de extracto de hepatopancreas de juveniles de langosta (n=3 con tres
repeticiones).

2.3 Concentracion de sustrato
En el cdlculo de la concentracion de sustrato indicado para cada enzima, partimos

del célculo de la Km de cada sustrato. Como ejemplo, en la figura 6 podemos
observar los valores de delta en las densidades obtenidas para quimotripsina, ya que
esta no es una reaccién de punto final, utilizamos el delta de 1 minuto menos 30
segundos y a través de su inverso obtuvimos la ecuacion de la recta para poder
determinar la Km, para cada ensayo se utilizdé extracto de hepatopancreas preparado

en una dilucion 6X.
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Fig. 17. Graficas utilizadas para el calculo de la Km del sustrato de la quimotripsina,
SAPPNA. En la grafica de la izquierda tenemos el delta de sus densidades 6pticas cuando
utilizamos 7 concentraciones de sustrato y en la grafica de la derecha el valor inverso para
obtener la ecuacion de la recta ajustada.

Este procedimiento se utilizé para determinar la Km de cada uno de los sustratos a
utilizar para cada enzima digestiva, se determind usar de tres a cinco veces la Km de
cada sustrato, dependiendo de la solubilidad de cada uno, para la determinacién de

la actividad enzimatica del hepatopancreas de la langosta sana, infectada y enferma.
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Efecto de la infeccion natural con PaV1 sobre la concentracion de
hemocitos de juveniles de langosta espinosa Panilirus argus en dos
poblaciones del Caribe mexicano

Herrera-Salvatierra N; Pascual-Jiménez C
Universidad Nacional Auténoma de México, Facultad de Ciencias, Puerto de Abrigo s/n. Sisal, Hunucma,
Yucatan, México

No se conocia la presencia de enfermedades virales en ninguna especie de
langosta, hasta el 2003 cuando se descubrid el primer virus patégeno que
infecta a langostas espinosas P. argus, virus denominado PaV1. Es poca la
informacion disponible sobre el virus PaV1l y sus efectos patoldgicos en las
langostas P. argus, se han hecho estudios relacionados a su prevalencia,
dafios histopatoldgicos, vias de transmision, sin embargo no se conoce las
adaptaciones inmunoldgicas asociadas a dicha enfermedad en organismos
silvestres.

El analisis de la hemolinfa es comunmente usado como una herramienta de
diagndstico, el conteo total y diferencial de células circulatorias puede ser
usado para monitorear respuestas fisioldgicas, enfermedades, factores de
estrés ambientales, etc. Los hemocitos se consideran la primera linea de
defensa, ya que participan directamente en los procesos de reconocimiento,
procesamiento y amplificacion de la respuesta inmunitaria

Por ello, nos dimos a la tarea de determinar el efecto de la infeccidén por PaV1
sobre la concentracion de hemocitos circulatorios de juveniles de langosta
espinosa.

Se capturaron juveniles de P.argus con y sin sintomas de la infeccion en dos
localidades del Caribe mexicano, el parque nacional arrecife de Puerto
Morelos (64 organismos) y en Bahia de la Asencién (51 organismos), la cual
forma parte de la reserva de la Bidsfera “Sian Ka an”, se tomaron muestras
de hemolinfa fijadas en Al sever- Formol para posteriormente determinar la
concentracion de hemocitos circulatorios. Se realizaron pruebas de T para
contrastar las concentraciones de hemocitos entre sanas e infectadas en las
dos localidades, asi como una ANOVA de dos vias para determinar las
diferencias entre las localidades.

Las langostas enfermas presentaron una disminuciéon importante en la
concentracion de hemocitos circulatorios respecto de las sanas, a pesar de
ello para las langostas de Puerto Morelos no se encontré que dicha diferencia
fuera significativa en el conteo total ni en las células granulares, mientras que
si fue significativa para las células semigranulares y las hilainas (p<0.05).
Mientras que para las Langostas de Bahia de la Ascension la concentracidn
total, los hemocitos semigranulares asi como los hialinos fueron significativos
y solo los hemocitos granulares no presentaron diferencia significativa, lo cual
es congruente con trabajos anteriores que han reportado que este tipo celular
no es atacado por el virus.

Al comparar las dos localidades encontramos que los subtipos celulares
granulares y semigranulares no presentan diferencias entre los diferentes
lugares de muestreo, solo por la condicion (sana- infectada); sin embargo en
el caso de las hialinas y la concentracién total la localidad también aporta una
diferencia significativa (p<0.05)
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IOCHEMICAL CHARACTERIZATION QF THE
IGESTIVE GLAND OF THE SPINY LOBSTER,
Panulirus argus, INFECTED BY PaV1

Hesrera-Salvatisma B9 Hochind®Wisn 0T Rodriguss-Carul Y Rricoes-
| ongan P2, Logang Myvizace L®, Hasoagl &2
salvatizrea_nilhotmail .comn

£ U e MEstil SUhmicit e te Mo, | i) e DRIt 1N ks de AR S e, | nunE, Tucelen, Weaca

=1 shorasis d2 mmineie s o sl e Rskec ke CIRMTRTAY APk Dnizsd Kedda Ere = amiqis Temelars & Dgreas, BWeHs, ¥aesling s
= linwarsiiad Marnra Arnena o B PEinmm e Clnekse ol Bery D mesksl Lz Asanaea Tuein Bvaine Cultteng ns Bdwm

7 Lirkrrraisen Secdinal doner s fe MEzlen, Mragratn ae Cess ol Marg Dimnsksgi Sieobn Caewn s 20 Chidad Dniveeatars Weskes, N0 P en

L m

Results

Table | Spevif actiety of e digeskwe somymess and rorlshniies
o Famiknes anqus hashtg aed riacked oy =550

Hewlih (9,131 Inbocted (W17

Introduction

Aquauhtung of szimy (o osors has
been Fzmp=d many hmes over Te
kst GO wears, T daw, Yictamis e

majar producer of tamed iobsiers, Kants N Miant 4 N 0
and iz cormplotohy dzpendeen on vl Wiane of Fral,
calght juweriles far elocking and raeh Trepein Lok (R 1 ey = ™71 0
fizh for feeding. Bodh of these practices offer major challenges Chymc irepainf RIS L3505 1add 1 4536 Qi
Dz b snscmeatubly o e el ede ey Bavnavns aegres bae AT SEILERAL LR LI <HL
been aftecies Dy 3 Pighiy pabiagenic vnis kown a5 Sanuins Chtmcra e R SERET Y :';l ;
arpas W 10T e e ol velesgressd o lhe Thullexisy i B2 L] R —
; VT [LTER
CAaliean, AYIELHEEH A it IAeY of: pmagenioly. Cesper Crese| 281424 13122085 oz
e menbanl irdwmana obidresl Fooagh ecpesienid Aelalya=el PR 0 TG =5 .y
I"I‘:'."ﬂl:l""lf-\.. Il 12 #roasT aboln U'E. :l"l':.'ﬁ':‘l'.'lgm TS 02 1IN I';Il'ln =l =114 a5 =1%1 oial
natralyy infocted oamns In this sty we cvalusted the Povewire] 30§13 31411 Na I RS
ptert o e (Rierson on eRFymans acheey and metanaites of e -
the dmpeshve gland of [oosters naluraly miecled wih Favl. e o
= i
Methods L i
e - L -
- i = ia " i [ [
Ein = |
E__“ i e
i =
e g o F1ic i ity B i ; --| r
Rt e | e et | 0.1 Crewmeate actsite (Ui 1 n i ciesive gland o
:;" " ".-"ﬁ,!: o :ﬁ:::!::;ﬁ?“:“fd JreniRE Fawaris anus, hastty moserstay snd Sasaly riaclad

e Cedn e g by with (%%, Sqnilkeaive drfanencas * (0 « (LU
Sred 1L bkl
Tk P RRghas g vhadiz

orrds 11 kel nksded

Concluslon

b mieden] lnlestes ddespbnesl o sgmissay afealon o e
enzyrabs adiaby, relectng the lzsue oamage, and e
aleprenedion of dhipesdivs cGepeacily osnredenl withy he o ol
the imdechan v '3yl

33 wbeters, heathy (190 and ity sgrs of 1he deese
(18], e aanmghl by soubn o Dighes ol B feoereain,
Luriana oo Kémoo, Uigsstne gland was obkzmsd and
dnibyesl Broadeely ol bolal pdeeesy glicendee,
amylass, brypsn and ehymonyaan, ber 2ach engyme was
telenvimale o ] el iEmnpesdine The ek of
procsinz, quoese, cholesiera and acdgkeerl wens
tefenrinsd wsg] mmrendal sils 8 ARCIR Te5) wes
tine D eberhily cdllsenoes g " Desllby® cnnt el pried

anmals, .

Thanks to

I7a aIfnms 17and Famencn Mages
Sule, Lauaba Banwuuoe hile and Juan
At Peiec Weyd ke nvubselle
wchriza suppart. Tris slady was fund=d
by PS=AIT LMY ponert

75



Efecto de la infeccion viral (PaV1) sobre los metabolitos de la
langosta espinosa del Caribe, Panulirus argus.

H Herrera-Salvatierra N'*; Briones-Fourzan P?, Lozano-Alvarez E?, Huachin-Mian 33,
Rodriguez-Canul R?, Pascual Jiménez C!

1 Facultad de Ciencias, Unidad Sisal, UNAM

2 Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, Unidad Puerto Morelos, UNAM
3 Laboratorio de Biologia Molecular e Inmunologia, Unidad Mérida, CINVESTAP

4 Posgrado de Ciencias del Mar y Linmologia, UNAM

Palabras clave: Panulirus argus, infeccion viral, hepatopancreas

INTRODUCCION.

PaVl es la primera infeccion viral reportada
para la langosta espinosa, Panulirus argus.
Primero fue detectada en Florida, USA (Shields
and Behringer, 2004) y después en el Caribe
Mexicano (Huchin-Mian et al., 2008). Algunos
aspectos de la infeccion han sido descritos a
través de infecciones experimentales, pero aun
se desconocen muchas aspectos fisioldgicos e
inmunoldgicos vinculados con la enfermedad en
organismos infectados naturalmente. El
objetivo de este estudio fue determinar el
efecto de la infeccion PaVl sobre los
metabolitos plasmaticos y de la glandula
digestiva de los juveniles de P. argus.

MATERIALES Y METODOS

Treinta y tres langostas sanas y veintitrés con
signos de la infeccion (hemolinfa lechosa,
coloraciéon rojiza y letargia), fueron capturadas
en el arrecife de Puerto Morelos, Quintana Roo,
México en julio de 2009. Los organismos fueron
transportados al laboratorio y sacrificados para
la obtencién de tejido. Se confirmd la infeccidn
y el nivel de severidad (ligero, moderado y
avanzado) por analisis histolégico (numero de
inclusiones virales y alteraciones en el tejido) y
por PCR. Se utilizaron pruebas de diagndstico
clinico para determinar la concentraciéon de
proteinas, glucosa, colesterol y acilglicéridos en
el plasma y en la glandula digestiva. Se aplicé
una ANOVA para determinar las diferencias
entre los grados de infeccion para cada
variable. Se considerd significativa una p <
0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION.

La concentracion de los metabolitos se vid
afectada por el proceso infeccioso de PaV1l. En
el plasma aumentd significativamente la
glucosa, el colesterol y los acilglicéridos de
acuerdo al grado de severidad de la infeccidn,
indicando dafio tisular en la glandula digestiva.
La concentracién de proteinas no varié de
manera significativa, pero se observa una

disminucién en el grupo de langostas con
infeccion moderada. En la glandula digestiva se
registré una disminucion significativa (p < 0.05)
en la concentracién de glucosa de las langostas
con mayor grado de severidad. Este patrén
puede estar sefialando el desgaste metabdlico y
la afectacion en la conducta alimenticia debido
a la baja actividad que acompafa los niveles
avanzados de la enfermedad. En el caso de las
proteinas y los lipidos en la glandula digestiva
no se observaron cambios significativos con el
nivel de severidad, lo cual puede estar
relacionado a que las evaluaciones detectan
metabolitos solubles, y posiblemente los lipidos
y proteinas estructurales sefialen mas
adecuadamente los efectos dafiinos de la
infeccion sobre este érgano.

CONCLUSIONES.

La infeccion por PaV1 afecta considerablemente
la concentracién de los metabolitos plasmaticos
y presenta una relacion con el avance de la
enfermedad. Los altos niveles de colesterol,
acilglicéridos y glucosa denotan el dafio en la
glandula digestiva conforme avanza el proceso
de infeccién.
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The spiny lobster Panulirus argus, has been affected by a highly pathogenic
virus known as Panulirus argus Virus 1 (PaV1l). PaV1l appears to be
widespread throughout the Caribbean region. Macroscopic signs of PaV1l
infection are milky hemolymph that lacks the ability to clot, reddish carapace
and lethargy. Despite the important information obtained through
experimental infections, little is known about the physiological responses in
naturally infected P. argus. The aim of this study was to evaluate with
immunological parameters and plasmatic metabolites the effect of Pavl on
natural infections. Sixty-seven lobsters; 36 healthy and 31 with signs of PaV1
infection were caught by scuba diving in Puerto Morelos, Mexico (20951 N,
86°53" W) and transported alive to the laboratory. PaV1l infection was
confirmed through histological observations and PCR. The variables: total
hemocyte count, hemagglutination, phenoloxidase activity, respiratory burst
and plasmatic metabolites (proteins, glucose, cholesterol and acylglycerol)
were analyzed with an ANOVA to identify differences between healthy and
infected lobsters (grades of infection: lightly (1), moderately (2) and heavily
infected (3) were assessed by histology). Significant alterations (p < 0.05) of
total hemocytes counts, phenoloxidase activity, hemaglutination, and
respiratory burst, and high levels of cholesterol, glucose and acylglycerols
were among the most reliable effects observed in the infected lobsters
suggesting metabolic alterations and presumed immunosuppression.
Understanding the process of infection is extremely important to understand
the development of infection in natural conditions and also to assess
epidemiological studies of PaV1.
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