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Resumen

La encefalopatia y retinopatia viral, causada por el virus de la necrosis nerviosa (NNV), es una de las
preocupaciones mas importantes en acuicultura. Las vacunas actuales solo protegen frente a la especie virica
RGNNV, que afecta fundamentalmente a lubina europea (Dicentrarchus labrax). Investigaciones previas del
grupo exploraron el uso de extractos sonicados de Shewanella putrefaciens Pdp11 (SpPdp11), mostrando que
reducen la multiplicacion del virus RGNNV, posiblemente estimulando la respuesta inmune, y favorecen una
mayor tasa de supervivencia frente a infeccion por este virus. En el presente estudio se analizé la expresion
génica, mediante RNAseq, en muestras de cerebro de peces alimentados con una dieta suplementada con estos
extractos y, posteriormente infectados con RGNNV. Los resultados de estos analisis muestran un efecto
regulador de la dieta en rutas genéticas relacionadas con la funcion nerviosa en lubinas, que aparecen inhibidas
en presencia de la infeccion. La dieta suplementada con extractos de SpPdp11 parece mitigar la desregulacion
genética asociada a la infeccion por RGNNV.

Introduccion

Una de las enfermedades infecciosas mas relevantes que afectan a los peces de cultivo es la encefalopatia y
retinopatia viral, causada por NNV. Las dos vacunas comerciales disponibles contra este virus han sido
disefiadas para proteger a la lubina europea solo frente a la infeccion por RGNNYV (una de las cuatro especies
descritas en NNV). Por lo que, para la industria acuicola adquiere una especial relevancia el desarrollo de
estrategias que permitan proteger a diferentes especies piscicolas frente a la infeccion por diferentes especies
de NNV. En este sentido, existen numerosos estudios centrados en el uso de probidticos, aunque su actividad
antiviral ha sido investigada de manera deficiente. SpPdpll es un probidtico con efectos positivos
demostrados en la dorada y el lenguado senegalés, protegiendo a esas especies contra varios patdogenos
bacterianos; sin embargo, su actividad antiviral aun esta por investigar. Seguin resultados previos descritos por
el grupo de investigacion, los extractos de SpPdp11 (postbiodtico) reducen la multiplicacion del virus RGNNV
en células E11, posiblemente mediante la induccién de una respuesta inmune. En ensayos con lubinas, los
peces alimentados con una dieta suplementada con extractos de SpPdp11 tuvieron una tasa de supervivencia
frente a RGNNV del 82%, en comparacion con el grupo de control, en el que sobrevivid el 64% de las lubinas.
Este resultado sugiere que la suplementacion con extractos de SpPdp11podria ser una estrategia prometedora
para prevenir infecciones virales en peces (Moreno ef al., 2023).

En este trabajo profundizamos, desde un enfoque bioinformatico, en el efecto del postbidtico SpPdpll en
lubinas infectadas con RGNNV tras el periodo de alimentacion, analizando los cambios de expresion génica
que se producen como resultado de la dieta suplementada con extractos de SpPdp11 frente a la infeccion virica
y que justifiquen el incremento de supervivencia observado.

Material y métodos

Juveniles de lubina europea se alimentaron con una dieta suplementada con extractos sonicados de SpPdp11,
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como control se utilizé un grupo de animales alimentados con una dieta control comercial. Tras 30 dias de
alimentacion con y sin extracto, los animales fueron inoculados intramuscularmente con una aislado RGNNV
patdgeno para lubina. A las 72 h post-inoculacion (p.i) se aislo el RNA de muestras de cerebro de los animales
pertenecientes a los cuatro grupos experimentales (3 réplicas por grupo), usando TRI reagent (Sigma). El
RNAseq se realizd para obtener 30 millones de lecturas de 150 pb por muestras utilizando Illumina HiSeq
2000 (Novogene).

Para realizar el analisis bioinformatico del RN Aseq se utilizé el flujo de trabajo SPETO-RNA (Delgado et al.,
2023). Puesto que no se dispone de una anotacion de lubina en KEGG, se procedio a utilizar Blast-Koala, para
generar una base de datos de términos KO asociados a los genes descritos en lubina. Para posteriormente
realizar analisis de enriquecimiento funcional a través de rutas KEGG.

Resultados y discusion

Los resultados relativos alRNAseq comparativo entre peces infectados con RGNNV y peces control puso de
manifiesto una desregulacion de 6819 genes (29,5% del total de genes anotados). Este resultado muestra el
cambio que se produce a nivel transcripcional en los peces infectados con RGNNV, sugiriendo una respuesta
generalizada del hospedador frente a la infeccion viral que termina derivando en su muerte. Muchas de las
rutas desreguladas estan implicadas principalmente en la respuesta frente a infecciones y al dafio celular.
Destaca, ademas, la activacion de rutas relacionadas con el dafio neuroldgico, como rutas neurodegenerativas,
descritas en enfermedades como el Alzheimer y la enfermedad de Huntington, compatibles con la alteracion
en el patron de natacion tipico de la infeccion por RGNNV. Ademas, se observo inhibicion en rutas asociadas
a la respuesta a estimulos nerviosos, como la ruta de sinapsis mediada por GABA, parte de la ruta de
sefializacion de calcio, y la sefial de guia de axones, implicada en el desarrollo de los axones neuronales y
neurotransmision. Estos resultados aportan un conocimiento profundo de cémo afecta la infeccion a nivel del
sistema nervioso y qué tipo de respuestas de defensa se producen en la lubina de forma natural.

Por ultimo, se analizo la respuesta génica de peces infectados previa alimentacion con el postbiotico SpPdpl11.
Los resultados mostraron la misma dindmica en la sobrexpresion de rutas asociadas a respuestas a infecciones;
sin embargo, se detecté una disminucion significativa en el nimero de genes inhibidos por la infeccion en
lubinas que recibieron SpPdpl1 en comparacion con aquellas que no lo recibieron. Especificamente, estos
genes corresponden a las vias de sefializacion sinaptica y desarrollo neuronal, los cuales estan inhibidos en los
animales que se alimentaron con la dieta control. Estos resultados sugieren un efecto modulador de la dieta
suplementada con extractos de SpPdp11 sobre rutas que derivan en la degeneracion del sistema nervioso y, de
forma ulterior, en la muerte del individuo en infecciones por RGNNV en lubina, abriendo un nuevo campo en
la investigacion del modus operandi de las infecciones causadas por NNV, sentando las bases de futuros
estudios destinados a comprender las implicaciones funcionales de estos cambios en la expresion génica y su
relacion con la progresion de la enfermedad y la supervivencia de los peces infectados.
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