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RESUMEN

Estudios previos sugieren una relacion bioldgica entre dos de las principales causas de
mortalidad en la acuicultura chilena: las enfermedades infecciosas y la etapa de
esmoltificacion. Piscirickettsia salmonis representa un problema para la acuicultura por su
impacto econdmico e influencia en la sostenibilidad del ambiente acuético. S. salar representa
el 50 % del cultivo total de peces en Chile, por lo que es esencial abordar esta problematica.
Nuestro objetivo fue evaluar la respuesta inmunoldgica de ejemplares de Salmo salar
transferidos a agua de mar mediante un cambio gradual de salinidad y un shock salino; y que
posteriormente fueron inoculados con Piscirickettsia salmonis. Se tomaron muestras de rifion
anterior, antes y después de la transferencia, asi como luego de la exposicion a P. salmonis
para evaluar mediante RT-qPCR los cambios transcripcionales de genes asociados a la
respuesta inmune, estrés oxidativo y transporte de hierro. Los resultados obtenidos durante el
paso a agua de mar muestran una modificacion en la expresion de genes relacionados con la
respuesta inmune entre CGS y SS con respecto a AD para MHCII e IL1B (p<0,05) y entre
CGS y AD para TLR22 3 (p<0,05). Ademas, se observo una diferencia significativa en la
expresion de los genes SOD, CAT y Ferritina-M entre CGS y CGS25DPI (p<0,05), y la
expresion de haptoglobina se vio modificada en todos los peces (p<0,05) infectados luego de
la transferencia al agua de mar. Lo cual indica que, el método utilizado para la transferencia al
agua de mar, interviene en la forma en que los peces responden a una infeccion bacteriana. El
grupo mas “robusto” inmunoldgicamente hablando fue el expuesto a un cambio gradual de
salinidad debido a que no carga con la desregulacion previa del shock salino. Esto podria
significar una gran ventaja en la susceptibilidad a patdégenos y supervivencia en mar de los
salmoénidos de cultivo.

Palabras claves: Salmo salar, Piscirickettsia salmonis, esmoltificacion, variacion

transcripcional.



ABSTRACT

Previous studies suggest a biological link between two of the main causes of mortality in
Chilean aquaculture: Infectious diseases and the smoltification stage. Piscirickettsia salmonis
is a problem for aquaculture due to its economic impact and influence on the sustainability of
the aquatic environment. S. salar represents 50% of the total fish culture in Chile, so it is
important to address this issue. Our objective was to evaluate the immune response of Salmo
salar transferred to seawater by a gradual change in salinity and salt shock and subsequently
challenge with Piscirickettsia salmonis. Samples of the head kidneys were collected before
and after the transfer and after exposure to P. salmonis to investigate by RT-qPCR the
transcriptional changes of genes related to the immune response, oxidative stress, and iron
transport. Results obtained during transfer to seawater showed a change in the expression of
genes related to immune response between CGS and SS concerning AD for MHCII and IL13
(p< 0,05) and between CGS and AD for TLR22 3 (p< 0,05). In addition, a significant
difference was observed in the expression of the SOD, CAT, and Ferritin-M genes between
CGS and CGS25DPI (p< 0,05), and the expression of haptoglobin was modified in all study
cases (p< 0,05) of infected fish after transfer to seawater. This indicates that the method used
for transfer to seawater intervenes in the way in which fish respond to a bacterial infection.
The immunologically most “robust” group was exposed to a gradual change in salinity
because it did not carry the previous deregulation of salt shock. This could be a major

advantage for pathogen susceptibility and marine survival of farmed salmonids.

Keywords: Salmo salar, Piscirickettsia salmonis, smoltification, transcriptional variation.



1. INTRODUCCION

1.1. Inicios y crecimiento de la acuicultura en el mundo

La cria de organismos acudticos a pequefia escala tiene una larga historia desde
tiempos remotos (Pillay y Kutty 2004). Tal como resalta la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO], esta actividad que data de hace miles de
afios ha ido evolucionando sobre la base del conocimiento tradicional. Sus adelantos se han
logrado gracias a las necesidades, las experiencias positivas y los errores de los acuicultores,
en conjunto con los avances cientificos logrados principalmente en los siglos XX y XXI
(FAO 2023). En el ultimo siglo, la acuicultura a nivel mundial, ha experimentado un
crecimiento significativo y se ha consolidado como un desarrollo de gran relevancia.

La acuicultura se define como la actividad de cultivo y produccion de organismos
acuaticos (vegetales y animales) con ciclo de vida total o parcial desarrollado en el agua sea
dulce, salobre o marina (Ley Argentina de Acuicultura N°27.231 Art.5). Esta actividad surgio
de la captura y mantenimiento en cautiverio tanto de peces silvestres como también de otros
organismos acuaticos. Los primeros esbozos de la acuicultura, se observan en China durante
el neolitico temprano en Jiahu, provincia de Hernan (Costa-Pierce 2022). Nakajima et al.
(2019) tras encontrar evidencia de espinas de peces, remarcan los inicios de la acuicultura
alrededor del 6000 a.n.e. Diversos registros historicos, a mediados del 5000 a.n.e describen la
cria de carpa comun (Cyprinus carpio) en arrozales. Hay reportes de sistemas de estanques
rudimentarios durante el afio 2600 a.n.e. y se han hallado registros plasmados en ceramica
donde se muestran ilustraciones de cria de carpa en estanques alrededor del afio 1140 a.n.e.
(Costa-Pierce 2022). Por tanto, a partir de los descubrimientos arqueologicos, podemos
concluir que esta actividad comenz6 hace alrededor de 8000 afios.

El almacenamiento de peces en aguas salobres, “maricultura”, se remonta a la época

medieval, cuando se establecieron por primera vez lagunas y estanques costeros para retener



los peces arrastrados por las mareas. Zeuner (1963) describe que en Agrigentum Sicilia, sobre
el mar Mediterrdneo se construyeron estanques de agua salada para el almacenamiento de
peces (Costa-Pierce 2022). En el area donde hoy se encuentran Canad4 y Estados Unidos se
reportaron hallazgos de lo que serian las primeras mariculturas de almeja, en terrazas
intermareales con paredes de roca, en las cuales se practicaban técnicas de cultivo de
moluscos. Ademas, al norte de la isla de Quadra, Canadd, se determinaron algunos jardines de
cultivo de almejas que tienen mas de 3.500 afios de antigiiedad (Costa-pierce 2022).

En Bolivia, los peces eran capturados y atrapados en estanques rudimentarios lo
suficientemente grandes como para que pudieran ser almacenados vivos. A lo largo de toda
Sudamérica se practicaba una acuicultura rudimentaria de tipo extensiva, la cual se comenzo a
complejizar con la introduccion de salmonidos para la pesca deportiva y comercializacion a
finales del siglo XIX y principios del XX principalmente en Argentina y Chile (Barros y

Gonzo 2004; Blatrix et al. 2018).

1.2. Acuicultura en Chile

Carrera (2020) distingue tres periodos en el desarrollo y evolucion de la acuicultura en
Chile. Entre 1856 y 1920, se establecid un periodo de “gestion privada” influenciado por los
mercados internacionales, marcando asi el primer periodo. En 1905, el Estado Chileno
comenzd a manifestar interés por la piscicultura e ingreso al pais una pequefia camada de ovas
de salmoén del Atlantico (Salmo salar) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) compradas en
Hamburgo, Alemania. Debido a su avanzado estado de desarrollo, fueron desembarcadas en
Buenos Aires, Argentina y transportadas por tren a Mendoza para luego, a caballo, atravesar
la cordillera de los Andes hasta llegar a la piscicultura de rio Blanco, en la provincia de Los
Andes, Chile. Alli se produjo la primera eclosion de salmoénidos en Chile dando inicio al
cultivo en estanques y a su introduccion en rios y lagos. Once afios mas tarde, en la

piscicultura ubicada a orillas del rio Cautin, se desovd la primera camada de truchas arcoiris y
4



salmon del Atlantico, transformandose en la segunda piscicultura y en la cuna del desarrollo
de la pesca deportiva en Chile (Carrera 2020).

El segundo periodo se enmarca entre 1921 y 1970, la “gestion estatal”, se impulsa el
poblamiento de cuerpos de agua con peces a través de las investigaciones de la Division de
Caza y Pesca; el gobierno establecid los organismos dedicados a la investigacion en
acuicultura. Por ultimo, entre 1971 y los 2000, la “gestion industrial” impulsa un nuevo
periodo tras la instalacion de pisciculturas con nuevas tecnologias. La acuicultura comercial
se puso en marcha en la década de los 80’ con la politica econdomica nacional que incentivo la
actividad privada y la apertura al comercio internacional (FAO 2023). Desde entonces, la
produccion comenz6 un constante aumento con una tasa promedio de crecimiento anual de la
acuicultura entre 1997 y 2004 del 10,5 % (FAO 2023). En el afio 2009, el salmén del
Atlantico (Salmo salar) fue el recurso mas cultivado en Chile con una cosecha total de
204.013 t (Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura [SERNAPESCA] 2009).

En los altimos afios, el cultivo del salmon del Atlantico represent6 alrededor del 50 %
del cultivo total de peces en Chile (afio 2019: 49,19 %; ano 2020: 51,49 %). Durante el afio
2019 la produccion total de S. salar fue de 1.227.459,57 t mientras que en el afio 2020 fue de

1.375.743,70 t (SERNAPESCA 2021).

1.3. Acuicultura en Argentina

La introduccion de salménidos en Sudamérica comenzé a principios del siglo XX,
teniendo lugar en la Patagonia Argentina a partir de 1904 en simultdneo con las primeras
reproducciones y siembras de pejerrey en diversos cuerpos de agua nacionales (Tulian 1908;
Ministerio de agricultura, ganaderia y pesca Argentina [MAGyP] 2022). La zona utilizada
para la siembra de los primeros salmonidos fue el area de la cordillera Patagonica en las
provincias de Rio Negro y Neuquén (Lagos Nahuel Huapi, Traful, Gutiérrez y Correntoso).

La primera importacion de ovas se concretd desde Nueva York en el verano de 1904 y
5



estuvo conformada por ovas embrionadas de pez blanco o corégono de lago (Coregonus
clupeaformis), trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), trucha de lago (Salvelinus namaycush)
y salmon encerrado (Salmo salar sebago) los cuales fueron sembrados en el criadero de
Nahuel Huapi, construido para tal efecto. Entre los afios 1904 y 1910 ocurrié una gran
actividad de importacion de ovas de diferentes especies icticas para sus siembras (Tabla 1),
pero principalmente de salmones del género Oncorhynchus y en menor medida, de especies
no anadromas (Tulian 1908; Baigun 2001). En la provincia de Santa Cruz se construyd una
piscicultura para favorecer la distribucion de salménidos en la Patagonia con fines de pesca
deportiva. Esta instalacion se mantuvo en funcionamiento hasta 1913 y se ingresaron
aproximadamente 9 especies (Tulian 1908).

Con la inauguracion del Centro de Piscicultura del Cerro Catedral en Bariloche
durante el ano 1932 (Actual Centro de Salmonicultura Bariloche) se renueva la cria de
salmonidos, pero ya de manera selectiva, optando por aquellas especies que evidenciaron
mejores resultados (Wergrzyn et al. 1997). Con el tiempo, se comprobdé que solamente
prosperaron cinco especies: trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), trucha marrén (Salmo
trutta), trucha de lago (Salvelinus namaycush), salmon encerrado (Salmo salar sebago) y

trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) (Baigun y Quirds 1985; Navas 1987).



Tabla 1. Resumen de las especies icticas introducidas en Argentina y su origen. El resultado
de establecimiento de poblaciones/cria, se muestra con un sigo + si el desarrollo fue 6ptimo y

con un signo - en los casos que no evidenciaron buenos resultados. Tomado de Baigun y

Quirds (1985).

Familia Nombre Cientifico Nombre Afo de. , Origen Resultado
Comtn Introduccion
Coregonus Pex
clupeaformis blanco 1904 USA -
(Mitchill)
Oncorhynchus mykiss Truchg 1904 USA N
(Walbaum) arco iris
Salmon
Salmo salar Linnaeus del 1906 Inglaterra -
atlantico
Salmonidae Salmo salar Salmoén 1904 USA N
Linnaeus encerrado
Salmo trutta Tmcl}a 1904 Inglaterra .
Linnaeus marrdn
Salvelinus fontinalis  Trucha de
(Mitchill) N 1904 USA *
Salvelinus
namaycush Trlizhz de 1904 USA +
(Walbaum) g
Caras;zus auratus Carasius 9 9 N
(Linnaeus)
. Ctenopharygodon Carpa .
Cyprinidac idella (Valenciennes) herbivora 1970 Japon )
Cyprinus carpio 0 9
Linnaeus Carpa ) ) -
Oncorhynchus Salmon
kisutch (Walbaum)  plateado 1906 USA )
Oncorhynchus nerka  Salmon de
Salmonidae (Walbaum) lomo azul 1905 USA )
Oncorhynchus Salmén
tschawytscha uinnat 1905 USA -
(Walbaum) d
. Micropterus "Black
Centrarchidae salmoides (Lacepéde) bass" 1959 USA -
- Gambusia affinis . 9
Poeciliidae (Baird y Girard) Madrecita 1943 ? +




A finales de los afios 60’ se instalan los primeros cultivos de salménidos (trucha
arcoiris) en tierra, con producciones que hasta la década de 1990 no superaron las 300 t. En
esa época se concesionaron sitios para cultivo en jaulas en el embalse de Alicurd (Prov. de
Rio Negro - Neuquén) dando un salto productivo que alcanzé las 1000 tn a finales de dicha
década (MAGyP 2022).

De acuerdo al reporte de la Direccion Nacional de acuicultura, el crecimiento de la
acuicultura en el pais se produjo de forma lenta y escalonada en los ultimos 20 afios. Hasta el
ano 2015, la produccion total de acuicultura en el pais fue de 4000 t, valor que fue
reduciéndose gradualmente en los afios posteriores entre 2015 y 2019, hasta las 2.123,20
toneladas producidas en el 2020, por un valor de primera venta estimado en $ 771.889.170.

Este nivel de produccion historica puede atribuirse a diferentes factores, desde
econdmicos y mercado, variables climaticas, problemas de disponibilidad de semilla, hasta el
desconocimiento de la actividad y un bajo nivel de consumo de carne de pescado por parte de
la sociedad argentina en sus habitos (MAGyP 2022). Esta caida en el numero total de
produccion acuicola, se debe a una disminucion sostenida en la produccion de pacu
(Piaractus mesopotamicus) en el norte de nuestro pais, que pas6é de 2000 t anuales a 900 t.
Recién en 2021 el pact tuvo una recuperacion llegando a 1.200 t anuales. Por otro lado, la
produccion de trucha arcoiris pasé de 1.200 t en 2013 a 2.200 t en 2021, reemplazando las
toneladas perdidas de pact (Carciofi y Rossi 2021). Otras especies, como la carpa (Cyprinus
carpio) y la tilapia (Oreochromis sp.), también sufrieron una baja en la produccion, pero los
volumenes que se manejan son muy bajos: en ningun caso llegan a superar las 200 t (Revista
Puerto 2022).

En cuanto a la maricultura, Argentina es uno de los pocos paises latinoamericanos que
no ha desarrollado los cultivos marinos a gran escala productiva (MAGyP s/f). Aunque es una

practica que se inicid a comienzos del siglo XX, se estd consolidando lentamente ya que las



potenciales innovaciones tecnologicas no se han desarrollado a la velocidad necesaria del
contexto mundial de forma tal que se pueda posicionar al pais competitivamente en el
mercado (Burguener y Baron 2016). En el caso de la mitilicultura y ostricultura los primeros
ensayos de cultivo de mejillon en el pais, fueron realizados en forma experimental hacia fines
de la década del 70 en la provincia del Chubut y posteriormente en Santa Cruz. En 1979 se
comenzaron los ensayos en el Golfo San Matias, Rio Negro, que culminaron en una
produccion comercial inicial de 2,5 t en los afios 1987-1988. A principio de los afos 2000 se
realizd una cosecha de 15 t en Rio Negro (MAGyP s/f). En el afio 2021, Argentina
experimentd un notorio incremento en la produccion, alcanzando volimenes de 68 t (Revista
Puerto 2022).

En el caso de las especies icticas, el Instituto Nacional de Investigacion y Desarrollo
Pesquero (INIDEP) mediante su programa de Maricultura y Biologia Experimental (MARI)
desarrolla tecnologias de cultivo de especies marinas autdctonas con importancia comercial
tales como: besugo (Pagrus pagrus), lenguado (Paralichthys orbignyanus) y pez limon
(Seriola lalandi) (MAGyP 2020; Spinedi s/f), con el fin de desarrollar tecnologia sostenible
desde el punto de vista de los ejes sociales, ambientales y economicos para la produccion de
organismos marinos.

El desarrollo de la maricultura en Argentina tiene el potencial de beneficiar a la
economia, el medio ambiente y las comunidades locales, al mismo tiempo que contribuye a la
seguridad alimentaria. Es importante que se lleve a cabo de manera sostenible, con un
enfoque en la conservacion de los recursos marinos y la proteccion de los ecosistemas

costeros.

1.4. Clasificacion taxonomica, morfologia y ciclo de vida de Salmo salar

La familia Salmonidae engloba dos subfamilias: Thymallinae, Thymallus, con solo 1

género restringido al agua dulce y a la subfamilia Salmoninae con formas potamddromas y
9



diadromas (Sanford 1990). La subfamilia Salmoninae cuenta actualmente con siete géneros.
Hucho: Incluye el taimén (Hucho taimen), un salmon gigante que se encuentra en algunas
regiones de Asia y Europa. Parahucho: Incluye el lenok (Parahucho perryi), que se encuentra
en Asia. Brachymystax: Incluye el esturion siberiano (Brachymystax lenok), que también se
encuentra en Asia. Salvelinus: Incluye truchas de agua fria, como la trucha de lago (Salvelinus
namaycush) y la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis). Salvethymus, con una unica especie
(Salvethymus svetovidovi). Oncorhynchus: Incluye truchar arcoiris (Oncorhynchu mykiss) y
salmones del Pacifico, como el salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha). Y Salmo:
donde encontramos al Salmon del Atlantico Sa/mo salar, Linnaeus 1758 (Tabla 2) (Caballero-
Javierre 2013; National Library of Medicine [NLM] 2023).

El salmén del Atlantico, al igual que todos los salmonidos, se caracteriza por poseer
una pequefia aleta delante de la aleta caudal, conocida como aleta adiposa debido a su
estructura lipidica. Su cuerpo es hidrodinamico, plateado brillante (durante su estadia en el
mar) y con el pedunculo caudal delgado. Se diferencia de las truchas por poseer la cabeza mas
pequeiia y manchas ovaladas en los flancos. Su peso y talla luego de un afio en el mar pueden
llegar a 8 kg. y 105 cm promedio (Astudillo-Maturana 2004; Caballero-Javierre 2013). En su
etapa reproductiva presenta un marcado dimorfismo sexual, el cual se manifiesta en
diferencias de coloracion, los machos adquieren una tonalidad roja o rosada intensa en su
cuerpo y cabeza, las hembras mantienen su coloracion en tonos plateados. Los machos
tienden a ser més grandes que las hembras en términos de longitud y masa corporal. La
morfologia de la mandibula inferior en los machos cambia, tienden a alargarse y curvarse
hacia arriba (“mandibulas de gancho”) y desarrollan una quilla dorsal pronunciada, que es una
estructura dsea en la parte superior de la cabeza que les otorga un aspecto mas prominente.
Estas diferencias son adaptaciones evolutivas que les permiten a ambos sexos cumplir sus

respectivos roles en el proceso de reproduccion y aumentar las probabilidades de éxito
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reproductivo (Fig. 1) (Revenga 2020). Al ser una especie diadroma del tipo anadroma, el
salmon del Atlantico atraviesa sus primeras fases de vida en agua dulce (AD) para luego
migrar al mar en su vida adulta. Su ciclo vital se inicia con la reproduccion a finales del otofio
e inicios del invierno. Los huevos fertilizados se desarrollan durante el invierno y eclosionan
al inicio de la primavera. Su primera fuente de alimento, es la reserva de su saco vitelino. Una
vez consumido, el alevin, comienza con la alimentacidon exdgena en agua dulce y continda su
desarrollo hasta llegar a juvenil “parr” momento en el cual se aprecia la aparicion de las
caracteristicas manchas ovaladas en los flancos. Luego de un afio o més, comienza el proceso
de smoltificacion (Fig. 2) (McCormick et al. 2011; Revenga 2020).

Para esta migracion, la smoltificacion engloba uno de los procesos biologicos mas
importante del ciclo de vida; se ven involucrados cambios fisiologicos, morfologicos,
endocrinos y comportamentales (Astudillo-Maturana 2004). A los peces que se encuentran
atravesando esta fase se los denomina “smolts”, término que deriva del escocés Smelt (un tipo
de pez).

Los smolt, tienen escamas muy delicadas, las cuales pueden ser facilmente
desprendidas durante la transferencia al agua de mar (AM), lo que conlleva a que sean
susceptibles a infecciones y estrés osmotico (Astudillo-Maturana 2004), ya que las primeras
barreras de defensa inmunoldgica estan compuesta por la piel y las branquias recubiertas por
mucus (Magnadottir 2010).

Debido a esto, es que la esmoltificacion, representa un momento critico para la
industria de las pisciculturas. Una mala adaptacion de los peces al agua de mar puede
conducir a un aumento de la mortalidad. Si la transferencia de los peces de AD a AM se
realiza en el momento incorrecto puede reducir la tasa de crecimiento y/o aumentar la
susceptibilidad a patogenos y enfermedades (Mufioz-Jara 2010). Actualmente, la industria

salmonera intenta llevar a los peces a un estado de post-smolt en sistemas de recirculacion
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acuicola (SRA) para luego continuar su cultivo en AM (Stefansson et al. 2008; Blancheton et
al. 2013; Valenzuela-Mufioz et al. 2021). La implementacién de los SRA en la etapa post-
smolt busca acortar el ciclo productivo en agua de mar, para aminorar los desafios sanitarios
en los centros de cultivo y asi reducir la mortalidad y la cantidad de tratamientos
farmacologicos, lo cual es muy importante desde el punto de vista de la sostenibilidad (Appel
2023).

Aun que la smoltificacion es ampliamente conocido por la comunidad cientifica, atin
falta profundizar sobre el impacto de esta etapa del ciclo de vida del salmén en su sistema
inmunologico. El conocimiento que tenemos sobre el genoma de S. salar facilita la
exploracion de la gendmica en una amplia gama de entornos entre ellos la smoltificacion
(Lien et al. 2016). Estudios previos realizados en smolts y post-smolts (peces que se migraron
al mar) produjeron evidencia de que la inmunidad se ve debilitada y se ha comenzado a
demostrar que existe una asociacion entre el aumento de enfermedades infecciosas que se
producen tras el paso al agua de mar con una alteracion de la respuesta inmune durante la
esmoltificacién (Alvarez et al. 2016; Dominguez-Marchan 2016; Vargas-Lagos et al. 2018).
Esto abre la posibilidad de una relacion biologica entre dos de las causas més importantes de
muerte en la salmonicultura Chilena, las enfermedades infecciosas y la etapa de
smoltificacion, lo que denota la necesidad de mds investigacion cientifica sobre la relacion

entre estos dos campos de estudio (Morera et al. 2021).
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Tabla 2. Categorias taxondmica principales de Salmo salar.

Taxonomia
Phylum Chordata
Clase Actinopterygii
Infraclase Teleostei
Superorden Protacanthopterygii
Orden Salmoniformes
Familia Salmonidae
Subfamilia Salmoninae
Genero Salmo
Especie S. salar

Linnaeus, 1758
Fuente: WoRMS Editorial Board 2023.

Figura 1. Ilustracion de cambios morfolégicos de Salmo salar segun su etapa de vida. A:
adulto macho/hembra de vida marina. B: macho en etapa reproductiva, dulceacuicola. C:
hembra en etapa reproductiva, dulceacuicola. D: alevin parr, dulceacuicola. Tomado de:
Robin (s/f).
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Wild Atlantic salmon
a wondrous life cycle

Figura 2. Ciclo de vida de Salmo salar, con su etapa adulta en agua de mar y su etapa
reproductiva y juvenil en agua dulce. Tomado de Atlantic Salmon Federation [ASF] (s/f).

1.5. Clasificacion taxonémica, morfologia y ciclo de vida de Piscirickettsia salmonis

Piscirickettsia salmonis (Tabla 3) se clasifica taxondémicamente dentro de la clase
Gammaproteobacteria, familia Piscirickettsiaceae, la cual comprende a un grupo de bacterias
intracelulares que crecen en el citoplasma y ocasionalmente en el nucleo de células
eucariontes. Son Gram-negativas, aerdbicas, pleomorfica (cocoides, en forma de barra o
espiral) y comunmente aisladas desde ambientes marinos. Esta familia contiene 5 géneros:
Piscirickettsia, Cycloclasticus, Hydrogenovibrio, Methylophaga y Thiomicrospir, siendo
Piscirickettsia salmonis integrante del género Piscirickettsia (Toledo-Pizarro 2008; Tacchi et
al. 2011; Valenzuela-Yanez 2014).

Este patogeno posee una amplia distribucion geografica la cual abarca el Pacifico
noroeste, sureste y los océanos Atlantico nororiental y noroccidental. Se caracteriza por
poseer una naturaleza intracelular facultativa, ser inmévil y no capsulada (Gémez et al. 2009).
Aunque son pleomorficas, preferentemente posee forma de bacilos cortos o cocos y se
encuentra en forma esparcida, de a pares o en agrupaciones que le dan el aspecto de morula;

su tamafio varia entre 0,2 y 1,5 um de didmetro; y se reproduce por fisién binaria en vesiculas
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citoplasmaticas en las células hospedadoras (Mauel y Miller 2002; Fryer y Hedrick 2003;
Valenzuela-Yafnez 2014).

La transmision de este microorganismo es de forma horizontal, los peces infectados
excretan la bacteria a través de la bilis, las heces y la orina, e ingresa a otro pez a través de la
piel, las branquias y por via oral sin requerir un vector (Quintanilla et al. 2021). La infeccion
de Salmo salar por parte de P. salmonis se ve favorecida por el estrés ambiental y la alta
densidad poblacional (Fryer y Hedrick 2003; Jara-Vidal 2011; Valenzuela-Yafiez 2014). P.
salmonis es la responsable de causar la septicemia rickettsial salmonidea (SRS), més conocida
como “Piscirickettsiosis”, la cual es probablemente una de las enfermedades mas importantes

que afecta a la industria del salmén en Chile (Almendras y Fuentealba 1997).

Tabla 3. Categorias taxondmicas principales de Piscirickettsia salmonis.

Taxonomia

Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria

Orden Thiotrichales
Familia Piscirickettsiaceae
Género Piscirickettsia
Especie P. salmonis

Freidora 1992
Fuente: WoRMS Editorial Board 2023.

1.6. Piscirickettsiosis en Salmones

La Piscirickettsiosis causada por P. salmonis afecta a los salmonidos durante su etapa
en el mar en los cultivos chilenos. El mayor pico de infeccion se ve en otoflo y comienzos del
invierno (marzo-agosto), tipicamente entre los 12 y 16 °C. Un segundo pico, mas leve que el

anterior, puede presentarse a fines de la primavera (Valenzuela-Yafiez 2014). El ingreso de la
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bacteria es a través de la piel, pero también se ha descrito el ingreso por las branquias,
llegando finalmente al parénquima de distintos 6rganos (Caceres-Cruz 2018).

Los signos clinicos de la piscirickettsiosis son multiples e inespecificos: generalmente
los peces expresan un comportamiento aletargado, se ubican en las esquinas de las jaulas de
cultivo y la superficie del agua (Valenzuela-Yanez 2014). Externamente se pueden evidenciar
lesiones macroscopicas tales como: descamacion, palidez branquial, hemorragias en la base
de las aletas, nodulos y tulceras en la piel de hasta 2 cm de didmetro, anorexia, exoftalmia
(ojos saltones) y oscurecimiento de la piel (Larenas et al. 2000). Internamente, los
hospedadores de este patdogeno, sufren de esplenomegalia (bazo aumentado de tamafio) con
presencia de nodulos de color cremoso amarillento, ademas de un aumento de tamafio en el
rifidn y corazén. También existe un aumento en el volumen del liquido cefalorraquideo;
ademas el tubo digestivo se encuentra sin contenido y presentan pequefias manchas de color
rojo vivo denominadas petequias (Valenzuela-Yafiez 2014).

La Piscirickettsiosis es una enfermedad de dificil tratamiento por lo que lo mejor es
tomar medidas generales de prevencion temprana y control de infecciones bacterianas, tales
como: una reduccién del estrés de los peces, trabajar con bajas densidades, reducir al minimo
las manipulaciones, extraer constantemente los peces muertos, moribundos o andémalos. Otras
medidas adicionales, como el uso de antibidticos y vacunas, han sido empleadas para la
prevencion y en algunos casos para el tratamiento de esta enfermedad (Valenzuela-Yanez
2014).

Los métodos que nos permiten diagnosticar y confirmar esta enfermedad en peces, se
basan en signos y sintomas generales ademas de hallazgos histoldgicos usando técnicas
histoquimicas para la deteccion del patdégeno en frotis o secciones de tejido. Estas técnicas son
rapidas y ampliamente utilizadas, pero no son especificas (Almendras y Fuentealba 1997). Es

por ello que actualmente se comenzo6 a emplear la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
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por sus siglas en inglés polymerase chain reaction) la cual es una herramienta rapida,
altamente sensible y especifica, que permite la deteccion de ADN gendmico. El PCR es 1til
para la deteccion de este patdgeno en las primeras etapas de la infeccion lo que permite la
prevencion de un brote y la implementaciéon de medidas profilacticas (Marshall et al. 1998;

Valenzuela-Yafnez 2014).

1.7. Genes asociados al Sistema Inmune: TLR (receptores tipo Toll), MHCII (complejo

mayor de histocompatibilidad II) y IL1p (interleucina 1)

El sistema inmune protege a los organismos contra enfermedades mediante la
identificacion y eliminacion de patogenos. Todos los vertebrados poseen el sistema inmune
innato (SII) y el sistema inmune adquirido o adaptativo (SIA). Los peces, hablando en
términos evolutivos, son los primeros gnatostomados en desarrollar los elementos clave para a
la adquisicién del SIA (Olabuenaga 2000).

La respuesta humoral, es una parte del sistema inmune adquirido y se refiere a la
respuesta mediada por moléculas solubles en la sangre, como anticuerpos. Los peces
producen anticuerpos (inmunoglobulinas) que pueden neutralizar patégenos. La produccion
de anticuerpos es llevada a cabo principalmente por los linfocitos B en respuesta a la
exposicion a antigenos (Olabuenaga 2000).

Es decir, el SIA es responsable de proporcionar inmunidad a patéogenos especificos y
estd basado en la accidon coordinada de células inmunes especializadas. Su mecanismo de
accion consiste en una inmunidad mediada por células, especialmente linfocitos T que
intervienen en la defensa contra patdogenos intracelulares. Los linfocitos T pueden reconocer y
eliminar las células infectadas gracias a los T-receptores que poseen en su superficie. Para
generar una diversidad suficiente de receptores, los linfocitos T realizan un proceso llamado
reordenamiento génico (Nakanishi et al. 2015). Por otro lado, en el Complejo Mayor de

Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés, major histocompatibility complex) se
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encuentran las células presentadoras de antigenos. Su funcion es precisamente presentar
fragmentos de antigenos a los linfocitos T. Cuando una célula presentadora de antigenos
detecta un patogeno, lo fagocita, lo descompone en fragmentos mas pequefios y luego
presenta estos fragmentos en su superficie en asociacion con las moléculas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC) (Lopez-Martinez et al. 2005).

Es decir, los linfocitos T son responsables de identificar antigenos, y esta
identificacion se lleva a cabo mediante la activacion del MHC, un proceso que estd mediado
por citoquinas (Nakanishi et al. 2015; Rozas-Serri 2022). Las citoquinas son proteinas y
glucoproteinas producidas por células que actian como reguladores de las respuestas
inmunitaria e inflamatoria. Desempenan un papel clave en el proceso inflamatorio que es
definido por el balance entre citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Filella et al.
2002). Se ha reportado la capacidad de P. salmonis de modular la expresion de genes como
IL-1pB, IL-18, IL-6, entre otros, responsable de codificar las proteinas precursoras de las
citoquinas (Rozas-Serri et al. 2018; Oliver et al. 2023).

Se debe tener en cuenta que existen dos clases de MHC: MHCI que se encuentran en
todas las células nucleadas y MHCII: presentes en linfocitos B y macrofagos (Lopez-Martinez
et al. 2005). Se sabe que P. salmonis tiene la capacidad de inhibir la via MHCI pero activa la
via MHCII, por lo que su estrategia es evadir la respuesta inmune mediada por células T
(Rozas-Serri 2022). En el caso de patégenos como P. salmonis, al ser bacterias que se
replican dentro de las células huésped, son inaccesible para los anticuerpos que se encuentran
en la matriz extracelular, por lo que la inmunidad mediada por células desempefia un papel
clave (Rozas-Serri 2022).

Cabe resaltar que el SIA, es esencial para una inmunidad duradera pero a la hora de
ejercer una respuesta inmediata suele retrasarse su activacion (Magnadottir 2010). Por lo que

los peces dependen fuertemente del SII, el cual proporciona la primera linea de defensa
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inmunitaria frente a la presencia de organismos patogenos (Alvarez-Pellitero 2008; Lizarraga-
Veldzquez et al. 2018).

El SII se divide en tres mecanismos de defensa: fisicos (barrera de mucus en la piel y
branquias), celulares (células NK, agranulares; besofilos; monocitos, macrofagos; eosinofilos
y granulocitos neutrofilos, ambos presentan “explosion respiratoria” y formacion de ROS) y
humorales (crean un complejo de ataque a la membrana y la lisis celular del patogeno)
(Magnadottir 2010). Los patdgenos intracelulares, como P. salmonis, plantean desafios
especiales para el sistema inmunologico ya que los factores humorales, como los anticuerpos
no pueden contactarlos directamente (Rozas-Serri 2022).

El inicio de respuesta del sistema inmune esta dado por el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdogenos por parte de receptores reconocedores de patrones (PRR)
entre ellos los receptores tipo Toll (TLR, por su sigla en inglés, Toll-like receptor) (Alvarez-
Pellitero 2008; Oliver et al. 2023). Las sefiales iniciadas por la interaccion de los TLR en
conjunto con patrones microbianos especificos activan una respuesta inflamatoria, por lo tanto,
representan un componente clave ante una infeccion microbiana (Lien y Ingalls 2002).

En peces, los TLR, se han diversificado debido a varios mecanismos evolutivos,
mostrando una notable especificidad reconociendo patrones conservados en los
microorganismos. Han sido identificados alrededor de 20 TLR en varias especies como: el
pez cebra (Danio rerio), pez dorado (Carassius auratus), pez globo (Tetraodontidae),
lenguado (Paralichthys dentatus), salmon del Atlantico (Sa/mo salar) y trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (Magnadottir 2010; Rauta et al. 2014). En S. salar infectados con P.
salmonis se ha descripto como los TLR reconocen e inducen la expresion de genes implicados
en una rapida respuesta inflamatoria (Oliver et al. 2023).

Los patdgenos intracelulares, como P. salmonis pueden modificar las células huésped

para promover su crecimiento, manipulando las vias de sefializacion e induciendo la apoptosis
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en macrofagos y células similares a monocitos (Zuniga et al. 2020; Oliver et al. 2023). Sin
embargo el SII de los peces puede responder a los agentes infecciosos activando varios
mecanismos antimicrobianos, incluidas cascadas de sefalizacion que activan mecanismos
defensivos como la secrecion de citoquinas proinflamatorias (Rozas-Serri et al. 2018; Oliver
et al. 2023). Los diferentes patrones de expresion de genes relacionados con la inmunidad en
riidon de salmén del Atlantico infectado con P. sal/monis confirman la activacion de la
respuesta inmune innata y la inhibicion de la respuesta inmune adaptativa (Rozas-Serri et al.

2018).

1.8. Genes asociados al Estrés Oxidativo (ROS): Superoéxido dimutasa (SOD) y Catalasa

(CAT)

Los organismos superiores poseen un mecanismo de defensa antioxidante, que se
inmuno regula ante la presencia de las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en
inglés, reactive oxygen species). Las ROS son moléculas altamente reactivas debido a un
electron no apareado en el ultimo orbital, radical libre (Carvajal-Carvajal 2015). Cuando se
produce un desequilibrio entre dichas especies y los sistemas de defensa antioxidante, se
produce el denominado estrés oxidativo a nivel celular. Esto conlleva a modificaciones de
macromoléculas como lo son los lipidos, proteinas y 4cidos nucleicos (Coronado et al. 2015;
Valladares-Morales et al. 2018). Es decir, el estrés oxidativo es un desequilibrio entre la
produccion de ROS y la capacidad del organismo para neutralizar y eliminar estas moléculas
dafiinas. Se debe tener en consideracion que son productos naturales del metabolismo celular,
pero en exceso provocan un desbalance causando un dafio al organismo. Dicho desbalance se
asocia con el desarrollo de diversas enfermedades. Tacchi et al. (2011) expone que, ante una
infeccion bacteriana, los macrofagos de los peces responden reduciendo el oxigeno a anidén
superoxido (O2); estos radicales libres crean un entorno intracelular toxico que protege al

huésped contra los microbios invasores (Tacchi et al. 2011).
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El mecanismo de defensa antioxidante estd constituido en primer lugar por enzimas,
como la superoxido dismutasa (SOD) la cual posee la funcion de captar el radical superdxido
por medio de una dismutacion y convertirlo en peroxido de hidrogeno (H20z), posteriormente
la accion de otras enzimas como la catalasa (CAT) lo neutralizan y lo convierten en agua, la
cual ya no representa un peligro para el organismo (Pérez y Pérez de Alejo 2000). En peces se
ha observado como el mecanismo de respuesta inmune innata incrementa los niveles de
expresion de los genes SOD y CAT asociados el estrés oxidativo en respuesta a factores de
estrés (Valenzuela-Mufioz 2018).

Durante una infeccién bacteriana, los macrofagos de los peces son activados y
responden reduciendo el oxigeno a anion superdxido, el cual sufre una serie de reacciones
redox que conducen a la formacioén de radicales libres que crean un ambiente intracelular
toxico para proteger al huésped de microorganismos invasores (Venketaraman et al. 2003). Es
decir, los peces pueden combatir patdgenos aumentando la producciéon ROS y activando el
sistema antioxidante en paralelo (Birnie-Gauvin et al. 2017).

Pedro et al. (2019) en su estudio realizado sobre S. salar infectado con P. salmonis
encontraron que en higado y musculo se produce una activacion transcripcional de genes
implicados en el estrés oxidativo con perfiles de expresion especificos de cada tejido
dependiendo del tiempo de infeccion, observando un aumento en la expresion relativa de
SOD y CAT como respuesta a esta infeccion, con un aumento de hasta nueve veces en la
expresion de catalasa en el higado a los 21 dias pos-infeccion, que posteriormente cayo a
niveles basales. En cambio, en musculo se observd un aumento al dia 2 pos-infeccion. Esto
indica que el H2O, generado por la SOD en el higado y el musculo de los salmones en
respuesta a la infeccion por P. salmonis seria transformado en productos no toxicos para la

célula por la CAT (Pedro et al. 2019).
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Esto concuerda con lo reportado por otros estudios, donde al dia 2 y 14 pos-infeccion
con P. salmonis hay una sobre expresion en higado, musculo y rifién anterior de Salmo salar
de genes implicados en la respuesta antioxidante (Rise et al. 2004; Tacchi et al. 2011). Por
otro lado, en otros estudios se observd una regulacion al azar de la catalasa; lo que
eventualmente conlleva a la muerte celular y necrosis, dicho efecto se observa en diversos
tejidos de peces moribundos infectados por P. salmonis (Tacchi et al. 2011). Rozas-Serri
(2022) encontr6 que P. salmonmis induce una inhibicion significativa de la respuesta
antioxidante que promoveria la generacién de un nicho oxidativo.

Es decir, segin la informacion ya existente se puede sugiere que los peces podrian
emplear un mecanismo efectivo para inhibir la infeccion por P. salmonis al conservar la
capacidad de neutralizar las especies reactivas de oxigeno (ROS). Esto se lograria mediante la

activacion de enzimas antioxidantes y la regulacion positiva de la respuesta antioxidante.

1.9. Genes asociados al transporte de hierro: Ferritina-M y Haptoglobina

La regulacién de los niveles intracelulares de metales es una necesidad comun a todos
los organismos vivos para satisfacer sus requerimientos fisiologicos. Uno de estos elementos
vitales es el hierro (Fe), que desempefia un papel crucial en numerosos procesos
bioldgicos. En bacterias, el Fe es un co-factor de muchas enzimas y como tal desempefia un
papel crucial en diversos procesos fisiologicos, como la replicacion del ADN, la transcripcion
y el metabolismo central (Andreini et al. 2008). Esta caracteristica ha sido utilizada por
organismos hospedadores para hacer frente a diversos patdgenos, desarrollando una estrategia
defensiva basada en la esencialidad de estos iones (Hood y Skaar 2012). Este tipo de
estrategia de defensa es conocida como inmunidad nutricional y se basa en la limitacion de
nutrientes, creandose una lucha entre el hospedador y el patégeno por la disponibilidad
limitada de los mismos (Hood y Skaar 2012; Valenzuela-Miranda 2019). La restriccion del

hierro juega un papel fundamental debido a su participacion en multiples procesos
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fisiolégicos como los antes mencionados (Ganz 2007; Valenzuela-Mufioz et al. 2017;
Valenzuela-Munoz 2018). Los patdogenos deben obtener este componente nutricional del
huésped, por otra parte el hospedador debe restringir el acceso de los patégenos al hierro para
fortalecer sus defensas y limitar el desarrollo de los invasores (Weinberg 2009; Valenzuela-
Muiioz y Gallardo-Escarate 2017). En los vertebrados, el exceso de hierro estd controlado por
proteinas como la haptoglobina, ferritina, transferrina y hepcidina las cuales toman una
relevancia significativa en condiciones patologicas (Anderson y Vulpe 2009; Valenzuela-
Muioz et al. 2020).

El hierro es clave para las bacterias Gram positivas y Gram negativas, siendo este
elemento esencial para la multiplicacion bacteriana dentro de los organismos huéspedes, es
por ello que para P. salmonis representa un nutriente esencial de su crecimiento y se han
descrito varias vias mediante las cuales lo adquieren de los salmones del Atlantico (Calquin et
al. 2017). Los cambios en la expresion de genes relacionados con el agotamiento celular del
hierro, asi como el bajo contenido de hierro y carga bacteriana en el riidn anterior de S. Salar
infectado con P. salmonis sugieren que la privacion de este elemento es un mecanismo de
defensa de inmunidad innata (Pulgar et al. 2015).

En salmoénidos infectados con P. salmonis se produce un aumento de la expresion de
genes asociados con la privacion de hierro por la hepcidina y haptoglobina. Lo que sugiere
una acumulacién de hierro en las células del huésped, lo cual seria un sistema de defensa por
parte del salmén del Atlantico para limitar la disponibilidad de hierro a P. salmonis. Es decir,
S. salar acumula el hierro, limitando su disponibilidad a P. sal/monis (Wandersman y
Stojiljkovic 2000; Valenzuela-Miranda y Gallardo-Escarate 2016). Esta haptoglobina se une a
la hemoglobina libre evitando la actividad oxidativa del hospedador y la adquisicion de hierro
de la hemoglobina por parte del patogeno (Andreini et al. 2008; Hood y Skaar 2012). A través

de esta via de inmunidad innata los salmones del Atlantico puede limitar el hierro disponible
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para P. salmonis inhibiendo su proliferacion, aunque se sabe que no todos los individuos de S.
salar presentan la misma capacidad para realizar esta restriccion (Valenzuela-Miranda 2019;
Caruffo et al. 2020).

Pulgar et al. (2015) demostré6 cémo disminuye el contenido de hierro en S. salar
después de 14 dias de ser infectado con P. salmonis, lo que indica una correlacion entre la
carga bacteriana y el contenido de hierro en el rifidén anterior después de la infeccion. Esto es
un aspecto relevante porque se ha demostrado que el agotamiento de hierro limita el
crecimiento de esta bacteria intracelular. La disminucion de la abundancia relativa de
transcripciones que codifican proteinas implicadas en la unidn intracelular del hierro no
hemadtico sugiere que la infeccion por P. sal/monis induce cambios en el metabolismo del

hierro de los salmones del Atlantico (Pulgar et al. 2015).

1.10. Técnicas para el estudio genético: PCR convencional y PCR en tiempo real

La PCR es una de las herramientas tecnologicas mas innovadoras para el estudio de
los acidos nucleicos. Es una potente herramienta de biologia molecular que puede ser usada
para la identificacion de especies y cepas de diversos microorganismos. Esta técnica tiene por
objetivo generar una gran cantidad de un ADN de interés, es decir amplificar una secuencia
de ADN particular a partir de una pequefia cantidad de ADN molde. Los primeros en utilizar
esta técnica fueron Mullis y colaboradores en 1983, usaron ADN polimerasa | de Escherichia
coli. Luego en 1976, se aislo la ADN polimerasa termoestable y termoactiva conocida como
Taq polimerasa, a partir de la bacteria Thermus aquaticus que vive en ambientes acuaticos
con temperaturas cercanas a los 100 °C. Esta nueva enzima permitidé la simplificacion y
automatizacion de la PCR, sin necesidad de adicionar polimerasa en cada uno de los ciclos
(Mullis y Faloona 1987; Saiki et al. 1988). La PCR consiste en tres etapas principales:
desnaturalizacion, hibridacion y extension. Se comienza con una sucesion de ciclos de

amplificacion en los que el acido nucleico molde se desnaturaliza, se hibrida con cebadores
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especificos (primers) y por ultimo se extiende para generar una cadena complementaria
utilizando una polimerasa de ADN termoestable (Taqg ADN polimerasa) (Jiménez y Collada
2000).

Si se emplea como 4cido nucleico molde el ADN gendmico, entonces tipicamente
hablamos de una PCR, por el contrario, si se utiliza ADN complementario (ADNCc)
proveniente del ARNm (4cido ribonucleico mensajero) se le conoce como reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés, Reverse
Transcription-PCR). Esta conversion se logra mediante una reaccion conocida como
transcripcion reversa controlada por la enzima transcriptasa reversa, capaz de convertir el
ARNm en una molécula de ADNc. Utilizar ADNc es util cuando queremos analizar la
expresion del ARNm de algun gen de interés (Tamay de Dios et al. 2013; Cornejo-Romero et
al. 2014; Alvarez-Gomez 2016).

Al finalizar la PCR, se debe corroborar si se amplifico la secuencia blanco. Para ello,
los productos de la PCR son analizados mediante electroforesis en geles de agarosa para
confirmar si la reaccion fue exitosa (Reynoso et al. 2022).

Si bien la PCR es una de las técnicas mas usadas, presenta algunas limitaciones, como
la dificultad de cuantificar el producto y el riesgo de provocar contaminacion en el laboratorio
durante la electroforesis. Para hacer frente a estas desventajas, es que se ha desarrollado la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) (Vinueza-Burgos 2009).

Tanto la PCR como la qPCR son dos técnicas que parten de un principio similar, pero
que son metodoldgicamente diferentes: la primera genera resultados cualitativos mientras la
segunda, cuantitativos (Tamay de Dios et al. 2013). Los anélisis basados en qPCR combinan
la. PCR convencional con tecnologias de deteccion fluorescente para registrar las

amplificaciones en tiempo real durante cada ciclo de la PCR (Smith y Osborn 2009). Es decir,
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esta técnica amplifica al mismo tiempo que cuantifica las moléculas de ADN (qPCR) o ADNc
(RT-qPCR).

Este proceso se monitorea en cada ciclo, en tiempo real gracias a un indicador
fluorescente. El aumento de la fluorescencia se representa frente al nimero de ciclo para
generar una curva de amplificacion a partir de la cual se pueden determinar los valores del
umbral del ciclo (CT, por sus siglas en inglés, cycle threshold), el cual indica el ciclo a partir
del que se comienza a detectar la amplificacion de ADN de manera confiable (Postollec et al.
2011). En esta prueba, el producto se mide al final de cada ciclo y los datos pueden ser
analizados mediante un software calculando la expresion génica relativa de varias muestras
(Heid et al. 1996). La cuantificacion relativa se utiliza cuando se desean evaluar los cambios
en la expresion de genes en distintos estados fisiologicos. Estos cambios se basan en los
niveles del ARNm del gen blanco comparados con un gen de referencia (gen housekeeping)
que no cambia su expresion a pesar de los cambios fisioldgicos que pudieran ocurrir por
diversas causas, ej. una infeccion bacteriana. Los datos son expresados como relativos al gen

de referencia (Tamay de Dios et al. 2013).

2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmunologica de smolts de Salmo salar transferidos a agua de
mar mediante cambio gradual de salinidad y shock salino e inoculados con Piscirickettsia

salmonis.

2.1. Objetivos especificos

O.E 1: Evaluar mediante RT-qPCR los cambios transcripcionales de los genes TLR22 3,
MHCII y IL1p asociados a la respuesta inmune de S. salar expuestos a distintas estrategias de

transferencia a mar (shock salino y cambio gradual de salinidad).
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O.E 2: Evaluar mediante RT-qPCR los cambios transcripcionales de los genes TLR22 3,
MHCII y IL1p asociados a la respuesta inmune de S. salar expuestos a distintas estrategias de
transferencia a agua de mar (shock salino y cambio gradual de salinidad) luego de ser
inoculados con P. salmonis.

O.E 3: Evaluar mediante RT-qPCR cambios transcripcionales de genes asociados a estrés
oxidativo (SOD y CAT) y transporte de hierro (Ferritina-M y Haptoglobina) en S. salar ante
dos estrategias de transferencia a agua de mar (shock salino y cambio gradual de salinidad)

luego de ser inoculados con P. salmonis.

3. HIPOTESIS

El proceso de transferencia a agua mar de smolts de salmon Atlantico genera un

impacto negativo en su respuesta inmune.

4. PREDICCIONES

v Los smolts de S. salar expuestos a shock salino y cambio gradual de salinidad van a
presentar una desregulacion en su sistema inmune con respecto a smolt en agua dulce.

v" Los smolts transferidos a agua de mar en forma de shock salino tendran una menor
capacidad de hacer frente a patdgenos en comparacion de los smolt transferidos mediante

un cambio gradual de salinidad.

5. MATERIALES Y METODOS

Todos los andlisis de laboratorio fueron realizados en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia y Gendmica Acuicola (LBGA), ubicado en el Centro de Biotecnologia -
Universidad de Concepcion, Chile. Perteneciente al Centro Interdisciplinario para la
Investigacion Acuicola (INCAR). El disefio experimental y las muestras utilizadas para este

estudio son parte de un proyecto FONDECYT postdoctoral desarrollado en el LBGA.
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5.1. Obtencion y preservacion de las muestras

Se utilizaron muestras de rifidén anterior de smolt de Sal/mo salar brindadas por el
Laboratorio de Biotecnologia y Genomica Acuicola, Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Concepcion, las cuales se encuentran fijadas en RNAlater (Thermofisher,
Waltham, MA, EE.UU.) y almacenadas a -80 °C para su aislamiento de &cido ribonucleico
(ARN). Los smolt de S. salar, fueron transferidos a agua de mar mediante cambio gradual de
salinidad (GSC) aumentando 10 PSU por semana hasta llegar a 32 PSU, y otro grupo
transferido mediante un shock salino (SS), directamente de agua dulce (AD) a 32 PSU (Fig. 3).
Luego de dos semanas de la transferencia a AM los peces fueron inoculados con P. salmonis,
mediante inyeccidn intraperitoneal con una concentracién de bacterias de 10”8 cel/ml. En
ambos casos se tomaron muestras antes (T4) y después de ser inoculados con P. salmonis

(TS). Ademas de muestras de un grupo control el cual se mantuvo en AD sin infectar (TO).

Agua Dulce (AD) Agua de Mar (AM)

Cambio Gradual de Salinidad
(CGS)

vV v

10 PSU 20 PSU 32PSU  P. salmonis
[ ]

|
|
|
|
|
|
|
| 32PSU P salmonis
|
|
i
|
|

F \

Shock Salino
(SS)

. .V

E——)
Figura 3. Diagrama de disefio experimental que muestra las condiciones CGS y SS para el
salmon del Atlantico smolts (n=30 peces/tanque). Los puntos de muestra se indican con una
flecha roja. TO indica la toma de muestras del grupo en agua dulce sin infectar (AD). Para
ambos grupos de salmon del Atlantico en agua de mar (CGS y SS), T4 corresponde a la toma
de muestra después de la transferencia a agua de mar a 32 PSU previo a la infeccion con P.

salmonis, T5 para ambos grupos, corresponde a la toma de muestra 25 dias pos-infeccion con
P. salmonis (CGS25DPI y SS25DPI).
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5.2. Analisis de expresion génica

Extraccion, cuantificacion y determinacion de acido ribonucleico (ARN)

Para la extraccion de ARN, se utiliz6 el protocolo establecido por el Laboratorio de
Biotecnologia y Genomica Acuicola - UdeC (Anexo I). Se tomaron 3 muestras de rifion al
azar por cada tratamiento y se las cortd en una placa de vidrio sobre hielo, tomando de 50 a
100 mg de tejido y anadiéndolo a los tubos Eppendorf de 2 mL con 1 mL de trizol y una
esfera de ceramica autoclavada. A continuacidn, se homogeneiz6 y trituré la muestra usando
TissueLyser® a una frecuencia de 24/s durante 5-10 minutos.

Luego, se agreg6 200 uL de cloroformo, se incub6 en hielo durante 3 minutos y se
procedié a centrifugar a 12,000 g durante 15 minutos a 4 °C. Se recupero la fase acuosa y se
transfirio a un tubo de 1,5 mL, en el cual se anadi6 500 pL. de isopropanol y se incubd
nuevamente durante 20 minutos a -20 °C. Después se centrifugd a 12,000 g durante 10
minutos a 4 °C para obtener la formacién del pellet. El pellet se lavo con 1 mL de etanol al
75 %, homogeneizandolo suavemente con una micropipeta. Posteriormente, se centrifugo a
7,500 g durante 5 minutos a 4 °C. Se sec6 la muestra durante 5 minutos y se resuspendio en
50 uL de agua libre de nucleasas, homogeneizandola con una micropipeta. Finalmente, se
cuantificéd mediante un espectrofotometro Thermo Scientific® NanoDrop® One evaluando la
concentracion y las razones 260/280 y 260/230 (Tabla 4). Ademaés, se determino la integridad
mediante electroforesis en gel MOPS (acido 3-(N-Morfolino)-propanesulfonico) al 1,2 %. Las
imagenes de los geles fueron capturadas utilizando el sistema iBright® 1500 (Imaging System

de Invitrogen®).
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Tabla 4. Relacion 260/280 y 260/230 arrojada por Thermo Scientific® NanoDrop® One

Muestra ~ A260/A280  A260/A230

AD 2,05 2,39
AD 1,82 1,92
AD 2,11 2,32
CGS 2,13 2,36
CGS 2.1 2,12
CGS 2,03 2,18
SS 2,09 2,26

SS 2,12 2,29

SS 2,12 2,23
CGS25DPI 2.1 2,32
CGS25DPI 2,08 2,31
CGS25DPI 2,06 2,29
SS25DPI 2,01 1,77
SS25DPI 1,94 2,32
SS25DPI 2,06 2.3

Sintesis de acido desoxirribonucleico complementario (ADNc)

Se utilizaron las muestras previamente almacenadas a -80 °C que cumplieron con los
criterios integridad y pureza, a una concentracion de 200 ng/ul de ARN cada uno. Siguiendo
el protocolo establecido por el Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica Acuicola - UdeC
(Anexo II), en un tubo estéril de 200 pl por cada grupo a analizar, se agregaron 9 ul de Master
Mix (kit “RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis” marca Thermo Scientific®), 1 ul
de ARN (200 ng/uL) y se homogeneizd. Luego se colocaron los tubos en un termociclador
(Esco Swift Maxi®) con programa 25 °C - 5 min; 42 °C - 60 min; 70 °C - Smin. Para verificar
la correcta sintesis de cDNA se realiz6 PCR en tiempo final con un set de partidores de
control enddgeno factor de elongacion, Om_EF1a-F2/R2 (cebador hacia adelante F y cebador
reverso R) previamente estandarizado a Tm 58 °C. Posteriormente, su integridad fue

determinada mediante electroforesis en gel TBE de agarosa al 1,5 %.
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PCR convencional tiempo final

Para la realizacion del PCR en tiempo final se siguid el protocolo establecido por el
Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica Acuicola - UdeC (Anexo III). Se utilizaron pools
de ADNc de los cinco grupos a analizar (AD, CGS, SS, CGS25DPI y SS25DPI) almacenados
a -80°C, a los cuales se les adicion6 la mezcla de reaccion de PCR compuesta por (Master
Mix 1x12,5 pl): Buffer 10X 1,25 pl, BSA 10 ug/ul 0,25 pl, dNtPS 10 mM 0,25 pl, MgCI2 25
mM 0,75ul, agua libre de nucleasas 7,6 pl, Tag ADN polimerasa 0,15 ug/ml (Thermo
Scientific®), genes a analizar que se muestran en la Tabla 5 Primer F 0,625 pl y R 0,625 pl,
ADNc 10,625 pl. Ademds se evalué un set de cebadores de housekeeping previamente
estandarizados (Om_EF1la) con concentracion de 10 pM. Tm 60 °C; por 35 ciclos. La
amplificacion de ADNc se realizé en un termociclador (Thermal Cycler Veriti96-Wel Applied
Biosystems®) con un programa estandar: 95 °C 1 min; 95 °C 30 seg; Tm segtn primer 30 seg;
72 °C 30 seg; 72 °C 30 seg x 35 ciclos; 72 °C 7 min. Luego se visualizaron los resultados

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

RT-qPCR

La realizacion del PCR en tiempo real se hizo segin protocolo del Laboratorio de
Biotecnologia y Gendmica Acuicola — UdeC (Anexo IV). Se utilizaron las muestras de ADNc
almacenadas a -80°C, se descongelaron en hielo. En un tubo estéril de 1,5 mL se preparo el
Mix de la reacciéon (1 x 10 pL) compuesto por: kit de gPCR PowerUP SYBR Green Master
mix 2x 5 pl; agua libre de nuclesas 2,75 pL; genes a analizar (Tabla 5) F 0,625 pL y R 0,625
uly ADNc 1 pL. Se cargd la placa evitando la formacion de burbujas y homogeneizando con
la pipeta. Se sell6 la placa con film dptico y se colocd en un termociclador (Quant Studio® 3
Real- Time PCR System) siguiendo el programa térmico establecido por Laboratorio de

Genomica y Biotecnologia Acuicola.
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Tabla 5. Lista de genes analizados, cebadores, secuencia (5’-3”), Tm, su implicancia en el

organismo y referencia bibliografica de su uso en otros estudios.

Implicancia en el Referencia
Marcador Cebador  Secuencia (5'-3") Tm p ) bibliografic
organismo .
GGTTCAGAC Vera-
Om_F(iAT CCTACTCAAC Estrés oxidativo: Bizama et
Catalasa - AA 60 Eliminacion de al. 2015,
Om CAT GGTGGAAGT peroxido de Valenzuela-
m‘R1 TAAGGCATC hidrégeno Mufioz
- AC 2018
CCGTATTCTT Vera-
Om_FSlOD TGAGCAGGA Estrés oxidativo: Bizama et
Superoxido - G 54 Dismutacion de al. 2015,
dismutasa radicales Valenzuela-
OijS 10D Ag(;gg}:g?gT superdxidos Muiioz
- 2018
SS Ferriti TATCACCACG Vera-
oM Fl ATTGCGAAG Bizama et
Ferritin M - ¢ 60  Transporte de hierro Vzi.ei(z)éesfa-
SS Ferriti CTCGTCGCTG Mufioz et al
nM R1 TTCTCCTTGA '
- 2017
Ss habto GGCATGTAG
AP0 GCAGAGAGC
globin F1 TT Valenzuela-
Haptoglobina Ss hapto  GGAGAATGT 58  Transporte de hierro  Mufioz et al.
globin R GTGCTTTGGG 2020
1 G
Ok TLR2 TGCCTTCTAA Sist ) )
. 23F CCCTCTCCCT 1stema IMmune: ;10 7uela-
Receptor tipo - = 61 Receptor Mufioz et al
toll Ok TLR2 CGCTGCTCTC reconocedor de 2020 '
2:3_R AGAC/(\}GGAA patrones
) Ss MHCI CTCCTCAAAG Valenzuela-
Complejo 1F GACCTGCAG ) ) ) .
mavor de » G Sistema inmune: Miranda &
histoc}(,)m atibi 60 Reconocedor de Gallardo-
lidad II)I Ss MHCI TCAGGACCTT antigenos Escarate
I R TGTTCCAGGC 2016
GATCTGGAG
Om_é]g 1B GTATCCCATC Sistema inmune: Valenzucla-
) _ Generador de
Interleucina-1p A 60 ¢ Muiloz et al.
Om ILIB CACAGCACTCT fespuestas pro- 2020
R6 CCAGCAAGA inflamatorias
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5.3. Analisis de datos

A partir de la RT-qPCR se tomaron los datos del umbral térmico (CT, por sus siglas en
inglés, cycle threshold), el cual denota el ciclo a partir del cual se comienza a detectar
fluorescencia. Es decir, es el ciclo en el que la amplificacion de ADN es detectable de manera
confiable. Se cuantificé la expresion relativa de cada gen mediante el calculo AACt, utilizando

el control endégeno Om_EF1a F1 y R2. Se realizo el calculo de A ACT, segtn la ecuacion 1:

CT = CT gen “x” — CT factor de elongacion
AACT = CT — minimo valor de CT obtenido para el gen “x”

Ecuacion 1. Calculo de AACT a partir de los valor de CT arrojados por la RT-qPCR.

Posteriormente, para evaluar las diferencias estadisticas entre los grupos
experimentales los resultados fueron procesados utilizando el Software Statistica (Version
13.0). Se evalu6 el supuesto de normalidad mediante la prueba de Shapiro-Wilk - Test W y de
homocedasticidad utilizando el test de Levene. Luego se empleo la prueba paramétrica
ANOVA de una via y prueba de Tukey como test post-hoc en los casos en que se
identificaron diferencias significativas. El test Kruskal-Wallis no paramétrico, se utilizo en los
casos en los que los supuestos de normalidad y homosedasticidad no fueron cumplidos. El
nivel de significancia para todos los test estadisticos fue de P<0,05.

Todos los test estadisticos fueron realizados con los valores de AACT obtenidos
mediante la ecuacion 1. En las tablas y figuras a continuacion el AACT de cada gen se denota

como: CT acompanado por el nombre del gen analizado.
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6. RESULTADOS

6.1. RT-qPCR de los genes TLR22 3, MHCII y IL1P de S. salar expuestos a distintas

estrategias de transferencia a mar (shock salino y cambio gradual de salinidad)

Se evalud la diferencia en la expresion de los genes TLR22 3, MHCII y ILIB,
asociados con la respuesta inmune utilizando los marcadores Ok TLR22 3, Ss MHCII y
Om_IL1p respectivamente en salmones del Atlantico (S. salar) expuesto a dos estrategias
diferentes de transferencia a agua de mar, cambio gradual de salinidad (CGS) y shock salino
(SS) ademas del grupo control que se mantuvo en agua dulce (AD).

Antes de realizar los test estadisticos se comprobaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad con los test de Shapiro-Wilk - Test W y el Test de Levene respectivamente.
Para los tres marcadores analizados no se rechaza el supuesto de normalidad (P>0,05) y el
supuesto de homocedasticidad (P>0,05) (Tabla 6). Se realiz6 ANOVA de una via para
establecer las diferencias significativas y Tukey como andlisis post-hoc para encontrar adonde
se establecian las diferencias significativas.

Para los tres genes se encontraron diferencias significativas (P<0,05) en su expresion
durante la transferencia a agua de mar bajo dos estrategias diferentes, cambio gradual de
salinidad y shock salino (Tabla 7).

La expresion del marcador Ok TLR22 3 vari6 significativamente entre los peces que
se transfirieron a agua de mar mediante shock salino y los que se mantuvieron en agua dulce.
No se encontraron diferencias en la expresion entre los otros tratamientos, aunque se observa
una tendencia de aumento en la expresion de los genes durante la transferencia a agua de mar
(CGS y SS) con respecto a los de AD (Fig. 4).

En la expresion del marcador Om_IL1B, se observo una diferencia significativa entre

el grupo de agua dulce (AD) y los dos grupos de peces bajo el tratamiento de transferencia a
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agua de mar. Ambos se expresaron menos que en AD. No se vio diferencia significativa entre
el CGS y SS (Fig. 5).

La expresion del marcador Ss MHCII fue significativamente diferente en todos los
tratamientos. En los peces que se transfirieron a agua de mar se ve un aumento de la expresion
de este gen con respecto a los que se mantuvieron en agua dulce (Fig. 6).

Para Ss MHCII y Ok TLR22 3, se observ6 una mayor expresion relativa durante la
transferencia a agua de mar mediante shock salino y cambio gradual de salinidad en
comparacion a la expresion de los salmones que se mantuvieron en agua dulce. Por el
contrario, Om_IL1B disminuy6 su expresion en los peces que atravesaron por el proceso de

transferencia a agua de mar en comparacion con los que no lo hicieron (Fig. 7).

Tabla 6. Test de normalidad Shapiro-Wilk - Test W y Test de Levene .

Test normalidad Test homocedasticidad
MS MS
CT Gen N w P Effect error F P
CT Om IL1B 9 0,9058 0,2873 0,0127 0,0034 3,7828  0,0865
CT Ss_ MHCII 9 0,8583 0,0919 0,0034 0,0012 2,8576  0,1343
CT Ok TLR22 03 9 09694 0,8899 0,0018 0,0031 0,5869 0,5851
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Tabla 7. ANOVA de una via.

ANOVA de una via- CT Om_IL1B

Efecto SS gl. MS F P
Inter 2,6639 1 2,6639 209,1886 0,000007
Intra 0,4154 2 0,2077 16,3103 0,00375
Error 0,0764 6 0,0127

ANOVA de una via - CT Ok_TLR22 03

Efecto SS gl. MS F P
Inter 5,2442 1 5,2442 447,5309 0,000001
Intra 0,1718 2 0,0859 7,3317 0,024482
Error 0,0703 6 0,0117

ANOVA de una via - CT Ss MHCII
Effect SS gl. MS F P
Intercept 1,630758 1 1,630758 462,6387 0,000001
Trat 0,325436 2 0,162718 46,1623 0,000227
Error 0,021149 6 0,003525
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Figura 4. Analisis post-hoc Tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Ok TLR22 3. SS: shock salino, CGS: cambio
gradual de salinidad, AD: agua dulce.
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Figura 5. Andlisis post-hoc Tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Om IL1B. SS: shock salino, CGS: cambio
gradual de salinidad, AD: agua dulce.
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Figura 6. Andlisis post-hoc Tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Ss MHCII. SS: shock salino, CGS: cambio
gradual de salinidad, AD: agua dulce.
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Figura 7. La grafica muestra los valores promedios y la barra el desvié estdndar de la
expresion relativa cada gen analizado. Ok TLR22 3 AD: 0,59+0,14; CGS: 0,77+0,11; SS:
0,93+0,07. Ss MHCII AD: 0,21+0,01; CGS: 0,40+0,10; SS: 0,67+0,02. Om _IL1 AD:

0,82+0,19; CGS: 0,3+0,02; SS: 0,51+0,05. Con un * se indica P-valor < 0.05 en comparacioén
con AD. SS: shock salino, CGS: cambio gradual de salinidad, AD: agua dulce.

6.2. RT-qPCR de los genes TLR22 3, Ss MHCII y IL1f de S. salar infectados con P.

salmonis en agua de mar

Se evalud la diferencia en la expresion de los genes TLR22 3, MHCII y ILIB,
asociados con la respuesta inmune utilizando los marcadores Ok TLR22 3, Ss MHCII y
Om_IL1B respectivamente en salmon del Atlantico (S. salar) expuesto a dos estrategias
diferentes de transferencia a agua de mar, cambio gradual de salinidad (CGS) y shock salino
(SS) y luego de 25 dias de ser inyectados con la bacteria intracelular P. salmonis,
denominados CGS25DPI y SS25DPI, respectivamente.

Antes de realizar los test estadisticos se comprobaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad con los test de Shapiro-Wilk - Test W y el Test de Levene, respectivamente.
Para el marcador Ss MHCII no se rechaza el supuesto de normalidad (P>0,05), para

Om_IL1B y Ok TLR22 3 no se cumplen con los supuestos de normalidad (P<0,05). El

40



supuesto de homosedasticidad no se rechaza en ninguno de los tres casos analizados (P>0,05)
(Tabla 8).

Se realizo ANOVA de una via (Tabla 9) para establecer las diferencias significativas y
tukey como andlisis post-hoc para establecer a donde se encontraban las diferencias en el
marcador que cumple todos los supuestos (Fig. 8). Para los dos marcadores que no
cumplieron los supuestos se utilizo el test estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis.

Se identificaron diferencias significativas (P<0,05) en la expresion de los tres genes
analizados en peces infectados con P. salmonis en comparacion con los no infectados en SS.

En relacion al marcador Ss. MHCII, se encontraron diferencias significativas (P<0,05)
entre los peces infectados en agua de mar y los no infectados, independientemente de la
estrategia de transferencia utilizada. Respecto al marcador Om_ILIP, se observaron
diferencias significativas (P<0,05) entre los peces no infectados e infectados transferidos al
agua de mar mediante shock salino, mientras que no hubo diferencias significativas en
aquellos transferidos mediante cambio gradual de salinidad (Fig. 9). El marcador
Ok TLR22 3 mostrd un patron similar al de Om_IL1f, con diferencias significativas en la
expresion entre peces no infectados e infectados transferidos mediante shock salino (Fig. 10).
Se evidencid una mayor expresion de Ok TLR22 3 y Om_IL1 en los peces en SS, mientras

que el marcador Ss. MHCII present6 una mayor expresion en CGS25DPI (Fig. 11).

Tabla 8. Test de normalidad Shapiro-Wilk - Test W y Test de homocedasticidad de Levene.

Test normalidad Test homocedasticidad
MS MS
CT marcador N \\Y% P Effect error F P
CT Om_IL1B 12 0,8225 0,0171 0,0005 0,0002 2,2752 0,1569
CT Ss_ MHCII 12 0,9425 0,5313 0,0023 0,0012 11,8663 0,2136

CT Ok TLR22 03 12 0,8536 0,0407 0,0024 0,0011 2,2352 0,1615
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Tabla 9. Test ANOVA de una via

ANOVA de una via - CT Ss_ MHCII

Efecto SS gl. MS F P
Inter 4,2876 1 4,2876 821,6432 0
Intra 0,4825 3 0,1608 30,8187 0,000096
Error 0,0417 8 0,0052

CT Ss_MHCII
%

CGS ss CGS25DPI SS25DPI1

Prueba de diferencia significativa de Tukey
AA CT marcador Ss MHCII
Error: entre MS= 0,00522, df= 8,0000

CGS SS

Tratamiento 0.39977 0.6743 ng;g;)()PI S()?j;%l;l

CGS 0,007839 0,000341 0,963718

SS 0,007839 0,022586 0,014332

CGS25DPI 0,000341 0,022586 0,000407
SS25DPI 0,963718 0,014332 0,000407

Figura 8. Andlisis post-hoc Tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Ss MCHII. SS: shock salino; CGS: cambio
gradual de salinidad; SS25DPI: shock salino 25 dias después de ser infectados con P.
salmonis;, CGS25DPI: cambio gradual de salinidad 25 dias después de ser infectados con P.
salmonis.
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Test Kruskal-Wallis; Comparacion multiple p valor
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Test H (3, N=12) =10,42105 p=0,0153

: CGS SS CGS25DPI  SS25DPI
framiento  p:g000  R:11,000 R:5,0000  R:2,0000
CGS 1,000000  1,000000  0,249240

SS 1,000000 0249240  0,013407
CGS25DPI  1,000000 0,249240 0,249240

SS25DPI  0,249240 0,013407  1,000000

Figura 9. Test no parametrico Kruskal-Wallis y diagrama de caja para AAOm_IL1B. El
punto central representa la medina, las cajas delimitan los cuartiles y las barras los extremos
maximo y minimo. SS: shock salino; CGS: cambio gradual de salinidad; SS25DPI: shock
salino 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; CGS25DPI: cambio gradual de
salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis.
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AA CT marcador Ok TLR22 3
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SS 1,000000 0,325473 0,019445
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SS25DPI 0,188703 0,019445 1,000000

Figura 10. Test no parametrico Kruskal-Wallis y diagrama de caja para Ok TLR22 3. El
punto central representa la medina, las cajas delimitan los cuartiles y las barras los extremos
maximo y minimo. SS: shock salino; CGS: cambio gradual de salinidad; SS25DPI: shock
salino 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; CGS25DPI: cambio gradual de
salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis.
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Figura 11. La grafica muestra los valores promedios y la barra el desvio estdndar de la
expresion relativa cada gen analizado. Ok TLR22 3 CGS: 0,77+0,11; SS: 0,93%0,07;
CGS25DPI: 0,23+0,03; SS25DPI: 0,05+0,02. Ss. MHCII CGS: 0,40+0,10; SS: 0,67+0,02;
CGS25DPI: 0,89+0,09; SS25DPI: 0,43+0,04. Om_IL1B CGS: 0,3+£0,02; SS: 0,51%0,05;
CGS25DPI: 0,02+0,01; SS25DPI: 0,0044+0,002. Con un * se indica P-valor < 0.05 en
comparacion con los tratamientos no infectados, CGS y SS, CGS25DPI y SS25DPI
respectivamente. CGS: Cambio gradual de salinida; SS: shock salino; CGS25DPI: cambio

gradual de salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; SS25DPI: shock
salino 25 dias después de ser infectados con P. salmonis.

6.3. RT-qPCR de genes asociados a estrés oxidativo (SOD y CAT) y transporte de hierro

(Ferritina-M y Haptoglobina) de S. salar infectados con P. salmonis en agua de mar

Se evalud la diferencia en la expresion de los genes SOD y CAT mediante los
marcadores Om_SOD y Om_CAT, respectivamente asociados al estrés oxidativo y mediante
los marcadores Ss_FerritinM y Ss_Haptoglobin se evalud la expresion de los genes Ferritin-M
y Haptoglobina asociados al transporte de hierro, en los salmones del Atlantico (S. salar)
expuestos a dos estrategias diferentes de esmoltificacion, cambio gradual de salinidad y shock
salino antes y después de 25 dias de ser inyectados con la bacteria intracelular P. salmonis. Se
establecieron dos tratamientos, cambio gradual de salinidad y shock salino con dos niveles

cada uno: sin infectar (CGS y SS) y 25 dias pos-infeccion (CGS25DPI y SS25DPI).
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Antes de realizar los test estadisticos se comprobaron los supuestos de normalidad y
homocedasticidad con los test de Shapiro-Wilk - Test W y el Test de Levene respectivamente.
El supuesto de normalidad se cumplen para Om_SOD, Ss FerritinM y Ss Haptoglobina
(P>0,05). Mientras que Om_CAT no lo cumplen (P<0,05). El supuesto de homocedasticidad
en Ss FerritinM y Ss Haptoglobina se cumple (P>0,05). Para Om_SOD y Om_ CAT no
cumple el supuesto de homosedasticidad (P<0,05) (Tabla 10). Se realiz6 ANOVA de una via
para establecer las diferencias significativas y tukey como andlisis post-hoc para establecer a
donde se encontraban las diferencias en los dos genes que cumplen todos los supuestos. Para
los dos genes que no cumplieron los supuestos se utilizd el test estadistico no paramétrico

Kruskal-Wallis.

Tabla 10. Test de normalidad Shapiro-Wilk - Test W y el test de homocedasticidad de

Levene.

Test normalidad Test homocedasticidad

MS
CT Gen N W P Effect MS error F P

CT Ss_ferritinM 1209266 03459  0,0013 0,0004 3,3317 0,0770
CT Ss_haptoglobin 12 0,8796  0,0866  0,0003 0,0003 0,9500 0,4612
CT Om_SOD 12 0,8720 0,0692  0,0028 0,0003 9,3642 00,0054
CT Om_CAT 12 0,7844  0,0063  0,0039 0,0008 5,0185 0,0303

En cuanto a la expresion de los genes asociados al estrés oxidativo, se encontré que
para ambos genes hay diferencias significativa entre los tratamientos CGS y CGS25DPI

(P<0,05) (Fig. 12 y Fig. 13).
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SS 0,249240 1,000000 1,000000
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SS25DPI 1,000000 1,000000 0,249240

Figura 12. Test Kruskal-Wallis y diagrama de caja para AACT Om_SOD. El punto central
representa la medina, las cajas delimitan los cuartiles y las barras los extremos maximo y
minimo. CGS: cambio gradual de salinidad, SS: shock salino; CGS25DPI: cambio gradual de
salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; SS25DPI: shock salino 25 dias
después de ser infectados con P. salmonis.
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Figura 13. Test Kruskal-Wallis y diagrama de caja para AACT Om_CAT. El punto central
representa la medina, las cajas delimitan los cuartiles y las barras los extremos maximo y
minimo. CGS: cambio gradual de salinidad, SS: shock salino; CGS25DPI: cambio gradual de
salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; SS25DPI: shock salino 25 dias
después de ser infectados con P. salmonis.

En cuanto a la expresion de los genes asociados al transporte de hierro, se encontraron

diferencias significativas para ambos casos analizados (ANOVA, P<0,05) (Tabla 11). Para
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Ss FerritinM, entre los peces transferidos mediante shock salino, no se encontraron
diferencias significativas antes y después de ser infectados, SS y SS25DPI respectivamente
(Tukey P>0,05). Por el contrario entre todos los otros tratamientos analizados para este gen si
se encontraron diferencias significativas (Tukey P<0,05) (Fig. 14). Para Ss_haptoglobina se
encontraron diferencias significativas en la expresion del gen entre todos los tratamientos

analizados (Tukey P<0,05) (Fig. 15).

Tabla 11. Test ANOVA de una via

ANOVA de una via - CT Ss_ferritinM

Efecto SS gl. MS F P
Inter 5,1870 1 5,1870 2023,719 0
Intra 0,6127 3 0,2042 79,676 0,000003
Error 0,0205 8 0,0026

ANOVA de una via - CT Ss_haptoglobina

Efecto SS gl. MS F
Inter 2,4106 1 2,41006 2235,275
Intra 1,3175 3 0,4392 407,228 0
Error 0,0086 8 0,0011
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Prueba de diferencia significativa de Tukey
AA CT marcador Ss_ferritinM
Error: entre MS= 0,00256, df= 8,0000
0,33573 0,63808 0,97320 0,68283
CGS 0,000559 0,000231 0,000338
SS 0,000559 0,000374 0,709212
CGS25DPI  0,000231 0,000374 0,00068

SS25DPI 0,000338 0,709212 0,00068

Figura 14. Andlisis post-hoc tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Ss_FerritinM. CGS: cambio gradual de salinidad,
SS: shock salino; CGS25DPI: cambio gradual de salinidad 25 dias después de ser infectados
con P. salmonis; SS25DPI: shock salino 25 dias después de ser infectados con P. salmonis.
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Figura 15. Andlisis post-hoc tukey, prueba de la diferencia honestamente significativa con
intervalos de confianza de 95% para AACT Ss Haptoglobina. CGS: cambio gradual de
salinidad; SS: shock salino; CGS25DPI: cambio gradual de salinidad 25 dias después de ser
infectados con P. salmonis; SS25DPI: shock salino 25 dias después de ser infectados con P.

salmonis.
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Figura 16. La grafica muestra los valores promedios y la barra el desvid estandar de la
expresion  relativa cada gen analizado. Om_CAT CGS: 0,46+0,01; SS:
0,77+0,04;CGS25DPI:0,90+0,12; SS25DPI:0,51+0,03. Om_SOD CGS: 0,34+0,004; SS:
0,47+0,03;CGS25DPI1:0,89+0,09; SS25DPI.0,43+0,02. Ss FerritinM CGS: 0,34+0,07; SS:
0,64+0,02;CGS25DPI:0,97+0,02; SS25DPI:0,68+0,06. Ss_Haptoglobina CGS: 0,96+0,04; SS:
0,4540,03;CGS25DPI:0,45+0,04; SS25DPI:0,04+0,01. Con un * se indica P-valor < 0.05 en
comparacion con los tratamientos no infectados, CGS y SS, CGS25DPI y SS25DPI
respectivamente. CGS: Cambio gradual de salinida; SS: shock salino; CGS25DPI: cambio
gradual de salinidad 25 dias después de ser infectados con P. salmonis; SS25DPI: shock
salino 25 dias después de ser infectados con P. salmonis.

7. DISCUSION

7.1. Genes TLR22 3, MHCII y IL1p de S. salar expuestos a distintas estrategias
de transferencia a mar (shock salino y cambio gradual de salinidad)

Durante la esmoltificacion, los salmones experimentan una serie de cambios
fisioldgicos importantes. Estos cambios son criticos para su supervivencia en el mar y son
fundamentales para la adaptacion a un ambiente de agua salada. Un aspecto crucial de esta
adaptacion es la respuesta inmune (Boeuf 1993).

Los resultados de nuestra investigacion revelan que el proceso de transferencia a agua de
mar induce modificaciones en la expresion de genes relacionados con la respuesta inmune y

que los salmones del Atlantico (S. salar) enfrentan de manera diferente este proceso segun el
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método de transferencia utilizado (cambio gradual de salinidad o shock salino). No obstante,
ambos métodos resultan en un impacto negativo en la respuesta inmune. En los tres genes
evaluados con relacion a la respuesta inmune (TLR22 3, MHCII y ILIP) se observé una
diferencia significativa con respecto a los peces que se mantuvieron en agua dulce. La
activacion del gen TLR22 (Toll-like receptor) durante la esmoltificacion desencadena una
respuesta inflamatoria, lo que podria generar dafios en el pez (Aliprantis et al. 1999). Lo cual
se vio reflejado en nuestros resultados con una mayor expresion de TRL22 en los peces que se
transfirieron a agua de mar en comparacion con los que se mantuvieron en agua dulce; el
grupo SS mostr6 la mayor expresion de este gen, lo que se podria traducirse a una mayor
respuesta inflamatoria, lo que podria causar graves dafios en el pez. Esto concuerda con un
estudio realizado en esmoltificacion de S. salar donde se encontrd que ante un shock salino se
expresan varios genes TLR de la via de inmunidad innata generando una respuesta en relacion
con la ruta de la apoptosis (Garcia-Opazo 2023).

Por otro lado, el gen IL-1B, que controla una citoquina proinflamatoria clave en la
respuesta inmune innata, se expres6 mas en los peces que permanecieron en agua dulce que
en aquellos transferidos al agua de mar. Esta observacion sugiere que los peces en agua de
mar pueden no ser capaces de regular completamente su sistema inmune innato, generando
una respuesta inflamatoria desregulada. Se debe tener en cuenta que, el equilibrio en la
produccion y la regulacion de estas citoquinas es fundamental para mantener una respuesta
inmune efectiva y evitar dafios excesivos en los tejidos (Abbas et al. 2018).

En cuanto a la respuesta inmune adaptativa, los genes del MHCII son activos en células
presentadoras de antigenos, como los linfocitos B y los macrofagos. Estas células desempenan
un papel clave en la presentacion de antigenos de origen bacteriano, y en el mantenimiento
del entorno extracelular (Yafez y Martinez 2010). A partir de los resultados que obtuvimos en

este trabajo observamos una mayor expresion de genes del complejo mayor de

53



histocompatibilidad de tipo II (MHCII) en el agua de mar. Esto podria deberse a la necesidad
de reajustar el sistema inmune adaptativo al cambiar de medio, mientras que los salmones en
agua dulce mantienen una baja expresion de estos genes, ya que estdn en un ambiente
“reconocido” por su sistema inmune adaptativo. No se debe dejar de lado que las
desregulacidones o variaciones del sistema inmune depende tanto de factores bidticos, como
abidticos a los que estan expuestos los peces y que el estrés mismo puede generar variaciones

en la expresion de ciertos genes.

7.2. Genes TLR22 3, MHCII, IL1g, SOD, CAT, Ferritina-M y Haptoglobina de
S. salar infectados con P. salmonis en agua de mar

En el presente estudio, se investigd la variacion en la expresion de genes relacionados
con el transporte de hierro en el rifion anterior de Salmo salar infectados con Piscirickettsia
salmonis, utilizando dos métodos de transferencia a agua de mar: CGS y SS. Los hallazgos en
este estudio se contextualizan en investigaciones previas que han observado un aumento en la
expresion de genes asociados con la privacion de hierro en salménidos infectados con P.
salmonis, lo que sugiere una acumulacién de hierro en las células del huésped (Pulgar et al.
2015; Valenzuela-Miranda y Gallardo-Escéarate 2016). Es decir, Salmo salar utiliza una
variedad de mecanismos inmunoldgicos para limitar la disponibilidad de hierro y privar a P.
salmonis de este recurso esencial. Esta competencia por el hierro es un aspecto clave en la
interaccion patdgeno-huésped y refleja una estrategia del sistema inmunoldgico para combatir
las infecciones bacterianas. El secuestro de hierro por el hospedero se lleva a cabo mediante la
produccion de proteinas que se unen al hierro de manera especifica, reduciendo asi la cantidad
de hierro libre en el entorno circundante. El aumento de la produccioén de proteinas de union

al hierro, como la ferritina, hacen que se almacene el hierro en una forma no disponible para
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las bacterias. Es decir, la ferritina se une al hierro y lo almacena en una forma que no es
facilmente accesible para P. salmonis.

En el analisis de los resultados, se observo un aumento en la expresion de FerritinaM
en los peces que se transfirieron al agua de mar mediante cambio gradual de salinidad e
infectados en comparacion con los no infectados (CGS25DPI y CGS, respectivamente). Esto
podria indicar que S. salar estd almacenando hierro en su citoplasma en respuesta a la
infeccion para privar a P. salmonis del mismos. Pero por otra parte, se encontré una
disminucién en la expresion del marcador Ss_haptoglobina en el grupo CGS25DPI, lo que
podria sugerir que S. salar no esta evadiendo eficazmente al patdégeno y que P. salmonis
finalmente si estaria logrando obtener el hierro de su hospedador.

Por otro lado, el aumento en la expresion de los genes SOD y CAT en CGS25DPI
sugiere una posible modificacion en su sistema inmunoldgico para hacer frente al estrés
oxidativo y al patégeno. En contraste, en los salmones transferidos al agua de mar mediante
SS, no se observaron diferencias entre los peces infectados y no infectados. Esto indicaria que
los diferentes procesos de transferencia al agua de mar, podria afectar la respuesta de los
peces ante una infeccion bacteriana. Investigaciones previas han informado un aumento en la
expresion de CAT en el contexto de infeccion por P. salmonis (Pedro et al. 2019), pero
también se ha observado una regulacion al alza de la catalasa en diversos tejidos de peces
moribundos infectados por P. salmonis que puede llevar a la muerte celular y necrosis (Tacchi
et al. 2011). Ademas, se ha sefialado que P. sa/monis induce una inhibicion significativa de la
respuesta antioxidante (Rozas-Serri 2022), lo que podria explicar la falta de aumento en la
expresion de CAT en el grupo SS25DPI con respecto a SS.

Por otra parte, si observamos los genes que estdn directamente relacionados con la
respuesta del sistema inmune de S. salar (IL13, MCHII y TLR22), se observd una

disminucién en la expresion del gen IL1PB, que codifica proteinas precursoras de la citocina
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interleucinal B. Esto sugiere que P. salmonis podria estar inactivando esta via del sistema
inmunologico. Rozas-Serri et al. (2018) describe que S. salar, al infectarse con esta bacteria,
activa su sistema inmune innato, lo cual no fue lo que nosotros observamos en las muestras de
rifidon analizadas, ya que no solo se encontrdé una disminucion en la expresion del marcador
IL1B, si no también de TLR22 3 en ambas estrategias de transferencia al agua de mar después
de la infeccion. Se debe tener en cuenta que el autor antes mencionado describe el aumento en
el rinon de salmén del Atlantico pero de TLRS, no de TLR22. EI TLRS5 reconoce
especificamente proteinas flagelares bacterianas (Yang et al. 2022), mientras que TLR22 se
relaciona con la deteccidon de acidos nucleicos de patdgenos (Wang et al. 2017).

Salazar et al. (2015) describen la interaccion entre la modulacion en la expresion de IL1J
y la via de TLR. La disminucién en la expresion de TLR22 y IL1f observada en este estudio
podria tener una explicacion comln, ya que P. salmonis contiene componentes en su
membrana que pueden ser reconocidos por TLR1 y TLR22. Ademas, este patdgeno tiene la
capacidad de modular la expresion de TLR para su beneficio, lo que respalda la observacion
de como P. salmonis puede replicarse y evadir el sistema inmunologico del huésped
(McCarthy et al. 2008; Salazar et al. 2015) tal como se observd en nuestro estudio.

Por ultimo, la activacion de MCHII en los salmones del Atlantico por parte de P.
salmonis se ha descrito en varios trabajos (Van der Wal et al. 2021; Rozas-Serri 2022), y los
resultados del presente estudio coinciden con los hallazgos previos en los salmones
transferidos mediante CGS y luego infectados (CGS25DPI), pero no en los expuestos a SS y
luego infectados. El tratamiento SS25DPI fue el que presento la menor expresion de todos los
genes relacionados con la respuesta inmune, por lo que seria interesante profundizar en este
andlisis y evaluar la expresion de otros genes relacionados, tales como el MCHI, para esta

condicion.
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8. CONCLUSION

Las modificaciones en el sistema inmune de los salmones durante la esmoltificacién
tienen un impacto significativo en su respuesta a patdgenos en el mar. En este estudio se
evalu6 la respuesta de Salmo salar ante una infeccion por Piscirickettsia salmonis y la
influencia de diferentes métodos de transferencia a agua de mar. De acuerdo con nuestros
resultados, los dos métodos de transferencia utilizados (cambio gradual de salinidad y shock
salino) afectan la respuesta inmune de manera diferente. En general, el grupo de salmones
expuestos a un cambio gradual de salinidad parece ser més “robusto” desde el punto de vista
inmunologico. Esto se debe a que no experimentan la desregulacion previa asociada con el
shock salino. Esta observacion sugiere que los salmones sometidos al cambio gradual de
salinidad pueden tener una ventaja en cuanto a su susceptibilidad a patégenos y su
supervivencia en el entorno marino. Se observaron diferencias significativas en la expresion
de genes relacionados con el transporte de hierro y la respuesta inmunolégica. La
acumulacion de hierro en las células del huésped y la modulacion de genes como SOD y CAT
sugieren una respuesta adaptativa de los peces transferidos mediante cambio gradual de
salinidad para hacer frente al estrés oxidativo y al patdégeno. Los resultados indican una
posible inactivacion de la via del sistema inmunoldgico innato, marcada por la disminucion en
la expresion de IL1B y TLR22, aunque esto contrasta con investigaciones previas que han
reportado la activacion del sistema inmunologico innato en respuesta a la infeccion por P.
salmonis. La capacidad de P. salmonis para modular la expresion de TLR y evadir el sistema
inmunologico del huésped se destaca como un mecanismo importante en la infeccion.

El proceso de esmoltificacion en salmones implica cambios significativos en su
sistema inmune, lo que puede tener consecuencias cruciales para su adaptacion al agua de mar.
Nuestros hallazgos respaldan la importancia de comprender estos cambios y considerar

cuidadosamente los métodos de transferencia al agua de mar en la acuicultura de salmones,
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con implicaciones significativas para la salud y la supervivencia. Este estudio proporciona
informacion relevante sobre la respuesta de S. salar a la infeccion por P. salmonis y subraya
la importancia de considerar el método de transferencia a agua de mar seglin la interpretacion
de los resultados. Se necesitan investigaciones adicionales para comprender completamente
los mecanismos subyacentes a estas respuestas y su relevancia en la patogénesis de P.

salmonis en los salmones del Atlantico.
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10 ANEXOS

10.1. ANEXO I /

Extraccion de ARN
\ " NA

Aquacultur e Resear ch

® (Bajo camara de extraccion) Preparar ImL de trizol en un tubo eppendorf de 2mL y

agregar una esfera de ceramica autoclavada.

e Cortar el tejido en una placa de vidrio sobre hielo y agregar 50-100mg de tejido a los

tubos preparados anteriormente y rotular.

e Homogeneizar y triturar la muestra segun el tipo de tejido: Tysulaser: Frecuencia 24/s

por 5 — 10min.
e Agregar 200puL de cloroformo, mezclar invirtiendo e incubar en hielo por 3min.
e Centrifugar a 12.000g por 15min a 4°C.

® Recuperar la fase acuosa y traspasar a un tubo de 1.5mL. Si no es transparente repetir

el paso 5.

e Agregar 500 puL de isopropanol, mezclar invirtiendo las fases (sin vortex) e incubar

por minimo 20 min a -20 o -80°C (se puede dejar precipitando indefinidamente).
e Centrifugar a 12.000g por 10 min a 4°C (En este punto se observa un pellet).

e Eliminar el sobrenadante y lavar el pellet con ImL de etanol al 75% y homogeneizar

suavemente con micropipeta, sin realizar vortex.
e Centrifugar a 7.500g por 5 min a 4°C.
e Repetir el lavado.

e Descartar el sobrenadante y eliminar el excedente con micropipeta.
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e Puede dejar secar boca arriba por 5 minutos.

e Resuspender en 50 pL de agua DEPC o agua libre de nucleasas. Homogeneizar con

micropipeta evitando la formacion de burbujas.

e Cuantificar en Nanodrop (Concentracion; Razon 260/280; Razon 260/230) y

determinar la integridad mediante electroforesis en gel MOPS 1.2%. Se recomienda

sembrar 400ng de muestra por pocillo para una mejor visualizacion.

Laboratorio de Gendémica y Biotecnologia Acuicola
Ibgaincar@gmail.com; +56-412203996, +56-412204402

10.2. ANEXO II

Sintesis de 4cido desoxirribonucleico complementario \

(ADNCc)

® Mezcla de reaccion

Reactivo Reaccion 1X (10 puL)
Random Primer/ oligo (dT)is | 0.5 uL

Reaction Buffer 5X 2 ulL

agua DEPC 4.5 uL

RiboLock (20U/uL) 0.5 uL

dNTP mix. 1 uL

RevertAid H Minus 0.5 uL

(200U/pL)

e En un tubo estéril de 0.2mL agregar los 9 uL correspondientes al Master Mix de cada

reaccion individual, y 1 uL. de RNA (200ng/uL) en la tapa del tubo segin corresponda.

e Homogeneizar suavemente y realice spin de ser necesario.
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e Ubicar tubos en termociclador y continuar con el siguiente programa segun

corresponda (Para random hexamer primer):

Temperatura Tiempo
Incubacion 25°C 5 min

42 °C 60 min

70 °C 5 min

e Se recomienda almacenar muestras a -20°C por menos de 1 semana, para

almacenamiento mayor se recomienda -80°C.

e Para verificar la correcta sintesis de cDNA realizar PCR en tiempo final con un set de
partidores de housekeeping previamente estandarizado, y posteriormente visualizar el

resultado mediante electroforesis.

Laboratorio de Gendmica y Biotecnologia Acuicola
Ibgaincar@gmail.com; +56-412203996, +56-412204402

10.3. ANEXO III f c

PCR convencional tiempo final \ m

uuuuuuuuuuuuuuuuuuu

e Mezcla de reaccion

Reactivo 1x (12,5 pL)
Buffer reaccion 10x 1,25 uL
BSA (10 pg/ pL) 0,25 uL
dNTPs (10 mM) 0,25 uL
MgCI2 (25 mM) 0,75uL
Primer F (10 uM) 0,625uL
Primer R (10 uM) 0,625 pL
Taq DNA polymerase 0,15 uL
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H20 7,6 uL

DNACc (50 ng) 1 uL
e Programa térmico
Temperatura Tiempo ciclos
95°C 1 min
95°C 30 seg
™ seguin primer | 30 seg 35 ciclos
72°C 30 seg
72°C 7 min
4°C --

e Verificacion de amplificacion en gel de Agarosa (Buffer TBE) al 1,5%

Laboratorio de Gendmica y Biotecnologia Acuicola
Ibgaincar@gmail.com; +56-412203996, +56-412204402

O
10.4. ANEXO IV f e

gPCR SYBR Green
= NA

INCAR

e Antes de empezar: Verificar disponibilidad de hielo; Descongelar reactivos
(preferentemente sobre hielo); Descongelar muestras de DNA/cDNA en hielo, tener
preparadas las diluciones con las que se va a trabajar; Preparar estacion de trabajo,
revisar que estén todos los implementos necesarios (puntas, micropipetas, placa para
termociclador, film dptico, guantes, agua, gradillas, 1apiz) y poner UV; Encender el
computador y luego el termociclador QuantStudio 3. Programar el Instrumento

(QuantStudio Software) antes de partir.
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e Enun tubo estéril de 1.5mL preparar el Mix de Trabajo de la reaccion:

Reaccion 1X
Reactivo
(10 pL)
PowerUp SYBR Green S5uL
Master Mix (2X)
Primer Forward 0,625 pL
Primer Reverse 0,625 pL
Agua grado B.M. 2,75 uL
Volumen final 9uL
DNA/cDNA 1 uL

e En cada pocillo de la placa, cargar 8-9 pL del mix de trabajo recién preparado. Evitar
la formacién de burbujas. IMPORTANTE: LA PLACA SE CARGA EN FUNCION

DE LO PROGRAMADO EN EL INSTRUMENTO.

e Cargar la muestra con puntas con filtro y cambiar la punta en cada pocillo.
Resuspender la muestra en el mix de trabajo, y al terminar botar el ultimo tope en la

pared del pocillo.

e La cantidad de ADN es variable segin la muestra. Deberia estar entre los 1-40 ng de
ADN. Para cDNA, la cantidad de pL dependeré de la cantidad de RNA con la que se
prepar6 el cDNA: Si se agregd 200 ng de RNA, agregar 2 pL de cDNA; si se

agregaron 400 ng de RNA, 1 pL de cDNA.
e Sellar la placa con film 6ptico y dar spin. Procurar que no queden burbujas.

e Ubicar placa en termociclador y continuar con el siguiente programa térmico:

Temperatura Tiempo Ciclos
50°C 2 min Hold
95°C 2-10 min 1 ciclo
95 °C 15 seg 40 ciclos

76



Tm > 60°C

1 min

40 ciclos

Para curva de melting, utilizar valores por defecto

Temperatura Tiempo Ciclos
50 °C 2 min Hold
95 °C 2-10 min 1 ciclo
95 °C 15 seg 40 ciclos

Tm 55-60°C 15 seg 40 ciclos
72°C 1 min 40 ciclos

Para curva de melting, utilizar valores por defecto

Laboratorio de Gendmica y Biotecnologia Acuicola
Ibgaincar@gmail.com; +56-412203996, +56-412204402
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