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RESUMEN
La Piscirickettsiosis (también conocida como sindrome rickettsial del salmon), producida
por la bacteria Pisciricketsia salmonis, es hoy en dia una de las enfermedades que mayores
pérdidas causa a la economia, en la industria acuicola del pais. Dada su aparicion en 1989,
en el sur de Chile, la informacién sobre la infeccion y sus estrategias de sobrevivencia en el
hospedero, son aun todavia escasas. Recientemente, se ha logrado secuenciar el genoma de
P. salmonis, pero la anotacién y transcriptoma de la bacteria es ain desconocido. Con el fin
de conocer un poco mas acerca de la estrategia utilizada por P. salmonis para sobrevivir y
producir la enfermedad en los peces, en este ensayo se identificd y evaluo, a través de
gPCR, la expresion del gen rpoS factor sigma alternativo implicado en la respuesta al estrés

en varias Gammaproteobacterias

Palabras claves: Salmon, Piscirickettsia salmonis, gamaproteobacterias, genes de

resistencia bacterianos, rpoS, qPCR,

ABSTRACT
The Piscirickettsiosis disease (also known as salmon rickettsial syndrome), produced by the
bacteria Pisciricketsia salmonis, is nowadays one of the diseases that causes the biggest
economics losses on aquaculture industry in the country. Given its apparition in 1989, on
the South of Chile, the information about the infection and its surviving strategies on the
host is still scarce. Recently, it has been achieved to sequence the genome of P. salmonis,
but the annotation and transcriptome of the bacterial is still unknown. In order to know a
little more about the strategy used by P. salmonis to survive and produce the disease in the
fish, this assay was able to identify and evaluate through qPCR, the stress resistance gene
rpoS alternative sigma factor involved in the stress response on several

Gammaproteobacterias.

Key words: Salmon, Piscirickettsia salmonis, gamaproteobacterias, bacterial resistance

genes, rpos, qPCR



INTRODUCCION
La industria acuicola representa un sector de gran importancia en la economia nacional, siendo
actualmente el cuarto sector exportador del pais (Figueroa et al., 2011). El cultivo de
salmonidos es una de las principales actividades relacionadas con la acuicultura a nivel
nacional, pues genera los productos acuicolas con mayor valor economico a nivel mundial. Al
igual que en otros sistemas intensivos de produccién animal, el éxito depende en gran medida
del control de las enfermedades infecciosas, lo que constituye una de las mayores amenazas
durante el ciclo de produccion. Previo y posterior a la aparicion del virus ISA, la enfermedad
mas perjudicial que ha afectado a la salmonicultura en Chile, es el sindrome rickettsial del
salmon o piscirickettsiosis (Figueroa et al., 2011). El agente causal de la enfermedad, es la
bacteria Piscirickettsia salmonis. Poco se sabe acerca de su patogenicidad, los mecanismos por
los cuales es capaz de persistir en el hospedero y escapar de la respuesta inmune montada por
este, lo que ha influido en que las medidas utilizadas para su prevencion y tratamiento ain no

muestren resultados significativos.

En los estudios de desafio realizados a la fecha, se ha medido la expresion génica del
hospedero frente a P. salmonis, evaluando su respuesta inmune y como la bacteria podria
evadirla, produciendo la patologia (Rise et al, 2004; Tacchi et al, 2011). Sin embargo, no
existen estudios que evallUen la expresion génica del patdgeno, ni su estrategia infectiva y de

supervivencia.

En este trabajo proponemos evaluar la respuesta de la bacteria en individuos susceptibles
infectados experimentalmente. Durante la infeccién, la respuesta inmune montada por el
hospedero debe inducir en la bacteria la expresion de una respuesta que le permita sobrevivir
frente a las condiciones limitantes y adversas. En los individuos susceptibles la respuesta de la
bacteria debe ser exitosa, permitiendo su replicacion y sobrevivencia, pese a las condiciones

de estrés que debe enfrentar en este ambiente.

Para conocer la estrategia de sobrevivencia de la bacteria, se estudido la respuesta
transcripcional del gen de resistencia al estrés rpoS, el cual codifica para el factor sigma
alternativo rpoS, implicado en la respuesta al estrés en distintas Gammaproteobacterias (clase

a la que pertenece P. salmonis). Se identifico y evaluo la expresion de este gen en P. salmonis



cepa LF-89, en muestras provenientes de peces sometidos a un desafio experimental, lo que

permitio determinar que efectivamente rpoS es expresado por la bacteria en el hospedero.

Finalmente, conocer los genes expresados por P. salmonis en condiciones adversas, constituye
una herramienta esencial para entender cabalmente la estrategia de patogenicidad de la
bacteria y generar nuevos mecanismos orientados a establecer un control efectivo y

sustentable de la piscirickettsiosis.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El sindrome rickettsial del salmon (SRS) o piscirickettsiosis, producido por la bacteria P.
salmonis, la primera bacteria intracelular Gram-negativa aislada en peces, es una de las
enfermedades que genera mayores pérdidas a la industria salmonera nacional (Rojas, 2007).
Esta bacteria fue aislada inicialmente en Chile en 1989, desde salmones de cultivo afectados
por altas mortalidades (Fryer et al, 199). Es un microorganismo inmovil, de metabolismo
aerobio, no encapsulada, pleomorfico, predominantemente cocoide, con un didmetro de
0,2 a 1,5 um, que se multiplica en vacuolas citoplasmaticas de las células infectadas (Rojas et
al., 2009). Inicialmente, la bacteria solo era cultivable en lineas celulares eucarioticas, pero
reportes recientes muestran que también puede ser cultivada en medios con agar y liquidos
enriquecidos con cisteina, lo que demuestra la naturaleza intracelular facultativa de este
patdégeno (Mikalsen et al, 2008; Yafiez et al, 2012).

Las epizootias tipicamente ocurren 10 a 12 semanas después de que los peces sanos se
introducen en agua de mar y los brotes pueden durar hasta 10 semanas y luego desaparecer
(Cvitanich et al, 1991). La mortalidad acumulada ha variado entre 30 a 90% (Fryer y Hedrick,
2003).

Actualmente, hay escasos antecedentes sobre la estrategia infectiva de la bacteria y la
respuesta inmune del hospedero frente a esta. EI organismo piscirickettsial infecta una amplia
variedad de células, incluyendo macréfagos circulantes y replica unida a la membrana dentro
de vacuolas intracitoplasméticas (Cvitanich et al, 1991). Aunque un variado nimero de
organismos se observan con frecuencia dentro de estas vacuolas intracitoplasmaticas, P.
salmonis también se ha encontrado extracelularmente como resultado de lisis celular
(Almendras y Fuentealba, 1997). Estudios realizados en individuos susceptibles desafiados
experimentalmente con la bacteria, han demostrado que esta es capaz de replicar dentro de
macrofagos, lo que indica que hay una interferencia impulsada por la bacteria en la
maduracion endosomal, inhibiendo la union fagosoma-lisosoma, proceso que garantiza la

supervivencia del patdgeno (Rojas, 2007).

Por otro lado, a través de estudios de microarreglo, se ha estudiado la respuesta inmune y

fisiologica desarrollada en el salmon del Atlantico. Estos experimentos han permitido
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identificar genes que son transcritos diferencialmente frente a la infeccion con P. salmonis.
Rise et al. (2004), evaluaron la expresion génica de macrdfagos in vitro y tejido
hematopoyético renal in vivo de salmones del Atlantico desafiados. Se identificaron diez genes
involucrados en la respuesta al estrés oxidativo inducidos en macréfagos infectados, pero no
en tejido hematopoyético renal, por lo que los cambios en el estado rédox de los macréfagos
infectados podria permitir a estas células resistir la infeccion por P. salmonis.

La menor expresion de los genes que participan en la respuesta inmune adaptativa en el rifion
hematopoyético infectado, pero no en los macréfagos infectados pueden contribuir al dafio en
el tejido renal. En otro estudio realizado por Tacchi et al. (2011), también en salmén del
Atlantico, se midid la respuesta transcripcional del tejido hematopoyético renal, higado y
tejido muscular frente a la infeccion con P. salmonis. De los resultados obtenidos, destaca la
induccion de los genes implicados en la respuesta oxidativa e inflamatoria, indicativo de la
activacion de la respuesta inmune innata. La supresion de los genes implicados en la respuesta
inmune adaptativa, como la via de sefializacion de la proteina G, y el proceso de apoptosis,
pueden ser el reflejo de los mecanismos utilizados por P. salmonis para sobrevivir, replicar, y
escapar de las defensas del hospedero. Sin embargo, ain no hay informacion especifica del
comportamiento de la bacteria en el hospedero, ni los mecanismos por los cuales esta es capaz
de evadir la respuesta inmune, sobrevivir y consecuentemente producir la enfermedad. Por
esto, el propoésito de este estudio es aproximarse a una posible estrategia de sobrevivencia
montada por la bacteria. Todas las bacterias deben enfrentar ambientes desfavorables, que
limitan su tasa de crecimiento. Con el fin de sobrevivir a los cambios repentinos y
potencialmente letales en los entornos en que se enfrentan, las bacterias deben ser capaces de
detectar y responder rapida y adecuadamente a una amplia gama de factores estresores.

Una de las bacterias reconocidas por su capacidad de resistir numerosos factores estresantes, y
ademas profundamente estudiada, son los serovares de Salmonella entérica, agentes frecuentes
de enfermedad transmitida por los alimentos en todo el mundo. Como grupo, los serovares de
Salmonella son reconocidos por su capacidad de adaptacion para crecer y/o sobrevivir en un
amplio rango de ambientes estresantes como: pH extracelular bajo a 3,99 o superior a 9,5,
concentracion de sal de hasta 4% Vw?! NaCl y temperaturas de hasta 54 ° C o bajo 2 ° C.
Estos ambientes criticos pueden tener un efecto significativo en la supervivencia de

Salmonella durante el procesamiento, preparacion y almacenamiento de alimentos, asi como
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su paso por el organismo hospedero y aunque pueden subsistir en estas condiciones, lo haran
en estado de latencia o estado viable pero no cultivable, estrategia que le permite a la bacteria
sobrevivir durante periodos de tiempo prolongados (Spector y Kenyon, 2011).

Se han estudiado la expresion de numerosos genes implicados en la reprogramacion de
Salmonella y otras bacterias durante la adaptacién a distintas condiciones ambientales y en el
hospedero, lo que exige cambios coordinados en la expresion génica que permiten el uso
eficiente de metabolitos y aumento de la supervivencia. Una importante forma de control
génico es mediante el uso de factores sigma alternativos. Uno de ellos es el factor sigma rpoS,
presente en muchas bacterias Gram-negativas (Dong et al, 2008).

Los factores sigma son reguladores de la actividad de la RNA polimerasa (enzima que lleva a
cabo la trascripcion de la informacion genética de DNA a RNA), y estan implicados en el
reconocimiento de los promotores (secuencias especificas de DNA a los que se une la RNA
polimerasa). Un organismo determinado puede tener varios factores sigma diferentes; E. coli
codifica 7, Bacillus subtilis codifica 17 (Madigan et al, 2003).

El factor sigma rpoS, juega un papel critico en la expresion génica, regulando los genes que se
requieren para la entrada, supervivencia y salida de la fase estacionaria de crecimiento
(Majdalani et al, 2001). En Salmonella, el factor sigma rpoS es necesario para la transcripcion
de genes involucrados en la adaptacion a ambientes estresantes, tales como shock é&cido,
agotamiento de nutrientes y estrés oxidativo. También se expresa in vivo en el medio
intracelular eucariota. Como consecuencia una cepa rpoS mutante es incapaz de sobrevivir
prolongadamente en un medio sin nutrientes 0 en ambientes de bajo pH (Rychlik y Barrow,
2005).

En otras bacterias, rpoS también regula la respuesta a condiciones de estrés. En Pseudomona
aeruginosa, una cepa rpoS mutante es mas sensible a privacion de carbono, shock térmico a
50 °C, alta osmolaridad, y exposicion prolongada a altas concentraciones de H>O> respecto a
la cepa no mutante (Suh et al, 1999). En Legionella pneumophila, rpoS esta implicado en la
sobrevivencia de esta dentro de un hospedero protozoario y en la tolerancia al estrés y
virulencia del patégeno Erwinia carotovora (Majdalani et al, 2001)

En E. coli, rpoS permite la permanencia en estado viable pero no cultivable, ya que mutantes
inactivados para el gen, son incapaces de activar esta estrategia de sobrevivencia y mueren

rapidamente, en comparacion a cepas no mutantes (Boaretti et al, 2003).
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En este contexto, se propone identificar y medir la expresion del gen rpoS, posiblemente
expresado frente a condiciones limitantes en P. salmonis, en salmones del Atlantico infectados
experimentalmente con la bacteria.

Primero, con el fin de identificar el gen rpoS en P. salmonis, se utilizara gendémica
comparativa, definida como un campo dentro de la biologia investigativa en el cual secuencias
de genomas de distintas especies son comparadas. Esto permitira evaluar el genoma de P.
salmonis y el gen rpoS de distintas Gammaproteobacterias. Una vez identificado el gen, se
medirdn los niveles de expresion mediante la técnica de PCR cuantitativo en tiempo real
(gPCR). De este modo, se dispondra de nuevos antecedentes que posibiliten entender de mejor
manera la estrategia de sobrevivencia de la bacteria y la interaccion hospedero-patdgeno,
pudiendo asi generar nuevas estrategias que permitan un control efectivo y sustentable de la
enfermedad.



OBJETIVO GENERAL
Determinar la expresion del gen rpoS en Pisciricketssia salmonis LF-89 en salmones del

Atlantico susceptibles, infectados experimentalmente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Utilizar gendmica comparativa para identificar la secuencia del gen rpoS en P. salmonis
LF-89.

2. Determinar la expresion diferencial del gen rpoS en P. salmonis LF-89, en rifidn anterior,

bazo e higado de individuos susceptibles a la infeccion.



MATERIALES Y METODOS

1. Identificacion de rpoS en P. salmonis LF-89
Para identificar el gen rpoS en P. salmonis, se alined la secuencia de este factor sigma
alternativo entre bacterias filogenéticamente asociadas a Piscirickettsia salmonis

(seleccionadas desde la base de datos disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore).

Estas corresponden a Salmonella typhi (nimero de acceso de la secuencia: NC_003198.1),
Salmonella typhimurium (nimero de acceso de la secuencia: NC_017046.1), Escherichia coli
(nimero de acceso de la secuencia: NC_000913.3), Legionella pneumophila (nimero de
acceso de la secuencia: NC_006368.1) y Shigella boydii (nimero de acceso de la secuencia:
NC_007613.1) todas Gammaproteobacterias, al igual que P. salmonis. El alineamiento fue
realizado mediante el programa CLC Genomics Workbench 3.6.5©. De este modo, se logro
identificar y seleccionar una region conservada del gen entre estas bacterias. Esta secuencia
fue utilizada para realizar un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con los contigs
disponibles de P. salmonis LF-89 (GenBank: AMFF00000000.1) disponibles en el National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Esto permitié detectar alineamientos
coincidentes entre la region conservada de rpoS (entre las distintas bacterias) y los contigs de
P. salmonis. De este modo se identifico la secuencia del gen rpoS en P. salmonis y se
disefiaron los partidores, para los ensayos de expresion génica, en distintas regiones del gen
rpoS candidato, mediante el software GeneFisher®. Posteriormente los partidores se evaluaron
mediante el software NetPrimer© con el objetivo de optimizarlos y evitar asi la formacién de
estructuras secundarias que interfieren con el qPCR. Las muestras a evaluar en el ensayo de
gPCR corresponden a RNA obtenido desde un cultivo celular infectado con la bacteria,
utilizado como control, y muestras de rifidn anterior, higado y bazo provenientes de un desafio

experimental con P. salmonis en salmones del Atlantico.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

2. Extraccion del RNA total

2.1 Cultivos celulares utilizados como control

P. salmonis se aislé desde cultivos celulares CHSE-214. Las células infectadas fueron
incubadas a 16°C en medio esencial minimo (MEM), suplementado con suero fetal bovino al
10%. Se obtuvo una alicuota de 1 ml del sobrenadante de las placas infectadas que presentaron
efecto citopatico, la que se centrifugd a 2.500 rpm por cinco minutos a 4°C. El pellet obtenido
se utilizd para la extraccion del RNA bacteriano mediante el uso del “kit” TRIzol® Reagent
(Ambion®) segun instrucciones del fabricante. EI RNA obtenido fue almacenado a -80°C.

Estas muestras fueron utilizadas como control en los ensayos de qPCR.
2.2 Desafio in vivo

Las muestras evaluadas correspondieron a salmones del Atlantico (Salmo salar) sometidos a
un desafio experimental con P. salmonis. Cien peces fueron anestesiados con 0,1 mg mL™t 12
MS-Tricaina 222 y desafiados por inyeccion intraperitoneal con una dosis de 0,2 x10*®
TCID50 * de P. salmonis en un volumen de inoculacion de 0,1 ml. Al dia 22 y 24 post
inoculacion se tomaron las muestras desde distintas familias de peces con signologia clinica,
grupo denominado como susceptibles. Las muestras de rifion anterior, higado y bazo fueron

removidas en 1 ml de RNAlater (Sigma).

La extraccion de RNA total se realiz6 mediante el “kit” Gene Purification (Fermentas®) a
partir de 10 mg de tejido de bazo y 30 mg de higado y rifibn anterior, siguiendo las
instrucciones del fabricante y se almacen6 -80° C.

Con la finalidad de evaluar la eficiencia del sistema de extraccién de RNA total utilizado,
tanto para las muestras de cultivo celular y peces desafiados, se realizé la cuantificacion de

RNA mediante fluorometria en equipo Qubit (Invitrogen).



3. Transcripcion Reversa (TR)

Las muestras de RNA obtenidas (tanto in vivo como in vitro) se trataron con DNase I, RNase-
free (Thermo scientific®), eliminando la posible contaminacion con DNA. ElI RNA fue
transcrito a cDNA usando el “kit” SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen®) usando hexameros al azar como sigue: 200 ng de RNA total y hexameros al
azar (50 ng/ul) mezclados en un volumen total de 10 uL. La mezcla se calent6 a 65°C por 5
min y luego se refrigerd en hielo. Las muestras fueron ajustadas con reactivos para obtener un
volumen final de 20 uL conteniendo lo siguiente: 10x RT buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.4,
500 mM KCI), 25 mM MqgClz, 0.1 M DTT, 40 U RNaseOUT y 50 U SuperScript Il
transcriptasa reversa. La reaccién se incub6 a 42°C por 50 min, deteniendo la reaccion por
incubacién a 70°C por 15 min. Se centrifugd brevemente y agregé 2 U de RNasa H,
inmediatamente se incub6 por 20 min a 37°C. Se midi6 la concentracién de cDNA con el

fluorimetro Qubit Molecular Probes (Invitrogen®). Finalmente el cDNA obtenido se almacend

a -20 °C hasta su uso en los ensayos de gPCR.

4. Disefio de partidores

Se han publicado recientemente los contigs de P. salmonis, los que fueron utilizados para la
identificacion del gen rpoS in silico, como fue descrito anteriormente en el punto 1 de Material
y Métodos. Para la amplificacion del gen rpoS mediante los ensayos de gPCR en P. salmonis,
se disefiaron partidores dentro del ORF identificado como gen rpoS. Se escogieron secuencias
al azar dentro del ORF, obteniendo amplicones de entre 100 y 200 pares de bases (pb) que se
importaron al programa web GeneFisher2.0 (Bielefeld University Bioinformatics Server), para
el disefio de los partidores. Una vez generados, se analizaron con el software Netprimer
(Premier Biosof Internacional) programa que entrega la temperatura de melting del partidor y
ademas analiza las estructuras secundarias, incluyendo horquillas, autodimeros y dimeros
cruzados. Con esta informacion se selecciond el juego de partidor que presentd las siguientes
caracteristicas: contenido de guanina y citosina entre 30 y 60%, temperaturas de fusion entre
50 a 60 °C, longitud de partidores entre 18 a 22 pb (Fraga et al, 2008). En la Tabla 2, se
observa la secuencia y eficiencia del juego de partidor seleccionado para la amplificacion del

gen rpos.
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5. PCR en tiempo real (QPCR)

El ensayo de gPCR se realiz6 por el sistema de dos pasos de g-PCR en el termociclador Eco™
Real-Time PCR System de lllumina®. Las condiciones de tiempo y temperatura durante cada
ciclo del ensayo, se ajustaron a las recomendadas por el fabricante del “kit” utilizado, KAPA
SYBR® FAST gPCR Master Mix (2X) (Kapa Biosystems) y fueron: 3 minutos a 95°C para la
activacion de la polimeraza, 3 segundos a 95°C para la denaturacion y 30 segundos a 60°C
para alineacion y extension. Las cantidades de solucion de cada reaccion fueron de 10 ul,
segun las cantidades indicadas por el fabricante y se describen en el anexo 1. Cada muestra se
analizo en duplicado (Tabla 1). Se incluyeron tres controles negativos, que contienen todos los
componentes del kit a excepcion del templado o cDNA, mas una muestra del aislado

bacteriano, utilizada como control positivo.

Previo al andlisis de expresion, se estandarizd y optimizé el ensayo de qPCR, obteniendo la
matriz de partidores y curva de eficiencia para el juego de partidor seleccionado. Se utiliz6
como templado el cDNA obtenido de las muestras del aislado bacteriano.

Tabla 1. Organos, familias y réplicas utilizados para el ensayo de g-PCR

- - Replicas Replicas

Organo Familia bioldgicas técnicas
rifibn anterior familia 61 2 2
rifibn anterior familia 32 2 2
bazo familia 8 2 2
higado familia 8 2 2
bazo familia 36 2 2
higado familia 36 2 2

Las réplicas biologicas permiten estimar la variacion a nivel de poblacion, en este caso

corresponden a los érganos de distintos individuos.

Las réplicas técnicas corresponden a réplicas del mismo material biolégico, en este caso,

réplicas de cDNA de cada individuo analizado, lo que permite estimar el error experimental.
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5.1 Matriz de partidores

Para evaluar la amplificacion especifica de la secuencia del gen rpoS y también para conocer
la concentracién éptima de partidores a utilizar en los ensayos de gPCR, se realizé un ensayo
gPCR en el que se utiliz6 como templado el cDNA de los cultivos celulares infectados con la

bacteria y distintas concentraciones del partidor seleccionado.

Los partidores liofilizados fueron reconstituidos a 100 uM vy se alicuotaron a 10 uM para su
uso. Se evaluaron cuatro diferentes concentraciones: 0,05 uM, 0,1 uM, 0,15 uM y 0,2 uM,
(segun las recomendaciones del fabricante) tanto para Forward como Reverse, obteniendo

dieciseis posibles combinaciones. Cada una de las reacciones se realiz6 en duplicado.

La eleccion de la concentracion éptima de partidor se definio en base a los valores Ct (Cr, del
inglés threshold cicle), que representa el ciclo de amplificacion de la gPCR en el cual la
deteccion de DNA de doble hebra, por medio de fluorescencia, supera el nivel umbral, es

decir, supera la fluorescencia basal.

Se eligio la concentracion con menor valor Cty menor desviacion estandar entre repeticiones.

5.2 Curva de Eficiencia

Para obtener comparaciones validas entre las diferentes muestras evaluadas en el estudio, es
importante determinar la eficiencia de amplificacion de los partidores. Para esto, es necesario
realizar el qPCR sobre diluciones seriadas del templado, también conocido como curva
estandar. Tedricamente, una reaccién de PCR procede con un 100% de eficiencia, es decir en
una reaccion ideal de PCR cada amplicon sera replicado y la cantidad de producto sera el
doble luego de cada ciclo. Esto ocurre solamente durante la fase temprana de amplificacion.
Esquematizando los valores Ct por el logaritmo de cada dilucion seriada se generard un
grafico cuya pendiente esta relacionada con la eficiencia de la reaccion. La pendiente de esta
linea y la eficiencia de amplificacion pueden relacionarse usando la siguiente ecuacion:
E=10 (-1/pendiente)

Donde E, es la eficiencia de la reaccion y pendiente se refiere a la pendiente del grafico de
valores Cr versus el logaritmo de la cantidad de templado inicial. Una pendiente entre —3.6 y

—3.1 corresponde a una eficiencia entre 90% a 110% (Fraga et al, 2008).
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La eficiencia de amplificacion de la PCR fue estimada a partir de la muestra control de cDNA
del cultivo celular infectados con P. salmonis vy el juego de partidores del gen rposS.

Se realiz6 una dilucion seriada a 8 puntos, con una concentracion inicial de 1 ng de templado
en la primera dilucion, utilizando un factor de dilucién de 2.5 por punto. Se utilizd la
concentracion de partidores seleccionada como Optima (visto anteriormente en el punto 5.1 de

Material y Métodos). Cada una de las reacciones fue realizada en triplicado.

5.3 Expresion de rpoS en muestras de peces desafiados

La expresion del gen rpoS fue evaluada en los peces susceptibles a la infeccidén experimental
con P. salmonis. Para este ensayo de qPCR, se utilizaron los protocolos anteriormente vistos
en el punto 5 de Material y Métodos, con la concentracion Optima de partidores. Cada reaccion

se realizo en duplicado.
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6. Andlisis de la Expresion

Para una correcta cuantificacion de los datos de expresion génica obtenidos en un ensayo de
gPCR, es necesario normalizar los resultados, es decir, corregir la variacion entre cada
muestra. Esto debido a que las muestras obtenidas desde distintos individuos, en el caso de
este estudio, los peces desafiados con P. salmonis, usualmente varian en la cantidad de masa
del tejido o nimero de células e integridad y/o cantidad del RNA. Por lo tanto, los resultados
del gPCR deben ser normalizados contra un gen control o gen de referencia, que debe tener la
caracteristica de ser expresado sin cambios, independiente de las condiciones experimentales
(Wong y Medrano, 2005).

Debido al escaso conocimiento y la reciente secuenciacion del genoma de P. salmonis, no
existen estudios sobre genes que puedan comportarse como genes de referencia en esta
especie. En este caso, se utilizé el rRNA 23S como gen de referencia endogeno, ya que en la
literatura se describe al rRNA como un factor de normalizacion habitual.

El modelo matematico escogido para la normalizacion del gen en estudio, fue el método del 2°
AACr Usando este método los datos son presentados como el niimero de veces de cambio en la
expresion normalizada con un gen de referencia enddgeno (en este caso 23S) relativo a un
control sin tratar (Livak y Schmittgen, 2001), que en este ensayo correspondid a la muestra de

cultivo celular infectado con la bacteria (punto 2.1 Material y Métodos).

7. Analisis Estadistico

Se consideraron 3 familias de peces desafiados para el analisis de las muestras. Los 6rganos
evaluados fueron 4 muestras de rifién, 4 de higado y 4 de bazo (Ver Tabla 1 Material y
Métodos). Las muestras de rifion se analizaron y compararon estadisticamente entre familias
(familia 61 y 32), mientras que higado y bazo fueron analizados en conjunto como drganos,
también por familia (familia 8 y 36). Para determinar las diferencias entre 6rganos y familias

se realizo la prueba T student o test- t. El nivel de significancia utilizado fue de p<0,05
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RESULTADOS
1. Identificacion de rpoS
Como se menciond en el punto 1 de Material y Métodos, los analisis de gendmica comparativa
se realizaron con el programa CLC Genomics Workbench 3.6.5©, obteniendo zonas de

consenso del gen, que representan la equivalencia de bases entre las bacterias.

Se defini6 como region consenso, la zona con mayor estabilidad (bases altamente
conservadas) entre las cinco bacterias comparadas, que se ubicé entre las bases 750 y 900

aproximadamente. La region consenso se presenta en el Anexo 1.

Se realiz6 el alineamiento local entre la region consenso y los contigs de P. salmonis LF-89
disponibles en NCBI. El resultado del alineamiento entre la region consenso y los contigs
demostré un 100% de identidad con la regién correspondiente a un ORF del contigs 75,
alineamiento que presentd el mejor score (183/183) y e-value (2,2 E101), por lo que fue

identificado como gen rpos.

2. Partidores
Los partidores disefiados para la posterior amplificacion del gen rpoS mediante qPCR, se

observan en la tabla 2.

Tabla 2: Partidores utilizados en el ensayo de RT-qPCR

Nombre del gen Nombre del partidor ~ Secuencia del partidor Eficiencia %
rpoS F175 TAACCGCAGAAGAAGAAGTC  100.39
R175 AAGCAAAGGTAAGCCACGA
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4. gPCR
Como se menciond en el punto 5 de Material y métodos, el primer paso antes de realizar el

gPCR en las muestras en estudio, fue la estandarizacion y optimizacion del ensayo.

4.1 Curva de fusién y concentracion optima de partidores

La curva de fusion permite distinguir la amplificacion especifica del producto objetivo de
artefactos del PCR, como dimeros de partidor o union de este a sitios inespecificos. Esto,
porque el analisis del punto de fusion (del inglés “melting point) deriva de la observacion de
la temperatura a la que la doble cadena de DNA se desnaturaliza, lo que es dependiente de su
longitud y composicion de nucleétidos (Fraga et al, 2008), por lo que se producira un dnico
peak si la amplificacion genera solo un producto durante la gPCR. Esto se verificd en el
ensayo a través de la matriz de partidores (punto 5.1 de Material y Métodos), donde se
demostro la amplificacién especifica, determinado por un unico peak en la curva de fusion y

ausencia de amplificacion en los controles sin cDNA, lo que se observa en la figura 4.

= &5 kS 75 = == =

Figura 1: Curva de fusion de rpoS, con un Unico peak. El control sin templado no presentd
amplificacién como se observa en la linea verde.

Esto también permitio determinar la concentracion optima de partidores para los posteriores
ensayos de qPCR, y fue 0,15 uM reverse y 0,15 uM forward, al ser esta la concentracién que
arroja uno de los valores Ct mas bajos, es decir produce una amplificacion méas temprana,

ademas tiene la menor desviacion estandar entre las réplicas en la curva de amplificacion.
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4.2 Eficiencia de Amplificacion

Los resultados de la curva estandar muestran que la eficiencia de amplificacion es cercana al
100%, como se observa en la tabla 3. En la figura 5 se muestra la curva estandar del gen rpoS.

Tabla 3: Eficiencia de amplificacion y coeficiente de correlacion

Nombre de gen R2 Eficiencia %

rpoS 0,956 100,393

Quantity

Figura 2: Curva estandar obtenido con muestra de cultivo celular infectado con la bacteria.
Pendiente: -3,312, Interseccion Y: 11,122, E: 1,99.
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5. Expresion de rpoS en Salmones del Atlantico desafiados con P. salmonis

Se evalu6 mediante qPCR las muestras de cDNA de los peces desafiados, utilizando 1 ul de
cada muestra y 0,5 ul de la cepa control. Se utiliz6 como gen de referencia el rRNA 23S. Sin
embargo, la expresion de los Ct no pudo ser normalizada por el método propuesto
inicialmente, que era el 22t (Livak y Schmittgen, 2001), debido a la poca estabilidad que
presentd en las muestras el gen de referencia utilizado (Figura 3). Idealmente el gen de
referencia no debiese ser regulado o influenciado por el tratamiento experimental (Radonic et
al, 2004), sin embargo las fluctuaciones de 23S en los tratamientos fueron incluso mayor a 15
ciclos en un mismo tejido, en algunos casos, lo que evidencia su escasa estabilidad.

Considerando esto, se decidi6 evaluar de acuerdo a dos criterios:

1. Rifién anterior se evalu6 de manera independiente de higado y bazo, pues al no tener un
buen gen normalizador no es posible comparar su expresion con otros 6rganos. Esto se debe
ademas, a la gran diferencia en la cantidad de bacteria que se observa en este tejido,
presentando incluso diferencias marcadas en los individuos de una misma familia. Esto se
puede explicar por la gran heterogeneidad que presentan las familias susceptibles a la
enfermedad, en cuanto al nivel de carga bacteriana, en comparacién a familias resistentes.
(Dettleff et al, 2015). Por esto, se analizaron los Cten bruto de rpoS entre familias (Figura 4).
Aunque no es un método de normalizacién, ya que no permite comparar diferencias de
expresion de rpoS en las muestras evaluadas, otorga una vision general de lo que puede estar
sucediendo con la cantidad de bacteria en el 6rgano, ya que se relaciona directamente con el
Ct del gen 23S en cada muestra. Mediante test-t se demostré que existe diferencia significativa
(p<0,05) entre las familias evaluadas, lo que probablemente se produce por las notorias
diferencias en las cargas bacterianas, debido a la susceptibilidad individual a la bacteria
(Dettleff et al, 2015).

2. Higado y bazo presentaron una mayor estabilidad en cuanto al nivel de 23S expresado, con
valores Cr que variaron entre el ciclo 25 y 29, lo que demuestra la menor carga bacteriana de
estos Organos respecto a rifiidn anterior (Figura 3). Al presentar estos 6rganos una mayor
estabilidad en cuanto a la cantidad de bacteria, es decir expresion de 23S, se decidio
normalizar por el método del 24T, Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron

aumentos de expresion exagerados, que sobreestiman la expresion de rpoS, lo que se relaciona
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con la poca cantidad de bacteria presente en estas muestras, por lo que al corregir por la
muestra, se alteran falsamente los resultados. Considerando esto, para hacer una comparacion
mas certera de la expresion de rpoS, se decidi6 corregir por el método 22 (Figura 5). Este
método no corrige las muestras tratadas contra una muestra control, sino que solamente por un
control interno, en este caso el gen de referencia 23S. Mediante test-t se demostré que no
existen diferencias significativas en la expresién de rpoS entre bazo e higado ni entre las
familias correspondientes (p>0,05).

35

30

25

20
Rii6on anterior

CT

15
Bazo

10 Higado

Individuos

Figura 3: Valores del gen 23S presentados como Cr bruto en los 4 individuos evaluados por érgano.
Esto demuestra la escasa estabilidad de 23S en las muestras, por ende, su bajo valor como gen de
referencia para este ensayo.
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Figura 4: Valor Ct promedio en bruto de rpoS y 23S de las muestras de rifién anterior pertenecientes a
las familias 32 y 61. Existe diferencia significativa (p<0,05) en los niveles de rpoS entre familias, que
se explican principalmente por sus diferencias en las cargas bacterianas (expresion de 23S). Esto se
relaciona con la gran heterogeneidad en cuanto al nivel de carga bacteriana que muestran los
individuos susceptibles a la enfermedad (Dettleff et al, 2015).

0,07
0,06

0,05
= Higado Familia 36
m Higado Familia 8
© Bazo Familia 36

0,04

0,03
Bazo Familia 8
0,02

Cambio en la expresion de rpoS

Figura 5: El nimero de veces de cambio en la expresion de rpoS fue calculado usando la ecuacién
24¢T donde ACT = (Crrpos - Ct23s). No hay diferencias significativas en la expresion de rpoS por
6érgano ni familias (p>0,05).
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DISCUSION
Un aporte fundamental de los ensayos realizados en el estudio sobre P. salmonis, fue conocer
algo méas sobre las posibles estrategias de supervivencia que tiene esta bacteria en el
hospedero, hasta ahora someramente conocidas. Los resultados obtenidos mediante gendmica
comparativa indican la existencia del gen rpoS en este patdgeno. Para que la bacteria logre
producir la enfermedad y, por lo tanto evadir las defensas del hospedero, debe activar
mecanismos que le permitan permanecer viable en condiciones que no son favorables para su
desarrollo, como son la respuesta inmune montada por el pez. Al ser rpoS un gen expresado
por distintas Gammaprotobacterias frente a condiciones de estrés, es posible asumir que
también forme parte de la estrategia de P. salmonis. En el ensayo de qPCR se verifico la
existencia y expresion de rpoS por parte de la bacteria, tanto in vitro (cultivo celular infectado
con la bacteria, utilizado como muestra control) como in vivo (grupo experimental). Sin
embargo, el mayor problema para el anélisis de los datos de expresion relativa obtenidos
mediante gPCR, fue la ausencia de un gen de referencia adecuado, debido a la escaza
estabilidad que el gen utilizado, 23S, mostr6 en el grupo experimental. Pese a todas las
ventajas que presenta la técnica de qPCR, como son: rapidez, facil uso, alta reproducibilidad,
requiriendo una minima cantidad de RNA, no necesitar manipulacién posterior al PCR, ni el
uso de radiactivos, el problema central radica en el analisis de la transcripcion de genes, es

decir la determinacion precisa de la cantidad de molde amplificado durante la reaccion.

La exactitud en la cuantificacion con un verdadero gen de referencia permite la normalizacion
de las diferencias en la cantidad de RNA o DNAc amplificable, en muestras individuales
dados por: i) distinta cantidad de material inicial, ii) la calidad del material inicial y iii)
diferencias en la preparacion del RNA y sintesis del DNACc, ya que el gen de referencia es
expuesto al mismo tratamiento que el gen objetivo. Ademas para los estudios de transcripcién
en distintos tejidos se requiere la investigacion de un gen de referencia que presente una
transcripcion constante en todos los tejidos (Radonic et al, 2004). Sin embargo, esta
investigacion no se pudo realizar durante el ensayo, ya que el genoma de P. salmonis ha sido
recientemente secuenciado, pero no anotado, por lo que no se conocen los genes presentes el
microorganismo y en consecuencia no se han validado genes de referencia para realizar

cuantificacion relativa en esta especie.
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Se utilizé6 como gen de referencia la subunidad ribosomal 23S, ya que es una secuencia
disponible (al ser el rDNA 16S y 23S, los primeros genes identificados, por ser parte de la
clasificacion taxonomica de la bacteria). Ademas en la literatura se describe al rRNA como
una fuente posible y utilizada para normalizar. Sin embargo, se han visto algunos problemas
asociados a su uso. EI rRNAs es transcrito con una polimerasa distinta a la del mRNA, por lo
tanto, cambios en la actividad de la polimerasa podrian no afectar igualmente la expresion en
ambos tipos de RNA. Esto se refleja en el hecho que la expresion del rRNA tiende a ser menos
afectada por tratamientos que alteran significativamente la expresion del mRNA. Por otro
lado, se han reportado relaciones variables de rRNA y mRNA, dada la extrema abundancia de
rRNA. En una muestra de ARN total (donde 80% del total es rRNA), puede ser imposible
medir con precision el rRNA y el gen de interés (Wong y Medrano, 2005). Por ejemplo, el
rRNA 18S fue uno de los genes de referencia mas usados en los Ultimos afios en ensayos como
Northern Blots, ensayos de proteccion de RNasa y RT-PCR convencionales. Su uso es
aceptable para estas técnicas no/semicuantitativas, donde se mide un cambio cualitativo. Esto
porque este RNA se expresa en altos niveles en todas las células y funciona como un control
positivo ideal si el gen de interés se apaga (es decir, deja de ser expresado). Sin embargo, con
la llegada del gPCR se puso acento en el cambio cuantitativo, lo que deberia haber dado lugar
a una nueva evaluacion de la utilizacion de 18S como gen de referencia, algo que no se hizo.
Se sigui6 usando como un gen de referencia “clasico” para estos propositos, pese a haberse
demostrado, ya en 1975, que este sufria cambios en su expresion debido, por ejemplo a la
infeccidn por citomegalovirus (Hugget et al, 2005), por lo tanto no cumplia con la condicién
basica de un buen gen de referencia, que es ser expresado de manera estable, independiente

del tratamiento al que es sometido.

Por esta razon, es vital que antes de realizar los ensayos de cuantificacion relativa para un gen
en estudio, se valide la utilidad del gen de referencia para el tejido en particular, tipo celular y
condicion experimental, lo que fue uno de los errores cometidos en este ensayo. Ademas la
normalizacion en contra de un solo gen de referencia no es lo ideal, a menos que los
investigadores presenten una clara evidencia que confirmen su expresién invariante bajo las
condiciones experimentales descritas. EI nimero éptimo y la eleccion de los genes de

referencia debe ser experimental (Bustin et al, 2009). Actualmente existen varios programas,
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basados en la plataforma Excel, disefiados para la evaluacion de maltiples genes de referencia

como Gnorm, BestKeeper y NormFinder, todos de libre disposicion.

Pese a que no se pudo validar el gen de referencia, por las razones antes mencionadas, se
analizaron los datos de acuerdo a dos criterios. La cuantificacion relativa describe el cambio
en la expresion de un gen en estudio en relacién a un grupo de referencia, como un control sin
tratar o una muestra al tiempo cero en un estudio medido en transcurso de tiempo (Livak y
Schmittgen, 2001). El proposito del gen o control interno es normalizar la PCR para la
cantidad de RNA afadido en la reaccion de transcripcion reversa. Usando el método del 2-4ACr
los datos son presentados como el niumero de veces de cambio en la expresion de un gen
normalizado con un gen de referencia endégeno y en relacion a un control sin tratar. En el
ensayo, como mencionamos, el grupo experimental correspondia a los peces desafiados con la
bacteria, normalizados por el gen de referencia 23S, y en relacion a una muestra control sin
tratar, que fue el cultivo celular infectado con la bacteria. Los valores obtenidos utilizando la
ecuacion 222CT, mostrd cambios aberrantes en la expresion génica de rpoS en los 6rganos
evaluados, por ejemplo en higado y bazo, el aumento respectivo fue de 2500 y 6000 veces
aproximadamente. Estos cambios no se deben a un aumento real en la expresion del gen en
estos tejidos, sino a la poca estabilidad mostrada por 23S, por lo que los cambios en la
cantidad de transcrito inicial no lograron ser normalizados, obteniendo estos resultados. Como
la ecuacion 224 ¢ no fue adecuada para lograr analizar cambios de expresion relativa en
ninguna de las muestras, en higado y bazo la expresion de rpoS fue normalizada mediante el
método del 22T, que a diferencia del método inicialmente propuesto no utiliza una muestra
control para normalizar. Esto debido a que estos 6rganos mostraron una expresion mas estable
del gen de referencia 23S. En este caso, normalizar contra un gen de referencia enddgeno
proporciona un método para corregir los resultados para las diferentes cantidades de ARN
inicial (Livak y Schmittgen, 2001). Los resultados obtenidos mostraron un aumento muy
pequefio en la expresion de rpoS en ambos 6rganos, que no muestra diferencias significativas
entre familias ni érganos (p>0,05). Esto se puede explicar por la baja cantidad de bacteria

presente en estos érganos.

En rifidn anterior, no se pudieron normalizar los resultados, debido a la gran inestabilidad de

23S en el 6rgano, por lo que se utilizaron los valores Ct en bruto. Si bien cuando los valores
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Cr se presentan en bruto o absolutos representan falsamente la variacion, por lo que se deben
evitar (Livak y Schmittgen, 2001), este fue el Unico método de analisis, y aunque no permite
medir cambios en la expresion, evidencia la cantidad de bacteria que puede haber presente por
muestra. Los datos obtenidos por el Ct, mostraron que rifién anterior fue el érgano donde la
bacteria presenté un mayor aumento de rpoS, lo que se atribuye a ser este el érgano por el que
la bacteria presenta mayor tropismo, lo que significa una mayor carga bacteriana. Otra posible
explicacion podria estar dada por la respuesta inmunoldgica que se activa en rifion anterior. En
el estudio de Tachi et al (2011), donde se evallo la respuesta transcriptonémica frente a la
infeccion por P. salmonis en salmén del Atléntico, rifién anterior fue el drgano que mostro un
mayor aumento en la expresion de transcritos relacionados con la respuesta inmune, para
evadir esto, la bacteria debe poner en marcha su respuesta, que significa la expresion de genes
que le permitan escapar y/o sobrevivir a la respuesta inmune montada por el hospedero, lo que
podria explicar la mayor expresion de rpoS en este sentido. Sin embargo, para lograr
confirmar esta idea, es necesario contar con un buen gen normalizador, que permita medir de

manera fehaciente cambios en la expresion génica, en comparacion a un grupo control.

Por otro lado, es importante destacar el aporte de la gendmica comparativa en el estudio de los
genes bacterianos, permitiendo la identificacion y posibles funciones que estos pueden cumplir
en bacterias taxonomicamente cercanas, lo que ha resultado de vital importancia en este
proyecto. Gracias a la genémica comparativa se pudo encontrar in silico el gen rpoS en P.
salmonis, y asi conocer algo mas sobre los mecanismos usados por esta bacteria para
sobrevivir, ya sea dentro o fuera del hospedero. Sin embargo, es necesario generar nuevos
estudios sobre los genes implicados en la sobrevivencia de la bacteria dentro del hospedero y
la interaccion de estos factores. Un modo efectivo sugerido seria reproducir las condiciones
del hospedero in vitro, para asi establecer en qué etapa podrian expresarse los distintos genes
asociados a la estrategia de sobrevivencia de la bacteria, tal como se ha demostrado para

Salmonella spp o M. tuberculosis.

Finalmente, para realizar un estudio de expresion génica relativa mediante la técnica de gPCR,
es muy importante seguir al menos estos tres pasos en el disefio y evaluacion del experimento:
i) seleccionar un gen de referencia ii) validar el gen de referencia para demostrar que no es

afectado por el tratamiento experimental y iii) asegurar y demostrar que la eficiencia para el
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gen en estudio y de referencia son similares (Livak y Schmittgen, 2001). De este modo se

pueden obtener resultados confiables y reproducibles en otros ensayos de qPCR.
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CONCLUSION
Pese a no haber considerado la validacion de un gen de referencia, ya que no se previo la gran
variabilidad que presento la bacteria en los distinto 6rganos, se logré identificar el gen rpoS en
P. salmonis, posiblemente implicado en la respuesta al estrés de la bacteria, lo que constituye
un gran aporte de este ensayo. Como se ha mencionado, es muy poca la informacién que
existe sobre este patdgeno, por lo que es muy importante realizar estudios gendémicos precisos,
especialmente en ensayos de cuantificacion relativa, donde identificar y validar genes de
referencia para los ensayos de qPCR debe ser el primer paso a seguir. De este modo, se lograra
conocer de manera fehaciente la respuesta transcripcional de la bacteria frente a una condicion

particular de interés para el investigador.

Por ultimo, los estudios de expresion génica constituyen una herramienta vital para entender
de mejor manera la estrategia de infeccion y sobrevivencia de la bacteria en el hospedero, lo
que permitira generar nuevos mecanismos orientados a establecer un control efectivo y

sustentable de la enfermedad.
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ANEXOS

Anexo 1

STTACCTTTGCTTGATTTAATTGAAGAGGGCAATATGGGATTGATGCACTC
TGTTGAAAAGTTTGATCCAGAAAAAGGCTTTCGTTTTTCGACTTATGCGAC
ATGGTGGGTACGGCAAAATATTGAACGAGCATTGATGAGTCAGACGAGAA
CGATTCGCTTACCGATTCATATTGTTAAAGAG<

Regidn consenso del gen rpoS, obtenida mediante un alineamiento local de este gen entre 5
diferentes Gammaprotobacterias, realizado con el programa CLC Genomics Workbench
3.6.50.
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