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RESUMEN

P. salmonis es la bacteria responsable de la enfermedad denominada “piscirickettsiosis”,
una de las principales amenazas para la industria acuicola de salmones en Chile. La gran
tasa de mortalidad que produce la enfermedad en los sistemas productivos justifica la
necesidad de entender como el agente es capaz de diseminarse y de persistir en los peces.
Es asi que los métodos moleculares se presentan como una via rapida de diagnostico
mediante el uso de sus diferentes herramientas. Mediante el uso de herramientas de
alineamiento de secuencias genéticas, se logro identificar la secuencia codificante, nunca
antes descrita, del gen constitutivo sdhA, ampliamente estudiado en diversos organismos y
utilizado en estudios como marcador de viabilidad celular y bacteriana. El presente estudio,
utilizando gPCR realiz6 la comparacion de la expresion del gen sdhA en los tejidos
hepéatico, renal, esplénico y cultivo celular infectado, mostrando una expresion
significativamente mayor en rifion y cultivo celular infectado, y por otra parte, familias de

peces Salmo salar con una susceptibilidad diferencial a la enfermedad.
Palabras clave: P. salmonis, sdhA, gPCR, viabilidad, gen constitutivo.

ABSTRACT

P. salmonis is the bacteria responsible of the disease called “piscirickettsiosis”, one of the
main threats for aquaculture industry of salmons in Chile. The great mortality rate that the
disease produces on the productive systems justifies the necessity of the understanding on
how the agent is capable to spread and to persist in fishes. According to that, the molecular
methods show one rapid way on the diagnosis using its different tools. Through the use of
alignment tools of genetic sequences, we were able to identify the never before described
sequence of the sdhA constitutive gene, broadly studied on several organisms and used as a
molecular marker of bacterial and cellular viability. The present study, using gPCR, made
the comparison of the expression of the sdhA gene on the hepatic, renal and splenic tissues
and infected cellular culture, showing a significant greater expression on kidney and
infected cellular culture, and for the other hand, families of fish Salmo salar with different

susceptibility to the disease.

Key words: P. salmonis, sdhA, gPCR, viability, constitutive gene.
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INTRODUCCION

La salmonicultura en Chile figura como una industria acuicola importante en el pais. Segun
cifras del Banco Central de Chile, solo en el primer trimestre del 2012, se exportd mas del
doble de toneladas de filete de salmén fresco o refrigerado respecto al afio 2011 en la
misma fecha (7.393 vs 16.548 toneladas), lo que manifiesta la tendencia del crecimiento en
la industria de los ultimos afios. La importancia de lo anterior radica en que Chile se
encontraria exportando nuevamente cifras similares en cuanto a las toneladas exportadas
antes del brote del virus ISA (anemia infecciosa del salmon) que estancé a esta industria
(FAO, 2012). Desde el afio 2011 Chile es el segundo pais a nivel mundial luego de
Noruega en producir Salmon del Atlantico cultivado. Es en este marco donde se hace
necesario un control acabado de aquellas enfermedades que impactan considerablemente a
la industria, y atentan a su estabilidad. Una de las enfermedades con gran repercusion en la
cadena productiva de los salmonideos es la causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis
(P. salmonis), responsable del cuadro patoldgico denominado septicemia rickettsial

salmonidea o piscirickettsiosis.

Segin Woywood y Leal (2007), la piscirickettsiosis es la principal enfermedad responsable
de la alta mortalidad de peces en periodo de engorda en el pais, alcanzando cifras cercanas
al 56%. Por lo sefialado, es importante conocer los diferentes aspectos en los cuales la
bacteria se desarrolla, se contagia, y mantiene su viabilidad dentro del hospedero. Para ello
es posible utilizar herramientas moleculares que nos permiten conocer la expresion de
genes relacionados al ciclo normal de vida de la bacteria y a su permanencia en el
hospedero. Sin embargo, el conocimiento genético que se tiene sobre la bacteria, sobre los
genes implicados en la mantencion de su vida dentro del hospedador, y de aquellos que

permiten inducir dafio, es aln bastante limitado.

Existen genes descritos que son altamente conservados entre diversos géneros bacterianos,
ya que desempefian roles fundamentales en las vias metabdlicas, y en la mantencion de la
vida de las mismas, denominados genes constitutivos. Estos genes normalmente tienen una
expresion constante en el tiempo y son los mas adecuados a elegir en ensayos de

cuantificacién de transcritos y en mediciones que ayudan a establecer viabilidad bacteriana.



Para poder realizar un estudio de expresion génica en tiempo real que permita determinar la
viabilidad de P. salmonis, se ha escogido un gen constitutivo que segun la literatura es
apropiado para este tipo de ensayos en diversas bacterias, el gen sdhA. El gen sdhA codifica
una proteina integral de la membrana citoplasmatica de P. salmonis, parte del operdn
succinato deshidrogenasa y responsable de la respiracion celular, la subunidad A del
complejo succinato deshidrogenasa. Por ello, se evaluard la expresion del gen sdhA como
marcador molecular de viabilidad bacteriana en diferentes tejidos de peces desafiados y

cultivos infectados.



REVISION BIBLIOGRAFICA

La bacteria Piscirickettsia salmonis es la primera bacteria Gram negativa intracelular
patogena aislada desde los peces, con un gran impacto sobre la mortalidad de los
salmonideos (Fryer y Hedrick, 2003). P. salmonis fue descrita por primera vez a nivel
mundial en Chile en el afio 1989 por Bravo y Campos (citado por Fryer y Hedrick, 2003)
en salmones Coho (Oncorhynchus kisutch), cultivados en jaulas cerca de Puerto Montt,

décima region de Los Lagos, Chile.

P. salmonis es el agente etioldgico de la piscirickettsiosis, una enfermedad de caracter
endémico, causante de perdidas economicas significativas en la produccion de salmones
(Rozas y Enriquez., 2014). Los primeros signos de la enfermedad comienzan entre las seis
a 12 semanas luego de que los peces son transferidos desde el agua dulce al agua salada con
una mortalidad acumulativa entre un 30 a un 90% (Fryer y Hedrick, 2003). La principal
caracteristica de la enfermedad, corresponde a una anemia generada por la replicacion
intracelular y difusion sistémica de la bacteria (Fryer y Hedrick, 2003). La enfermedad se
hace patente una vez que los peces son ingresados al agua salada, lo cual podria indicar que
el vector biol6gico de la misma es de origen marino (Fryer y Hedrick, 2003). Los peces
méas afectados por la patologia presentan diversos signos clinicos evidentes a la
observacién, como una piel mas oscura, comportamiento letargico, un desplazamiento
cerca de la superficie o en los extremos de las jaulas que los contienen, mientras que
aquellos que fueron afectados de una manera menos severa pueden incluso no presentar
evidencia de la enfermedad (Fryer y Hedrick, 2003). A nivel de la piel aparecen pequefias
lesiones en forma de parche, las cuales progresan hasta llegar a convertirse en ulceraciones,
aparecen agallas palidas producto de la anemia asociada (el hematocrito baja de un rango
normal de 35% - 50% a 2% - 18%) (Fryer y Hedrick, 2003). Por otra parte a la necropsia es
posible evidenciar drganos afectados, rifiones inflamados y palidos, esplenomegalia, ascitis,
hemorragias en la grasa visceral y estdmago e incluso en la vejiga natatoria y musculo. Los
higados de aquellos peces que presentan una afeccion mas severa se encuentran palidos y

presentan nddulos de color opaco (Fryer y Hedrick, 2003).



Inicialmente la bacteria no podia crecer en medios de cultivo, sin embargo, logré ser aislada
por primera vez en la linea celular CHSE-214 por Fryer et al., en 1990 (citado por Fryer y
Hedrick, 2003).

Por todas las caracteristicas sefialadas, se hace de suma importancia el poder conocer la
viabilidad de la bacteria dentro de su hospedador mediante las herramientas actualmente
disponibles. Los métodos clasicos para determinar viabilidad bacteriana consumen
demasiado tiempo, es asi como han surgido los métodos moleculares para resolver aquel
problema (Keer y Birch, 2003). Los métodos moleculares ofrecen velocidad, sensibilidad y
especificidad al momento de medir viabilidad bacteriana. Un metodo que se ajusta a la
descripcion es el PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) cuantitativo en tiempo real
(QPCR) (Keer y Birch, 2003), el cual puede cuantificar la cantidad de transcritos midiendo

de esta forma expresion génica.

El gPCR se ha convertido en uno de los métodos mas ampliamente usados para la medicion
de viabilidad bacteriana mediante la cuantificacion transcripcional de genes, ya que logra
una gran sensibilidad, es altamente secuencia especifico, y tiene poco procesamiento post
amplificacion (Wong y Medrano, 2005). Para poder utilizar la técnica es necesario utilizar
genes modelo que permitan tanto calibrar la reaccién, como medir la expresion relativa de
otros genes en estudio (Wong y Medrano, 2005). Aquellos genes que cumplen con roles
fundamentales en la bacteria, tales como el metabolismo basal de la misma, la homeostasis
y mantencion de estructuras basicas reciben el nombre de genes constitutivos (Viraj et al.,
2008). Aquellos genes son ideales para medir viabilidad bacteriana, ya que su expresion en
el tiempo es sostenida, constante y son un buen indicador de la vida de la bacteria en
ensayos tanto in vivo como in vitro (Viraj et al., 2008). Actualmente no existen genes
constitutivos descritos para ensayos de expresion génica en P. salmonis, sin embargo, es
posible encontrar aquellos genes altamente conservados debido a su importancia en roles

transversales metabolicos a muchas bacterias.

Por otra parte, los métodos moleculares basados en el secuenciamiento del gen 16rRNA
posicionan a P. salmonis dentro del subgénero de las Gammaproteobacterias, el cual

incluye a los géneros Francisella (Bohle et al., 2009) Coxiella y Legionella (Fryer y



Hedrick, 2003). Lo anterior permite asociar bacterias desde una perspectiva genética,

existiendo la posibilidad de encontrar los mismos genes constitutivos en P. salmonis.

Se han descrito genes que se relacionan a la viabilidad de las bacterias emparentadas a P.
salmonis, de los cuales uno muestra ser un buen candidato por su utilidad en ensayos de

expresion en tiempo real.

El gen constitutivo sdhA se encarga de codificar la subunidad A del complejo
transmembrana de la membrana citoplasmatica, succinato deshidrogenasa, correspondiente
a una flavoproteina hidrofilica fundamental para la respiracion celular al participar en la
cadena transportadora de electrones (Madigan et al, 2004). Debido a sus caracteristicas, ha
sido utilizado en estudios de viabilidad de multiples microorganismos. Segin Duodu y
Colquhoun (2010), sdhA es un buen marcador molecular de viabilidad, y ademas, para la
discriminacion de Francisella spp. en muestras ambientales. Por otra parte, la expresion del
gen sdhA es Util como marcador para identificar aquellas bacterias que pese a haber perdido
su capacidad patogénica y de ser cultivadas, atn son viables (Duodu y Colquhoun, 2010).

Segun un estudio hecho el afio 2012 por Florindo et al, que buscaba encontrar los mejores
genes de referencia para estudios de expresion génica en Streptococus agalactiae, sdhA es
un gen que presenta una expresion estable en condiciones de temperaturas cercanas a los
40° C en la cual se encuentra la bacteria. En Legionella pneumophila la proteina sdhA esta
involucrada en la evasion de la fagocitosis al estabilizar la vacuola contenedora de
Legionella (VCL) durante la replicacion intracelular de la bacteria. Este nicho vacuolar
permite a L. pneumophila protegerse de factores citosélicos del hospedador que degradan a
la bacteria e inician respuestas inmunes, condiciones similares a las que esta sometida P.
salmonis dentro del hospedero (Creasey e Isberg, 2012). Cabe destacar que el gen sdhA es
parte de un operén sumamente conservado, no solamente en las bacterias, sino que ademas
se puede encontrar en multiples células eucariontes con metabolismo aerébico. En un
estudio que buscaba al mejor gen candidato como gen referencial para ensayos de
expresion en tiempo real en reticulocitos, sdhA resultd ser el segundo gen con menor
variacion en su expresion (Silver et al, 2006), mientras que en otro estudio donde se

buscaba al mejor gen candidato para estudios de expresion en tiempo real en macrofagos de
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cerdos, el gen sdhA resulté ser el gen mas idéneo para los tres algoritmos utilizados;
geNorm, Normfinder y BestKeeper (Cinar et al, 2012).

En el organismo Corynebacterium glutamicum se ha descrito que el operdn succinato
deshidrogenasa sdhCAB esta sometido a control transcripcional mediante el regulador
dependiente de AMP ciclico GIXR reprimiendo la expresion, mientras que los reguladores
del metabolismo del acetato RamA y RamB estan involucrados en la activacion de la
expresion del operén (Bussman et al, 2009).

Mediante la presente memoria se establecera un precedente clave para el estudio y
comprension de P. salmonis y su comportamiento dentro del hospedero, utilizando para
ello al gen constitutivo sdhA como marcador molecular de la viabilidad del patégeno,

midiendo su expresion en tejidos de animales infectados y cultivos celulares infectados.



OBJETIVO GENERAL
Identificar mediante gendmica comparativa la secuencia candidata codificante del gen sdhA
en P. salmonis cepa LF-89 y determinar su expresion relativa en diferentes condiciones in

Vivo e in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Identificar el gen sdhA en P. salmonis utilizando “software” de alineamientos de

secuencias genéticas.

2. Medir la expresion del gen sdhA en peces infectados experimentalmente (salmones del

atlantico) y en cultivo celular infectado mediante el uso de PCR cuantitativo.

3. Comparar la expresion relativa del gen sdhA en rifion, bazo e higado de salmon del

atlantico (Salmo salar) y en cultivo celular infectado.



MATERIALES Y METODOS

1. Identificacion de la secuencia candidata para el gen sdhA en P.salmonis
Se alinearon multiples secuencias del gen sdhA pertenecientes a bacterias filogenéticamente
relacionadas a P. salmonis para establecer regiones consenso. De esta manera, se

escogieron las secuencias disponibles en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore de

subespecies y diferentes cepas de las siguientes Gammaproteobacterias; Francisella
tularensis (secuencias con numero de acceso: CP003049, NC 009257 y NC_009749)
Francisella noatunensis (secuencia JQ027670), Legionella pneumophila (secuencias
NC_006369, NC_009494, NC_006368, NC_002942 y NC_014125) y Coxiella burnetii
(secuencias NC_002971, CP000890, NC 011528, NC _ 009727, NC_011527). Los
alineamientos fueron realizados mediante el software CLC Genomics Workbench 3.6.5©
utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Tool) disponible en

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi. Una vez establecida la region conservada entre las

secuencias se realiz6 un segundo alineamiento entre la secuencia conservada y todos los
contigs de P.salmonis (nimero acceso GenBank: AMFF00000000.1) para determinar cual
de ellos presenta la mayor identidad en el alineamiento y establecerlo como la region

candidata del gen sdhA.

2. Disefio de partidores
Una vez establecida la regidén consenso y el alineamiento de ella con el contig de mayor
score in silico, se disefiaron seis juegos de partidores utilizando el software en linea Gene
Fisher® (Bielefeld University Bioinformatics Server) disponible en

http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/submission.html. Se  seleccionaron

aquellos con caracteristicas para ser utilizados en ensayos de g-PCR segun Fraga et al
2008, caracteristicas como: un largo de 18 a 22 nucledtidos, una temperatura de “melting”
entre 50 a 60° C y un porcentaje de Guanina — Citosina entre 40 y 60 %, diferencias entre
forward y reverse no superiores a 5°C. Luego de generados los partidores fueron evaluados
mediante el software en linea NetPrimer® (Premier Biosoft International), disponible en

http://www.premierbiosoft.com/jsp/marketing/freetoollogin.jsp?pid=3# para verificar la

cantidad de horquillas, dimeros y otras estructuras secundarias que podrian afectar de

manera negativa la reaccion esperada.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi.
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher2/submission.html
http://www.premierbiosoft.com/jsp/marketing/FreeToolLogin.jsp?PID=3

3. Muestras

3.1.  Extraccién del RNA en tejidos de peces desafiados

Las muestras de tejido se obtuvieron luego de un desafio experimental realizado con P.
salmonis en salmones del Atlantico (Salmo salar), siguiendo el protocolo definido por
Dettleff et al (2015), y cumpliendo con la certificacion del comité de bioética de FAVET.
Cien peces fueron anestesiados con 0.1 mg mL™ 12 MS-222 y desafiados por inyeccién
intra peritoneal utilizando una dosis infectiva del 50% de células de tejido en cultivo
(TCIDs) conocida, de 0,2x10*® TCIDs;, mL ™ de P. salmonis (cepa LF-89), en un
volumen de inoculacion de 0.1mL. Al dia 22 y 24 post inoculacion se tomaron las muestras
desde cuatro familias de peces con signologia clinica, grupo denominado como
susceptibles. Las muestras de rifion, higado y bazo fueron removidas y suspendidas en 1 ml
de RNAlater (Sigma®) para evitar la rapida degradacion. La extraccion de RNA total se
realizd mediante el kit Gene Purification (Fermentas®) a partir de 10 mg de tejido de bazo
y 30 mg de higado Y rifion, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las extracciones se

almacenaron -80° C.

3.2. Extraccion del RNA de cultivo celular infectado

El RNA se aisl6 desde cultivos celulares CHSE-214 infectados con P. salmonis. 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 1ml del sobrenadante de las placas
infectadas que presentaron efecto citopatico, las que se centrifugaron a 2500 rpm por cinco
minutos a 4°C. Los pellets obtenidos se utilizaron para la extraccion del RNA bacteriano
mediante el uso del kit TRIzol® Reagent (Ambion®) seglin instrucciones del fabricante. El
RNA obtenido fue almacenado a -80°C. Estas muestras fueron utilizadas como control

positivo en los ensayos de g-PCR.

En ambos casos se midio la integridad del RNA extraido de las muestras mediante un gel
denaturante en folmaldehido (Thermo Scientific®). La concentracién del RNA en cada

muestra se midié con el fluorometro Qubit Molecular Probes (Invitrogen®).



4. Transcripcion reversa
Previo a la transcripcion reversa, las muestras fueron tratadas con el kit DNase |, RNase-
free (Thermo Scientific®) siguiendo las instrucciones del fabricante para el protocolo de

remocion de DNA gendmico a las muestras de RNA.

Se realizd transcripcion reversa para obtener DNA complementario (DNAC) con el objetivo
de realizar la reaccion g-PCR. Para ello se utilizé el kit SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen®) usando hexameros al azar con el siguiente
protcolo: 200 ng de RNA total y hexadmeros 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 KCl), 25 mM
MgCl,, 0.1 M DTT, 40 U RNaseOUT y 50 U SuperScript Il transcriptasa reversa. La
reaccion se incubo a 42° C por 50 min, deteniendo la reaccién por incubacion a 70° C por
15 min. Se centrifugd brevemente y agregd 2 U de RNasa H, inmediatamente se incubd
por 20 min a 37 °C. Luego de llevada a cabo la transcripcion reversa, el ADNc fue
almacenado a una temperatura de -20° C debido a la mayor estabilidad de este producto en
relacién al ARN. Una vez realizado el procedimiento, la concentracion real del ADNc se
midié mediante el fluorbmetro Qubit Molecular Probes (Invitrogen®) utilizando el

protocolo del fabricante.

5. Eficiencia de PCR cuantitativo

5.1. Matriz de Partidores

Antes de realizar el ensayo de PCR cuantitativo se establecid la concentracion de partidores
Optima para obtener el producto esperado sin amplificacion inespecifica mediante una
matriz de partidores. En ella se utiliz6 el DNAc proveniente de cultivo celular infectado

con P. salmonis como templado en cada reaccion.

Los partidores se reconstituyeron a 100 uM y posteriormente fueron diluidos en alicuotas
de 10 uM para su uso. Los partidores, forward y reverse fueron evaluados en las

concentraciones: 0.05 uM, 0.1 uM, 0.15 uM y 0.2 uM, (segun las recomendaciones del
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fabricante) en las dieciséis posibles combinaciones correspondientes. Cada una de las

reacciones se realizé en duplicado para reducir el error técnico de los resultados.

El g-PCR se realiz6 por el sistema de dos pasos en el termociclador Eco™ Real-Time PCR
System de Illumina®. 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) siendo éstas: 3 minutos a 95 °C para la
activacion de la polimerasa, 3 segundos a 95 °C para la denaturacion y 30 segundos a 60 °C
para alineacion y extension. Las cantidades de solucién de cada reaccion fueron de 10 ul,
segun las cantidades indicadas por el fabricante. Se incluyeron tres controles negativos, que
contienen todos los componentes del kit a excepcion de los partidores y sustituyendo el

volumen correspondiente con agua estéril.

La concentracion Optima de partidores se definié como aquella combinacién que obtuvo el
menor valor de Ct (threshold cicle), menor desviacion estdndar entre repeticiones y un

producto Unico concordante con el Tm esperado del amplicon.

5.2. Curva estandar

Se determind la eficiencia de amplificacion de los partidores mediante una curva estandar.
Utilizando como templado el DNA complementario de P. salmonis en cultivo celular, y el
juego de partidores disefiado a la concentracion 6ptima de reaccion (punto 5.1), se realiz6
una curva estandar a ocho puntos con un factor de dilucién de 2.5 de una concentracion
inicial de templado de 1ng por pocillo. Cada punto del ensayo fue hecho con tres réplicas

técnicas para reducir el error de ensayo.

5.3.  PCRen gradiente de temperatura

Se realiz6 un PCR en gradiente de temperatura con la concentracion de partidores
determinada en el punto 3 para verificar la temperatura optima de reaccion, y de templado,
DNACc de cultivo celular infectado. Utilizando el equipo MAXYGENE™ (Axygen®) se
realizd un ensayo con el kit comercial Tag DNA Polymerase, recombinant (Invitrogen®)
siguiendo las instrucciones del fabricante, utilizando un gradiente de 1,5°C desde 57,5°C a

61,5°C. Utilizando un total de 6 uL, correspondientes a 5 uL de volumen de la reaccion
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(muestras amplificadas) mas 1uL de buffer de carga 6X (Fermentas ®), se cargaron los
pocillos en un gel de agarosa al 2%. Se utiliz6 un estandar de 50 pares de bases (4uL de
GeneRuler 50bp DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific ®) para medir el

producto y un blanco sin templado.

6. PCR cuantitativo
Se realiz6 un PCR cuantitativo utilizando las muestras tisulares correspondientes a las
cuatro familias, y cultivo celular infectado. El ensayo se llevo a cabo mediante el mismo
protocolo utilizado en el punto 5.1. Todas las muestras se corrieron con los partidores de
los genes sdhA y 23s en sus concentraciones Optimas de reaccion. Los partidores utilizados
de la subunidad de RNA ribosomal 23s correspondieron a los descritos por Dettleff et al
2015, y su expresion, se utilizd como referencia para calibrar la reaccion de gPCR, ya que
la expresion del gen 23s es constante dada su funcion metabolica y permite realizar una
estimacion de la viabilidad del microorganismo en estudio y/o la carga bacteriana de P.
salmonis en cada tejido (Madigan et al, 2004). Cabe destacar que no existen otros genes de

referencia descritos para ensayos de gPCR en P. salmonis.

Se utilizaron ademas controles negativos correspondientes al templado con agua destilada
mas mix de reaccion pero sin los partidores, y controles positivos con cDNA de cultivo
celular infectado. Cada reaccion se realiz6 con dos réplicas técnicas para reducir el error del

ensayo.

7. Analisis Estadistico.
Inicialmente los datos correspondientes a la expresion del gen sdhA serian analizados y
normalizados con la expresion obtenida del gen 23s mediante el método de Pfaffl (Pfaffl
2001), sin embargo, la inestabilidad en la expresion del gen 23s, y la escaza informacion de
otros genes constitutivos descritos para P. salmonis en estudios de expresion génica llevo a
utilizar el método descrito por Livak y Schmittgen 2001, utilizando para ello solamente
ACr, correspondiente a la diferencia del ciclo umbral del gen objetivo sdhA y el gen de

referencia 23s (Ctx — C1r) .
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Una vez normalizados, los resultados fueron enfrentados a un andlisis de Shapiro-Wilks
para verificar que los mismos provenian de una poblacion con distribucion normal,
aplicando analisis de datos paramétricos. Finalmente, los tratamientos se analizaron en
conjunto mediante ANOVA de una via para detectar si existio expresion significativamente
mayor en alguno de los tratamientos (tratamientos: rifion, higado, bazo y cultivo celular
infectado), utilizando una confianza del 95% (P<0,05). Para detectar en que tratamientos en
especifico el gen se expres6 de manera significativa, se realizé un analisis post hoc t-
student entre los distintos grupos. Todos los andlisis se realizaron con el software Info
Stat/E 2014.

RESULTADOS

1. Identificacion de la secuencia candidata para el gen in silico.
Utilizando el software CLC Genomics Workbench 3.6.50©, se obtuvo una zona de consenso
entre las secuencias de 198 pares de bases (pb). Al realizar el BLAST de la secuencia
consenso con los contigs disponibles de P. salmonis cepa LF-89 se logrd un alineamiento
con una identidad del 100%, un alto score con respecto a los demas alineamientos (score =
27) y un E value de 2,88E-7 (un menor E value indica que el alineamiento no fue producto

del azar) el cual se encontraba ubicado en el contig 199 de P. salmonis LF-89.

Luego de realizado el alineamiento, se realizd uno nuevo, tomando el cuadro de lectura
abierto completo en el cual se habia encontrado el match, el que comprendia una secuencia
de 1.767 pb (entre las bases 11.050 a 12.816 del contig 199) con todas las demas secuencias
disponibles en GenBank. Todos los alineamientos coincidieron con la subunidad A de la
enzima succinato deshidrogenasa en mdaltiples microorganismos. El cuadro de lectura

abierto que codifica el gen sdhA se adjunta en el anexo 1.
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2. Disefio de partidores
Se disefiaron 2 juegos de partidores, los que se pueden apreciar en la Tabla 1. Luego de
disefiados ambos juegos de partidores se determind cudl de ellos presentaba una

amplificacion especifica y generaba el producto esperado.

2.1.  Secuencias de partidores

Gen Partidor Secuencia (5"-3")
sdhA sdhal99-1 Forward: TGTGCGTGTGTTTCTGTG
Reverse: TTTACCTGATGCCCGACC

sdhal99-2  Forward: TTGCTCTTGACGGAATACACCA
Reverse: ACGGGCGAGAGTTTTCAGG

Tabla 1. Partidores disefiados para los ensayos de PCR cuantitativo en la secuencia del

marco de lectura abierto del contig 199 (nimero de acceso GenBank: AMFF01000000).

2.2. Curva uMelt

Se tom¢ el amplicon (producto esperado de la amplificacidn de los partidores) y se ingresé
al software computacional uMelt (disponible en:
https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.ntml) para predecir cuél seria la temperatura de
fusion (temperatura de melting) especifica del mismo (Figura

1).
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Figura 1. Temperatura de melting especifica simulada para el producto esperado por el
software uMelt. El peak se ubica en una temperatura cercana a los 80°C.

2.3.  Prueba de partidores

Los partidores se probaron en un templado de rifion de salmon con alta carga de P.
salmonis en concentraciones éptimas segun el kit KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix
(2X) (Kapa Biosystems®). La prueba evidencio que el partidor sdhal99-2 presentd un
mejor comportamiento al demostrar un solo peak en su amplificacion del producto
esperado (Figura 2). En ella se advierte un peak unico a los 79°C, temperatura predicha por
el software uMelt, en las distintas amplificaciones realizadas con el partidor sdha 199-2
(linea de color lila). Por otra parte, la amplificacion del partidor sdha 199-1 (linea color
rojo) posee muchos picos, reflejando la posible formacion de estructuras secundarias
indeseables que interfieren en la reaccién (formacion de dimeros) que no alcanzan una
altura deseable ni definida. La linea amarilla corresponde al control negativo, que si bien
demuestra cierta contaminacion, no comparte los peaks generados por los partidores
(Figura 2).
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Figura 2. Curva de amplificacion derivada. La linea lila corresponde a la amplificacion
generada por el partidor sdha 199-2, la roja corresponde a la amplificacion generada por el

partidor sdha 199-1 y la amarilla al blanco sin partidores.

3. Matriz de Partidores

El templado utilizado correspondié a ADN de cultivo celular infectado con P. salmonis a

una concentracion total de 0,5ng por reaccion. La concentracion de partidores que mostro el

Ct menor, el peak mas alto y un producto unico fue la combinacién de 0,2uM de Forward y
0,2uM de Reverse (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Curvas de amplificacion correspondientes a las distintas combinaciones de

concentraciones de partidores (azul). En verde, los controles negativos.

3.1. Derivada de la curva de melting

La derivada de la curva de melting refleja el peak a la temperatura del producto esperado
(78,6-79°C) (Figura 4). En éste caso existié contaminacion del blanco con templado, sin
embargo, el mismo en su curva de amplificacion logro su fase logaritmica en un ciclo muy

tardio con respecto a las amplificaciones generadas por el partidor sdha 199-2 (Figura 3).

025

55 €0 85 70 7 80 85 50
Temperature (°C)

Figura 4. Derivada de curva de melting. Se refleja un unico pico concordante con el
producto esperado para las distintas concentraciones de partidores utilizados.
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3.2.  PCR en gradiente de temperatura

Se detect6 una Unica banda intensa ubicada entre las 50 y 100pb confirmando entonces la
amplificacion especifica del producto esperado de 83pb. La amplificacion que generd
menos productos secundarios fue la realizada a los 60°C, temperatura escogida para la
reaccion de gPCR. No existio amplificacion especifica en el blanco sin templado (Figura
5).

Figura 5. Producto generado por el partidor sdha 199-2 en gel de agarosa al 2%. Se
observa una banda intensa ubicada entre las 50 y 100pb (estandar de 50pb).

4. Curva estandar
Los Ct obtenidos abarcaron un rango entre el ciclo 15 y el 24 (Promedios Ct: 14,56; 15,92;
17,04; 18,60; 19,95; 21,44; 22,45; 24,13) (Figura 6).

cepa3f 001t
1enfo010

10 15 20 2 30 35 40

Figura 6. Curva estandar con factor de dilucién 2,5. Refleja el aumento gradual de los Ct.
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4.1. Eficiencia de reaccién

La curva estdndar obtuvo una pendiente de -3,446, un intercepto en Y de 10,99 una
eficiencia de 94,32% y un R? de 0,996. La pendiente de la misma refleja una buena

eficiencia de reaccion (Figura 7).

Figura 7. Curva estdndar a ocho puntos con un factor de dilucién de 2,5. Su pendiente

negativa muestra una buena eficiencia de reaccion.

5. Ensayo PCR cuantitativo de muestras desafiadas y cultivo celular infectado

El ensayo mostr6 expresion del gen sdhA en todas las muestras de tejido y cultivo celular
infectado, sin embargo, los Ct de cada muestra presentaron gran variacion. Las
amplificaciones mas tempranas en los tejidos correspondieron a las muestras de rifién 56 de
la familia 61, rifion 47 de la familia 61, y rifion 32 de la familia 60. En el caso de cultivo
celular infectado, ambas muestras presentaron un umbral de ciclo temprano respecto a los
tejidos. Umbrales de ciclo entre 15 a 25 muestran una amplificacion temprana en el caso
del gen sdhA, mientras que en el caso del gen 23s el rango va desde 7 a 10. Ambos rangos
se determinaron segun el ciclo de amplificacion del control positivo (21,6 en el caso del
gen sdhA y 8,36 en el caso de 23s) (Tabla 2).
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23s
Cq Medio
8,06
9,07
10,13
20,94
25,49
26,26
26,66
26,4
28,91
28,24
29,34
28,39
7,29
7,2

Muestra

Tabla 2. Resultados del PCR cuantitativo.

Las curvas de amplificacion del gen sdhA se presentaron con una gran similitud respecto al
gen utilizado para normalizar la reaccion, el gen 23s (Figura 8).
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Figura 8. Curvas de amplificacion del gen sdhA y 23s. En verde se observan las curvas del
gen 23s y en azul las de sdhA. Se evidencia una gran similitud en el comportamiento de la

amplificacion para ambos genes.
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6. Analisis Estadistico

En el caso de los tratamientos higado y bazo, los datos se analizaron utilizando el ACt
promedio (a menor ACt mayor expresion del gen en estudio respecto al control), donde;
ACt = Ctsdna - Ct23s debido a que el comportamiento del gen 23s para aquellas muestras fue

constante y la cantidad de bacteria debiese de ser similar en ambos tratamientos.

6.1. Expresion Comparativa
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Rifién Anterior Cultivo Celular
Expresion Comparativa

Figura 9. Expresion comparativa de los umbrales de ciclo en bruto para los genes sdhA y
23s en rifion anterior y cultivo celular infectado. No existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos tratamientos para los genes sdhA y 23s (P<0,05).
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Figura 10. Expresion comparativa del gen sdhA y 23s en Rifién. Se observan umbrales de
ciclo estadisticamente mas tempranos de los genes sdhA y 23s en la familia 61 respecto a la
32 (P<0,05).
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Figura 11. Expresion comparativa de las familias y tratamientos segun la formula ACt,
donde ACt = Ctsdna - Ct2ss (utilizando el promedio de los umbrales de ciclo). No existen
diferencias estadisticamente significativas para los tratamientos bazo e higado, ni entre las

familias 8 y 36 para los tratamientos evaluados (P<0,05)
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DISCUSION

El presente estudio, identificé en primera instancia una zona del genoma ain no
ensamblado de P. salmonis cepa LF-89 candidata a codificar el gen sdhA y su expresién en
condiciones in vivo de susceptibilidad a piscirickettsiosis en salmonidos Salmo salar
experimentalmente infectados con la bacteria y condiciones in vitro en cultivo celular
infectado. Cabe destacar que el gen sdhA ha mostrado en multiples estudios ser un
marcador molecular confiable para medir la viabilidad bacteriana, asi como también ser
usado como gen de referencia en estudios de expresion génica de mdaltiples bacterias y
células eucariontes (Silver et al, 2006; Cinar et al, 2012; Florindo et al, 2012; Stenico et al,
2014), no obstante, los resultados obtenidos de este estudio no permiten dilucidar de
manera correcta su comportamiento en P. salmonis LF-89, debido a la poca estabilidad en
la expresion del gen 23s que calibra la reaccion de gPCR. Segun Radonic et al (2004), un
buen gen de referencia no debe modificar su expresién segin las condiciones
experimentales. Lo anteriormente sefialado evidencia la falta de estudios previos
relacionados con la determinacion de viabilidad de la bacteria P. salmonis, en el

hospedador mediante gPCR.

El alineamiento de la secuencia consenso con multiples secuencias del gen especifico de
bacterias filogenéticamente asociadas a P. salmonis, la amplificacion del producto esperado
por los partidores disefiados (Figura 2.), la visualizacion del producto mismo en el gel de
agarosa (Figura 5.) y el comportamiento esperado de la amplificacion del gen en los
ensayos de gPCR realizados ante diferentes condiciones in vivo e in vitro (Figura 8),

permiten dar fundamento a la correcta identificacién y amplificacion del gen.

Realizando el analisis estadistico ANOVA en los promedios de los umbrales de ciclo de las
muestras se pudo verificar que existio diferencia significativa en la expresion del gen en los
tratamientos; bazo (familias 8 y 36), higado (familias 8 y 36), rifion (familias 61 y 32) y
cultivo celular infectado. El resultado anteriormente sefialado ratifica la heterogénea
viabilidad que presenta la bacteria dentro del hospedero y en el ambiente (McCarthy,
2005). Al comparar los tratamientos, se pudo verificar que la expresion del gen sdhA fue
estadisticamente mayor en rifion y cultivo celular respecto a bazo e higado, presentando

ambos ademas (rifion y cultivo celular), umbrales de ciclo brutos considerablemente mas
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tempranos. Lo anterior puede ser explicado debido a diversos factores como; la posibilidad
de una carga bacteriana mayor en rifion respecto al higado y el bazo, la persistencia
comprobada del microorganismo dentro de los macréfagos (Rojas et al, 2009; McCarthy et
al, 2008), capacidad de activar en ellos la apoptosis para persistir en el hospedador (Rojas
et al, 2010) y la capacidad de evadir al sistema inmune en macr6fagos alojados en rifién
(McCarthy et al, 2008) mediante mecanismos complejos de regulacion transcriptomica,
descritos por Rise et al, (2004) y Tacchi et al, (2011) tanto en macr6fagos como en tejidos
del hospedero. Rise et al, (2004) mediante el uso de microarreglos verificaron la regulacion
positiva de 71 transcritos en macrofagos infectados y la regulacion negativa de 31
transcritos. Segun Rise et al (2004), los mecanismos de sobrevivencia en macréfagos estan
relacionados con la activacion de 10 genes antioxidantes, incluyendo la Glutatién S-
Transferasa, Glutatién reductasa, Glutation peroxidasa y citocromo b558 subunidades a y
B, sin embargo esta activacién no ocurre en rifion hematopoyético, en el cual existe una
regulacion negativa de 39 transcritos relacionados con la respuesta inmune adaptativa,
hecho que explicaria la mayor viabilidad, o amplificacion temprana de los transcritos de las
bacterias encontradas en el rifion anterior respecto a aquellos de higado y bazo. Por otra
parte, en un estudio realizado por Tacchi et al (2011), el cual trataba de dilucidar la
regulacion transcriptémica de P. salmonis en los tejidos de rifion, higado y musculo
esquelético, se comprobd que en los tres tejidos existié una modificacidn en la regulacion
de la expresion de transcritos relacionados con el sistema inmune, siendo el rifién el érgano
que sufre la modificacion de una mayor cantidad de transcritos relacionados a la respuesta

inmune innata, reguldndolos de manera negativa.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos rifion y
cultivo celular (Figura 9.), lo que nos permite inferir que es posible que las bacterias
alojadas en rifién anterior sean igual de viables que aquellas en cultivo celular infectado y/o
gue se encuentren en una cantidad considerable respecto a los demas érganos evaluados.
No existié una diferencia estadisticamente significativa en la expresion del gen sdhA entre

los tratamientos bazo e higado (Figura 11.).

El analisis de la susceptibilidad a P. salmonis de las distintas familias muestreadas en el

estudio evidencio la existencia de individuos mas resistentes que otros a la infeccion,
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fendmeno ampliamente descrito ante diversos agentes etioldgicos de Salmo salar (Gjedrem
y Gjeen, 1995; Langevin et al, 2012; Holm et al, 2015). Midiendo el grado de
susceptibilidad en funcion a los umbrales de ciclo tempranos en el caso de ambos genes
para cada tratamiento, la familia 32 resultdé ser més susceptible a P. salmonis respecto a la
familia 61, ambas medidas en rifion anterior (Figura 11.). No existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las familias 8 y 36, ambas, evaluadas en higado y bazo
(Figura 12.), resultados que pueden ser explicados debido a una menor carga bacteriana en

ambos tejidos respecto a rifidn.

Segun un estudio realizado por Dettleff et al (2015), existen patrones diferenciados de
carga bacteriana en hospedadores segun la susceptibilidad a la infeccidén por P. salmonis.
Es asi, como se corroboré una carga bacteriana mayor en aquellos individuos con una
mayor susceptibilidad a la patologia, evidenciando una mayor presencia del patdégeno
precisamente en rifién anterior, lo cual genera el planteamiento sobre si los resultados se
obtuvieron producto de una mayor expresion del gen en estudio, o si la mayor presencia de
la bacteria definié el patron de expresion para los genes sdhA y 23s. Seria entonces
provechoso para un estudio futuro, estimar en primer lugar la carga bacteriana que cada
muestra posee, asi como también el incorporar métodos mas sofisticados para medir
viabilidad bacteriana, como lo es la citometria de flujo en combinacién a otras técnicas
(Berney et al, 2007). La citometria de flujo es una de las herramientas méas usadas para
medir viabilidad celular tanto a nivel ambiental como a nivel de hospedero (Nebe-von
Caron et al 1998; Boulos et al, 1999; Castillo, 2005; Berney et al, 2006; Berney et al, 2007
), por lo que podria utilizarse para rectificar los resultados de la amplificacién del qPCR y
verificar si la expresion del gen sdhA en la bacteria P. salmonis puede establecerse como un
marcador de viabilidad bacteriana valido. Cabe sefalar que hasta el dia de hoy, no existen
genes descritos como constitutivos o marcadores de viabilidad bacteriana para P. salmonis,
los cuales tienen una relevancia fundamental al momento de realizar estudios de expresion
génica y comprender biolégicamente a la bacteria y su persistencia en individuos

infectados.
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CONCLUSIONES

El presente estudio logrd identificar una zona del genoma ain no ensamblado de P.
salmonis cepa LF-89 codificante del gen constitutivo sdhA, nunca antes descrito en la
bacteria por la literatura existente. Se realizo la medicion de la expresion del gen en cultivo
celular infectado como un modelo de estudio in vitro, y la medicion de la expresion del gen
en tejidos de importancia como un modelo de estudio in vivo. Los resultados esperados se
reflejaron en los obtenidos por el estudio, existiendo una expresion diferencial y mayor del
gen en aquellos tejidos que por literatura, resultan mas idoneos para la replicacion de la
bacteria, como lo es el rifion. El estudio también ratifico la susceptibilidad individual que
tiene el hospedador ante el patégeno, mostrando una expresion diferencial en familias que
resultaron ser mas resistentes a la enfermedad. Cabe sefialar que la imposibilidad de aplicar
los métodos de cuantificacion relativa propuestos por Pfaffl y Livak reflejan la falta de
genes descritos en la literatura que ayuden a interpretar de manera correcta los resultados
para este tipo de ensayos en P. salmonis. Es importante el continuar la busqueda de genes

de referencia que permitan calibrar la reaccion de qPCR.

Los resultados y su interpretacion indican una nueva aproximacion en el entendimiento de
P. salmonis, bacteria que al dia de hoy se presenta como una gran amenaza para la industria
acuicola a nivel nacional, y una gran oportunidad de desarrollo cientifico debido al escaso
entendimiento del microorganismo aln a mas de 25 afios desde su deteccion en nuestro

territorio nacional.
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ANEXOS

1. Anexol

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig189 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

Contig199 ORF sdha hebra -

ORF

A 20 40 B0

<
TTAATAAACACGCGGTTTCGGTGGAAATGCATCCACTTTTTTCGGTTTACGATTTACTTCACGATAACTAAT

ORF

a0 400 120 140

TTTGTGATCGTCAGAAAAATACAGCGTATGTTTTAGCCAGTTTTCATCATCACGCTCAGGATAATCTTCACG

ORF

180 180 200

ACTATGCGCGCCACGACTTTCTGTACGAACCACCGCAGAATGTGCGGTTGCCAGAGCCGTATTCATCAAATT

ORF
Hindill|

20 24 280 280

ATCTAACTCCAGTGCTTCTATACGCGTAGTATTAAAGCTTTGACTATGATCATCCATTTTCGCCGTTTTTAA

ORF
200 0 240 VJ

ACGCTCACTCAGCTCTTCTAATTTTTTCAAGCCTTCACGCAATGCTTGCTCTTGACGGAATACACCAAAATC

ORF
80 400 420

TTGCTGCATCACTCGCTTCATCTCATGACGAATCACCTGAAAACTCTCGCCCGTTTTCGCTTCATTCCAGCG

ORF

44 460 480 500

GTTCATCCGAGCAAGCGCCTGCTCTAAATCACTTTCGCTGATATCTTCTAGGGCAAAATCATTAATATTTTC

ORF

530 san Sgn

AGCAATATGTTTACCTGATGCCCGACCAAAGACCACTAAATCCAAGAGTGAATTAGAACCTAAACGATTCGC

ORF
can £00 £20 £40

TCCATGCACAGAAACACACGCACATTCACCAATAGCATACAGCCCTGGAATAATATGATCTTGGCCTTTAGC

ORF
- o " .

GTCTTGCGTAATCGCCTGACCATGGACATTTGTTGGCACCCCACCCATCATATAATGACAAGTCGGCACGAC

ORF

40 ZED 80

GGGAATTGGTGCTTTAATTGGATCAACATGCGCAAAAGTCATGGATAATTCACGAATCCCCGGCAAACGTTT

ORF
B00 B0 840 REO

ATTAATAATATCTTCACCCAAATGCGTTAAATCCAGTTTGACATAATCAACGCCCTCTGGGGCATAGCCATT

ORF

- Xball _ a0n

GCCTTCACGTAGCTCCAAAGAAATTGCTETAGAGACAACATCACGTGAGGCTAAGTCTTTTGCATTCGGTGC

ORF

o0 afn ann 1000

ATAACGCTCCATAAAGCGCTCACCATTTTTATTAATTAAAAAGCCGCCTTCACCACGACAACCTTCTGTCAC
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ORF

Contig199 ORF sdha hebra- TAAGACACCCGCACCAGCAATACCGGTTGGGTGAAATTGCCAGAACTCCATATCTTGCACAGGGACATTCGC

ORF

Contig199 ORF sdha hebra- CCGCAAAGCCATCCCCACACCATCGCCGGTATTAATAAAGGCATTGGTGGTTGATTCATAGATACGCCCCGC

ORF,

Contig199 ORF sdha hebra- CCCACCGGTAGCCAGAATCGTCGTTTTTGAGCGGAAAAAGGCCGTTTCACCACTTTCTATTGAAATGGCAAT

ORF,

Contig199 ORF sdha hebra- CACACCGGCGATTGCACCGTTTTGCACTCTCACCAAATCAACAGCATACCATTCGTTATAAAAATTAGTGTT

ORF

Contig199 ORF sdha hebra- CACCCGCACATTTTGCTGATACAGCGTATGTAACAAGGCATGGCCGGTACGGTCTGCTGCCGCACAGGTGCG

ORF|

Contig199 ORF sdha hebra- CTGAGCGATTTTCTCACCATAGTTCATGGTCTGACCACCAAATGCACGCTGATAGATGCGACCATTATCCAA

ORF

Contig199 ORF sdha hebra- GCGCGAGAACGGCATACCCATATGGTCAAGCTCGTACATGGCTTGCGGTGCCATCTCACACATATATTCAAT

ORF
Contig199 ORF sdha hebra- AGAATCCTGATCACCGATATAATCAGACCCCTTGACGGTATCGTACATGTGCCAACGCCAATCATCTTTATG
ORF
Contig199 ORF sdha hebra- CACATTACCAAGCGCTGCGGCCATGCCCCCTTGCGCTGACACTGTATGTGAACGTGTTGGAAAGACTTTCGT
ORF
Contig199 ORF sdha hebra- TACCACCGCGATATTTAAACCTGCTTGCCCTAACTCATAGGCCGCGCGCAAACCAGCCCCACCGGCACCCAC

ORF

Contig199 ORF sdha hebra- GACAACGGCGTCGAAATCATATGTTGCAATTGTCATGAA

Cuadro de lectura abierto codificante de gen sdhA. Imagen obtenida de CLC Genomics
Workbench 3.6.50©.



