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RESUMEN

La flotabilidad de los embriones tempranos de peces pelagicos se asocia a la calidad y
sobrevivencia de éstos. En cautiverio se ha observado una alta mortalidad embrionaria que
se ha relacionado con la pérdida de flotabilidad de los huevos, proponiéndose la participacion
de mecanismos apoptdticos. El objetivo de este estudio fue evaluar la expresion de genes
relacionados con la apoptosis celular durante el desarrollo embrionario temprano de Seriola
lalandi y su relacion con el nivel de flotabilidad. Para esto, se evalu6 mediante RT-qPCR la
expresion relativa de Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2 en cinco estadios del desarrollo
previamente clasificados como embriones flotantes y no flotantes. Se observd una mayor
expresion de Bax en embriones no flotantes, la cual aumenté significativamente hasta este
estadio de gastrula. Caspasa-9 presento niveles estables de expresion en las muestras flotantes
hasta gastrula. En blastulas no flotantes se present6 la mayor expresion de este gen, la cual
fue estadisticamente superior a la encontrada en blastulas flotantes. En blastulas y géstrulas,
Caspasa-3 presentd mayor expresion en muestras no flotantes. La mayor expresion de los
factores pro-apoptodticos Bax, Caspasa-9 y Caspasa-3 en algunos embriones no flotantes de
S. lalandi, permitirian relacionar la pérdida de flotabilidad de estos embriones con la
participacion de mecanismos de apoptosis celular. Por otro lado, la expresion de ARNm que
codifica para Bcl-2 no presentd diferencias entre embriones flotantes y no flotantes, lo que
sugiere la participacion de este factor anti-apoptdtico como protector de la viabilidad celular

del embriodn a través del desarrollo.



SUMMARY

The buoyancy of the early embryos in pelagic fish is associated with it is quality and survival.
High mortality of early embryos in captivity conditions has been associated with the loss of
buoyancy of the eggs, where apoptotic mechanisms have been proposed. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the expression of genes related to the apoptosis process during
the early embryonic development of Seriola lalandi and its relationship with the buoyancy
level of the embryos. For this, the relative expression of Bax, Caspase-9, Caspase-3 and Bcl-
2 was evaluated by RT-qPCR in five development stages, previously classified as floating
and non-floating ones. High Bax expression levels was observed in non-floating embryos,
which increased significantly until gastrula stage. Caspase-9 showed stable expression levels
in floating samples up to gastrula. In non-floating samples, the highest expression of this
gene was observed at blastula stage, which was higher than floating blastulac. At both
blastula and gastrula stage, Caspasa-3 showed higher expression in non-floating samples.
The higher expression of the pro-apoptotic factors Bax, Caspase-9 and Caspase-3 in some
non-floating embryos of S. lalandi would allow us to relate the low buoyancy of these
embryos with the participation of cellular apoptosis mechanisms. On the other hand, the
expression of mRNA encoding Bcl-2 does not present differences between floating and non-
floating embryos, suggesting the participation of this anti-apoptotic factor as a protector of

the cellular viability of the embryo through development.



INTRODUCCION

Segun cifras del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (Sernapesca), en el afio 2013 la
produccion pesquera total de Chile alcanzé los 3,3 millones de toneladas, de las cuales el
32% correspondid a cosechas acuicolas. Bajo los fundamentos de que esta produccion se
centra en un 95% en la produccion de salmonidos y que, principalmente, se concentra en la
Xy XIregion, es que CONICYT, CORFO y la Division de Innovacion de la Subsecretaria de
Economia, han impulsado los Programas de Diversificacion de la Acuicultura Chilena
(PDACH). Esto, con el objetivo de incrementar el desarrollo de otras especies con potencial

productivo y de exportacion, dentro de las cuales se encuentra el pez Seriola lalandi.

S. lalandi es un pez pelagico marino con una tasa de crecimiento rapida, de buena calidad de
carne y con una demanda creciente en todo el mundo (Poortenaar et al., 2001). Estas
caracteristicas hacen que esta especie sea un buen candidato para la produccion acuicola. Sin
embargo, su produccion en centros de cultivos se ha visto dificultada por una elevada
mortalidad durante el periodo embrionario y larval (Mordn et al., 2007). Estudios
desarrollados en otras especies pelagicas, proponen que esta mortalidad se deberia, en parte,
a la pérdida de flotabilidad que experimentarian los embriones en diferentes etapas del
desarrollo temprano (Carnevali et al., 2001b). En estas especies, la calidad y viabilidad de
los embriones depende de la proporcion de éstos que se mantienen flotando en la columna de
agua, por lo que aquellos embriones que pierden flotabilidad estan destinados a morir. Entre
las causas que se han propuesto para explicar la muerte de los embriones no flotantes, se
encuentra la participacion de los mecanismos de apoptosis, los cuales estarian
predeterminados desde que el ovocito se desarrolla en el ovario (Carnevali et al., 2003;

Thomé et al., 2012).

En este estudio se evaluaron transcritos de factores apoptoticos (Bax, Caspasa-9, Caspasa-3
y Bcl-2) que podrian estar implicados con la pérdida de flotabilidad de los huevos y

embriones tempranos en S. lalandi.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Caracteristicas generales de Seriola lalandi

Seriola lalandi, es un pez de distribucion mundial, cuya actividad acuicola se desarrolla
principalmente en Japon, Australia y Nueva Zelanda y es dependiente de la captura de
juveniles del medio natural (Moran et al., 2007). Es un pez migratorio, que llega al norte de
Chile como juvenil y adulto, especialmente entre las regiones de Antofagasta y Coquimbo,
donde se localiza su mayor actividad pesquera de tipo artesanal. Localmente es conocido
como Dorado o Palometa, Vidriola en la Isla Robinson Crusoe y Toremo en la Isla de Pascua.
Entre las caracteristicas que hacen atractiva su produccién intensiva, se mencionan: tasas de
crecimiento elevadas, altos niveles de conversion alimenticia, resistencia a las altas
densidades de los cultivos, docilidad y una demanda internacional creciente (Poortenaar et
al., 2001). Por lo tanto, S. lalandi es un pez de buen valor de mercado que podria generar
resultados en Chile a corto plazo debido a la experiencia y tecnologia extranjera para su
produccion. Sin embargo, esta especie presenta una elevada mortalidad (95% de los huevos
cultivados) durante el periodo embrionario y larval (Morén ef al., 2007), observandose esta
situacion en las empresas acuicolas del pais, lo que dificulta su cultivo. Para buscar una
solucion a esta problematica, es importante saber como se lleva a cabo la ovogénesis y el
desarrollo temprano de los embriones en estos peces, ademds de conocer las variables que

podrian estar influyendo en la mortalidad de éstos.
2. Ovogénesis: crecimiento y maduracion del ovocito en peces teledsteos

La ovogénesis en los peces se puede dividir en dos etapas: crecimiento y maduracion de los
ovocitos (Nagahama y Yamashita, 2008). El principal evento responsable del crecimiento
del ovocito es el proceso denominado vitelogénesis, donde se acumulan las proteinas del
vitelo (PVs) en el citoplasma (Fabra et al.,, 2006). La hormona foliculo estimulante (FSH)
regula el crecimiento del ovocito y estimula la produccion de esteroides en las células
foliculares, las cuales producen estradiol, estimulando la produccion hepatica de una
fosfoglicoproteina denominada vitelogenina (VTG) (Carnevali et al., 2006). Las VTGs se
transportan por el plasma sanguineo hasta el ovario, donde son endocitadas por los ovocitos

en crecimiento a través de vesiculas mediadas por receptores especificos (Hiramatsu et al.,



2002). Estas vesiculas, se fusionan con los lisosomas en el citoplasma cortical constituyendo
los cuerpos multivesiculares, los cuales paulatinamente se organizan en granulos o gloébulos
del vitelo (Carnevali et al., 2006). Las VTGs endocitadas, sufren una primera protedlisis
limitada que resulta en las proteinas del vitelo (PVs) y que corresponden principalmente a
lipovitelinas de cadena pesada y liviana (Hiramatsu et al., 2002). Durante la etapa de
maduracion, las PVs experimentan una proteodlisis que resulta fundamental para que se
generen las condiciones osmoticas que favorecen la hidratacion, en donde el huevo adquiere
una flotabilidad positiva. Ademas, este proceso favorece la fecundacion y es fundamental
para la nutricion del embridn en desarrollo (Carnevali et al., 2001 b). La proteolisis del vitelo
en los teledsteos es llevada a cabo, principalmente, por las cisteino- proteasas: catepsinas B

y L y la aspartico-proteasa: catepsina D (Carnevali et al., 2006).
3. Flotabilidad de los huevos y embriones de peces pelagicos

El1 67-75 % del volumen final del huevo de teledsteos se alcanza previo a la ovulacion durante
el proceso de hidratacion (Cerda, 2002). De acuerdo con esto, los huevos de los peces
teleodsteos pueden clasificarse en demersales, con una hidratacion y flotabilidad nula o muy
reducida, y en huevos pelagicos, con un gran contenido en agua y una flotabilidad positiva
(Cerda, 2002). En las especies pelagicas, los principales efectores osmoticos de la hidratacion
son los aminoacidos libres (AALs) derivados de la protedlisis de las PVs, ya que, al aumentar
la concentracion de éstos, se favorece el ingreso de agua en los ovocitos maduros (Fabra et
al., 2006). Por lo tanto, la supervivencia de los huevos y embriones en especies pelagicas
depende del nivel de flotabilidad que éstos adquieren, lo cual, a su vez, representa la
acumulacion y procesamiento de los componentes citoplasmaticos (Carnevali ef al., 2001b;
Fabra et al., 2006; Moran et al., 2007). La pérdida de flotabilidad se ha relacionado
directamente con las altas tasas de mortalidad observadas en embriones tempranos de estas
especies. Esta situacion, se ha atribuido principalmente a factores relacionados con la
mantencién en cautiverio de los reproductores, tanto a factores bidticos como abiodticos
propios de su cultivo (Thomé et al., 2012). Sin embargo, también se ha propuesto que la
muerte de los huevos que no adquieren un nivel adecuado de flotabilidad podria estar
predeterminada desde que el ovocito se estd formando en el ovario, lo que implicaria la

participacion de mecanismos apoptéticos (Carnevali et al., 2003; Thomé et al., 2012).



4. Apoptosis: mecanismos de regulacion y su relacion con la flotabilidad de los huevos

La apoptosis es un proceso programado de las células para morir después de recibir estimulos
especificos, donde ocurren cambios bioquimicos y morfologicos, tales como: la formacion
de vesiculas en la membrana, contraccion celular, desorganizacion del citoesqueleto,
fragmentacion nuclear, condensacion de cromatina y fragmentacion del 4cido
desoxirribonucleico (ADN) (Rojas et al., 2009). Estos cambios son provocados por la
transmision de sefiales mediadas por un grupo conservado de cistein-proteasas denominadas
caspasas, las cuales son sintetizadas en su forma inactiva: pro-caspasa, que al recibir la sefal
apoptogénica sufren un proceso proteolitico que da lugar a la enzima activa. La cascada de
la apoptosis puede iniciarse por dos vias: extrinseca e intrinseca (Jayakiran, 2015). Ambas
vias convergen en un punto comun que inicia la via final de la apoptosis. Las caspasas 3, 6 y
7 funcionan como caspasas efectoras, las cuales en ultima instancia causan los cambios
morfoldgicos y bioquimicos observados en las células apoptéticas (Jayakiran, 2015). La via
extrinseca es iniciada por estimulos extracelulares que activan la union de un ligando de
muerte (FasL) a su receptor especifico (Fas) en la superficie celular (Rojas ef al., 2009). Este
complejo ligando-receptor recluta factores citosélicos como el dominio de muerte asociado
a FAS (FADD) y a la caspasa-8, la cual hidroliza a un sitio especifico de la pro-caspasa-3,

activandola a Caspasa-3 (Rojas et al., 2009).

Por otro lado, la via intrinseca o mitocondrial se induce por el estrés extra o intracelular, lo
que causa un aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa que conduce
a la liberacion de moléculas pro-apoptdticas como el citocromo ¢ (Jayakiran, 2015). El
citocromo ¢ se une y activa a la proteina factor 1 activador de la proteasa apoptotica (Apaf-
1), para que se una a un ATP y forme el apoptosoma, lo que conlleva a la activacion
autocatalitica de Caspasa-9, que a su vez activa a la Caspasa-3 (Rojas ef al., 2009). En esta
via, también participan la familia de proteinas de células  de linfoma (Bcl-2), las cuales
regulan directamente la permeabilidad de la membrana mitocondrial, permitiendo o
inhibiendo el flujo de proteinas apoptogénicas. Estas proteinas incluyen proteinas anti-
apoptdticas como: Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-W y proteinas pro-apoptoticas como:
Bax, Bak. Bok, Bim y Bid (Rojas et al., 2009). Cuando Bax y Bak se activan, oligomerizan

en la membrana mitocondrial, dando como resultado la liberacion de citocromo c. Por el
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contrario, las proteinas anti-apoptdticas, tales como Bcl-2 y Bcl-XL, bloquean la

oligomerizacion de Bax y Bak, preservando la viabilidad celular (Rojas et al., 2009).

En los peces teledsteos, la apoptosis se produce en el ovario y puede ser un factor importante
en el control de la atresia folicular. Se ha evidenciado un deterioro en la foliculogénesis
cuando los parametros fisico-quimicos de las aguas son desfavorables, observandose una
mayor incidencia de actividad apoptédtica y de Caspasa-3 en aquellos ambientes (Thomé et
al., 2012). También, se ha visto que Bax tiene una expresion mas intensa en foliculos de 2 a
3 dias post desove, existiendo una alta incidencia de la apoptosis luego del tercer dia. Por el
contrario, la expresion de Bcl-2 seria mas intensa en foliculos inmediatamente después del
desove y empieza a disminuir al dia 2 y 3 (Morais et al., 2016). Ademas, en huevos de Sparus
aurata, un pez desovador pelagico como S. lalandi, se ha propuesto la participacion de
mecanismos apoptoéticos en la pérdida de flotabilidad. En esta especie, se ha hipotetizado que
los huevos que se hunden tienen una capacidad de sintesis de proteinas y ARN mas baja, lo
que conlleva a que sean menos activos que los flotantes (Carnevali et al., 2001b), presentando
también caracteristicas apoptdticas como contraccion celular, participacion del sistema
FAS/FAS-L, fragmentacion del ADN y aumento de volumen de las mitocondrias (Carnevali

et al.,, 2003).

Estas evidencias, indicarian que la perdida de flotabilidad en los huevos y embriones
tempranos de peces peldgicos podria estar relacionada con mecanismos apoptoticos durante
el desarrollo embrionario temprano de estas especies. Por lo tanto, y con el fin de conocer
aspectos moleculares involucrados en la pérdida de flotabilidad de los huevos y embriones
tempranos de S. lalandi, en este trabajo se evalud la expresion de genes involucrados en la
apoptosis celular, comparando la expresion a través del desarrollo y entre muestras flotantes
y no flotantes. Ademas, con el propdsito de demostrar homogeneidad estructural y funcional
entre embriones flotantes y no flotantes, se compard la actividad transcripcional mediante
analisis de expresion de 4 genes regularmente utilizados como genes constitutivos en estudios

de expresion génica.
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HIPOTESIS

Los ARNs mensajeros que codifican para Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2 se expresan
durante el desarrollo embrionario temprano de Seriola lalandi. Los niveles de expresion de
los genes pro-apoptoticos: Bax, Caspasa-9 y Caspasa-3, seran mayores en los embriones no
flotantes, mientras que el gen anti-apoptdtico Bel-2 tendra una mayor expresion en los

embriones flotantes.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de ARNm de genes relacionados con la apoptosis celular
en distintas etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi de acuerdo con el nivel

de flotabilidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la expresion relativa de los ARNm que codifican para Bax, Caspasa-9, Caspasa-3

y Bcl-2 en distintas etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi.

2. Comparar la expresion relativa de los ARNm que codifican para Bax, Caspasa-9, Caspasa-

3 y Bcl-2 entre embriones tempranos de S. lalandi flotantes y no flotantes.

3. Evaluar y comparar la expresion de beta actina (ACT f), proteina asociada a microtibulo
1 B (MAP 1), Gliceraldehido- 3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y Subunidad ribosomal

18S (18S) entre embriones flotantes y no flotantes.
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MATERIALES Y METODOS

Todos los animales utilizados en este proyecto y los procedimientos experimentales a realizar
estan acorde a las normas de los Comités de Bioética de La Facultad de Ciencias Veterinarias
y Pecuarias (FAVET) y de la Comisioén Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnologica

(CONICYT).
1. Obtencion de las muestras

Las muestras fueron proporcionadas por Acuinor S.A, empresa ubicada en la ciudad de
Caldera en la region de Atacama, Chile. Esta empresa, estd dedicada a la produccion en
cautiverio de S. lalandi, contando con cuatro estanques de 85.000 litros de agua de mar
filtrada con sistema de recirculacion a 21°C, salinidad de 35 ppm y oxigeno al 100%, en
donde se encuentran entre 18 y 25 reproductores en cada uno con manejo de fotoperiodo
artificial para obtener desoves todo el afio, siendo la proporcion de hembras y macho de 1:3.
Durante tres eventos de desove distintos, se colectaron aproximadamente 50 embriones en
diferentes etapas del desarrollo embrionario, segiin lo descrito por Morén et al., (2007). Estas
etapas corresponden a: huevo (H), moérula temprana (M), blastula (B), gastrula (G) y
embriones de 24 horas (E), identificados por microscopia. Las muestras fueron trasladadas
desde el estanque a un frasco colector de forma conica e invertido con una capacidad de 4
litros, donde permanecieron por 10 minutos. Las muestras flotantes fueron extraidas desde la
superficie del colector utilizando una malla, mientras que los huevos y embriones con menor
nivel de flotabilidad se colectaron desde el fondo del frasco, eliminando 1 Litro de agua a
través de una llave. Las muestras se mantuvieron en RNA/ater® Solution (Ambion®) para
su transporte a 4°C hasta el laboratorio de Reproducciéon Animal de FAVET, donde se

almacenaron a-20°C hasta su posterior uso.
2. Extraccion de ARN y transcripcion reversa

El ARN fue extraido a través de columnas de afinidad con el Kit de Purificacion GeneJET™
RNA (Thermo) siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando un mortero cénico
pequeftio. La concentracion de ARN total se cuantifico mediante fluorometria utilizando el

Kit Qubit® RNA Assay (Molecular Probes® Invitrogen™) y 5 nL de la solucion resultante
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del paso anterior, a través del equipo Qubit® Fluorometer (Invitrogen™). Una vez realizada

la cuantificacion, las muestras se almacenaron a - 80°C.

Posteriormente, las muestras fueron procesadas para transcripcion reversa (RT), donde se
utiliz6 el conjugado enzimatico SuperScript™ First- StrandSynthesisSystem (Invitrogen™),
el cual incluye un tratamiento inicial con DNasa I. La concentracion del ADN
complementario (ADNc) se determind utilizando el Kit de cuantificacion Qubit®

ssDNAAssary (Molecular Probes® Invitrogen™). El ADNc se almaceno a -20°.
3. Disefio y evaluacion de partidores

Los partidores para Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2 se disefiaron en base a un
transcriptoma de referencia de S. /alandi, obtenido a través de ensamblado de novo en el
laboratorio Favet-INBIOGEN de la Universidad de Chile, Chile (Patel et al., 2016). Se utilizd
el software Primer 3Plus, considerando un porcentaje de Guanina y Citosina entre 45% y
55%, respectivamente, y una diferencia de temperatura en Forward y Reverse no mayor a
5°C con una longitud del partidor de 20 bp. Ademas, los partidores fueron evaluados a través
de software NetPrimer, evitando la existencia de horquillas, dimeros y repeticiones de base.
También, se utilizaron partidores para los genes constitutivos beta actina (ACT B) y proteina
asociada a microtibulo 1 B (MAP 1), los que fueron utilizados como referencia en la
normalizacion de la expresion de los genes objetivos. La estabilidad de estos genes fue
determinada previamente en el laboratorio mediante el programa Normfinder (Herrera, 2013;
Palomino et al., 2017). Ademas, se utilizaron partidores para genes constitutivos funcionales,
tales como: Gliceraldehido- 3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y Subunidad ribosomal 18S
(18S) con el fin de realizar una comparacion de actividad transcripcional entre muestras

flotantes y no flotantes.
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Funcion Secuencia Forward(F) 5°-3°° Tm* Concentracion Eficiencia
Secuencia Reverse (R) 5°-3°

Componente del

ACT p citoesqueletoy ~ F: AGGGAAATCGTGCGTGACAT 57°C F: 0,2 uM 2,04
mediador dela R GCTGAAGTTGTTGGGCGTTT R: 02 uM
motilidad celular
Proteina F: 0,6 uM
\YENBTM  estructural del ~ F: TCATCAAGATTATCAGGAGGCG 55°C R: 0,6 uM 1,88
citoesqueleto i GGAAGCATACACCATGTAGAGG
F: 0,6uM;
GAPDH Glicolisis F: CCCTTCATCGACCTGGAGTA 55°C R: 0,4uM 1,99
R: GAGCAGAGGCCTTCTCAATG
Constituyente de F: 0,4uM;
18S la subunidad F: GCTCGTAGTTGGATCTCGGG 57°C R: 0,6uM 2,31

ribosomal menor R GGTGAGGTTTCCCGTGTTGA

Tabla N°1: Funcidn, secuencia, Tm, concentracion y eficiencia de los partidores para los genes
constitutivos (Herrera, 2013; Palomino et al., 2017).
*Tm: promedio de las Tm de Foward y Reverse.

Posteriormente, se evaluaron tres juegos de partidores para Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-
2 mediante PCR tiempo real (RT-qPCR), a través de una matriz de partidores con distintas
concentraciones de Foward y Reverse, utilizando una concentracion constante de templado.
Se evaluaron las Curvas de Melt (Tm), donde se observo un claro y unico peak, similar a lo
que se espera en base a la secuencia del amplicon y se eligio el juego de partidores con menor
desviacion estandar y con el menor niimero de ciclos umbrales (Ct). Una vez escogido el
juego de partidores, se realizd una curva de calibracion con distintas concentraciones de
ADNc, partiendo con una concentracion de 10 ng de ADNc y diluyendo en las siguientes

proporciones: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16.

Secuencia Forward(F) 5’-3’

Gen Secuencia Reverse(R) 5’-3’ Concentracion Eficiencia
Bax F: GGTGGAACAACTGCTCAAGA 60°C F: 0,4 uM 2
R: TGCATGAAGATGTCCTGAGC R: 0,6 uM
Cas-9 F: GTCCCATGTGACAGCATGAT 60°C F: 0,4 uM 1,99
R: GAGAAGATTCAAGGCGCTCA R: 0,6 uM
Cas-3 F: CTTGTGGTTCACTCGTGTCA 61°C F: 0,6 uM 2,08
R: ATACTATGACCGGGTCCTGG R: 0,6 pM
Bel-2 F: CAAGGAGGAGATGACATCGC 61°C F: 0,6 uM 1,99
R: TCCAGCTGTTAAGAGGTCCA R: 0,6 pM

Tabla N°2: Secuencia, Tm, concentracion y eficiencia de los partidores para los genes objetivos.
*Tm: promedio de las Tm de Foward y Reverse.
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4. qPCRy calculo de expresion relativa

Las amplificaciones fueron realizadas en triplicado con un termociclador Illumina® Eco Real
Time PCR SystemModel EC-100-1001 utilizando el Kit Maxima SYBR
Green/FluoresceingPCR Master Mix (2X) (Thermo). Cada 12,5 uL de reaccion contiene:
6,25 nL de Méaxima SYBR Green/ Fluoresceina qPCR Master Mix (2X), un volumen de 0,2-
0,6 uM de cada partidor, un volumen con 10 ng de ADNc y el volumen diferencial fue
completado con agua DEPC hasta alcanzar los 12,5 pL. Las soluciones fueron puestas en el

termociclador, segun las condiciones del fabricante presentadas en la Tabla N°3.

Se evaluo la expresion relativa de Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2 en huevos y embriones
tempranos de S. lalandi flotantes y no flotantes, registrando los niveles de expresion génica
como valores Ct. Los valores Cts promedios de cada replica biologica fueron calculados y
transformados en valores relativos denominados Quantity(Q) a través del Método AACt

(Vandesompele et al., 2002; Pfaffl, 2004), mediante la siguiente formula:

Q =E delta Ct— E (menor Ct — Ct de la muestra)

Luego, la cuantificacion de la expresion relativa de Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2, en
cada etapa del desarrollo, fue estimada como el cociente entre el valor Q del gen analizado y
el Factor de Normalizacioén (FN), el cual se calculd en base a la medida geométrica delos Q

de los genes de referencia. Cada qPCR se realizé con controles sin templado y sin partidores.
5. Expresion de genes constitutivos

Se realizaron tres replicas técnicas de qPCR con triplicado para evaluar la expresion de ACT
B, MAP 18, GAPDH y 18S en embriones flotantes y no flotantes con el objetivo de corroborar
de forma indirecta la viabilidad funcional de estos. Se compard la expresion de ARNm de

los genes mediante los valores de Ct obtenidos en las 5 etapas del desarrollo embrionario de

S. lalandi.

16



6. Analisis estadistico

Se evaluaron 3 réplicas bioldgicas correspondientes a ARN extraido de 3 eventos de desoves
independientes. Ademas, se desarrollaron 3 réplicas técnicas, las cuales a su vez fueron
evaluadas en triplicado en cada PCR. Por lo tanto, el modelo estadistico que se utilizé para

el analisis fue el siguiente:
Yir=p+ 1+ m+ (tn); + e

Y x = Expresion relativa promedio de un gen objetivo (Bax, Caspasa-9, Capasa-3 y Bcl-2) o

el promedio de Ct (ACT 3, MAP 1B, GAPDH y 18S).

u = Media poblacional.

;= Expresion promedio del estadio i del desarrollo embrionario (i= 1-5).

m; = Expresion promedio del nivel de flotabilidad de j (j= 1: flotante y 2: no flotantes)

(tm); = Interaccion entre la expresion del estadio del desarrollo embrionario y el nivel de

flotabilidad.
&ijx= Error aleatorio asociado a la observacion Y.

La expresion relativa fue expresada como el promedio + la desviacion estandar y los datos
se analizaron por ANOVA con el Programa InfoStat, versiéon 2004; Universidad Nacional de
Cérdova, Argentina. Las diferencias significativas entre promedios fueron evaluadas usando

la prueba de Tukey y p < 0,05.
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RESULTADOS

Se observo que los genes que promueven la apoptosis celular: Bax, Caspasa-9 y Caspasa-3,
al igual que el gen anti-apoptdtico Bcl-2, se expresaron en los 5 estadios del desarrollo
embrionario temprano de Seriola Lalandi: huevo (H), mérula (M), blastula (B), gastrula (G)

y embrion de 24 horas (E), tanto en huevos y embriones flotantes como no flotantes.
1. Expresion relativa de Bax

Los ARNs mensajeros que codifican para Bax en las muestras flotantes se expresaron de
forma similar en los 5 estadios del desarrollo embrionario evaluados en este estudio. Mientras
que, en los huevos y embriones no flotantes se observd un aumento creciente de expresion
desde el estadio de huevo hasta el estadio de gastrula, disminuyendo de forma marcada en
los embriones de 24 horas. En las muestras no flotantes se evidenci6 diferencia significativa
en gastrula, donde hubo una mayor expresion de este gen, con respecto a las otras 4 etapas
del desarrollo. También, en las muestras no flotantes se observod diferencias significativas
entre embrion de 24 horas con huevo, morula, blastula y géstrula. Al comparar la expresion
relativa entre huevos y embriones flotantes y no flotantes, se observaron diferencias

significativas en los estadios de huevo, morula, blastula y gastrula (Figura N°1).

2 - BFLOTANTES

BNOFLOTANTES

Expresion relativa de Bax

H ] B G 24H
Etapas del desarrollo embrionario

Figura N°1: Expresion relativa de Bax en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi
de acuerdo con su nivel de flotabilidad.

a-d: Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las etapas del desarrollo embrionario en
muestras no flotantes.

(*): Diferencia significativa (p < 0,05) entre muestras flotantes y no flotantes.
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2. Expresion relativa de Caspasa-9

Los ARNs mensajeros que codifican para Caspasa-9 en las muestras flotantes, tuvieron una
expresion similar hasta el estadio de gastrula, existiendo sélo diferencias significativas entre
este estadio y los embriones de 24 horas. En los huevos y embriones no flotantes se evidencio
una mayor expresion en blastula, mostrando diferencias significativas con los niveles de
expresion de este gen en huevos, morulas y gastrulas. Al comparar la expresion relativa de
Caspasa-9 entre huevos y embriones flotantes y no flotantes, se observo que solamente en la

etapa de blastula existen diferencias significativas (Figura N°2).

6 - % EFLOTANTES
ENO FLOTANTES

Expresion relativa de Cas-9

H M B G 24H
Etapas del desarrollo embrionario

Figura N°2: Expresion relativa de Caspasa-9 en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S.
lalandi de acuerdo con su nivel de flotabilidad.

a-b: Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las etapas del desarrollo embrionario en
muestras no flotantes.

A-B: Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las etapas del desarrollo embrionario en
muestras flotantes.

(*): Diferencia significativa (p < 0,05) entre muestras flotantes y no flotantes.

3. Expresion relativa de Caspasa-3

Los ARNs mensajeros que codifican para Caspasa-3 en las muestras flotantes no presentaron
diferencias significativas a través del desarrollo embrionario. Sin embargo, en las muestras
no flotantes se observo un aumento marcado de la expresion de este gen desde el estadio de
morula hasta el estadio de géstrula. Posteriormente, en embriones de 24 horas disminuyo
significativamente la expresion de Caspasa-3. Al comparar la expresion relativa de Caspasa-

3 entre huevos y embriones flotantes y no flotantes, se observaron mayores niveles de
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expresion este gen en embriones no flotantes de los estadios de blastula y gastrula. (Figura

N°3).

45 * WFLOTANTES
40 - mNO FLOTANTES

Expresion relativa de Cas-3

H M B G 24H

Etapas del desarrollo embrionario

Figura N°2: Expresion relativa de Caspasa-3 en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S.
lalandi de acuerdo con su nivel de flotabilidad.

a-c: Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las etapas del desarrollo embrionario en
muestras no flotantes.

(*): Diferencia significativa (p < 0,05) entre muestras flotantes y no flotantes.

4. Expresion relativa de Bcl-2

Los ARNs mensajeros que codifican para Bcl-2 en las muestras flotantes presentaron un
significativo aumento en su expresion desde los huevos al estadio de morula. Posteriormente,
la expresion de este gen disminuyd en forma progresiva hasta el estadio de gastrula,
permaneciendo sin variacion en embriones de 24 horas. En las muestras no flotantes, no se
evidenciaron diferencias significativas entre las 5 etapas del desarrollo. Tampoco se
observaron diferencias significativas al comparar la expresion de este gen entre muestras

flotantes y no flotantes (Figura N°4).
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Figura N°4: Expresion relativa de Bcl-2 en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S.
lalandi de acuerdo con su nivel de flotabilidad.

A-B: Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05) entre las etapas del desarrollo embrionario en
muestras flotantes.

(*): Diferencia significativa (p < 0,05) entre muestras flotantes y no flotantes.

5. Expresion de genes constitutivos

Los ARNm que codifican para ACT B, MAP 18, GAPDH y 18S se expresaron de forma
similar en los 5 estadios del desarrollo temprano de S. lalandi, no existiendo diferencias

significativas entre embriones flotantes y no flotantes en los 4 genes (Figuras N°5-8).

E Flotantes

ACT B B No flotantes

Ct

H M B G 24H
Etapas del desarrollo embrionario

Figura N°5: Valores de Ct de ACT [ en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi
de acuerdo con su nivel de flotabilidad.
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Figura N°6: Valores de Ct de MAP 1 B en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi
de acuerdo con su nivel de flotabilidad.

GAPDH B Flotantes

E No flotantes
35 -

30 -
25 4
20 ~

Ct

H M B G 24H
Etapas del desarrollo embrionario

Figura N°7: Valores de Ct de GAPDH en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi
de acuerdo con su nivel de flotabilidad.
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Figura N°8: Valores de Ct de 18S en 5 etapas del desarrollo embrionario temprano de S. lalandi de
acuerdo con su nivel de flotabilidad.
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DISCUSION

En este estudio se evalud expresion de ARNs mensajeros que codifican para distintos factores
que participan en la apoptosis celular durante el desarrollo embrionario temprano de S.
lalandi, relacionando los niveles de expresion de estos genes con la flotabilidad de los huevos
y embriones. De esta manera, se observo que los ARNm que codifican para Bax, Caspasa-9,
Caspasa-3 y Bcl-2 se expresaron en las 5 etapas del desarrollo evaluadas en este trabajo, tanto
en embriones flotantes como no flotantes. La presencia de estos genes indicaria que la
apoptosis celular se lleva a cabo con normalidad durante el desarrollo embrionario temprano
de S. lalandi de forma similar a lo que se ha observado en diferentes especies de vertebrados
e invertebrados (Agnello et al., 2015; Penaloza et al., 2006), siendo fundamental para la

remocion del nimero excesivo de células que cominmente se producen en este proceso

(Elmore, 2007).

En todos los organismos, los primeros procesos que ocurren en el embrion son dirigidos por
factores maternos incluyendo el ARNm producido durante la ovogénesis almacenado en el
ovocito maduro. Estas transcripciones maternas influyen hasta que el genoma cigético es
activado y los individuos recién formados son capaces de controlar progresivamente su
expresion geénica de forma autonoma en el periodo de transicion de blastula media (Miccoli
et al.,2015). El desarrollo exitoso de las larvas en los peces se determina durante las primeras
etapas de la embriogénesis y los estudios durante el desarrollo embrionario han demostrado
que los factores maternos regulan varios procesos como la formacidon de patrones de
establecimiento de lineas germinales, la gastrulacion, la neurogénesis y la somatogénesis
(Pelegri, 2003). Los factores maternos, ademas, regularian la expresion génica de proteinas

que participan en la apoptosis celular (Yabu et al., 2001; Miccoli et al., 2015).

El pez cebra (Danio rerio) ha sido utilizado como modelo para el estudio de la apoptosis
durante el desarrollo embrionario temprano. En esta especie, se ha evidenciado que el ARNm
que codifica para Caspasa-3, estd presente como un factor materno en los embriones
tempranos de este pez (Yabu et al., 2001). También, se analizo la expresion de ARNm que
codifica para Bax, Bcl-2 y Caspasa-3 (Miccoli et al., 2015), donde se observd una
disminucién en la expresion hasta antes del periodo de transicion a blastula media y un

aumento de expresion posterior a esta etapa. En el presente estudio, no se observo una
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disminucion en la expresion de estos genes hasta el estadio de bléstula, pero los niveles de
ARNm de Bax y Caspasa-3 aumentaron significativamente después de este periodo en las
muestras no flotantes. Estos resultados pueden indicar un patréon diferente de expresion de
los genes apoptoticos entre estas especies, la cual se relacionaria con la flotabilidad de los
huevos y los embriones tempranos. Danio rerio es un pez de agua dulce y desovador
demersal, por lo que sus huevos y embriones no presentan flotabilidad positiva como los de
S. lalandi. Por lo tanto, al comparar estas dos especies, es posible que los mecanismos de
apoptosis no sean tan importantes en el pez cebra en las etapas tempranas del desarrollo,
asemejandose a lo que ha sido descrito para la mayoria de los genes maternos. Por el
contrario, los niveles estables de expresion de estos genes en muestras flotantes y el aumento
de éstos en las muestras no flotantes, indicaria que en S. /alandi existe una participacion de
factores maternos que son expresados desde el inicio del desarrollo, indicando a la vez, que
los mecanismos de apoptdsis son importantes en las etapas tempranas de este proceso y que
estos mecanismos se relacionarian directamente con el nivel de flotabilidad que presentan los

huevos y embriones tempranos en esta especie.

Los niveles de ARNm de Bax y Caspasa-3 fueron mayores en las muestras no flotantes,
donde se observd un patron creciente de expresion de éstos hasta el estadio de gastrila.
Posteriormente, se observo una disminucion en los niveles de ARNm de Bax y Caspasa-3 en
los embriones de 24 horas. Esta disminucion podria deberse a que luego de la gastrulacion
comienza el proceso organogénesis, donde la muerte celular es crucial para la remodelacion
tisular (Penaloza et al., 2006). Por lo tanto, se podria presumir que a esa altura del desarrollo
los genes ya fueron traducidos a proteinas para llevar a cabo la apoptosis durante la formacion
de tejidos y drganos, como ha sido demostrado en Danio rerio (Cole y Ross, 2001) y en
mamiferos (Mohamed y Amemiya, 2003). Por otro lado, la expresion de ARNm que codifica
para Caspasa-3 en las muestras no flotantes presentd bajos niveles durante las etapas de
huevo y moérula en comparacion a los tres estadios posteriores. Este resultado concuerda con
el papel de enzima efectora que se ha descrito para Caspasa-3 tarddndose mdas en su
activacion que otras enzimas que participan en este proceso (Rojas et al., 2009). También, se
observaron mayores niveles de ARNm de Caspasa-9 en blastulas en comparacion a géstrulas
no flotantes, coincidiendo con el rol descrito para esta enzima como iniciadora de las

reacciones que llevan a la célula a apoptosis (Elmore, 2007). La expresion del ARNm que
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codifica para Bcl-2 fue similar tanto en embriones flotantes como no flotantes. Por lo tanto,
y considerando la caracteristica anti-apoptotica de Bcl-2, se puede inferir que durante el
desarrollo embrionario temprano de S. lalandi, existe una regulacion génica del proceso de
apoptosis, especificamente, de las proteinas que participan en la via intrinseca de este

proceso.

En especies pelagicas, no existe informacion sobre la expresion de los 4 genes estudiados
durante el desarrollo embrionario. Sin embargo, se han observado diferencias morfoldgicas
y bioquimicas relacionadas con la apoptosis entre huevos flotantes y no flotantes de Sparus
aurata. En esta especie, se demostrd que los huevos que se hunden tienen una capacidad de
sintesis de proteinas y ARN mas baja, lo que conlleva a que sean menos activos que los
flotantes (Carnevali et al, 2001b) y que, ademas, lo huevos no flotantes presentan
contraccion celular, participacion del sistema FAS/FAS-L, fragmentacion del ADN vy
aumento de volumen de las mitocondrias (Carnevali et al., 2003). Estas caracteristicas, aiin
no sido estudiadas en los huevos de S. lalandi, pero los mayores niveles de expresion de Bax
en los huevos no flotantes de esta especie, indicarian una posible relacion entre este
transcripto y la perdida de flotabilidad. Por lo tanto, es esperable que las caracteristicas
observadas en los huevos no flotantes de Sparus aurata también sean propias de los

embriones no flotantes de S. lalandi, 1o cual debe ser abordado en futuros estudios.

Por otra parte, si existen evidencias en especies pelagicas que demuestran la importancia de
las catepsinas y la proteolisis de las PVs (Carnevali et al., 2006; Fabra et al., 2006). Este
proceso es fundamental para que el huevo adquiera una flotabilidad positiva, condicidén que
se ha relacionado con la viabilidad de los huevos y embriones tempranos en estas especies
(Carnevali et al., 2001b). La expresion de ARNm que codifica para catepsinas B, L y D ha
sido estudiada durante el desarrollo embrionario temprano de S. /alandi (Palomino et al.,
2017; Rodriguez, 2016). En estos trabajos no se observaron diferencias de expresion de
catepsina B entre huevos y embriones flotantes y no flotantes a través del desarrollo. Sin
embargo, se obtuvo una mayor expresion de catepsina D en huevos no flotantes y de
catepsina L en huevos, géastrulas y embriones de 24 horas flotantes. La elevada expresion de
catepsina D encontrada en huevos no flotantes de S. lalandi, en comparacion con los

flotantes, concuerda con los altos niveles de actividad de esta enzima encontrados en huevos
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no flotantes de Dicentrarchus labrax (Carnevali et al., 2001a) y de Sparus aurata (Carnevali
et al. 2001b), en donde se ha propuesto la participacion de esta enzima como mediadora del
proceso de apoptosis en esta ultima especie (Carnevali ef al., 2003). Esta inferencia, coincide
con la alta expresion del gen pro-apoptotico Bax observada en huevos no flotantes de S.

lalandi, en los cuales catepsina D podria tener un papel importante en la apoptosis celular.

Finalmente, con el proposito de entregar una mayor objetividad al presente estudio se analizd
la actividad transcripcional en huevos y embriones flotantes y no flotantes de S. laland;,
evaluandose la expresion de 4 genes constitutivos (ACT B, MAP 18, GAPDH y 18S) que
comunmente son utilizados como referencia en estudios de expresion génica. De esta
manera, se esperaba corroborar que los genes objetivos eran expresados debido a factores
endogenos y no gracias a condiciones exdgenas desfavorables que podrian estar perjudicando
su viabilidad. Cabe mencionar que las actinas son un componente esencial del citoesqueleto
y su isoforma [ es requerida para el desarrollo embrionario temprano por su rol fundamental
en la regulacion de la migracion celular y expresion génica (Bunnell et al., 2011). MAP 1
es el principal constituyente de los polimeros de microtibulos, los cuales son vitales para
llevar a cabo procesos del desarrollo embrionario como el primer movimiento celular o
epibolia que ocurre durante la gastrulacion y la cohesion de los blastémeros postcitocinéticos
observados en el pez cebra (Solnica-Krezel y Driever, 1994). GAPDH es una enzima de
expresion constitutiva que cumple un rol importante en la via glicolitica, llevando a cabo,
ademas, distintas funciones metabolicas (Sirover, 2011) y 18s es un constituyente de la
unidad ribosomal, participando en la sintesis de proteinas (Lafontaine y Tollervey, 2004). La
expresion de estos genes constitutivos no presentd variaciones significativas a través del
desarrollo y no fue afectada por el nivel de flotabilidad de las muestras analizadas en el
presente estudio. Estos resultados permitieron evidenciar una actividad transcripcional
estable en las muestras, lo cual entrega una mayor confiabilidad a los hallazgos encontrados

en la expresion de los factores apoptoticos a través del desarrollo embrionario temprano de

S. lalandi.
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CONCLUSION

Los genes que codifican para Bax, Caspasa-9, Caspasa-3 y Bcl-2 fueron expresados durante
las 5 etapas del desarrollo embrionario temprano evaluadas en este trabajo sin importar el
nivel de flotabilidad de los embriones, indicando que la apoptosis se lleva a cabo con

normalidad desde el inicio del desarrollo de S. lalandi.

Los altos niveles de expresion de los genes que codifican para Bax y Caspasa-3 en algunos
embriones no flotantes, indicarian la participacion de mecanismos apoptoticos en la perdida

de flotabilidad de los embriones tempranos de esta especie.
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