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RESUMEN

La mortalidad embrionaria que se ha observado en condiciones de cultivo del pez dorado
Seriola lalandi, puede ser mencionada entre los principales obstaculos que han frenado el
desarrollo acuicola de esta especie en nuestro pais. Esta mortalidad se relaciona a la pérdida
de flotabilidad de los huevos y embriones tempranos, la cual se deberia a la participacion
del mecanismo de apoptosis celular. Estudios previos demostraron una mayor expresion de
moléculas que participan en la via intrinseca de este proceso, en huevos y embriones de S.
lalandi con bajo nivel de flotabilidad. Por lo tanto, en este trabajo se propuso determinar si
en esta pérdida de flotabilidad participan también moléculas de la via extrinseca, como el
sistema Fas/FasL y Caspasa 8. Para esto, se evalué mediante la técnica de Western Blot la
expresién de las proteinas Fas y Fas-L y mediante RT-gPCR la expresién del ARNm de
Caspasa 8 en embriones tempranos de S. lalandi clasificados como flotantes y no flotantes.
La proteina Fas se expresé como una banda de 50 kDa en todos los estadios en las muestras
flotantes. Sin embargo, en los no flotantes este receptor se detecté en tres bandas reactivas
de 40, 50 y 65 kDa. FasL (44 kDa) sélo fue detectado en embriones flotantes de 24 horas,
mientras que en las muestras no flotantes este ligando se detecté en todos los estadios con
un aumento (p<0,05) en su expresién, en la medida que avanzo el desarrollo. Por otro lado,
los mayores niveles (p<0,05) de ARNm de Caspasa 8 se observaron en embriones de 24
horas en las muestras flotantes y a partir del estado de gastrula en los no flotantes. Ademas,
la expresion de Caspasa 8 fue mayor (p<0,05) en las muestras no flotantes, en comparacion
con las flotantes en todos los estadios del desarrollo. Estos resultados, confirman la
presencia de moléculas de la via extrinseca de la apoptosis en huevos y embriones
tempranos de S. lalandi, con perfiles de expresion en las muestras no flotantes que
representarian un estado pre-apoptético de estas muestras. Sin embargo, se requieren
estudios especie-especificos y complementarios para entender principalmente, la naturaleza
del agente inductor de la activacién de esta via. Finalmente, se asume que existié una
viabilidad funcional comparable entre las muestras flotantes y no flotantes en todos los
estadios del desarrollo analizados, debido a que no se encontraron diferencias (p<0,05) en
los valores promedio de Ct, entre estas muestras, de cuatro genes constitutivos (ACTB,
18S, GAPDH y MAP1p).



ABSTRACT

The embryonic mortality observed under captivity in the yelow-tail kingfish Seriola lalandi
could be mentioned among the main obstacles that have avoided its aquaculture
development in our country. This mortality has been related to low buoyancy of eggs and
early embryos, which would be due to the participation of the apoptosis mechanism.
Previous results in S. lalandi have demonstrated greater expression of apoptosis intrinsic
pathway molecules in eggs and embryos with low buoyancy level. Therefore, this work
aimed in to determine if molecules of the extrinsic pathway such as Fas/FasL system and
Caspase 8 are involved in the buoyancy losing. For this, Fas/FasL system and Caspase 8
expression were evaluated in early embryos of S. lalandi previously classified as floating
and non-floating, by Western Blot and RT-qPCR, respectively. Fas protein was expressed
as a 50 kDa band in all floating developmental stages. However, in non-floating this
receptor was detected in three reactive bands of 40, 50 and 65 kDa. FasL (44 kDa) was only
detected in 24-hour floating embryos, whereas in the non-floating samples this ligand was
detected in all stages with an increase (p<0,05) in its expression as development
progressed. By other hand, the highest levels (p<0,05) of Caspase 8 mMRNA were observed
in 24 hours embryos in floating samples and from gastrula stage in the non-floating ones. In
addition, Caspase 8 expression was higher (p<0,05) in non-floating than floating samples,
in all developmental stages. These results confirm the presence of apoptosis extrinsic
pathway molecules in eggs and early embryos of S. lalandi, which show expression profiles
in the non-floating samples that could be interpreted as apoptotic pre-activation. However,
species-specific studies are required to understand the nature of the apoptotic pathway
trigger. Finally, a comparable viability between floating and non-floating samples used in
this study could be assumed since no differences (p<0,05) in Ct value of constitutive genes
(ACTB, 18S, GAPDH and MAP1 B) were detected these samples.



INTRODUCCION

La acuicultura en Chile ha ganado paulatinamente importancia dentro de la valoracion de la
actividad pesquera nacional y es considerada actualmente como el sector productivo con
mayores perspectivas de crecimiento. Segun cifras del Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura la produccion total ha ido en aumento de forma exponencial desde 180 mil
toneladas en 1994 a 1.1 millones de toneladas en 2013. EI 95% de la produccion acuicola
de pescado en Chile, corresponde a salmonidos y las actividades de cultivo se centran
principalmente en dos regiones del pais: La regiones de los Lagos y la Araucania. Por lo
tanto, se ha hecho necesario promover la diversificacion del sector en un marco de
sustentabilidad ambiental y equidad en el acceso a la actividad. De este modo, a traves del
Programa para la Diversificacion de la Acuicultura Chilena (PDACH) instaurado por
FONDEF de CONICYT, INNOVA CHILE de CORFO vy la Divisién de Innovacion de la
Subsecretaria de Economia, se ha fomentado el cultivo del pez Seriola lalandi,
comunmente conocido como dorado o palometa.

S. lalandi es un pez peldgico marino de distribucién mundial que se ha caracterizado por
presentar atractivas caracteristicas productivas como un rapido crecimiento, buena calidad
de la carne y una creciente demanda mundial (Stuart y Drawbridge, 2012; Poortenaar et al.,
2001). Sin embargo, el ciclo completo de produccion de esta especie ha sido dificil de
lograr debido principalmente a una alta mortalidad durante las etapas embrionarias y
larvales (Moréan et al., 2007). Estudios en especies de peces pelagicos han propuesto entre
las causas de esta baja sobrevivencia, la pérdida de flotabilidad de los huevos y embriones
tempranos (Sawaguchi et al., 2006; Sundby y Kristiansen, 2006; Carnevali et al., 2001). La
calidad y viabilidad de los embriones en las especies pelagicas depende de la proporcion de
éstos que mantienen una flotabilidad positiva, por lo que aquellos que pierden esta
caracteristica estan destinados a morir en algin momento del desarrollo embrionario.

La participacion de mecanismos asociados al proceso de muerte celular programada o
apoptosis celular se ha propuesto entre las causas que explicarian la perdida de flotabilidad
de los huevos y embriones de peces pelagicos (Gémez, 2018; Rodriguez, 2017; Thome et
al., 2012; Carnevali et al., 2003). En estudios recientes en S. lalandi, se demostro la
expresion de ARNs mensajeros que codifican diferentes moléculas que participan en la

apoptosis que se gatilla por estimulos internos de la célula (Gémez, 2018; Palomino et al.,
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2017b; 2016). En estos trabajos se pudo observar que en algunos estadios del desarrollo
embrionario temprano, los niveles de genes pro-apoptdticos tales como Bax, Caspasa 9 y
Caspasa 3, fueron mayores en embriones no flotantes en comparacion a los flotantes, lo
cual es indicativo de la participacion de la apoptosis en la pérdida de flotabilidad de los
embriones de S. lalandi, a través de moléculas de la via intrinsica de este proceso. Sin
embargo, no existen antecedentes referentes a la participacion de moléculas involucradas en
la via extrinseca de la apoptosis en la pérdida de flotabilidad de los huevos y embriones de
esta especie. Por lo tanto, en este trabajo se analizo la expresion de tres moléculas asociadas
a la via extrinseca de la apoptosis, el sistema Fas/Fas-L y la expresion del ARNm que

codifica una de las principales enzimas involucradas en esta via, la Caspasa 8.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Caracteristicas generales

Seriola lalandi es un pez peléagico de la familia Carangidae de distribucion mundial, cuya
actividad acuicola se desarrolla principalmente en Japén, Australia y Nueva Zelanda y es
dependiente de la captura de juveniles del medio natural (Moran et al., 2007). Es una
especie migratoria que llega al norte de Chile, en los meses estivales, sustentando la
actividad pesquera artesanal entre la 1l y IV Regidn (Nakada, 2008). Se ha propuesto que la
poblacién que habita el Océano Pacifico se reproduce principalmente en las costas de
Japdn, llegando a Chile como juvenil y adulto. Entre las caracteristicas que hacen atractiva
su produccion 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). Sin embargo, en cultivo esta
especie presenta una elevada mortalidad (95% de los huevos cultivados) durante el periodo
embrionario y larval (Stuart y Drawbridge, 2012; Moran et al., 2007), situacion que
también ha sido observada en los cultivos de nuestro pais (Palomino et al., 2017a; 2014).
La falta de conocimiento de las bases bioldgicas que dirigen el proceso reproductivo en esta
especie han dificultado ain méas la busqueda de soluciones para el problema de
sobrevivencia recientemente mencionado. En S. lalandi, ademas de lo reportado por nuestro
grupo de trabajo acerca de la expresion de genes importantes para la sobrevivencia de
huevos y embriones tempranos (Palomino et al., 2017a; 2014), existe un trabajo en el cual

se describieron los niveles plasmaticos de hormonas sexuales en individuos silvestres
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(Poortenaar et al., 2001). Sin embargo, antecedentes referentes a la funcidon ovarica,
formacion y maduracion de los ovocitos, no existen en esta especie. Estos antecedentes, son
fundamentales para conocer los mecanismos que determinan la ovogénesis y que
repercuten en el desarrollo temprano de los embriones en estos peces y las variables que

podrian estar influyendo en la mortalidad de éstos.

Crecimiento y maduracion de los ovocitos en peces teledsteos

El principal evento responsable del crecimiento del ovocito de los peces teleosteos es la
acumulacién de las proteinas del vitelo (PVs) en su citoplasma, en un proceso que se
denomina vitelogénesis (Devlin y Nagahama, 2002). En este proceso, la hormona FSH
estimula en las células foliculares la sintesis de estradiol, que a su vez induce la produccién
hepatica y liberacion de las vitelogeninas (VTGs) al plasma sanguineo (Carnevali et al.,
2006). Las VTGs se transportan hasta el ovario, donde son reconocidas por receptores
especificos y endocitadas por los ovocitos a través de vesiculas que se fusionan con los
lisosomas en el citoplasma cortical constituyendo los cuerpos multivesiculares, los cuales
se organizan en granulos del vitelo (Carnevali et al., 2006; Hiramatsu et al., 2002). Las
VTGs endocitadas, sufren una primera protedlisis que resulta en las proteinas del vitelo
(PVs) y que corresponden a lipovitelinas de cadena pesada y liviana (Hiramatsu et al.,
2002). Finalizada la etapa de crecimiento, los ovocitos experimentan su maduracién final
que se caracteriza por la reanudacién de la meiosis posterior a un importante incremento de
volumen inducido por un influjo de agua, en un proceso que se conoce como hidratacion.
Este proceso, se desarrolla de manera diferencial en especies con diferentes estrategias
reproductivas, siendo de mayor intensidad en las especies pelagicas (como S. lalandi) que

producen huevos y embriones con un alto nivel de flotabilidad (Fabra et al., 2006).

Flotabilidad de los huevos y embriones de peces pelagicos

Los principales efectores osmoticos de la hidratacion en los ovocitos de los peces son
aminoacidos libres (AALs) derivados de la protedlisis de las PVs, de manera que al
aumentar la concentracién de estos, se favorece el ingreso de agua en los ovocitos maduros
(Cerda, 2001). Existen evidencias que indican que la hidrélisis de las PVs esta
correlacionada con el grado de hidratacion del ovocito, siendo mas intensa en las especies

pelagicas que en las benténicas (Sundby y Kristiansen, 2015; Sawaguchi et al., 2006). En



Anguilla japonica (un reproductor peléagico), se observé un menor contenido de AALs y
agua en los huevos no flotantes en comparacion con los huevos de flotacion normal (Seoka
et al., 2003). En S. aurata, la inhibicion de la hidrolisis de las PVs durante la maduracion in
vitro bloqued la produccion de AALs y redujo significativamente el nivel de hidratacion
(Fabra et al., 2006). En estudios desarrollados recientemente en S. lalandi se demostro un
mayor contenido de AALs en embriones tempranos flotantes en comparacion a aquellos
con baja (Palomino et al., 2017c¢).

La adquisicién de flotabilidad representa uno de los factores limitantes en la reproduccién
de las especies pelagicas. De hecho, bajo condiciones controladas, casi la mitad de los
huevos se hunden y no son viables. Entre las posibles causas de esta pérdida de flotabilidad,
se ha propuesto la participacion del mecanismo de apoptosis celular, la cual estaria
determinada desde la formacién del ovocito en el ovario (Gomez, 2018; Palomino et al.,
2017b; 2016; Carnevali et al., 2003).

Apoptosis: regulacion y relacién con la flotabilidad de los huevos y embriones

La apoptosis o muerte celular programada ocurre normalmente durante el desarrollo,
envejecimiento y como un mecanismo homeostatico para mantener la poblacion celular en
un tejido. Durante este proceso, ocurren cambios bioquimicos y morfoldgicos, tales como:
formacion de vesiculas en la membrana, contraccién celular, desorganizacion del
citoesqueleto, fragmentacion nuclear, condensacion de cromatina y fragmentacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) (Rojas et al., 2009). Las sefiales que desencadenan la apoptosis
incluyen, dafio celular causado por condiciones estresoras o sefiales extracelulares. Los
mecanismos de accion de los agentes apoptoticos, tanto intracelulares como extracelulares,
convergen para activar un grupo de proteasas especificas denominadas caspasas, que
existen como zimogenos inactivos en las células vivas y son activados a través de
procesamiento proteolitico (Thornberry y Lazebnik, 1998). Se han descrito dos vias
principales que conllevan a la apoptosis celular, la via intrinseca o mitocondrial y la
extrinseca o del receptor de muerte. La via extrinseca requiere la union de un ligando de
muerte (FasL) a su receptor especifico (Fas) en la superficie celular. Este complejo
ligandoreceptor recluta factores citosélicos como el dominio de muerte asociado a Fas
(FADD) y la caspasa-8, la cual hidroliza a la pro-caspasa-3, activandola a Caspasa 3 que €s

una enzima efectora de los procesos que caracterizan la muerte celular programada (Rojas

a



et al., 2009). 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-apoptéticas como el citocromo ¢ (Jayakiran,
2015). EIl 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 et al.,
2009). En esta via, también participan la familia de proteinas de células B de linfoma
(Bcl2), las cuales regulan directamente la permeabilidad de la membrana mitocondrial,
permitiendo o inhibiendo el flujo de proteinas apoptogénicas. Estas proteinas incluyen
proteinas anti-apoptéticas como: Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-l, Bfl-l, Bcl-W y proteinas
proapoptéticas como: Bax, Bak. Bok, Bim y Bid (Rojas et al., 2009).

En los peces, se ha demostrado que la apoptosis se produce en el ovario y que puede ser un
factor importante en el control de la atresia folicular (Morais et al., 2016; Takle y
Andersen, 2007). En el pez tropical Prochilodus argenteus, se evidencid una mayor
actividad de Caspasa 3 y mayor cantidad de células apoptoticas reveladas mediante la
técnica Tunel, en peces que fueron capturados en aguas con baja concentracion de oxigeno.
En estos peces se observo un gran deterioro en la foliculogénesis (Thomé et al., 2012). En
esta misma especie, se vié 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 (factor anti apoptdtico) seria mas intensa inmediatamente
después del desove, para disminuir al dia 2 y 3 posterior al desove (Morais et al., 2016). En
huevos de Sparus aurata, un pez pelagico como S. lalandi, se ha propuesto la participacién
de mecanismos apoptéticos en la pérdida de flotabilidad. En esta especie, se ha hipotetizado
que los huevos gue 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., 2001),
presentando también caracteristicas apoptdticas como contraccion celular, participacion del
sistema Fas/Fas-L, fragmentacién del ADN y aumento de volumen de las mitocondrias
(Carnevali et al., 2003). En estudios recientes en S. lalandi, se ha demostrado la expresién
de genes pro-apoptoticos de la via intrinsica, tales como Bax y Caspasa 9 en diferentes
etapas del desarrollo embrionario. Los niveles de ARNm de estos genes resultaron ser
mayores en embriones no flotantes (en comparacion a los flotantes) (Gomez, 2018;

Palomino et al., 2017b; 2016). De la misma manera, se describié una mayor expresion en
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las muestras no flotantes, del ARNm que codifica para la enzima efectora de la apoptosis:
la Caspasa 3 (Gomez, 2018). Estos antecedentes en peces pelagicos y especificamente los
resultados previos en S. lalandi, han demostrado una relacién entre la presencia de factores
pro-apoptoticos y la menor flotabilidad de los huevos y embriones de esta especie. Sin
embargo, no existen antecedentes referente a la participacion de moléculas de la via
extrinsica en la pérdida de flotabilidad de los embriones tempranos de S. lalandi. Por lo
tanto, en este trabajo se evaluara la expresion de moléculas importantes de la via extrinseca
como el sistema Fas/Fas-L y Caspasa 8, a través del desarrollo temprano de S. lalandi, en
embriones flotantes y no flotantes. Ademas, con el proposito de demostrar la homogeneidad
estructural y funcional entre embriones flotantes y no flotantes, se analizara la actividad
transcripcional mediante analisis de expresion de 4 genes regularmente utilizados como

genes constitutivos en estudios de expresion génica.



HIPOTESIS

La pérdida de flotabilidad de los huevos y embriones tempranos de Seriola lalandi esta
relacionada con el mecanismo de apoptosis celular, por lo tanto moléculas asociadas a la
via extrinsica de este proceso, como el sistema Fas/Fas-L y Caspasa 8, presentaran mayores

niveles de expresion en embriones no flotantes en comparacion con los flotantes.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de la flotabilidad de los huevos y embriones tempranos de S. lalandi en la

expresion de moléculas asociadas a la via extrinsica de la apoptosis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Determinar la participacion del sistema Fas/FasL en la apoptosis de huevos y
embriones tempranos de S. lalandi, mediante la evaluacion de sus niveles de

expresion a través del desarrollo en embriones con diferente nivel de flotabilidad.

2- Evaluar la participacion Caspasa 8 en la apoptosis de huevos y embriones
tempranos de S. lalandi, mediante la evaluacion de sus niveles de expresion de

ARNmM a través del desarrollo, en embriones con diferente nivel de flotabilidad.

3- Determinar la viabilidad funcional en embriones flotantes y no flotantes de S.

lalandi, mediante analisis comparativo de la actividad transcripcional.



MATERIALES Y METODOS

Todos los animales utilizados en este proyecto y los procedimientos experimentales
realizados, estan acorde a las normas de los Comités de Bioética de La Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias (FAVET), de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile y de la

Comision Nacional de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (CONICYT).

1. Obtencidon de las muestras

Las muestras fueron proporcionadas por Acuicola del Norte S.A, empresa ubicada en la
ciudad de Caldera en la Region de Atacama. La empresa cuenta con cuatro estanques de
85.000 litros asociados a un sistema de recirculacion con agua de mar que fluctGa entre los
17 y 23 °C. El manejo de la temperatura y fotoperiodo le ha permitido a este centro de
cultivo obtener desoves regulares en diferentes épocas del afio. Cada estanque contiene
aproximadamente 20 reproductores con una proporcion de hembras:macho de 1:3. Durante
tres eventos de desove, se colectaron aproximadamente 50 embriones en diferentes etapas
del desarrollo, segun lo descrito por Moran et al., (2007) y Palomino et al., (2017a). Estas
etapas correspondieron a: huevo (H), mérula (M), blastula (B), gastrula (G) y embriones de
24 horas (E), los cuales se obtuvieron desde 30 minutos, 4, 12, 18 y 24 horas de iniciado el
desove, respectivamente. Las muestras fueron trasladadas a un frasco colector de 4 litros de
forma coénica e invertido, donde permanecieron por 10 minutos. Las muestras flotantes
fueron extraidas desde la superficie del colector utilizando una malla de plancton, mientras
que aquellas con menor nivel de flotabilidad fueron colectados desde el fondo del frasco,
eliminando 1 Litro de agua a través de una llave. En cada muestreo, una submuestra de
aproximadamente 20 individuos se analiz6 bajo un microscopio de contraste de fases, con
el fin de comprobar el estadio del desarrollo correspondiente al tiempo de seguimiento
desde la deteccién del inicio del desove. Solo se utilizaron aquellas muestras con mas del
80% de los embriones en un mismo estadio del desarrollo. Las muestras fueron mantenidas

en RNAIlater® Solution (Ambion®) o almacenadas a -20°C, para su transporte a Santiago.

2. Analisis del Sistema Fas/FasL mediante Western Blot
Para evaluar la expresion proteica del Sistema Fas/FasL en las diferentes etapas del
desarrollo de S. lalandi y en funcidn de la flotabilidad, se extrajeron las proteinas totales de

cada estadio flotante y no flotantes, utilizando el buffer de lysis RIPA (Thermo)
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suplementado con un cocktail inhibidor de proteasas y fosfatasas (Thermofisher). La
concentracion proteica se determiné mediante fluorometria a través del kit Qubit Protein
Assay (Molecular Probes®). Las proteinas (80 pg) se separaron mediante electroforesis en
geles de SDS-Poliacrilamida al 12% (Express Pluss PAGE-Gels, GeneScrip), utilizando
una cdmara Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad). Las proteinas fueron trasferidas a
membranas de Polyvinylideno difluoride (PVDF), las cuales se incubaron con el anticuerpo
Anti Fas de raton preparado en conejo (SC-1023, Santa Cruz Biotechnology) o el
anticuerpo Anti FasL de rata preparado en raton (MAB1858, R&D Systems) en una
concentracion de 1/100 cada uno. Se consideraron controles especificos de reaccion
saturando los anticuerpos con los respectivos péptidos y controles de carga utilizando el
anticuerpo Anti beta actina (ab8226, Abcam). Posteriormente, las membranas se incubaron
con los segundos anticuerpos anti 1gG de ratén (ab6790) y de conejo (ab97048) conjugados
con fosfatasa alcalina. Las bandas se visualizaron con el sustrato NBT/BCIP (SC-24981,
Santa Cruz Biotechnology). La intensidad de las bandas se evalu6 con el programa
BIOTOP Gel Imaging System (Bio-Tech Co., Ltd, China).

3. Estudios por RT-gPCR
En este trabajo se utiliz la técnica de RT-qPCR para evaluar la expresion relativa del
ARNmM que codifica para Caspasa 8 y comparar la actividad transcripcional entre los

embriones flotantes y no flotantes mediante el analisis de 4 genes constitutivos.

3.1 Extraccion de ARN y transcripcidn reversa

El ARN fue extraido con el Kit de Purificacion GeneJET™ RNA (Thermo). La
concentracion de ARN total se cuantific6 mediante fluorometria utilizando el Kit Qubit®
RNA Assay (Molecular Probes®) y el equipo Qubit® Fluorometer (Invitrogen™). Las
muestras se almacenaron a -80°C. La transcripcion reversa (RT) se desarrollé con el
conjugado enzimatico SuperScript™ First-Strand Synthesis System (/nvitrogen™), el cual
incluyo un tratamiento inicial con DNasa I. La concentracion del ADN complementario
(ADNC) se determind utilizando el Kit de cuantificacion Qubit® ssDNAAssary (Molecular
Probes®). EI ADNc se almaceno a -20°.



3.2 Disefio y evaluacion de partidores

Los partidores para Caspasa 8 se disefiaron en base a un transcriptoma de referencia de S.
lalandi, obtenido a través de ensamblado de novo en el Laboratorio Favet-INBIOGEN de la
Universidad de Chile (Patel et al., 2016). Se utilizo 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 de 20 bp. Ademas,
los partidores fueron evaluados a través de software NetPrimer, evitando la existencia de
horquillas, dimeros y repeticiones de base. Una vez escogido el juego de partidores (Tabla
1), se realiz6 una curva de calibracion con distintas concentraciones de ADNCc, con el fin de
obtener el valor de eficiencia (E). Estas evaluaciones, se desarrollaron con ADNc obtenido
de ovario en investigaciones previas. Ademas, se utilizaron partidores para los genes
constitutivos beta actina (ACTB) y proteina asociada a microtabulo 1 B (MAP1f), los cuales
se utilizaron para el calculo de la expresion relativa de Caspasa 8. Estos genes fueron
validados como genes de referencia en trabajos anteriores (Gémez, 2018; Rodriguez, 2017,
Palomino et al., 2017a; 2014; Herrera, 2013). Ademas, se utilizaron partidores para otros
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. Los partidores y sus

caracteristicas son mostrados en la Tabla 1.

3.3 qPCRy calculo de expresion relativa

Las amplificaciones fueron realizadas en triplicado con un termociclador Illumina® Eco
Real Time PCR System EC-100-1001 utilizando el Kit Maxima SYBR Green gPCR Master
Mix (Thermo). Se evalud la expresion relativa de Caspasa 8 en huevos y embriones
tempranos de S. lalandi flotantes y no flotantes registrando los valores Ct, los cuales fueron
transformados en valores relativos denominados Quantity (Q) a través del Método AACt
(Pfaffl, 2004; Vandesompele et al., 2002). La expresion relativa en cada estadio del
desarrollo fue estimada como el cociente entre el valor Q del gen objetivo y un Factor de
Normalizacion (FN), el cual se calculo en base a la media geométrica de los Q de los genes

de referencia. Cada qPCR considero controles sin templado y sin partidores.
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3.4 Expresion de genes constitutivos

Con el objetivo de evaluar y comparar de forma indirecta la viabilidad funcional entre las
muestras flotantes y no flotantes en cada uno de los estadios del desarrollo evaluados en
este trabajo, en cada réplica bioldgica se evalu6 la expresion de ACTB, MAPI1B, GAPDH y

18S en base a los valores de ciclo umbrales (Ct).

4. Andlisis estadistico
Se evaluaron 3 réplicas bioldgicas, correspondientes a ARNm y proteina de 3 eventos de
desoves. En los experimentos de RT-qPCR, se desarrollaron 3 réplicas técnicas, las cuales

fueron evaluadas en triplicado. El modelo estadistico fue el siguiente:
Yij =+t + 75 + ()i + gijk

Yijx = Expresion relativa promedio de Caspasa 8 o intensidad de bandas de Fas/Fas-L.

u = Media poblacional. ti= Efecto del estadio i del

desarrollo embrionario (i= 1-5).

«; = Efecto del nivel de flotabilidad de j (j= 1: flotante y 2: no flotantes)

(tn)ij = Interaccion entre el estadio del desarrollo y el nivel de flotabilidad.

gij= Error aleatorio asociado a la observacion Yir.

La intensidad de banda en western blot (para Fas y FasL), la expresién relativa de Caspasa
8 y el promedio de Cts de ACTB, MAPIB, GAPDH y 18S, se expresaron como el
promedio + la desviacion estandar en donde los datos se analizaron por ANDEVA con el
Programa InfoStat, version 2004; Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. Las
diferencias significativas entre promedios fueron evaluadas usando la prueba de Tukey, con

un valor de P<0,05.
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RESULTADOS

1. Expresion del Sistema Fas/FasL

El sistema Fas/FasL pudo ser detectado durante el desarrollo embrionario temprano de S.
lalandi. Los anticuerpos Anti Fas (SC-1023) y Anti FasL (MAB1858), resultaron
especificos para la deteccion de estas proteinas en S. lalandi dado que la pre-incubacién de
éstos con sus respectivos péptidos no permitio la visualizacion de ninguna banda reactiva.
La expresion de estas proteinas present6 algunas diferencias entre embriones flotantes y no
flotantes y a través del desarrollo. La proteina Fas se detecté como una fuerte banda de 50
kDa en las muestras flotantes en todas las etapas del desarrollo (Figura 1A). Esta banda, no
presentd diferencias (p<0,05) en su intensidad a través del desarrollo (Figura 1B). En los
embriones no flotantes en cambio, se detectaron tres bandas reactivas con el anticuerpo anti
Fas, con pesos moleculares de 65, 50 y 40 kDa (Figura 2A). La banda de 50 kDa fue la que
se detectd con mayor intensidad en todos los estadios analizados. La intensidad encontrada
en las bandas de 65 y 50 kDa no varié en forma significativa durante los primeros cuatro
estadios y s6lo se encontré una (p<0,05) mayor reactividad en los embriones de 24 horas en
comparacion a lo observado en los huevos (Figura 2B). Ademas, la intensidad de estas
bandas en los estados de morula, blastula y gastrula fue similar a la detectada en los
embriones de 24 horas. Por su parte, la intesidad de la banda de 40 kDa no varié en los
primeros cuatro estadios en las muestras no flotantes. La intensidad de esta banda, fue
similar en blastulas, gastrulas y embriones de 24 horas (Figura 2B).

Por otro lado, la proteina FasL no se expresé en los primeros cuatro estadios embrionarios
en las muestras flotantes y sélo una débil banda de 44 kDa se pudo detectar en los
embriones de 24 horas (Figuras 3A y B). Sin embargo, en las muestras no flotantes el
anticuerpo anti Fas-L reconocié una banda de 44 kDa, la cual aumento (p<0,05)
progresivamente en intensidad en la medida que avanzoé el desarrollo embrionario (Figuras
4Ay B).
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2. Estudios por RT-qPCR

2.1 Condiciones de PCR para los primers de Caspasa 8

La amplificacion especifica del set de primers para Caspasa 8 fue determinada mediante el
analisis de las curvas de fusion (curvas de Melt) en donde se pudo observar un Gnico peak y
ausencia de amplificacion en los blancos sin partidor y sin templado (Figura 5). Ademas, el
analisis de las curvas de calibrado revel6 un valor de eficiencia de este set de primers de
1,98 (Tabla 1).

2.2 Expresion relativa de Caspasa-8

EL ARN mensajero que codifica para la Caspasa 8 se expresd en todas las etapas del
desarrollo embrionario evaluadas en este trabajo, tanto en las muestras flotantes, como en
las no flotantes. En los embriones flotantes los niveles de ARNm no presentaron
variaciones hasta el estadio de gastrula. Sin embargo, un significativo aumento de este gen
(p<0,05) se observo en los embriones de 24 horas (Figura 6). En los embriones no flotantes
en cambio, los niveles de Caspasa 8 se mantuvieron constantes hasta el estadio de blastula 'y
se evidencié una mayor (p<0,05) expresion en los estadios de gastrula y embrion de 24
horas (24H) (Figura 6). Finalmente, la expresion relativa de Caspasa-8 fue mayor en las

muestras no flotantes en todos los estadios del desarrollo evaluados (Figura 6).

2.3 Evaluacion de la actividad transcripcional

El anélisis de actividad transcripcional a través de la expresion de los genes constitutivos
ACTpB, MAPIB, GAPDH y 18S demostré6 que estos genes presentan diferentes valores
promedio de Cts entre las muestras analizadas. Esto, representaria niveles altos para 18S,
medios para MAP1B y ACTB y bajos para GAPDH. Sin embargo, independiente del valor
promedio de Ct de cada gen, en este trabajo se pudo verificar que en ningin estadio se
observaron diferencias significativas en el valor de Ct de estos genes constitutivos, entre

embriones flotantes y no flotantes (Figura 7).
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DISCUSION

En este trabajo se logré detectar durante el desarrollo embrionario temprano de S. lalandi,
proteinas y ARNs mensajeros de factores que participan en la via extrinseca de la apoptosis
celular. Los patrones de expresion de éstas moléculas a través del desarrollo y segun la
condicion de flotabilidad de las muestras, permiten relacionar la pérdida de flotabilidad de
los huevos y embriones tempranos de esta especie, con el mecanismo de apoptosis celular.
Ademas, la presencia del sistema Fas/FasL y Caspasa 8 en los embriones flotantes, que son
considerados de buena calidad y con mejores espectativas de sobrevida, indicaria que la
apoptosis celular es un proceso que se lleva a cabo con normalidad durante el desarrollo
embrionario temprano de S. lalandi. Estos resultados, permiten complementar reportes
previos en esta especie, en donde se demostrd, en muestras similares a las de este trabajo, la
expresion del ARNm de moléculas de la via intrinseca de la apoptdsis tales como Bax y
Caspasa 9, asi como la enzima efectora de este proceso; la Caspasa 3 (Gomez, 2018;
Palomino et al., 2017b; 2016). Por otro lado, la deteccion de éstas moléculas en el
desarrollo embrionario temprano de S. lalandi concuerda con lo observado en diferentes
especies de vertebrados e invertebrados (AnvariFar et al., 2017; Agnello et al., 2015; Moya
et al., 2016; Pefaloza et al., 2006), en donde se ha propuesto que el proceso de muerte
celular programada es escencial en la remocion del excesivo numero de células que
comunmente se producen durante el desarrollo (EImore, 2007). Especificamente en peces,
estudios desarrollados principalmente en pez cebra han determinado que el proceso de
apoptosis participa en la morfogénesis del sistema nervioso y de 6rganos sensoriales
(Uchida et al., 2002; Cole y Ross 2001).

La hipétesis propuesta en este trabajo se fundamenta en la elevada mortalidad que
normalmente se observa en los centros de produccion de juveniles de especies pelagicas
como S. lalandi. Esto, ha llevado a diferentes autores a cuestionar y discutir el fundamento
bioldgico por el cual estos peces producen una cantidad tan grande de celulas germinales,
en circunstancias que muchas de ellas entran en apoptosis durante el desarrollo folicular
(Andreu-Vieyra y Habibi, 2000) y después de la fecundacion durante el desarrollo
temprano (Carnevali et al., 2003). En S. lalandi, asi como en otros peces pelagicos se ha
visto que sélo aquellos huevos que presentan flotabilidad positiva, contindan de forma

exitosa el desarrollo embrionario temprano, siempre y cuando el nivel de flotabilidad de
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estos embriones se mantenga en el tiempo (Carnevali et al., 2003; 2001; Poortenaar et at.,
2001). Estas observaciones han servido de fundamento para proponer que en estas especies,
no todos los ovocitos son formados en el ovario de la misma forma, de tal modo que
algunos de ellos mueren durante el desarrollo folicular y un nmero importante lo haria una
vez desovados o incluso después de iniciado el desarrollo embrionario (Sundby vy
Kristiansen, 2015; Carnevali et al., 2003).

En nuestro modelo de estudio, que incluyé huevos y embriones tempranos de S. lalandi
clasificados segun su nivel de flotabilidad, resulté evidente que el programa de muerte
celular programada incluye moléculas de la via extrinseca como el sistema Fas/FasL. Esto
resultd6 mas evidente en las muestras no flotantes, las cuales expresaron de manera
simultanea ambas proteinas. Este hecho, se ha propuesto como una caracteristica propia de
las células pre-apoptdticas y ha sido descrito durante el desarrollo temprano en ratas y
humanos hasta los estados de blastocisto y morula, respectivamente (Kawamura et al.,
2003). En peces, existe s6lo una referencia en el pez peldgico S. aurata, en donde también
se observd en huevos no flotantes la presencia del receptor Fas y su ligando FasL
(Carnevali et al., 2003). Los resultados obtenidos mediante western blot en los huevos y
embriones de S. lalandi, revelaron s6lo una proteina reactiva (50 kDa) para el receptor Fas
en las muestras flotantes y tres bandas reactivas (65, 50 y 40 kDa) en las muestras no
flotantes. Un resultado similar fue descrito en S. aurata, en donde se utilizé el mismo
anticuerpo de este trabajo y se encontrd también una sola banda proteica de 50 kDa en las
muestras flotantes y dos isoformas (50 y 45 kDa) en las muestras no flotantes (Carnevali et
al., 2003). Por otro lado, en este trabajo se encontraron diferencias en los perfiles de
expresion de Fas entre las muestras flotantes y no flotantes, a través del desarrollo
embrionario. Mientras que en los embriones flotantes la intensidad de la banda se mantuvo
constante, en las muestras no flotantes se detecté un aumento en la expresion de las tres
bandas reactivas para Fas en etapas avanzadas del desarrollo (gastrulas y embriones de 24
horas). Aunque el aumento de la expresion de esta proteina a medida que avanza el
desarrollo ha sido demostrada en modelos de mamiferos (Budisova-Svandova et al., 2017),
los resultados obtenidos en este trabajo y los mencionados en S. aurata, despiertan una
serie de interrogantes referente a las caracteristicas moleculares de Fas, su rol bioldgico y
las diferencias en su participacion en la apoptosis celular de huevos y embriones de peces

pelagicos. Por lo tanto, estos resultados representan una linea de base para futuros estudios

15



relacionados con la activacién de este receptor, asi como las propiedades moleculares de las
tres isoformas encontradas en nuestro trabajo y las dos descritas en S. aurata. En este
sentido, sera fundamental complementar el estudio de esta proteina, con andlisis a nivel
transcriptomico especie-especifico que permita evaluar su expresion desde la formacion del
ovocito en el ovario hasta el desarrollo embrionario temprano.

Por otro lado, la viabilidad potencial que generalmente se le atribuye a los huevos y
embriones tempranos flotantes de peces pelagicos, concuerda con los resultados obtenidos
en este trabajo, en donde el ligando de Fas (FasL) so6lo fue visualizado en embriones de 24
horas. El ligando FasL, tampoco fue detectado en huevos flotantes de S. aurata (Carnevali
et al., 2003). Esto, indicaria que estos huevos y embriones, no estan en un estado
preapoptdtico, como ha sido descrito en diferentes sistemas en vertebrados (Inoue et al.,
2006; Ricchiari et al., 2003; Kawamura et al., 2003). Sin embargo, estos embriones
flotantes presentan la maquinaria para el inicio del proceso de muerte celular mediante
moléculas de la via extrinseca, la cual se activaria por algin mecanismo de induccién no
revelado hasta la fecha. En las muestras no flotantes en cambio, si fue posible detectar FasL
en una banda de 44 kDa que aument6 progresivamente su intensidad con el desarrollo,
especialmente en los embriones de 24 horas. La deteccion de FasL en huevos no flotantes
también fue reportada en S. aurata por Carnevali et al., (2003). Segun lo discutido por estos
autores y que también puede ser considerado en nuestro modelo, la naturaleza del FasL
detectado en los huevos de S. aurata puede tener diferentes origenes. La opcion mas
probable, en funcion de los antecedentes bibliograficos, es que FasL provenga desde la
formacion del ovocito en el ovario y que por algun mecanismo desconocido adn, no
provoco la cascada de sefiales para la apoptosis del ovocito en el foliculo. Esto, se basa en
la creciente disponibilidad de antecedentes relativos a la participacion de la apoptosis en la
atresia folicular en peces teleosteos (Thome et al., 2012; Krisko et al., 2008; Ricchiari et
al., 2003; Drummond et al., 2000). También se ha planteado la posibilidad de que el
receptor Fas en los peces, no se acople con una proteina tipo FasL como se ha descrito en
embriones tempranos de mamiferos, sino con macromoléculas similares a este ligando
presentes en el agua de mar, las cuales ain no han sido identificadas, pero que tendrian una
estructura molecular similar al FasL de los vertebrados.

Por otro lado, en este trabajo logramos describir antecedentes adicionales que apoyan la

participacion del mecanismo extrinseco de la apoptosis celular en la pérdida de flotabilidad
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de los embriones tempranos de S. lalandi. De este modo, confirmamos la expresion del
ARNmM que codifica para Caspasa 8, una enzima de la via extrinseca que participa en la
activacion de la Caspasa 3, la enzima efectora final de esta cascada de reacciones (Rojas et
al., 2009). Diferentes estudios han revelado el status conservado de los mecanismos de
apoptosis que involucran la participacion de las Caspasas entre los vertebrados (Sakamaki y
Satou, 2009). Especificamente para Caspasa 8, se ha comprobado que el gen casp8 del pez
cebra tiene una organizacion gendmica similar a genes casp8 descritos en diferentes
especies de mamiferos (Sakata et al., 2007). Ademas, estos autores desarrollaron estudios
funcionales con la proteina Caspasa 8 en células de mamiferos y vieron que esta proteina es
capaz de transmitir sefiales apoptoticas no solo a través de la via mediada por el receptor
Fas, sino a traves del receptor TNF en células transgénicas de raton deficientes en casp8. El
perfil de expresion de Caspasa 8 encontrado durante el desarrollo embrionario temprano de
S. lalandi, es similar al perfil de expresion descrito en el desarrollo del pez cebra, donde
Caspasa 8 se describe como un gen materno que se mantiene a través de la embriogénesis y
los primeros estadios larvales (Sakata et al., 2007). Considerando la informacion disponible
relativa a la expresion de genes durante el desarrollo embrionario en vertebrados, se puede
concluir que el aumento significativo de la expresion del ARNm que codifica para
Caspasa8 en gastrulas y embriones de 24 horas (sin importar el nivel de flotabilidad) de S.
lalandi, se deberia a una mezcla de genes maternos y el inicio de la transcripcion propia del
embrién en una etapa del desarrollo que se conoce como el periodo de transiciéon de
blastula media (Miccoli et al.,, 2015). Entre estos genes, se encontrarian genes que
participan en la apoptosis celular. De hecho, en estudios previos en S. lalandi se describi6
un perfil similar de expresion de genes de la via intrinseca como Bax, Bcl-2 y Caspasa 9
(Gomez, 2008; Palomino et al., 2017b; 2016).

Por lo tanto, los resultados de este trabajo confirman la presencia de moléculas asociadas a
la via extrinseca de la apoptosis durante el desarrollo temprano de S. lalandi. Los perfiles
de expresion de las proteinas Fas/FasL y el ARNm de Caspasa 8 en relacién a la
flotabilidad de los embriones, permiten suponer la participacion del mecanismo de
apoptosis mediado por estimulos externos, asi como se han sugerido también los
mecanismos intrinsecos (Gomez, 2018). Sin embargo, para comprender de mejor manera el
mecanismo extrinseco, su via de activacion y la asociacion con la pérdida de flotabilidad de

los huevos y embriones tempranos en S. lalandi, es necesario profundizar su estudio desde
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la formacién del ovocito en el ovario mediante técnicas moleculares especie especificas
como el secuenciamiento masivo del ARN.

Una duda razonable en el modelo de evaluacion de moléculas apoptoticas propuesto en este
trabajo, se relaciona con las eventuales diferencias funcionales entre las muestras flotantes
y no flotantes que pudiesen ser determinantes en los resultados de este trabajo. El estudio
comparativo de expresion de los genes constitutivos (ACTB, MAP1B, GAPDH vy 18S)
mostro que no existen diferencias en la transcripcion entre muestras flotantes y no flotantes,
ni a través del desarrollo. En el pez peldgico S. aurata se han descrito diferencias entre
huevos flotantes y no flotantes que van desde aspectos morfoldgicos de la membrana
vitelina, a diferencias en la capacidad de transcripcién y traduccion. Sin embargo, a pesar
de existir estas diferencias, funciones basicas como la capacidad de ser fecundados, no se
ven afectadas (Carnevali et al., 2001). El anélisis de diferentes aspectos morfoldgicos y
funcionales, como los desarrollados en S. aurata, entre los embriones flotantes y no
flotantes de S. lalandi, nos entregard mejores herramientas para interpretar de manera mas
certera el significado de las diferencias en los niveles de expresion de moléculas

apoptoticas descritos en este trabajo y en estudios anteriores en S. lalandi.
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CONCLUSIONES

-Moléculas asociadas a la via extrinseca de la apoptosis como el sistema Fas/Fas-L y
Caspasa 8 se expresan durante el desarrollo embrionario temprano de Seriola lalandi. Los
patrones de expresion de estas moléculas en embriones no flotantes sugieren una pre-

activacion de la via extrinseca de la apoptosis en estas muestras.

-No existen diferencias a nivel transcipcional entre embriones tempranos de S. lalandi, lo

que sugiere una similitud funcional entre estas muestras.
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Tabla 1: Gen, secuencia y eficiencia de los partidores para Caspasa 8 y genes

constitutivos (Palomino et al., 2017a; Herrera, 2013).

Gen Secuencia Primer (5°-3") Eficiencia

Casp8 L. CTGACACGAGGAGGAAGAGG 1.98

R: ATTGGGCAGAAGACAAATCG

ACTB F: AGGGAAATCGTGCGTGACAT 2.04

R: GCTGAAGTTGTTGGGCGTTT

Maplb o 1 ATCAAGATTATCAGGAGGCG 1.98

R: GGAAGCATACACCATGTAGAGG

GAPDH F: CCCTTCATCGACCTGGAGTA 199

R: GAGCAGAGGCCTTCTCAATG

18s F: GCTCGTAGTTGGATCTCGGG 2.31
R: GGTGAGGTTTCCCGTGTTGA
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Figura 1: Analisis por Western blot de la proteina Fas durante el desarrollo embrionario
temprano de S. lalandi, en muestras flotantes. El anticuerpo Anti Fas (SC-1023) reconocio
una banda reactiva de 50 kDa en todos los estadios del desarrollo (A), la cual no presentd
diferencias en la intensidad (B). Las barras representan la media + la desviacion estandar.

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 2: Analisis por Western blot de la proteina Fas durante el desarrollo embrionario de
S. lalandi, en muestras no flotantes. El anticuerpo Anti Fas (SC-1023) reconocio6 tres
bandas reactivas de 65 kDa (barras verdes), 50kDa (barras azules) y 40 KDa (barras
naranjas) en todos los estadios del desarrollo (A), las cuales presentaron mayor intensidad
en el estadio de embrién de 24horas (B). Las barras representan la media + la desviacién
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas a través del desarrollo para una

misma banda (p<0,05).

29



-44
H M

. FAS---L
e

7
e
g 6
§5
a

4

3
o
£2
3
21

0 -

H M B G 24H
Desarrollo embrionario

Figura 3: Anadlisis por Western blot de la proteina Fas-L durante el desarrollo embrionario
de S. lalandi, en muestras flotantes. El anticuerpo Anti Fas-L (MAB1858) reconocié una
débil banda reactiva de 44 kDa solo en el estadio de embrion de 24 horas (A y B). Las
barras representan la media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias

significativas (p<0,05).

30



B

c
b
b
N ab
- | I T
H " B G 24H

Desarrollo embrionario

|

1

o RPN W B U N
I

Volumen (Densidad de banda)

Figura 4: Andlisis por Western blot de la proteina Fas-L durante el desarrollo embrionario
de S. lalandi, en muestras no flotantes. El anticuerpo Anti Fas-L (MAB1858) reconoci6 una
banda reactiva de 44 kDa en todos los estadios del desarrollo (A), la cual aumentd en
intensidad en la medida que avanzo el desarrollo embrionario (B). Las barras representan la
media + la desviacion estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05).
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Figura 5: Curva de Melt obtenida en los experimentos de RT-gPCR para los partidores de
Caspasa 8 utilizados en este trabajo. Se observa un claro peak de fluorescencia entre 80 y
85°C. Las lineas azules representan las muestras con partidor y las rojas los controles sin
partidor y sin templado.

32



BFLOTANTES

Caspasa 8 ®= NO FLOTANTES

20 1
18 - *
16
14
12
10

EXPRESION RELATIVA

oON B O

H M B G 24H
Desarrollo Embrionario

Figura 6: Expresion relativa de Caspasa 8 evaluada mediante RT-gPCR en el desarrollo
embrionario temprano de S. lalandi en muestras flotantes (barras azules) y no flotantes
(barras rojas). Las barras representan la media + la desviacion estandar. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre embriones con el mismo nivel de
flotabilidad y “*” indica diferencias significativas (p<0,05) entre muestras flotantes y no

flotantes.
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Figura 7. Andlisis de expresion de los genes constitutivos ACTB (A), 18S (B), GAPDH
(C) y MAP1 B (D), durante el desarrollo embrionario temprano de S. lalandi en muestras
flotantes (barras azules) y muestras no flotantes (barras rojas). Las barras representan los
valores promedio de Ct + la desviacion estandar. No se encontraron diferencias
significativas entre muestras flotantes y no flotantes en ningln estadio, en ninguno de los
genes analizados (p<0,05).
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