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RESUMEN

El ciclo de vida de Salmo salar (salmén del Atlantico) se ve expuesto a
cambios ambientales que ocasionan estrés, por ejemplo, su migracion desde los
rios al mar. Previo a este cambio, se genera una serie de cambios fisioldgicos en
los peces para afrontar los cambios osmadticos. Una inadecuada transferencia
puede gatillar dafio a nivel celular. El objetivo del estudio fue caracterizar los
cambios transcripcionales de la ruta de la apoptosis en salmoén del Atlantico
durante su trasferencia al mar. Salmones esmolts fueron transferidos a mar
utilizando dos estrategias, un cambio gradual de salinidad (GSC) y un shock
salino (SS). Previo a la transferencia,y luego de ésta, se tomaron muestras de
branquias para andlisis transcriptomico de la ruta de sefializacion de apoptosis.
Adicionalmente, se realizé una busqueday validacién de miARN involucrados en
laregulacion de genes claves de laruta, ademas de una comparacion in silico de
la apoptosis con la via de inmunidad TLR. Los grupos experimentales
presentaron diferencias en los niveles de expresion de los genes para la ruta de
la apoptosis. Por ejemplo, el grupo GSC presentd altos niveles de expresion
génica de TNFa, IAP/XIAP, Diabloy C-Jun, frente al grupo control (FW). Por el
contrario, el gen P53, se observé altamente expresado en el grupo SS, con
respecto a FW y GSC. Los miARNSs identificados como regulador de la ruta,
también muestran diferencias de expresion entre los grupos, especialmente
miARN 301-3p el cual esta inactivo cuando su gen blanco IAP/XIAP se sobre
expresa diferencialmente durante GSC. Respecto a las estrategias salinas con
genes de lavia de inmunidad TLR, estos presentaron diferencias de expresion,
mayormente en la estrategia SS. Este estudio, aporta nueva informacion
asociada a la biologia de S. salar. Ademas, se sugiere que los peces al ser
sometidos a cambio gradual de salinidad presentan mayor activacion de la ruta
de apoptosis que los peces sometidos a un shock de salinidad.



ABSTRACT

Salmo salar (Atlantic salmon) life cycle is subjected to environmental changes
that cause it stress, e.g., their migration from rivers to sea. Prior this change, the
fish experience a series of physiological adjustments to cope the osmotic
changes. An inappropriate transfer can cause damage at cellular level. The
objective of this study was to characterize the transcriptional changes of the
apoptosis pathway in Atlantic salmon during their transfer to the sea. Smolt
salmon were transferred to sea using two strategies, a gradual change in salinity
(GSC) and a saline shock (SS). Before and after the transfer, gill samples were
taken for transcriptomic analysis of the apoptosis signaling pathway. Additionally,
a search and validation of miRNA involved in the regulation of key genes of the
pathway was carried out, as well as an in silico comparison of apoptosis with the
TLR immunity pathway. The experimental groups presented differences in the
expression levels of the genes for the apoptosis pathway. For example, the GSC
group presented high levels of gene expression of TNFa, IAP/XIAP, Diablo and
C-Jun, compared to the control group (FW). On the contrary, the P53 gene was
highly reduced in the SS group, with respect to FW and GSC. The miRNAs
identified as pathway regulator also show differencesin its expression between
the groups, especially miRNA 301-3p which is inactive when its target gene
IAP/XIAP is differentially overexpressed during GSC. Regarding the saline
strategies with genes of the TLR immunity pathway, expression differences were
observed, mostly in the SS strategy. This study provides new informaton
associated with the biology of S. salar. In addition, it is suggested that fish, when
subjected to a gradual change in salinity, present greater activation of the

apoptosis pathway than fish subjected to salinity shock.



INTRODUCCION

Adaptacion de los peces a cambios en el ambiente.

El crecimiento y desarrollo de peces dependen de factores enddgenos
(sistema endocrino, nervioso y neuroendocrino) y exdgenos (cambios
ambientales), los cuales controlan o sincronizan varias actividades y funciones
del ciclo de vida (McCormick, 2012). Los factores enddgenos se dividen en
factores limitantes como: el nivel de amonio, tolerancia a un rango de pH vy el
umbral de oxigeno, y los factores exdgenos determinantes son: temperatura,
salinidad y fotoperiodo, los cuales tienen directa relacién con receptores para
regular positiva o negativamente la capacidad de crecimiento (Boeuf and Payan,
2001). El salmoén del Atlantico es un pez anadromo, es decir, nace y crece en
aguadulce (FW) y luego migran hacia el agua de mar donde pasala mayor parte
de su vida para seguir creciendo y madurar sexualmente (Liu et al., 2011). Para
tolerar fluctuaciones de salinidad, poseen un mecanismo adaptativo asociado a
la osmorregulacion, la cual se efectia a través de diferentes Organos,
principalmente en el rifdn,intestinoy branquias (Zolotarenko and Shitova, 2022).
Las branquias son 6rganos ampliamente estudiados, ya que,tienen como funcion
mantener el equilibrioibnico en el medio interno y excretar el exceso al medio
externo. Para tolerar fluctuaciones salinas durante la esmoltificacion, en las
branquias se produce aumento de las células clorhidricas y de actividad de la
bomba sodio potasio (Na+/K+-ATPase) (McCormick et al., 1995). Ademas, una
serie de hormonas estan implicadas en la regulacion de estos aumentos de
actividad branquial. Las hormonas de crecimiento (GH) y cortisol aumentan
durante la esmoltificacion, regulando la actividad bomba sodio potasio y el
aumento de las células clorhidricas. La hormona GH estimula la capacidad de
hipo-osmosis, induciendo la expresiéon de la hormona factor de crecimiento
insulinicotipo 1 (IGF-I) en las branquiasy los demas érganos osmorreguladores
(Sakamoto et al., 1995).



La regulacion hiper-osmoética ocurre cuando el ejemplar habita en agua
dulce donde la concentracién de iones del medio es baja en comparacion con
los iones que concentra en su medio interno, esto es regulado por las células
clorhidricas ubicadas en las branquias por accion la bomba Na+/K+ ATPase y
canales de Cl- para retener iones (Savill and Fadok, 2000), produciendo altos
voliumenes de orina diluida para la eliminacion del exceso de agua y de esta
manera equilibrar la osmosis (Marshall, 2002; McCormick et al., 1995; Savill and
Fadok, 2000). Por otra parte, el mecanismo de hipo-osmosis en aguade mar, el
pez toma mas agua para balancearla pérdida de aguadebido a la deshidratacion
que estan expuestos los tejidos (Haure et al., 1998) y excreta el exceso de iones
Na+y Cl-a través de las célulasclorhidricas branquiales (McCormick et al., 1995;
Savill and Fadok, 2000).

Estos mecanismos altamente conservados evolutivamente,actiian para la
adaptaciéon del salmon de Atlantico a este estrés salino debido al proceso de
esmoltificacién, el cual causa un dafio de los 6érganos implicados en la osmosis a
nivel macromolecular, interrumpiendolaestructuray funcion de proteinas, lipidos
y ADN (Evans andKiiltz, 2020). A causadel daifio macromolecularpor exposicion
a severos cambios de salinidad, se activan distintos mecanismos para evitar la
muerte del organismo, entre ellos; proteccion y reparacion de macromoléculas,
detencion del ciclo celular, reasignacion de energia metabdlica y muerte celular
programada o0 apoptosis, si se superan los limites de tolerancia celular (Evans
and Kiiltz, 2020).

Apoptosis

Es un mecanismo adaptativo de muerte celular dependiente de energia,
consiste en la autoeliminacién de una célula afectada o con dafio terminal con el
fin de mantener la homeostasis celular de los tejidos en todos los organismos
multicelulares (Takle and Andersen, 2007). Ocurre activamente en el desarrollo,
envejecimientoy en condiciones normales del ciclo celular (AnvariFar, Hossein

et al.,, 2017; Norbury and Hickson, 2001). También es activada como una
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respuesta de mantenimiento y desarrollo del sistema inmune o cuando la célula
es afectada por un patéogeno (Elmore, S., 2007). No todas las células mueren
necesariamente por el mismo estimulo, ya que este proceso esta genéticamente
controlado y genera una respuesta fisiologica inducida por una cascada de

seflales génicas especificas, o es el resultado de una falta de sefiales
manteniendo la supervivencia de la célula afectada.

La apoptosis tiene dos vias de sefializacién principales (Fig. 1): 1) La ruta
extrinseca que es estimulada por factores ambientales, organismos infecciosos
0 sustancias toxicas, que es inducida por receptores de muerte celular ubicadas
en la superficie (Wendelaar Bonga and Van der Meij, 1989); 2) La ruta intrinseca
que es gatillada por accion de hormonas o sustancias tisulares modulada por la
mitocondria y la cual se activa por dafio ADN, radiacion UV y flujo alterado de
calcio (Garcia-Castro et al., 2011). El proceso en las células activa enzimas para
degradar su propio ADN. Morfolégicamente la primera etapa de la apoptosis
sucede con unacontraccion celular, donde se condensa la cromatina (picnosis),
hay fragmentacion nuclear lo que ocasiona pérdida del volumen celular,
organelos compactos debido al movimiento de iones a través de la membrana
plasmatica (Panayiotidis et al., 2006). La formacion de cuerpos apoptéticos
excretan un fosfolipido para ser reconocidos por macréfagos que lo eliminaran
rapidamente mediante fagocitosis, y al contrario de la muerte celularpor necrosis,
como resultado no hay presencia de reaccion inflamatoria, lo que se debe a la
rapida fagocitosis (Elmore, Susan,2007). Por otra parte, la membrana plasmética
que envuelve el cuerpo apoptético no se rompe liberando sus constituyentes al
citoplasma, evitando la necrosis (Kurosaka et al., 2003; Savill and Fadok, 2000).

Unos de los genes mas relevantes en el proceso de apoptosis es el
supresor de tumores p53, con un rol adaptativo que es caracteristico dentro de
via de sefalizacion, ya que coordina unarespuesta celular regenerativa frente a
unavariedad de estimulos estresores continuos a nivel transcripcional (Riley et
al., 2008; Vazquez et al., 2008), activando o inhibiendo la transcripcion de genes

pro apoptoticos y anti apoptoticos segun sea el estimulo (Riley et al., 2008).
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Otros genes relevantes de la apoptosis, se encuentran en la ruta
dependiente de caspasas (AnvariFar, Hossein et al., 2017), proteinas
determinantes de la apoptosis que son activadas a traves de los receptores de la
sefal suicida ubicados en la superficie celular como es el factor de necrosis
tumoral (TNFa) (Hu etal., 1998; Li et al., 1998). En este puntola apoptosis puede
tomar dos vias dentro de la ruta: (1) la via extrinsica que implica la activacion de
la caspasa 8 y (2) la via intrinsica que esta regulado por la familia de Bcl-2 como
Bcl-xL y bid (Norbury and Zhivotovsky, 2004; Roos and Kaina, 2006), liberando
citocromo C, activando caspasa 9 (Alberts, 2008) y esta a su vez activa las
caspasas efectoras restantes que finalmente crean el cuerpo apoptotico que es
fagocitado rapidamente por macrofagos (Yu etal., 2001). (Fig. 1).
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Figura 1.Esquema de la ruta de la apoptosis. Se detallan las principales vias
de sefializacidn, la via extrinseca que se lleva a cabo en la zona extracelulary la
via intrinsecaque ocurre principalmente en la mitocondria (intracelular) y ademas
laruta independiente de caspasas mediante el gen p53, Las rutas desencadenan
en muerte celular programada por apoptosis segun sea el tipo y nivel de estimulo
activando o silenciado los genes involucrados en las rutas. (Garcia and Vecino,
2003).

Rol de los miARNSs en la modulacion de la expresidén génica.

Los microARNs (miARN) son moléculas de ARN pequefias,
monocatenarias, endogenas y pertenecientes al grupo ncARN (ARN no
codificante) de aproximadamente de 22 nucleotidos de longitud (Leiva et al.,
2020). Regulan posttranscripcionalmente laexpresion de genes blanco de varios
organismos uniéndose a la region 3' no traducida (3" UTR) de los ARN
mensajeros (ARNm) objetivo y de esta manera reducen su expresion mediante
la supresion de la traduccion o la induccion de la degradacion de los ARNm,
impactando distintos procesos bioldgicos como el desarrollo, diferenciacion,
proliferacion de células, respuesta a un estrés y apoptosis (Adlakha and Saini,
2011).

Se ha demostrado que genes relacionados con la apoptosis pueden ser
regulados para inducirlamuerte celularprogramada, por la activacion o inhibicion
en la expresion de miARNSs especificos (Ren etal., 2022). El proceso biosintético
comienza con un microARN primario (Pri-miARN) que se transcribe desde el
intron por el gen huésped en el nucleo por la ARN polimerasa Il (del huésped). El
Pri-miARN es dividido por la proteina Drosha para formar el precursor miARN de
~70 nucledtidos. Luego, el pre-miARN entra al citoplasma desde el nucleo bajo
la accién del transportador de proteinas CPO5 y este es acoplado por el complejo
Dicer para formar un miARN maduro de aproximadamente 22 nucleétidos. El
mMiARN maduro es llevado a la proteina Argonauta formando un complejo
silencioso inducido por ARN (RISC), que reconoce los ARN objetivo (ARNmM) a
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través del principio de emparejamiento de bases complementarias (Zhangetal.,
2021).

Influencia de la ruta de apoptosis sobre la respuesta inmune innata.

En humanos, la via TLR se ha reconocido como el mayor responsable de
la respuesta de inmunidad innatay se ha reportado un link de la via de TLR con
la ruta de la apoptosis en la biologia de las plantas donde se utiliza la apoptosis
para eliminar patégenos en la zona de la infeccién (Salaun et al., 2007). Los
receptores tipo Toll (TLRs, por su sigla en inglés) son proteinas de
transmembrana que tienen por funcién ser receptores y mediadores de una
respuesta del sistema inmune innata. Pueden detectar la invasion de un
patégeno en particular, gracias a la especificidad de unioén del macréfago a la
zona TLR mediante el plegamiento en especifico de la leucina pertenecientes a
la proteina TLR, de esta manera activa la respuesta de inmunidad y adaptacion

frente al patégeno (Arnemo et al., 2014).

La via de inmunidad TLR supone unarespuesta inflamatoria, para que el
salmoén del Atlantico se adapte alas fluctuaciones salinasy sobreviva, y se activa
la ruta de la apoptosis como una manera de resolucion de la inflamacién
producida por la via TLR de inmunidad (Aliprantis et al., 1999). Por otro lado, el
cuerpo apoptético producido, en este caso, como respuesta a dafiocelularen las
branquias gatillado por estrés salino, es fagocitado por macréfagos del sistema
inmune innato, donde los macréfagos son capaces de discriminar la sefializacion
mediante receptores reconocedores de patrones (PRRs). Estos receptores
activan la via de inmunidad a través del reconocimiento de moléculas asociadas
a patdégenos (PAMPSs) y también por el reconocimiento de productos generados
por la muerte celular (cuerpo apoptético) conocido como receptor asociado a
dafio (DAMPs) (Campisi et al., 2014). Los macréfagos codifican varios tipos de
TLRs (sub familia de los receptores PRRSs) activando varias rutas que orquestan
la apropiada y adaptativa respuesta inmune innata segun sea el tipo de estimulo

o sefalizacién (Zhang and Bliska, 2003). Para la activacion de la ruta de la
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apoptosis en lavia TLR es necesario la accion del TLR2. Este a su vez, puede
desencadenaren la sobrevivencia de la célula e inflamacion (Zhang and Bliska,
2003).

Durante la esmoltificacion donde las branquias funcionan como una
barrera inmunoldgica a través de su mucosa rica en macréfagos, deben
responder a los nuevos patdgenos al que esta expuesto el individuo durante la
transformacion parr-esmolt, pero el salmoén del Atlantico al estar expuesto a
estrés severo por salinidad esta susceptible a patégenos debido al dafio celular
branquial que conlleva a un debilitamiento del sistema de inmunidad,
produciéndose cantidades de cortisol, una supresion del sistema inmuney una

reduccion a la resistencia de enfermedades (Gu et al.,, 2018; Li et al.,, 2020;
Magnadottir, 2006).

Esmoltificacién del Salmén del Atlantico y su asociacion con laruta de
apoptosis.

La esmoltificacion, es decir, la transformacién de parr a smolt es una pre-
adaptacion que ocurre en medio hipoténico agua dulce (FW), para
posteriormente migrar al medio hiperténico en agua de mar (McCormick, 2012),
produciéndose cambios morfoldgicos (adquieren una pigmentacion platinada en
la piel y una forma corporal aerodinamica), fisiolégicos (aumento en la tasa
metabdlica y aumento en la tolerancia a agua salada), comportamiento (perdida
de comportamiento territorial), y bioquimicos, con el fin de mantener el equilibrio
ibnico dentro de su cuerpo, principalmente con el aumento de la actividad
branquial (bomba sodio potasio) (McCormick, 2012).

En laindustriasalmoneraexisten varias estrategias para inducirel proceso
de esmoltificacion en menor tiempo posible, siendo el mas comudn la exposicién
a fotoperiodos con dias de mayor luz solar imitando el sol primaveral, aumentar
la temperatura en el estanque y cambiar la dieta por unarica en proteinas. Esta
etapa es de vital importancia, ya que la mayor causa de mortalidad en la

salmonicultura durante el traspaso a mar es una incorrecta evaluaciéon de la
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ventana de esmoltificacion. En esta, se evaluan factores que cambian durante el
proceso permitiendo una exitosa vida en agua de mar. Por ejemplo, se miden los
niveles de la hormona del crecimiento (GH, por sus siglas en inglés), cortisol,
hormonas tiroideas y medicion de la actividad de ATPase en algunos individuos,
tomando muestras branquiales, ya que estos factores afectan o6rganos
osmorreguladores. Una deficiente prediccion del tiempo de esmoltificacion,
ademas de provocar la muerte del individuo en agua de mar, también puede

producir un atrofiado crecimiento en agua de mar y/o una mayor probabilidad de
infeccidn por patégenos.

El estrés que causa las fluctuaciones salinas en el salmoén se ve reflejado
en un dafio molecular de los 6rganos implicados en las osmosis y una de las
respuestas es la muerte celular programada por apoptosis. La importanciade la
accion de los miARN radica en el silenciamiento de genes blanco, por lo tanto,
los genes dentro de la ruta de la apoptosis pueden estar siendo modulados
positiva o negativamente por ciertos miARN, por lo cual los miARNSs podrian ser
indicadores complementarios para, determinar el tiempo de esmoltificacion en
salmén del Atlantico.

En este estudio se evalué la expresion de genes apoptéticos en branquias
(Bcl-2, Bid, Diablo, C-jun, Caspasa 9, IAP/XIAP, P53 y TNFa), y como estos
pueden ser modulados por miARNs sometidos a dos estrategias de transferencia

a mar, cambio gradual de salinidad (GSC)y shock salino (SS), en relacion con el
grupo control de agua dulce (FW).
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HIPOTESIS

Durante el proceso de esmoltificacion en salmén del Atlantico (Salmo salar)

existe altaregulacion en genesdelaruta de la apoptosis asociados a la estrategia

de transferencia desde agua dulce a agua de mar mediante shock salino.

OBJETIVOS

General:

Caracterizar los cambios transcripcionales de la ruta de la apoptosis de salmoén

Atlantico (S. salar) durante la transferencia a mar utilizando dos estrategias.

Especificos:

I

1)

V)

Evaluar mediante anélisis in silico cambios en la expresion en genes
de la via de apoptosis en salmén Atlantico transferido a agua de mar

mediante shock salino (SS) y cambio gradual de salinidad (CGS).

Predecir mediante andlisis in silico, potenciales miARN reguladores de
los genes de la via de apoptosis en salmon del Atlantico y

determinacion de su expresion por RNA-Seq.

Validar los cambios de expresion genesy sus miARNs asociados a la
via de apoptosis en tejido de peces expuestos a shock salino (SS) y

cambio gradual de salinidad (CGS) mediante gPCR.
Evaluar mediante analisis in silico los cambios en la expresion en

genes de la via de TLR salmén Atlantico transferido a agua de mar

mediante shock salino (SS) y cambio gradual de salinidad (CGS).
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MATERIALES Y METODOS
Disefio de experimento

Para esta investigacion se llevo a cabo dos estrategias de esmoltificacion
en salmén Atlantico. En el grupo cambio gradual de salinidad (GSC),
salmones fueron transferidos a agua de mar 32 PSU desde agua dulce 0 PSU
(FW) en 28 dias con intervalos de 10 PSU por semana. Las muestras de tejido
branquial fueron colectadas luego de una semana de aclimatacién de los peces
a 32 PSU. En el grupo de choque salino (SS) los salmones fueron sometidos a
un abrupto cambio salinidad desde FW a SW, tomando muestras de branquias
en los peces luego de una semana a aclimataciéon a 32 PSU. El grupo de
salmones en constante FW se utiliz6 como grupo control, para comparar los

resultados obtenidos en GSC y SS (Valenzuela-Munoz et al., 2021).

Muestra:
’ Cambio Gradual de Salinidad (GSC) 7 dlas post

Muestra
l — — —P
Salmon del Atlantico

10 PSU 20 PSU 32 PSU
semana 1 semana 2 semana 3

. Muestra:
Shock Salino (SS) | 7 dias post

’ Grupo Control (FW) ‘ Muestras branquiales
l en cada grupo y
— secuenciacion de

mRNA y miRNAs

CAMBIO DE SALINIDAD

32 PSU
semana 1

Figura 2. Disefio de experimento. En los grupos GSC y SS se tomaron
muestras branquiales al principio y a los siete dias de finalizado el experimento,
también se tomaron muestras branquiales de FW, para posterior secuenciacion
lllumina de ARNmy miARN.
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Expresion diferencial CLC para apoptosis y prediccion de miARNS.

Desde la base de datos National Center for Biotechnology Information
(NCBI), se obtuvieron 74 secuencias ARNm de genes asociados a la ruta de
apoptosis (intrinsecay extrinseca) de salmoén Atlantico, de acuerdo con la base
de datos Kegg Pathway. Estas secuenciasfueron utilizadas como referenciapara
un andlisisin silico de expresion (RNA-Seq), utilizando datos de secuenciacion
llluminade ARNmM branquial en salmén del atlantico previamente obtenidos en
los grupos FW, GSC y SS (Valenzuela-Munoz etal., 2021). Mediante el software
CLC GenomicWorkbench 20 (QIAGEN, Aarhus, Denmark), se construy6 un Heat
Map comparativo entre la expresion de genes asociados a apoptosis y l0os grupos
de interés. Para los grupos se realiz6 una comparacion estadistica entre FW y
ambas estrategias de transferencia a mar, mediante la herramienta de expresion

diferencial para RNA-Seq, y se construyeron diagramas de Venn con los
siguientes parametros: P-value= 0.05 & Fold change=1.

Para la prediccion de genes blanco de miARNS, se realiz6 una blusqueda
bibliografica de los genes involucrados en el intercambio de iones relacionados
con la esmoltificacién, aquellos genes que son determinantes en la ruta
apoptética, y ademas, se consideraron los genes que presentaron mayor
diferenciacion de expresion entre las estrategias de transferencia a mar en
comparacion con el grupo control de agua dulce, seleccionando 8 genes: Bcl-2,
C-Jun, Diablo, Caspasa 9, Bid, IAP/XIAP, P53 y TNFa. En ellos se aplicé la
prediccion Open Reading Frame Finder para encontrar la porciéon que puede
traducirse en una proteina e identificarla regiéon 3’'UTR. Con la zona 3’'UTR se
hizounaprediccién de blancode los miARNsbranquiales previamente obtenidos
(Valenzuela-Munoz et al., 2021), para ello se utilizo el programa RNA22V2. Se
seleccionaron aquellos mMiARNS que necesitaron menor energia de unién zona

3’UTR del gen blanco con probabilidad de union AG < -12, para ser evaluados
posteriormente por RT-gPCR.
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Expresion diferencial CLC via TLR

Con las secuencias de genes de la via TLR, se hizo un analisis de
expresion diferencial mediante RNA-Seq con las secuencias de ARNm branquial
de las estrategias de transferencia a mar. A partir de esto se procedié a construir
un heatmap y diagrama de Veen siguiendo el flujo de trabajo previamente

descrito para los genes de la ruta de apoptosis.

Extraccion de ARN

Se extrajo tejido branquial de ejemplares esmolts de salmén Atlantico a
diferentes regimenes de salinidad; FW, GSCy SS. La extraccion de ARN total se
realizd para tres pools de muestra, cada uno compuesto por tres individuos
esmolt de salmoén del Atlantico. Se corté con bisturi el tejido branquial en una
placa Petri y se agregd aproximadamente 50 a 100 mg de tejido a tubos
preparados con esfera ceramica y 1mL de Trizol. Las muestras fueron
homogenizadas en TissueLyser con una frecuencia de 24/s por 10 min.
Posteriormente se descarta la esferay se centrifugaa 12.000g por 5 min a 4°C.
Se agreg6 200 ul de cloroformo, mezclando manualmente y se incubd en hielo
por 3 min. Luego se centrifugaron a 12.000g por 15 min a 4°C, para recuperar la
fase acuosa la cual contiene los acidos nucleicos traspasandolo a tubos
eppendorfde 1.5 mL. Luego se agreg6 500 ul de isopropanol para que precipiten
todos los acidos nucleicosy se incubo por 20 min a -20°C, para posteriormente
centrifugara 12.000g por 10 min a 4°C observandose un pellet el cual contiene
los acidos nucleicosy se eliminé el sobrenadante. El pellet fue lavado con 1 mL
de etanol al 75%, centrifugando a 7.500g por 5 min a 4°C, repitiendo este paso
dos veces. Se descarté el sobrenadante eliminando el excedente con spin y
micropipeta sin mover o alterar el pelletque corresponde al ARN extraido, luego
se resuspendio el pellet con 40 ul de agua para biologia molecular (libre de
nucleasas). Para cuantificar la pureza y concentracién del ARN branquial

extraido, se utiliz6 un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (ThermoFisher
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Scientific, Waltham, MA, USA), y su integridad fue determinada mediante

electroforesis en gel MOPS de agarosa al 1.2%.

Sintesis de ADNc

Las muestras que cumplieron con los criterios integridad y pureza, fueron
utilizadas para formar pools de ARN de los tres individuos por grupo a una
concentracion de 200 ng/ul de ARN cada uno. Luego se realiz6 sintesis de ADNc
mediante el kit RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis
(ThermoScientific®). Para unareaccion al 4x (10ul), se agregé 9 ul del Master
mix y 1 yl de ARN de muestra en tubos eppendorf de 2 yl. Finalizada la sintesis
en el termociclador (retrotranscriptasa reversa), el cDNA fue diluido con agua
biomolecular llevandolo a una concentracion 0.5 ul. Para verificar la correcta
sintesis de ADNCc se realizé PCR tiempo final para cada muestra con un set de
partidores de control enddgeno factor de elongacién ELF1a-F2/R2 de salmoén del
Atlantico previamente estandarizadosa Tm 58 °C y su integridad fue determinada

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

Disefio y estandarizacién partidores

Se disefaron dos pares de partidores para los genes de la ruta de la
apoptosis; Bcl-2, C-Jun, Diablo, Caspasa 9, Bid, IAP/XIAP, p53 y TNFa.
Utilizando el software Geneious Prime ® 2022.1.1, estableciendo como

parametro un tamafio de producto de entre 100-150 pb.

Tabla 1. Disefio de partidores para posterior RT-gPCR. Listado de partidores
(F/R) por duplicado de los genes seleccionados, para posterior analisis de
amplificacién RT-gPCR.

Oligo Name 5" - Oligo Seq - 3
Ss_P53_F1 AGTTGAGCTTCCCCATGAGC
Ss_P53_R2 GAGCGAGACATCCAGGTCAG
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Ss_P53_F2 TCAGTACCTGGAGGATGGCA
Ss_P53_R2 TCGGTTCATACCACCCATGC

Ss_BCL-2_F1 ACTTTGCAGAGATGTCGGGG
Ss_BCL-2_R1 ACGCACATTGTCCCTCCAAA

Ss_BCL-2_F2 GGAGAATGGTGACTGGGACG
Ss_BCL-2_R2 ACAACGCTCCAATGGTGACT

Ss BID_F1 CCGATAACCCTGCCGATGAA
Ss_BID_R1 CCACCGCCCAATGGAATACT
Ss BID_F2 GTGGAGTGGGTGAAGAAGCA
Ss_BID_R2 GCTGCGCTGAACAGATTACG
Ss_TNFa_F1 ACAACTGGCGACATGGAGAG
Ss_TNFa_R1 GCCGCACATAAAGCTGCTAC
Ss_TNFa_F2 CCGTGCAGTGGAGAAAGGAT
Ss_TNFa_R2 ACGAAGAAGAGCCCAGTGTG
Ss_CASP_9 F1 | GCCAGACAGTTGGTTCGAGA
Ss CASP_ 9 R1 | GGAGATCTGGTAGGCTGTGC
Ss_CASP_9 F2 |AGTCACAATCGCTTCCCTGG

Ss_CASP_9 R2 | CCCCACAGGCCTGGATAAAG
Ss_IAP/XIAP_F1 | GGTACACCAGACCATGTGGG
Ss_IAP/XIAP_R1 |CCCAGGATAGTGTTTGGCGT
Ss_IAP/XIAP_F2 |GGAAACTCTGCTGCAGGACT
Ss_IAP/XIAP_R2 |ACTGTTTCTCCCTCTGCAGC

Ss_APAF-1 F1 | GAGACAGAAGCCTAGCCGAC
Ss_APAF-1 Rl | TACAGGGCGAGGATCTCCAA
Ss_APAF-1 F2 | TTCTCCCCAGATGACCGTCT

Ss_ APAF-1 R2 | TTGACCTGCTCCTCGTGTIC

Ss_BAX_F1 GAAAACCGGCGAAGATGAGC
Ss_BAX_R1 ACGCCTCTCTGGGTTTTCTG

Ss_BAX_F2 CCCAACGAACAAGAGGACCA
Ss_BAX_R2 AGAACACATCCTGGGCACAG
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Ss_DIABLO_F1 ACCCTCATAGCCCTCCAGAG

Ss_DIABLO_R1 AACCTCAACACGCTGACCAA

Ss_DIABLO_F2 ACCTGTGTGAAATGGCAGCT

Ss_DIABLO_R2 ACCTCCTCCACCTGAACCTT

Ss_C-JUN_F1 CCAGCATGAGAAACCGGACT
Ss_C-JUN_R1 GAGAGGTGAGGATGTCGCTG
Ss_C-JUN_F2 GTAACCGATGAGCAGGAGGG
Ss_C-JUN_R2 GGGGGTATTGTCGGGTTGTT

Se hicieron alicuotas de los partidores llevandolos a una concentracion de
10 ng/ul, para estandarizar la temperatura de alineamiento de cada partidor
mediante la técnica de PCR convencional (tiempo final) evaluando su
amplificacion a Tm: 54, 56, 58, 60 y 62°C, para definir latemperatura a la cual los
partidores tienen una mejor amplificacion y descartar aquellos que se dimerizan
o no amplifican. Estos partidores fueron analizados por duplicado con el ADNc
obtenido desde pool de muestras branquiales de salmén del Atlantico en FW,
utilizando como control negativo agua para biologia molecular (B.M. H20). Los
Tm Optimos para los partidores fueron determinados mediante la visualizacién en
gel TBE de agarosa al 1,5% del producto de PCR obtenido en las distintas
temperaturas.

La concentracion de los partidores fue estandarizada mediante RT-qPCR
con el kit PowerUp™ SYBR® Green master mix (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), en un volumen final de reaccion del 10uL. Las condiciones
de amplificacion utilizadas fueron: 50°C por 2 min, 1 ciclo de 95°C por 5 min, 40
ciclos 95°C por 15 seg., 40 ciclos a Tm de alineamiento (de acuerdo con cada
gen), 40 ciclos a 72°C por 1 min y curva de melting con valores por defecto. Se
realizd un rango dindmico con tres diluciones seriadas de de salmén Atlantico
en FW y se llevé a concentraciones de 40 ng/ul (1:5), 20 ng/ul (1:10) y 10 ng/dl
(1:20) respectivamente.
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Expresion relativa (AACt)

Los datos obtenidos de los genes evaluados por RT-gPCR por rango
dindmico, se interpreté que todos los genes amplificaron a concentraciéon de
ADNCc de 40 ng/ul, a partir de aquello se realizd expresion relativa para cada gen
por cada grupo (FW, GSC y SS, ADNc 1:5). Con los datos de los numeros de
ciclos en que amplificé cada gen, se cuantifico la expresion diferencial de cada
gen por grupo mediante el calculo AACt, utilizando el control enddgeno
(Om_ELF_F1 R2), para la normalizacion de los datos de expresion.
Posteriormente, los resultados fueron graficados con el software GraphPad Prism
version 5 (GraphPad Software, San Diego, California, USA) aplicando la
herramienta de Kruskal-Wallis con comparacién multiple y se realiz6é un analisis
de componentes principales (PCA) con el programa RStudio.

RT g-PCR miARN

Con los datos obtenidos de la prediccion de miARNs se seleccionaron
aguellosmiARNs quetienen probabilidad deunién (-AG > 12) alos genesblanco.

Mediante el kit miScript Il RT (Qiagen) se hizo sintesis de ADNc con un
volumen final de concentracién de 10 pyL de las muestras de ARN anteriormente
utilizadospara ARNm, enlos grupos FW, GSCy SS, verificados nuevamente con
medicion en el espectrofotometro (ND-1000, Nanodrop Tecnologies). La
cuantificacion de miARN fue realizada mediante el kitmiScript SYBR Green PCR
(Qiagen) con partidores de salmoén del Atlantico por duplicado en un volumenfinal
de reaccion de 10 pL. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo
StepOnePlus™ (Applied Biosystems®, Life Technologies™, Carlsbad, CA, EE.
UU.). Las condiciones de amplificacion utilizadas fueron 40 ciclos a; 95°C por 15
min, 94°C por 15 seg, 55°C por 30 seg, 60°C por 45 seg. Se cuantifico la

expresion diferencial de cada miARN con el control endogeno (ssa_mir_455e5p)

24



para la normalizacion de los datos y luego fueron graficados con método
anteriormente utilizado para los graficos de ARNms.

Analisis estadistico
Se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para evaluar la
significancia del nivel de expresién en los ARNms asociados a apoptosis y

microARNs. Comparacién multiple para probar la significancia entre todos los

grupos mediante el post test Dunns. Probabilidad de significancia P-value <0.05.
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RESULTADOS
Anélisis transcriptomico de la ruta de apoptosis en peces esmolts

Analisis de RNA-seq

Los 74 ARNm apoptéticos obtenidos de la base de datos NCBI fueron
utilizados para comparar el nivel de expresion de los ARNm branquiales a través
de ambas estrategias de transferencia a mar en salmon Atlantico, mediante la
construccion de un heatmap (Fig. 3). Para ambas estrategias, se compararon los
patrones de expresion de ARNms con respecto FW, donde se observa un
contraste entre los clusteres. Los genes pertenecientes al cluster 1 y 3, estan
sobre expresados en la condicion SS, los genes del cluster 2 estan sobre
expresados en GSC, genes del cluster 4 estan medianamente expresados entre
cambio GSC y FW, y los genes del cluster 5 estan sobre expresados en FW
(Tabla 2). Estas diferencias significantes de TPM entre los grupos de interés nos

indica un buen comienzo para llevar a cabo los demas objetivos de la
investigacion.
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Figura 3. Heatmap ARNmMs apoptoéticos en branquias de salmén Atlantico a
distintas condiciones de salinidad. Perfil de expresion de los 74 genes de la
ruta de la apoptosis en relacion SS, GSC y FW. Color azul indica bajo o nula
expresion génicay color rojo representa una sobre expresion génica frente a las
estrategias de transferencia a mar. Fold change=1 & P-value=0.05.
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Tabla 2. Claster de genes de la ruta de la apoptosis identificados en el

heatmap (fig. 3). Los ARNms apoptéticos branquiales se agrupan segln es su

nivel de expresion en GSC y SS en comparacion a FW.

Claster 1 Claster 2 Claster 3 Claster 4 Claster 5
(SS) (GSC) (SS) (GSCy FW) | (FW)

AlF Caspasa 10 | Actin NIK Bcl-2
EiF2 PIDD FADD CAD-2 TRAF2
TRADD-1 FAP1 P53 Mcl-1 ASK1
ENDO-G Caspasa 8 | ikB Bad Bcl-xL
NF-kB IAP/XIAP HTRA2 Caspasa 6 Caspasa 7
Fas-1 Fas Tubulin AP1-1 CAD-1
Apaf-1 ICAD TRAIL Caspasa 3 AP1-2
AlF Bax FLIP IKK Caspasa 2
EiF2 Perforin Gadd45 Bim TRAIL-R2
TRADD-1 Bid AlIP Cathepsin
ENDO-G ATF4 Arts ATM
NF-kB Calpain-2 TNF-R1 Calpain 1
C-jun IP3R GZMB CHOP
TRADD-2 Lamin Caspasa 9 Apo 1
DAXX Frodin JNK

TNF

CytC

DIABLO

Ire-1

Expresion diferencial

Se identificaron genes de la ruta de apoptosis diferencialmente regulados
en ambos grupos de peces expuestos a las dos estrategias de transferencia a
mar al ser comparados con FW. Los resultados son representados mediante la
realizacion de diagrama de Venn. En el diagrama se observa la cantidad de
genes que se expresan con un valor de fold change sobre 1 y estan regulados
exclusivamente seguin sea la estrategia de transferenciaa mar (Fig. 4). Circulo
amarillo contiene 7 ARNms expresados solo en GSC en comparacion al grupo
FW (TRAIL2, ATM, Frodin, Bax, Caspasa 7, Caspasa 10 y Calpain-2). Circulo
celeste contiene 27 ARNms expresados exclusivamente en SS frente al grupo
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FW (DAXX, TNF-R1, TRAF2, NF-kB, IkB, IKK, P53, PARP, Actin, tubulin, ENDO-
G, CASP9, GZMB, Irel, eiF2, Bcl-2, Bcl-XL, Bim, JNK, AIP, TRADD-2, AP1-2,
Apaf-1, Arts, CAD-2, DIABLO). Entre las circunferencias contienelos ARNms que
ambos grupos comparten, 8 ARNms se sobre expresan tanto en SS como en
GSC frente a FW.

GSC 32 PSU vs. control-1 (15)  SS 32 PSU vs. control (35)

Figura 4. Diagrama de Venn de los ARNms apoptoticos en branquias de
salmon Atlantico. Expresion diferencial con valores de fold change =1 & P-value
= 0.05.

Estandarizacion partidores y validacion por RT-qPCR

Los partidores disefiados para ARNms de laruta de la apoptosis en salmén
Atlantico: caspasa 9, TNFa, p53, Bid, C-jun, Bcl-2, IAP/XIAP, Diablo, Fadd, Bax
y Apaf-1 fueron analizados mediante PCR convencional para determinar suTm
°C (54, 56, 58, 60 o 62°C) para una amplificion Optima con las muestras a
investigar (ADNc FW, GSC y SS), lo que se verificd mediante geles de agarosa
(Fig. 5). Ambos pares de partidores para los ARNm de Fadd, Bax y Apaf-1 no
amplificaron a ningan Tm. Con los resultados obtenidos de amplificacién de los

partidores (Tabla 3), sabemos que los genes apoptoéticos se estan expresando
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en FW, GSCy SS acierto Tm cada unoy para saber cuanto se procedi6 a hacer
andlisis de RT-qPCR.

La determinacién de expresion relativa de los genes ante las estrategias
salinas,fue medianteun analisisde RT-gPCR, considerando lacantidad de ciclos
(Sardella et al.) que se necesita para amplificar cada gen, una baja expresion del
gen significa Ct mas altos. También se verificd la contaminacion o dimeros de

partidor mediante la curva de melt y la eficienciadel RT-qPCR que debe oscilar
entre 80y 100.

Unavez obtenidos los Ct de cada gen, estos comparados con los valores Ct del
control endégeno mediante el calculo del RT-gPCR AA Ct. Se obtuvo (1) Bid
(F1/R1) a unaconcentracién de 0.5 pM con sus respectivos controles negativos
por cada Tm. (2) En las casillas de arriba corresponde al partidor de Caspasa 9
(F1/R1) y en las casillas de abajo se analizo6 el partidor de C-jun (F1/R1), ambas
a unaconcentracion de 0.5 pM. (3) La casillade arriba se observa el partidor de
Diablo (F1/R1) a unaconcentracion de 0.4 uM y abajo se encuentra P53 (F1/R1)
a una concentraciéon de 0.5 pM.

(1) (2)
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa de para evaluacion de la
estandarizaciéon de los partidores disefiados. El Tm de alineamiento a la que
amplifican los partidores se identifico visualizando una franja densa a la altura de
1Kb en comparacion al Ladder para ARNm y de tamafio similares con su réplica.
Los Tm no Optimos se visualizaron como una franja borrosal/tenue y distinto
grosor con su réplica, indicando dimerizacion e inespecificidad, ademéas de la

presencia de la amplificacion del control negativo.

Tabla 3. Estandarizacién de partidores. Indicala temperatura y concentracion

a la que cada partidor amplifica de mejor manera mediante PCR convencional y
visualizados por gel de agarosa.

Partidor (F1/R1) Tm (°C) Concentracion (uM)

Caspasa 9 56 0.5
TNFa 56 0.5

P53 56 0.5

Bid 56 0.5

C-jun 58 0.5
Bcl-2 58 0.5
IAP/XIAP 60 0.5
Diablo 60 0.4

Evaluacion expresion relativa de genes apoptéticos en las branquias del
salmén Atlantico.

Se graficaron los valores obtenidos de AA Ct de cada gen en relacion a
FW, GSC y SS, y se construyeron aplicando la herramienta de Kruskal- Wallis
con comparaciéon multiple. De los ocho ARNms apoptéticos evaluados: Bid,
Caspasa 9 y Bcl-2 no presentan diferencias significativas (P-value > 0.05) en la
expresion relativa entre las estrategias de transferenciaa mar (Fig. 6). Los otros
genes:p53, C-jun,lAP/XIAP, TNFay Diablo presentaron diferencias significativas
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(P-value < 0.05) de los grupos de interés en comparacion al grupo control FW
(Fig. 7), evidenciando que la mayoria presenta una sobre expresion de genes
apoptoéticos en la estrategia GSC, al contrario del gen p53 que se expresa
altamente en FW. Los genes C-jun, Diablo e IAP/XIAP presentan diferencias
significativasrelativaen el grupo GSC. Diabloy IAP/XIAP se expresan en los tres
grupos en un nivel parecido, siendo que IAP/XIAP tiene por funcion inhibir la ruta
de la apoptosis interfiriendo especialmente en el gen Caspasa 9 y Diablo es un
gen pro-apoptotico que activa la Caspasa 9 y regula negativamente al inhibidor
de apoptosis IAP/XIAP, con lo anterior se esperaria que ambos genes Diablo y
IAP/XIAP se expresen diferencialmente por la accion de una sobre la otra. Se
observa que el gen P53 y TNFa tienen diferencias significativas de expresiéon en
el grupo SS, en p53 su diferencia es significativa con respecto al grupo control
FW 'y en TNFa con respecto al grupo GSC.
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Figura 7. Graficos expresion relativa ARNms significativos. Expresion
relativa de genes apoptoticos con diferencia significativa (P-value < 0.05)
respecto al FW. P-value: C-Jun= 0,003, Diablo=0,014, IAP/XIAP= 0,014, P53=
0,034, TNFa=0,050. Expresion relativa. * indica P-value < 0.05 en comparacion
con FW.

Con los resultados obtenidos anteriormente se construyo un perfil de
expresion de los 8 genes apoptéticos analizados (Fig. 8). Se observan que la
mayoria de los ARNms apoptéticos con patrén marcado de expresion génica
entre los gruposde interés, estan sobre expresados en el grupo GSC y levemente
expresados en FW y SS, y otros genes estan sobre expresados en FW y GSC,
pero en SS se observan con unabaja expresion génica.Los genes con marcadas

diferencias son justamente los que presentan diferencias significativas entre los
grupos: Bid, IAP/XIAP, Diablo, C-jun y TNFa.

Todos los genestienen en comuln presentar sobre expresion génicaen el
grupo GSC. Los genes TNFa y p53 tienen una baja expresiéon en SS en
comparacion a FW. El gen Bcl-2 en particular se diferencia de los demas genes
apoptoticos por expresarse altamente en los tres grupos de interés siendo un
inhibidor de la apoptosis regulando la salida y entrada de iones. Al contrario, los
genes: C-jun, Diablo, IAP/XIAP y Bid que se sobre expresan en GSC como los
demas genes apoptéticos analizados, pero la diferenciaradica que ellos tienen
unamarcada diferenciade expresion, es decir, mientras se activan en el grupo
GSC, en FW y SS estan desactivados de manera que son candidatos para
indicador de estrés salino.
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Figura 8. Heatmap ARNms producto RT-gPCR. Perfil de expresion de ARNms
dentro de la ruta de la apoptosis en referencia a las estrategias de transferencia
a mar. Tonos azulados marcados indican una alta expresion del gen apoptético
y tonos rojizos fuertes representan baja expresion génica en comparacion al
control endégenoenlosgrupos FW, GSCy SS. Construidocon valoresRT-gPCR
AA Ct.

En la figura 9 se muestra el perfil de expresion de los ARNms analizados
por RT-gPCR para cada grupo experimental dentro de la ruta de la apoptosis,
segln como los genes se activan o inhiben a diferentes regimenes de salinidad.

Sevisualizaun dominiode la rutaintrinseca durante GSC para generar el cuerno
apoptético por medio de la activacion de caspasas 3y 7.
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Figura 9. Ruta de la apoptosis en salmon del Atlantico. Tonos azulados
indican una alta expresion del gen en comparacion a FW y colores rojizos nos

sefiala una baja o nula expresién del gen en comparacién a FW.

Prediccion genes blancos para microARNs y analisis de expresion

Se realiz6 una busqueda in silico de los genes blanco de miARNs
branquiales, previamente secuenciados (Valenzuela-Munoz et al., 2021). Para
ello se utilizé la zona 3'UTR de los 18 ARNms apoptéticos seleccionados
bibliograficamente. Mediante RNA-seq se construyd un heatmap donde se
compararon los patrones de expresion de los miARNs que presentan
putativamente un rol regulatorio sobre genes branquiales de la ruta de la
apoptosis en salmon del atlantico (Fig. 10). Ademas, se realizé diagrama de Venn
de las secuencias de mMiARNs expresados diferencialmente entre ambas
estrategias con respecto al grupo FW (Fig. 11). Posteriormente, se realiz6 una
prediccion de los ARNmMs apoptoticos branquiales blancos de miARNs
branquiales, paraluego filtrarlos microARNs que estarian modulandolos ARNms
con diferencias de expresion relativa significativasen la ruta de la apoptosis entre
los grupos FW, GSC y SS. Los candidatos para posterior analisis por RT-gPCR
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fueron aquellos mMIARNs que mostraron mayor probabilidad de union ala zona
3'UTR del gen blanco y aquellos que tenian partidores disponibles en el

laboratorio (Tabla 4), los genes blancos fueron: IAP/XIAP, C-jun, P53, Diabloy
TNFa.

Se observa contraste en el nivel expresién de los miARNs entre los
clusteres, en el cluster 1 tiene una sobre expresiéon de miARNs en SS, el cluster
2 los miARNSs se sobre expresan en GSC y el cluster 3 hay una sobre expresion
en FW. Esto nos indica que los miARNSs branquiales si pueden estar ejerciendo
un silenciamiento en los genes de la ruta de la apoptosis dependiendo a la

salinidad en que se exponga el salmon del Atlantico (Fig. 10).

Se construyo6 un diagrama de Venn con los miARNs asociados que se
expresan exclusivamente segun sea el régimen de salinidad en comparacion al
grupo control de agua dulce (FW). El circulo amarillo indicaque en el grupo de
shock salino (SS) hay 32 miARNSs que se expresan sobre 1 de fold change en
comparacion a FW. El circulo celeste representa el régimen de cambio gradual
de salinidad (GSC) donde hay 15 miARNs expresados exclusivamente en este
grupo en comparacion a FW. La interseccion entre los circulos indicalos miARNs
que se expresan en ambas estrategias. Durante GSC los miARNs branquiales
estan reducidos en cantidad comprado con SS, esto sugiere que los miARNs
durante SS pueden estar inhibiendo la apoptosis durante la esmoltificacion del

salmén del Atlantico.
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Figura 10. Heatmap miARNs branquiales de salmén Atlantico. Perfil de
expresion de los miARNs branquialesy la secuenciade la zona 3’ UTR de los
ARNmMs apoptéticos con relacién a SS, GSC y el grupo FW. En azul se indican
unabaja expresion de los miARNs y en rojo se indican una sobre expresion de
los miARN en relacién con las estrategias de transferencia a mar.
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SSvs. FW (65) GSCvs. FW (48)

15

Figura 11. Diagrama de Venn miARNs asociados a genes apoptoéticos en

branquias de salmén del Atlantico. Expresion diferencial con valores fold

change=1 & P-value= 0,05

Tabla 4. miARNs seleccionados. Tabla de microARNs branquiales que

modulan a su gen blanco con probabilidad de union AG>-12.00 que se utilizaran

para analisis RT-gPCR y compararlo con los resultados de RT-qPCR de los

mMARNS blanco.

ARNmM mMiARN -AG
P53 18a-5p 12.50
IAP/XIAP 301-3p 14.80
C-Jun 129-3-3p 16.70
TNFa 26a-5p 12.30
33b-3p 14.40
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Evaluacion expresion relativa de microARNSs en las branquias del salmén
Atlantico

RT-gPCR miARNS

Con el software Graphad Prism 5 se realiz6 el mismo procedimiento
utilizado para graficar los ARNms apoptéticos por medio de los valores AA Ct
(Fig. 6 & 7), con los miARNSs seleccionados: 129-3-3p, 18a-5p, 26a-5Ref, 33b-3p
y 301b-3p, los que no mostraron diferencias significativas (P-value > 0.05) en la
expresion relativa de los grupos FW, GSC y SS. Ningun miARN presentd
diferenciassignificativas, se observa que hayunanotable diferencia de expresion
de los miARNSs frente a los tres grupos de interés a excepcién del miARN 129-3-
3p. Estas diferencias de expresion relativa de miARNs aunque no significativas
entre los grupos de interés podrian indicar una relacién en la modulacion del gen

blanco correspondiente, imitando su patréon de expresion relativa a diferente
estrés salino para modular asi la expresion del gen blanco.
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Figura 12. Gréaficos expresion relativa miARNs. Expresion relativa de miARNs
respecto al FW. Ninguno presentd diferencias significativas en su expresion
relativa (P-value > 0.05. Expresion relativa P-value < 0.05 en comparacion con
FW. Valores P-value 18a-5p=0.101, 129-3-3p=1.000, 26a-5Ref=1.000, 33b-
3p=0.101, 301b-3p=0.156.

Analisis de componentes principales (PCA) ARNms y miARNs branquiales
en la ruta de la apoptosis

Mediante el programa Rstudio se construy6 un analisis de componentes
principales (por sus siglas en inglés, PCA) de los miARNsy ARNms blanco de la
ruta de la apoptosis con valores RT-gPCR AA Ct (Fig. 13). Se observa enla figura
que los grupos FW, GSC y SS estan distante en el plano, esto quiere decir, que
hay evidentes diferencias en la expresiéon de los genes de la ruta de la apoptosis
y de los microARNs branquiales entre los regimenes de salinidad para el salmén
del Atlantico. Destaca el gen p53 que se sobre expresa en FW, debido a que
manifiesta dentro de la elipse azul al igual que el miARN ssa_miR.18a.5p que
tiene probabilidad de unién a la zona 3'UTR de p53, este comportamiento del
MIARN imita un patron de expresion relativa parecido al de p53 para
putativamente inhibir su expresion en FW. También destaca el inhibidor de
apoptosis IAP/XIAP que se encuentra altamente expresado en GSC, pero su
miARN ssa_miR.301b-3p presenta unaexpresioninversaa IAP/XIAP, esta cerca
del grupo SS. Se infiere que no hay accion directa del miARN ssa_miR.301b-3p
en la modulacién del gen IAP/XIAP durante GSC, pero si en el grupo FW y SS
donde habria mayor dafio celular por apoptosis en las branquias de salmon
Atlantico. Esta evidencia nos plantea que el miARN ssa_miR.301b-3p puede ser
marcador de estrés salino por su accion inversa de su expresion relativa en el
gen inhibidor de apoptosis IAP/XIAP. El mismo caso sucede con el gen C-juny
si mMIARN 129-3-3p en GSC, sus diferencias de expresion son marcadas, pero en
menor nivel que IAP/XIAP. El caso del gen TNFa se manifiestacercanoala elipse
del grupo GSC, pero también de a la de FW, es decir, su expresion relativa no

esta bien definida dentro del plano y su miARN 26a-5Ref muestra una alta
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expresion en GSC, nosindicaque puede estar regulandola expresion relativa de
TNFa en GSC, en el cluster2 los genes se expresan en FW y en el cluster 3 los

genes se expresan en SS.
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Figura 13. PCA ARNms y miARNs branquiales en la ruta de la apoptosis.
Los grupos se representan en distintos ejes como una elipse que abarcan tanto

los miARN con probabilidad de union ylos ARNms apoptéticos blancos, el grupo
FW se representa como la elipse azul, GSC elipse verde y SS elipse roja.

Analisis transcriptomico de la via inmunidad TLR en peces esmolts

RNA-seq via TLR

Se realiz6 el mismo procedimiento de andlisis in silico para el RNA-seq de
la via de la apoptosis. Las secuenciasde ARNms pertenecientes a la via TLR
fueron comparados con las secuencias de ARNms branquiales en las

condiciones de salinidad FW, GSC y SS en salmén Atlantico. Las diferencias de
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expresion de ARNms via TLR y los grupos de interés son visualizados mediante
la construccion de Heat Map (Fig. 14). Para ambas estrategias de SSy GSC, se
compararon los patrones de expresion de ARNms TLR con respecto el grupo
control FW, donde se observa un contraste de expresion por TPM entre los
clusteres. ElI dominio de los genes TLR pertenecientes al cluster 1 se sobre
expresan en el grupo SS, los genes del clUster 2 se expresan en mayormente en
GSC, el cluster 3 los genes se expresan durante FW, en el claster 4 los genes se
sobre expresan en GSC, pero no con una diferencia marcada con los demas
grupos y, finalmente, los genes pertenecientes al cluster 5 se sobre expresan

notablemente en FW.

Los genes que conducen a la apoptosis por medio de laruta de inmunidad
TLR se agrupan mayormente en el cluster 1 (FADD, TOLLIP, caspasa 8, TLR2 y
TLR6) y en el cluster 2 (MyD88 y TIRAP). Esto indica que durante la estrategia
SS hay mayor actividad para generarunarespuestainmunitariay adaptativa por
medio de la activacion de genes que desencadenan en apoptosis (Tab. 5).
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Figura 14. Heatmap ARNms via TLR en branquias. Perfil de expresion de
ARNmMms de la via TLR durante los regimenes de salinidad en FW, GSC y SS en
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genes de la via TLR en comparacion al grupo control FW. Fold change =1 & P-
value=0.05.
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Tabla 5. Cluster de genes de lavia TLR identificados en el heatmap (fig. 14).

Los ARNms de inmunidad TLR se agrupan segun es su nivel de expresion en

GSC vy SS en comparacion a FW.

Cluster 1 Cluster 2 Claster 3 Cluster 4 Cluster 5

NF-Kappa-B TBK1 C-FOSs MAPK7 MAPK10

Ctk CCLS8 TRAF3 P38 MAP2K1

TNFa-1 MAPK-1 MKK6B NF-B-P105 Interlukin-1
kinase-1

IL12B CXL10 MAPK-7 Mkk6c MAPK7

IRAK4 MYD88 Interferton-5 MAPK11 Mp2k2

TRL3 IRF7 TNFa-6 TGF-B MAP3K7 C-C chemokine 8

TLR13 SCYB7 TNFa-5 MAPK10

IKBA MKO03 INF-a TLR9

MAPK2 TLR13X1 Interlukin-12

FADD TIRAP RIS-1

TOLLIP Interferén TGF

Cathepsin K TRL22 RIPK-1

TNFa-2 MK12 P4

Mip2a RAC Homologo P64

Phosphatidylonisotol [ CCL4 C-X-C-11

3

INF-KAPPA-B TNFa-3

JUN TLR7

Permeability factor2 | TLR8

AP-1 Interlukin-6

IRF5 I20Ra

NF-KAPPA-B p105 mapk-8

M4K8 Tnr5

TNFa MAP3K7

Ras-related C3

C-X-C-9

TLR5

AKT2

MK13

STAT1

Inteferon-a-3

TLR13

TIR

Interlukin-1

IL8

P65

TLR8

LBP

MAPK8

IKBKB

MAPK1

STAT1

IFNA-1

TLR2

Internferon-a3

Capasasa 8

TLR6
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Expresion diferencial ARNms via TLR

Seidentificaron genesdelaviainmunidad TLR diferencialmente regulados
en ambos grupos de peces expuestos a las dos estrategias de transferencia a
mar al ser comparados con FW. Los resultados son representados mediante la
realizacion de diagrama de Venn. En el diagrama se observa la cantidad de
genes que se expresan con un valor de fold change sobre 1y estan regulados
exclusivamente segun sea la estrategia de transferencia a mar (Fig. 15). Mas
detalle. EI grupo SS contiene 24 ARNms expresados exclusivamente en SS
frente al grupo FW (Bpi, Toll- 5, TIr9, catk, phosphatidylinositol 4,
phosphatidylinositol 3, FADD, TNF 6, MAP3K7, NF-k-B, INFKa, IKBA, MPAK2,
mkk6b, mkk6c, MAPK7, MAPK11, mk13, JUN, TNFa, IL12B, RIC-
serine/threonine 1, TNF-5 y LOC106581370). Entre las circunferencias contiene

los ARNms que ambos grupos comparten, 11 ARNms se sobre expresan tanto
en SS como en GSC frente a FW.

GSCvs. FW (16) SSvs. FW (35)
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Figura 15. Diagraman de Vennvia TLR en branquias. Circuloamarillo contiene

5 ARNms expresados solo en GSC (TIRAP,
TLR13) en comparacion al grupo FW. Fold change=1 & P-value= 0.05.

Interlukin-6, CCL8 y Interferon,

En la via de inmunidad innata TLR en salmén del Atlantico, la respuesta

gue se genera por la transferenciade agua dulce a agua salada, puede activar

genes que desencadenan en apoptosis. Se analizaron los genes que estan

relacionadosalaruta de la apoptosis dentro de lavia de inmunidad; TLR2, TLR6,
TOLLIP, MyD88, FADD, TIRAP y Caspasa 8.
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Figura 16. Via TLR de inmunidad del salmén del Atlantico. Representacion

de los genes involucrados en una respuesta de apoptosis dentro de la ruta de

inmunidad TLR.
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PCA via TLR vs. PCA apoptosis

Se construyeron andlisis de PCA con valores de TPM en ambas rutas (Fig.
17). Los grupos FW, GSCy SS se separan entre si en el plano, evidenciando que
hay diferencias de expresion de sus respectivos genes segun sea el régimen de
salinidad.

Para ambas vias los grupos de interés se separan entre si en el plano,
indicando que hay marcadas diferencias de expresion entre los grupos de interés
(Fig. 17). Se observa en general, que en el plano los genes TLR y apoptoticos
estan agrupados en lados distintos. Los genes TLR se aproximan mayormente al
grupo SS, se infiere que hay una mayor actividad de la via TLR para generar una
respuestainmune rapida frente a los diversos patégenos que habitan en agua de
mar. Los genes apoptoticos se encuentran cercanos a los grupos FWy GSC. Sin
embargo, destaca para el grupo GSC similar comportamiento de expresion para
los genes Diabloy C-jun de la via de apoptosis y de los genes TOLLIP y TIRAP
de la via TLR, sugiriendo unaconexion por proximidad de estas rutas, aquello
nos demuestra que hay una relacion entre ambas rutas metabdlicas durante
GSC, debido a que los genes de inmunidad TLR reconocen ademdas de

patdgenos, células.
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DISCUSION

Durante varios sucesos del ciclo de vida del salmon se lleva a cabo la
apoptosis, la cual es gatillada por estimulos externos como temperatura,
salinidad, patdgenos, sustancias toxicas, y estimulos internos como los cambios
hormonales.La apoptosis ocurre durante el desarrollo, crecimiento y ciclo normal
de la célula, ayudando a la homeostasis celular de tejidos con alto nivel de
proliferacion celular como las branquias, eséfago e intestino (AnvariFar, H. et al.,
2017). Este mecanismo adaptativo esta genéticamente controlado y la activacién
dependera del tipo y nivel de estimulo que esté afectando la célula llevando a
cabo la eliminacion de células dafiadas evitando la inflamacion del tejido o bien

puede desencadenaren unafaltade estimulos para la sobrevivenciade la célula.

El salmén del Atlantico experimenta un evento crucial en su ciclo de vida
que es la esmoltificacion. Esta etapa consiste en el paso de aguadulce (parr) a
agua de mar (esmolt). Durante la transformacion suceden cambios morfologicos,
fisiologicosy bioquimicos que lo preparan para la vida en agua de mar, donde
crece y madura sexualmente, paraluego desovar rio arriba completando su ciclo
de vida. Para aquello el individuo debe adaptarse a diversos estresores,
principalmente al estrés por fluctuaciones salinas. El estrés causado por cambios
de salinidad severos que se expone el salmén para esmoltificar, genera un dafio
principalmente en las macromoléculas de células branquiales, ya que es el
organo que conecta el medio externo al medio interno por medio de la osmosis.
Durante el proceso de adaptacion se generan una respuesta al estrés celular,
como la proteccién y reparacion de macromoléculas, detencion del ciclo celular,
y si se exceden los limites de tolerancia celular causado por estrés severo de
salinidad se activa el mecanismo de apoptosis o muerte celular programada, la
gue se generamediante la activaciéon o inhibicién de los genes pertenecientes a
esta ruta metabdlica, que a su vez es modulada por mecanismos post-
transcripcionales por accion de microARNs. En este estudio, se evaluaron los

cambios de expresion génicaen la ruta de la apoptosis y su regulacion medida
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por miIARNs durante el proceso de transferencia a agua de mar, en salmones
transferidos mediante dos estrategias: una imita la vida silvestre de un salmoén
mediante un aumento progresivo de salinidad hasta llegar a la salinidad de agua
de mar; y condiciones que normalmente se utilizan en salmonicultura para

someter la esmoltificacion mediante exposicion desde agua dulce a agua de mar
sin adaptacién progresiva.

Enlainvestigacion de Chingetal. (2013) reportaron en célulasbranquiales
de percatrepadora (Anabas testudineus) expuestos a salinidad progresiva desde
agua dulce a agua de mar, un alto nivel de expresién de caspasas en la ruta
apoptotica, destacando la ruta intrinseca a través de la expresion de caspasa 9
por sobre la caspasa 8 de la ruta extrinseca, por lo tanto, los autores sugieren
que hay mayor actividad apoptotica durante la salinidad progresiva, de esta
manera al llegar al agua de mar concretar adaptativamente los cambios
apoptoticos en el mecanismo osmético de las branquias (Ching et al., 2013). De
igual manera en este estudio, obtuvimos a través de valores TPM que caspasa 8
se expresa en GSC. Por otro lado, a través del andlisis de expresion relativa de
caspasa 9 se demostré una mayor expresion en GSC en comparacion a SS. Los
resultados nos indican que durante el cambio gradual de salinidad se expresan

las caspasas para llevar a cabo la muerte celular por apoptosis en las células
branquiales del salmon del Atlantico.

La sobre-expresion de la caspasa 9 durante GSC sugiere que la expresion
de las caspasas efectoras 3 y 7, las cuales reciben la sefial apoptética
intrinsecamente por parte de la caspasa 9, deben estar expresadas para llevar a
cabo la apoptosis. A su vez, ambas caspasas efectoras estan directamente
relacionadas con el inhibidor de la apoptosis IAP/XIAP, gen que esta sobre-
expresado en GSC lo que puede estar contrarrestando la actividad apoptotica de
las caspasas efectoras 3y 7 que son gatilladas por la sobre expresiéon de caspasa
9. Por valores TPM, la expresion de caspasa 3 no destaca en las estrategias
salinas de esmoltificacion y la caspasa 7 tiene expresion en el grupo control de

agua dulce pero no hay grandes diferencias, al igual que en los resultados de
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Chingetal. (2013) donde las caspasas 3y 7 presentaron baja expresion durante
el cambio progresivo de salinidad. Por otro lado, la expresién de caspasa 6, al
igualque las caspasas 3y 7, tampoco presenta grandesdiferencias de expresion
por TPM entre las estrategias salinas, pero se diferenciaen que lacaspasa 6 no
es modulada por el inhibidor de apoptosis IAP/XIAP. Con estos resultados se
infiere que la sefializacion por parte de caspasa 9 estd “deficiente” para lograr
estimular la expresion de las caspasas 6, 7 y 3, ademas que estas dos ultimas

estan siendo moduladas negativamente por parte de IAP/XIAP, para finalmente
no concretar la sefializacion de apoptosis en células branquiales durante GSC.

El gen Diablo regula negativamente a IAP/XIAP como se hareportado en
humanos (Liu et al., 2000), nuestros resultados indican una sobre expresion
relativa de este gen durante GSC, lo que podria indicar que el gen Diablo se esta
expresando de igual manera que IAP/XIAP para contrarrestar su expresion y

desencadenar la sefializacion en apoptosis.

P53 es un gen pro apoptotico que tiene una ruta extrinseca y una
dependiente de caspasas (Ziegler et al., 1994) . P53 responde al dafio del ADN
protegiendo el genoma mediante la activacién de la apoptosis, por lo tanto,
células sanas presentan bajos niveles de p53 (Amaral, Xavier et al. 2010). En el
mismo estudio de Ching, 2013 reportaron que el gen p53 aumenta su actividad
durante la aclimatacion progresiva al agua de mar y baja su actividad durante la
aclimatacion en el periodo de maxima salinidad igualando la expresién a la del
grupo control de agua dulce (Chinget al., 2013). En este estudio se obtuvo por
medio de expresion relativa que la expresion de p53 tiene una baja expresion en
choque salino con respecto al grupo control de agua dulce. Puede que al
esmoltificar mediante un choque salino se produce otro tipo de dafo celular que
desencadena en apoptosis y noun dafio en el ADN. Otra posibilidad puede que
durante FW las células branquiales sintetizan mayores cantidades de p53 a modo
de preparacién al dafio en el ADN que le afectara por las fluctuaciones salinas al

que se expondrael salmoén para el proceso de esmoltificacién y baja el porcentaje
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de p53 al llegar a la maxima salinidad como un posible término en el proceso de

apoptosis.

Los miARNSs son determinantes dentro de la ruta de la apoptosis y van a
orquestar la expresion de los genes apoptéticos, que a su vez estos genes
estaran ejerciendo unafunciéncomoinhibidoro pro apoptético. De los resultados
obtenidos en este estudio, se propone un modelo complementario para la
identificacion deltiempo de esmoltificacion en el salmén del atlantico, a través del
analisis de microARNSs claves durante el proceso de apoptosis. Por ejemplo, en
este estudio el microARN miR-18a-5p se expresa de igual manera que su gen
blanco p53 durante FW, es decir, tanto ARNmy miARN se “apagan” o se inhiben
en ambas condiciones salinas de esmoltificacién. Lo que comenta en el estudio
de Amaral et al. (2010) es que en humanos las células sanas presentan bajos
niveles de p53 y altos niveles de p53 en la célula desencadenan en apoptosis.
En los resultados obtenidos en este estudio indican un alto nivel de expresion de
p53 en condiciones de 0 salinidad de FW en donde no hay un factor externo
severo que provoque un dafio en las célulasbranquiales del salmoén del Atlantico.
Ademas, p53 esta relacionado con el proceso de autofagia que actia en la
respuesta inmunitaria innata, cuando la respuesta inmune no se concreta, se
activa la ruta de la apoptosis, es decir, p53 a bajos niveles lleva a cabo la
autofagia para proteger la diferenciacién celular en condiciones normales de FW
y a altos niveles desencadena en apoptosis para la respuesta de inmunidad
innata adaptativa (Amaral et al., 2010). El resultado obtenido puede ser debido a
que el salmén del Atlantico se esta “preparando” para esmoltificar, por lo tanto,
al estrés severo de fluctuaciones salinas para una posterior respuesta rapida por
parte del gen p53 para concretar la apoptosis provocada por cambios salinos
tanto en GSC como en SS.
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Por otra parte, el microARN 301-3p tiene alta probabilidad de union al
inhibidor de apoptosis IAP/XIAP y se expresa diferencialmente de su gen blanco
durantela estrategia GSC, debido aque en el PCA de apoptosis (Fig. 8) el miARN
301-3p se sobre expresa en los grupos SS y FW al contrario que su gen blanco
IAP/XIAP. Esto indica que el miARN 301-3p podria ejercer una accion directa
sobre la expresion del gen IAP/XIAP en ambas condiciones salinas, es por ello,
qgue se propone el mMARN 301-3p como un indicador complementario de estrés
salino por esmoltificacion en salmoén del Atlantico. El gen IAP/XIAP en humanos
durante la ruta de la apoptosis, tiene por funcién inhibir la expresion de las
caspasas, genes clave dentro de la ruta de la apoptosis (Eckelman et al., 2006).
Este gen se sobre expresa en GSC, es decir, inhibe en un alto nivel la apoptosis
durante el cambio gradual de salinidad, indicando que la esmoltificacion a traves
de la estrategia de transferenciaamar por GSC es menosdafinapara las células
branquiales del salmoén del Atlantico.

ViaTLR

Los receptores de membrana (TLRS) pertenecen al sistema inmuneinnato
de los mamiferos, los cuales reconocen PRR (receptores de reconocimiento de
patrones) y a su vez reconocen patrones moleculares asociados a patégenosy
patrones asociados a dafio de un tejido, iniciando una cascada de sefializacion
frente el agente infeccioso o el dafio del tejido (Le6n-Pedroza et al., 2015). Esta
sefalizacion tomara distintas rutas dentro de la via TLR segun sea el estimulo
recibido. Unade ellas es por medio de unarespuesta inflamatoria, en la cual el
tejido exhibe niveles altos de factores inflamatorios, y agiliza la infiltracion de
célulasinmunes como macréfagos para combatir este patdbgeno sin induciruna
lesién en eltejido o pérdida de susfunciones primarias. Por otro lado, la apoptosis
también es una posible respuesta dentro de la via TLR, la activacién elimina las

células infectadas para que no se propague la descendencia del virus en el
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organismo, ademas de eliminar células dafiadas o evitar la proliferacion
excesivas de células (Kaiser and Offermann, 2005).

Los cambios ambientales, como aumento se salinidad, no solo afectan los
procesos fisiologicos, principalmente para mantener un equilibrio osmotico
mediante el aumento de células clorhidricas en el epitelio branquial, ricas en
actividad Na+/K+-ATPase y posterior eliminacion de células epiteliales branquial
por medio de la apoptosis (Sardella et al., 2004; Wendelaar Bonga and Van der
Meij, 1989). También el aumento en la salinidad cambia el nivel de expresién de
genes de inmunidad, por medio de la via TLR, que genera unarespuestainmune
innata (Gu et al., 2018). Se han reportado 16 TLRs en peces teledsteos entre
ellos; TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR7, TLR8 y TLR9. TLR 22 se ha descrito solo
en anfibiosy teledsteos (Pandaet al., 2014). En Li et al. (2020) evaluaron en las
branquias de la anguila japénica (Anguilla japonica) varias rutas de respuesta
inmuneadistintas salinidades, proponen que a bajas salinidades seinduceauna
expresion marcada en genes de inmunidad en la anguila, pero muestran que la
expresion de TLR2 en branquias aumenta excesivamente por medio de un
choque salino en el dia 1 y luego a medida que se aclimata, TLR2 disminuye
drasticamente su expresion en el dia 3 (Li et al., 2020). Por otro lado, en el estudio
de Gu et al. (2018), indican altos niveles de expresion de TLR2 branquial, el que
disminuye en condiciones salinas altas en la anguilajaponica (Gu et al. 2018).
En nuestro estudio por medio de analisis in silico obtuvimos que el ARNm

branquial TLR2 se expresa en choque salino (Fig. 14).

Los genes analizados, que participan en la via de inmunidad innata TLR
en el salmon del Atlantico durante la transferencia a agua de mar, mostraron que
la mayoria de estos genes se expresan altamente en la estrategia salina SS. Al
pasar de FW a SS con 1 semana de aclimatacion, se infiere que aumenta la
proliferacion celular del tejido epitelial branquial para copar la necesidad de
osmorregulacion, y este aumento, conlleva a muerte celular de las células
branquiales. Este dafo es reconocido por los TLRs de la membrana los cuales

dan la sefalizacion dentro de la via de inmunidad TLR para generar una
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respuesta adaptativa mediante la apoptosis. La relacion con la via TLR y la ruta
de la apoptosis se ve reflejadoen el PCA (Fig.17), en el cual se observa expresion
de dos genes apoptéticos (C-jun y Diablo) y dos de la via TLR (TOLLIP y TIRAP)
en la estrategia GSC. Esto evidenciauna relacion entre ambas vias durante el

cambio gradual de salinidad, pero no esta claro si se sobre expresa en SS o se
inhibe en SS, se requiere analisis RT-qPCR.

Para complementar esta investigacion, se requiere analizar la validacion
funcional de miARNSs sobre los genes blanco, se necesita realizar un ensayo de
luciferasa mediante luminiscencia, que a nivel transcripcional la luciferasa se
regula por la interaccion con el miARN, si hay modulacién del miARN sobre la
zonadel gen blanco,nohay sefial de luciferasa, porlotanto, nohayluminiscencia
(Naipil and Dayan, 2019). Ademas, someter a evaluaciéon RT-gPCR los genes
branquiales de la via de inmunidad TLR para conocer su sobre expresion o

inhibicion durante las estrategias salinas para esmoltificacién y si conducen auna
respuesta adaptativa por apoptosis o inflamatoria.
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CONCLUSION

Debido a los cambios transcripcionales de la ruta de la apoptosis que se
evidencian en este estudio, se propone una estrategia para la transferencia al
mar en salmonicultura, donde en cambio gradual de salinidad (GSC) habria
menor tasa de mortalidad durante la transferencia a mar, debido a que el Salmoén
del Atlantico se va adaptando progresivamente a las fluctuaciones salinasy no
habria un dafio celular branquial severo por salinidad que active la ruta de la
apoptosis. La alta expresion de genes apoptéticos en GSC son mayormente
genes anti-apoptoticos en laruta de la apoptosis, a diferencia de la expresién de
genesde lavia TLR se comportan distinto con unaexpresion en la estrategia SS.
Los resultados demuestran que variaciones en la salinidad regula la capacidad

de respuesta inmunitaria y adaptativa mediante apoptosis.

La estrategia SS es la que se lleva a cabo en las salmoniculturas con un
alto porcentaje de mortalidad también debido la generalizacién o errébnea
evaluacion en la ventana fisiologica de esmoltificacion, integrar de manera
complementaria la evaluacion de microARNSs en la ruta de la apoptosis puede
apuntar mayor precision en la evaluacion, por lo tanto, menor mortalidad en la
transferencia a mar. Como el miARN 301-3p que modula la expresion del gen
inhibidor de apoptosis (IAP/XIAP), ya que IAP/XIAP presenta marcadas
diferencias de expresion, se sobre expresa en el grupo de cambio gradual de
salinidad indicando que esta estrategia es menos dafiina para las branquias del
salmon del atlantico. La medicién del miARN 301-3p podria ser un nuevo

indicador de estrés salino en la industria del Salmoén del Atlantico.
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ANEXO

Tabla 6 Prediccion miARNs. Se observan lo miARNs branquiales con

probabilidad de unién positiva -AG > 12.00 a la zona 3’'UTR de los genes

branquiales de la ruta de la apoptosis. Se seleccionaron los genes: IAP/XIAP,

Diablo, Bid y p53 para analizar su correlacion con el miARNs que estaria

modulando su expresion en FW, GSC y SS.

IAP_XIAP_3UT AG C-jun_3UTR | AG2 P53 _3UTR AG3 TNFa_3UTR [ AG4
R -1
ssa-miR-27d-3p -12.40 | ssa-miR-3035p | -14.90 | ssa-let-72-5p -20.20 @ ssa-miR-143- | -12.10
3p
ssa-miR-923-3p -14.80 @ ssa-miR-9233p | -14.40 @ ssa-let-7g-5p -17.00 | ssa-miR-21b- @ -14.70
5p
ssa-miR-102-5p -14.20 @ ssa-miR-25-3p | -18.50 @ ssa-let-7i-5p -14.50 @ ssa-let-7i-5p -13.50
ssa-miR-375-3p -13.10 = ssa-let-72-5p -13.40 @ ssa-miR-2000-3p @ -14.00 @ ssa-miR-30c- | -14.50
3p
ssa-miR-1992-3p -12.00 @ ssa-miR-99-5p | -15.20 @ ssa-miR-725-3p @ -12.60 | ssa-miR-262- -12.30
5p
ssa-miR-145-5p -14.10 = ssa-let-7d-5p -18.80 | ssa-miR-1812-4- -14.10 | ssa-let-72-5p -16.20
3p
ssa-let-7h-5p -13.90 = ssa-let-7d-5p -17.50 | ssa-miR-2222-3p @ -15.30 @ ssa-let-7e-5p -12.20
ssa-miR-232-3p -12.00 = ssa-let-7h-5p -13.80 | ssa-miR-221-5p @ -12.90 @ ssa-miR-182- | -14.40
5p
ssa-miR-2222-3p -13.20 = ssa-let-7b-5p -15.60 @ ssa-miR-17-5p -19.30 @ ssa-let-7g-5p -13.60
ssa-miR-214-3p -15.60 = ssa-let-7b-5p -15.10 | ssa-let-7d-5p -19.90 @ ssa-let-7i-5p -13.50
ssa-miR-1302-2-3p  -15.00 @ ssa-let-7c-5p -16.50 @ ssa-let-7h-5p -18.90 = ssa-miR-27d- | -14.80
3p
ssa-miR-1302-2-3p = -12.50 @ ssa-let-7c-5p -14.20 @ ssa-let-7b-5p -23.50 | ssa-miR-21b- | -14.90
5p
ssa-miR-2223-5p -15.40 ssa-miR-13323- | -28.20 @ ssa-let-7c-5p -19.90 ssa-miR-212- -12.30
3p 5p
ssa-miR-140-5p -14.20 = ssa-miR-200b- = -15.80 @ ssa-miR-722-3p @ -14.20 | ssa-miR-725- | -14.40
5p 3p
ssa-miR-218-5p -14.00 = ssa-let-7h-5p -12.10 | ssa-miR-142-3p @ -12.70 @ ssa-miR-142b- -16.90
3p
ssa-miR-2188-3p | -12.70 @ ssa-let-7b-5p -14.80 @ ssa-miR-142b-3p = -13.70 | ssa-miR-30d- | -16.10
2-3p
ssa-miR-2188-3p -14.30 = ssa-let-7c-5p -12.10 = ssa-miR-242-3- -15.00 @ ssa-miR-30b- @ -14.20
op 3p
ssa-miR-1302-5p -12.30 = ssa-miR-458- -12.10 | ssa-miR-2188-3p @ -13.80 @ ssa-let-7d-5p -15.30
3p
ssa-miR-301b-3p @ -14.80 ssa-miR-243-3- -12.20 @ ssa-miR-214-5p @ -13.20 @ ssa-miR-183- @ -14.60
5p Sp
ssa-miR-1302-3p -15.10 @ ssa-miR- -17.10 @ ssa-miR-456-3p @ -21.20 | ssa-let-7f-5p -15.20
7132b-3p
ssa-miR-460-3p -16.10 = ssa-let-7j-5p -12.20 @ ssa-let-7h-3p -12.04  ssa-let-7c-5p -15.70
ssa-let-7j-5p -12.40 @ ssa-miR-1788- -15.90 @ ssa-let-72-4-3p -13.84 | ssa-miR-27c- | -12.30
3p 3p
ssa-miR-242-5p -13.84  ssa-miR-1252-  -14.90 ssa-miR-20%-5p | -19.30 @ ssa-miR-17-5p @ -12.30
2-3p
ssa-miR-223-5p -12.90 @ ssa-miR- -12.40 | ssa-let-7j-5p -12.10 | ssa-miR-162- -12.10
7132b-5p 5p
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ssa-miR-93-5p
ssa-miR-2123-5p
ssa-miR-301c-3p
ssa-miR-26b-3p
ssa-miR-150-3p
ssa-miR-92b-3p
ssa-miR-262-3p
ssa-let-7c-3p
ssa-let-72-3p
ssa-miR-122-5p
ssa-miR-332-5p
ssa-miR-262-3-3p
ssa-miR-302-4-3p
ssa-miR-302-3-3p
ssa-miR-129-5p
ssa-miR-192b-5p
ssa-let-7j-3p
ssa-miR-22b-5p
ssa-miR-17-3p
ssa-miR-202-3-3p
ssa-miR-301b-5p
ssa-miR-301c-5p
ssa-miR-459-3p
ssa-miR-292-5p
ssa-miR-292-5p
ssa-miR-1922-3p
ssa-miR-19c-3-5p
ssa-miR-932-3p
ssa-miR-17-3-3p
ssa-miR-203-1-3p
ssa-miR-19c-3-5p
ssa-miR-922-4-5p

ssa-miR-922-3-5p

-15.30

-14.00

-16.50

-12.70

-13.50

-14.80

-13.00

-17.70

-16.50

-12.30

-14.00

-15.70

-14.40

-14.40

-14.80

-16.80

-13.20

-13.00

-15.40

-12.10

-12.60

-14.40

-14.20

-16.80

-13.90

-14.90

-12.00

-13.04

-18.00

-15.40

-12.80

-13.60

-14.90

ssa-miR-1302-
5p
ssa-let-7j-5p

ssa-miR-9335p
ssa-miR-2425p

ssa-miR-130b-
Sp
ssa-miR-92-5p

ssa-miR-2425p

ssa-miR-2002-
2-5p
ssa-miR-8157-
3p
ssa-miR-18b-
5p
ssa-miR-1942-
Sp
ssa-miR-551-
3p
ssa-miR-133b-
3p
ssa-miR-133b-
3p
ssa-miR-8156-
Sp
ssa-miR-129-
3p
ssa-miR-92b-
3p
ssa-miR-96-5p

ssa-miR-3325p

ssa-miR-130d-
1-5p
ssa-miR-107-
Sp
ssa-miR-727-
5p
ssa-miR-155-
3p
ssa-miR-449b-
5p
ssa-miR-22b-
5p
ssa-miR-129-
Sp
ssa-miR-196b-
5p
ssa-miR-1962-
Sp
ssa-miR-130d-
2-5p
ssa-miR-125b-
3-3p
ssa-miR-233-4-
5p
ssa-miR-23b-
Sp
ssa-miR-17-3-
3p

-14.40

-16.20

-12.70

-15.00

-16.50

-13.70

-13.30

-12.70

-13.30

-13.20

-12.90

-23.10

-28.70

-16.10

-21.20

-18.10

-12.10

-13.00

-12.60

-13.00

-12.50

-22.70

-16.20

-12.20

-15.00

-14.30

-14.70

-12.20

-12.50

-13.00

-12.50

-16.10

-13.56

ssa-miR-1062-5p
ssa-miR-932-5p
ssa-miR-15c-5p
ssa-miR-1788-3p
ssa-miR-1252-2-
3p

ssa-let-7j-5p
ssa-miR-27b-5p
ssa-miR-222b-3p
ssa-miR-242-5p
ssa-miR-4622-3p
ssa-miR-1812-3-
3p
ssa-miR-138-5p
ssa-miR-106b-5p
ssa-miR-18b-5p
ssa-miR-20b-5p
ssa-miR-1942-5p
ssa-miR-150-3p
ssa-miR-150-3p
ssa-miR-96-5p
ssa-miR-130d-1-
Sp
ssa-miR-182-5p
ssa-miR-1002-2-
3p
ssa-miR-206-3p
ssa-miR-122-5p
ssa-miR-150-3p
ssa-miR-194b-5p
ssa-miR-923-5p
ssa-miR-462b-3p
ssa-miR-25-3-5p
ssa-let-7f-3p
ssa-miR-192-5p
ssa-miR-19c-5p

ssa-miR-25-3-5p

-20.50

-23.90

-15.00

-14.50

-13.00

-19.50

-12.30

-15.30

-12.40

-12.20

-12.20

-13.10

-19.20

-14.50

-21.00

-13.60

-18.20

-15.20

-12.70

-14.00

-12.50

-16.30

-19.00

-12.10

-14.70

-12.00

-13.60

-12.30

-16.50

-12.74

-13.00

-12.90

-15.00

ssa-let-7j-5p

ssa-miR-456-
3p
ssa-miR-456-
3p
ssa-miR-218-
5p
ssa-miR-2188-
3p
ssa-miR-2423-
5p
ssa-miR-152-
5p
ssa-miR-2423-
5p
ssa-miR-33b-
3p
ssa-miR-460-
5p
ssa-miR-138-
5p
ssa-miR-8159-
5p
ssa-miR-205b-
2-3p
ssa-miR-122-
5p
ssa-miR-133b-
3p
ssa-miR-205b-
2-3p
ssa-miR-2434-
5p
ssa-miR-30%4-
3p
ssa-miR-303-3-
3p
ssa-miR-10b-
2-3p
ssa-miR-922-
5p
ssa-let-7c-2-3p

ssa-miR-19c-
5p
ssa-miR-1788-
5p
ssa-miR-922-
5p
ssa-miR-129-
5p
ssa-miR-19d-
5p
ssa-miR-205b-
1-3p
ssa-miR-25-5p

ssa-miR-15d-
3p
ssa-miR-3382-
3-5p
ssa-miR-23b-
5p
ssa-miR-1942-
3p

-15.00
-17.20
-14.50
-12.10
-15.40
-13.50
-12.80
-13.20
-14.40
-13.62
-13.50
-17.80
-16.20
-12.40
-12.60
-12.60
-13.00
-12.90
-12.90
-13.60
-14.80
-12.30
-15.10
-16.40
-17.60
-15.10
-15.77
-16.80
-21.30
-14.40
-12.70
-13.00

-15.60
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ssa-miR-430c-3p
ssa-miR-212b-5p
ssa-miR-19c-4-5p
ssa-miR-922-3-5p
ssa-miR-375-2-5p
ssa-miR-262-5-3p
ssa-miR-489-5p
ssa-miR-20b-3p
ssa-miR-1532-2-5p
ssa-miR-92b-5p
ssa-miR-219c-2-
3p

ssa-miR-135b-1-

3p
ssa-miR-204-3-3p

-17.20

-15.40

-12.00

-12.80

-12.60

-16.10

-16.20

-14.40

-13.10

-14.10

-15.80

-12.10

-20.10

ssa-miR-454-
Sp
ssa-miR-194c-
Sp
ssa-miR-182-
3p
ssa-miR-9b-5p

ssa-miR-365-
5p
ssa-miR-430b-
3p
ssa-miR-922-4-
5p
ssa-miR-139-
3p
ssa-miR-129-3-
3p
ssa-miR-103-
5p
ssa-miR-72-2-
3p
ssa-miR-202-
5p
ssa-miR-72-4-
3p
ssa-miR-8160-
3p
ssa-miR-20b-
3p
ssa-miR-1823p

ssa-miR-723-
Sp
ssa-miR-138-4-
3p
ssa-miR-365-2-
Sp
ssa-miR-72-5-
3p
ssa-miR-72-1-
3p
ssa-miR-8160-
2-3p
ssa-miR-1532-
5p

-14.20

-12.90

-17.60

-13.70

-22.90

-14.80

-12.00

-13.70

-16.70

-17.04

-26.10

-18.00

-17.50

-16.30

-12.90

-13.30

-12.40

-18.10

-19.90

-17.40

-21.90

-18.40

-17.20

ssa-miR-44%-5p
ssa-miR-449%b-5p
ssa-miR-923-5p
ssa-miR-19c-5p
ssa-miR-302-3-
3p
ssa-miR-25-5p
ssa-miR-15e-3p
ssa-miR-292-5p
ssa-miR-125b-1-
3p
ssa-miR-27c-2-
Sp
ssa-miR-25-5p
ssa-miR-27c-2-
op
ssa-miR-194c-5p
ssa-miR-19d-5p
ssa-miR-922-4-
Sp
ssa-miR-139-3p
ssa-miR-922-4-
5p
ssa-miR-27c-5p
ssa-miR-133b-5p
ssa-miR-456-5p
ssa-miR-30e-3-
3p
ssa-miR-27c-5p
ssa-miR-449-3p
ssa-miR-20b-3p
ssa-miR-723-5p
ssa-miR-92b-5p
ssa-miR-1-5p
ssa-miR-219%b-3p
ssa-miR-204-3-
3p
ssa-miR-219-3p

ssa-miR-92b-5p

-17.10

-14.70

-14.80

-12.30

-16.10

-16.50

-16.60

-13.40

-12.40

-12.43

-15.00

-14.90

-13.90

-16.10

-23.00

-12.60

-16.00

-12.43

-12.20

-15.60

-16.40

-14.90

-12.75

-12.10

-12.39

-13.80

-14.50

-13.50

-15.10

-15.40

-12.60

ssa-miR-205b- | -13.10
3-3p
ssa-miR-139-  -14.80
5p
ssa-miR-9233- | -14.90
5p
ssa-miR-9233- | -19.50
5p
ssa-miR-9234- | -13.40
5p
ssa-miR-9234- | -18.00
5p
ssa-miR-218- | -12.20
3p
ssa-miR-218- -14.40
3p
ssa-miR-456- -20.00
5p
ssa-miR-139- -16.80
2-3p
ssa-miR-19c- -12.10
4-5p
ssa-miR-3382- | -14.40
4-5p
ssa-miR-9233- | -18.20
5p
ssa-miR-9234- | -15.60
5p
ssa-miR-216b- | -12.20
5p
ssa-miR-30e- -12.90
3-3p
ssa-miR-182- -13.60
3p
ssa-miR-204- -14.70
3p
ssa-miR-204- -17.50
3p
ssa-miR-137- -19.90
5p
ssa-miR-202- -15.40
5p
ssa-miR-4492- | -14.20
3p
ssa-miR-8163- | -12.00
3p
ssa-miR-29b- -12.80
2-5p
ssa-miR-29b- -12.70
3-5p
ssa-miR-7302- -12.20
2-3p
ssa-miR-736- -12.80
5p
ssa-miR-1532- | -12.30
5p
ssa-miR-204- -12.50
3-3p
ssa-miR-219c- | -15.50
3p
ssa-miR-92b- -17.70
5p
ssa-miR-92b- -15.30
5p
ssa-miR-219c¢c-2-  -13.90
3p
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ssa-miR-92b-5p | -15.40
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