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Resumen de la tesis de Luis Miguel Molina Carrillo, presentada como requisito parcial
para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Expresion de genes inmunorrelacionados y de estrés térmico en abuldn rojo, Haliotis
rufescens, sintomético al sindrome de deshidratacion

Resumen aprobado por:

Dr. Miguel Angel del Rio Portilla Dra. Ménica Herndndez Rodriguez

Resumen

El sindrome de deshidratacion (SD) es una enfermedad cronica causada por
Xenohaliotis californiensis, un procariota del orden Rickettsiales (PTR), que afecta a
diversas especies de abulon. La enfermedad estd acompafiada de una serie de
cambios fisioldgicos que involucran los mecanismos de defensa del hospedero. Los
mecanismos de defensa del huésped a nivel molecular dependen de la expresion de
genes especificos asociados a su vez con la produccién de ciertas proteinas en
cantidades apropiadas que representan a la respuesta inmune. El objetivo de este
estudio fue evaluar los niveles de expresion de seis genes relacionados con respuesta
inmune (KLF, Factor Tipo Kruppel; AbTNF-a, Abulon Factor de Necrosis Tumoral- alfa;
MEP, Proteina Expresada por Macrofagos), metabolismo antioxidante (Catalasa;
SeGPx, glutation peroxidasa dependiente de selenio; GSTisofl, glutatibn peroxidasa
isoforma 1) y proteinas de shock térmico (HSP70 y HSP90) en diferentes tejidos
(branquias, postesdfago y recto) del abuldn rojo cultivado, Haliotis rufescens sintomatico
y asintomatico al SD. La expresidbn de estos genes se compararon con otros
relacionados al estrés (Ferritina) y metabolismo (Alginasa), utilizando como gen de
mantenimiento la proteina ribosomal L5 (RFLP5). La expresion de genes relacionados
con inmunidad y estrés térmico se evalué mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real.
La expresion relativa se estim6 a partir del Ct promedio del duplicado de cada gen
objetivo, normalizando con el valor promedio de Ct del gen de referencia (RPL5). Se
realizd0 la comparacion de los niveles de expresion de genes entre organismos
asintomaticos y sintomaticos a SD. Asi como de un grupo control que se traté con
oxitetraciclina para garantizar la ausencia de X. californiensis. Los resultados indican
gue los niveles y los perfiles de expresion se alteraron en organismos asintomaticos y
sintomaticos en diferentes magnitudes en comparacion con el control (LSD). Los tres
genes que mostraron los mayores niveles de expresion en organismos asintomaticos
fueron; en branquia: GSTisofl (122.0 veces), Ferritina (11.3 veces) y SeGPx (3.2
veces); en postesodfago: GSTisofl (128.0 veces), Alginasa (36.8 veces) y HSP90 (2.8
veces); en recto: Gstisofl (84.4 veces), Alginasa (8.6 veces) y SeGPx (2.7 veces). En
sintomaticos fueron: branquia GSTisofl (34.4 veces), Catalasa (14.9 veces) y Ferritina
(9.2 veces); postesofago GSTisofl (55.7 veces), Alginasa (5.6 veces) y HSP90 (3.0
veces); en recto GSTisofl (19.7 veces), HSP90 (2.2 veces) y Ferritina (2.0 veces). En
conclusion, los genes GSTisofl, Alginasa, Ferritina, HSP90, y SeGPx, podrian ser
estimulados por la enfermedad (SD), y tener un papel importante en el sistema
inmunologico del abulon rojo. Asimismo, la participacion de la citoquina AbTNF-a y la



proteina MEP exclusivamente en el grupo ASD podrian eventualmente conducir a la
identificacion de genes de resistencia a la infeccion ocasionada por X. californiensis.

Palabras clave: H. rufescens, Sindrome de deshidratacién, Analisis
transcriptomico.
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Expression of immune related genes and heat shock in red abalone Haliotis rufescens
asymptomatic to the withering syndrome

Abstract approved by:
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Abstract

Withering syndrome (WS) is a chronic disease caused by Xenohaliotis californiensis, a
Rickettsia-like prokaryote (RLP), which affects several abalone species in wild and
culture conditions. However, there is limited information available regarding the effects
of this disease on the protective immune response of infected abalone. In this study, we
investigated the expression of genes related to: immune (KLF, Kruppel Like Factor;
AbTNF-a, Abalone Tumor Necrosis-alfa, MEP, Macréfagos Expressed Protein),
antioxidant metabolism (Catalase; SeGPx, Selenium dependent glutathione-S-
transferase; GSTisofl, glutathione-S-transferase isoform 1) and heat shock proteins
(HSP70 y HSP90)from different tissues (gills, postesophagus and rectum) of cultured
red abalone, Haliostis rufescens. The expression of these was compared with other
genes related with stress (Ferritin) and metabolism (Alginase) using the Ribosomal
Protein L5 (RPL5) as a control. Relative expression was estimated from the average Ct
duplicate of each target gene normalizing the average Ct value of the reference gene
(RPL5). Additionally, a control group was treated with oxytetracycline to warranty the
absence of X. californiensis. Our results indicated that expression levels were altered in
asymptomatic and symptomatic organisms at different magnitudes compared to the
control (LSD). The three genes showed higher expression levels in organisms were
asymptomatic; in the gill: GSTisofl (122.0-fold), Ferritin (11.3-fold) and SeGPx (3.2-fold)
in the postesophagus: GSTisofl (128.0-fold), Alginase (36.8-fold) and HSP90 (2.8-fold),
in the rectum: Gstisofl (84.4-fold), Alginase (8.6-fold) and SeGPx (2.7-fold). The
symptomatic organisms showed a increase in the expression of gen GSTisofl in the gill
(34.4-fold), Catalase ( 14.9-fold) and Ferritin (9.2-fold) ; in the postesophagus GSTisofl
(55.7-fold), Alginase (5.6- fold) and HSP90 (3.0-fold); in the rectum GSTisofl (19.7-fold),
HSP90 (2.2-fold) and Ferritin (2.0-fold). In conclusion, the genes GSTisofl, Alginase,
Ferritin, HSP90 and SeGPx could respond to the disease (WS), and may have an
important role in the immune system of red abalone. Likewise, the participation of the
cytokine AbTNF-a protein and the group exclusively MEP ASD may eventually lead to
the identification of resistance genes of X. californiensis.

Keywords: H. rufescens, Withering syndrome, Transcriptomic analysis
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Capitulo 1

Introduccién

1.1 Importancia del abulon en México

De acuerdo con Guzman del Préo (1992), uno de los principales productores de
mariscos en México, es el estado de Baja California en donde se explota una gran
diversidad de organismos tales como: abulén, langosta, ostion, erizo, mejillon, pulpo,
camaron, calamar y almeja, entre otros. Hasta el momento uno de los moluscos de
mayor importancia comercial en el estado es el abulon (Searcy-Bernal et al., 2010).
Debido a su importante valor comercial, elevada demanda en el mercado internacional
y relativa facilidad de captura, este recurso fue y sigue siendo sobreexplotado, causa
por la cual, la produccion ha ido disminuyendo de 3,500 toneladas en 1960 a s6lo 400
toneladas anuales durante la década de los 80s provocando un importante declive de la
pesqueria nacional (Searcy-Bernal et al., 2010). La caida que ha tenido la pesqueria de
abulon se hace evidente al observar que en el afio 2008 se produjeron apenas 318
toneladas (D.O.F., 2012%). La implementacién de la acuicultura tiende hacer una de las
actividades méas prometedoras para cubrir la gran demanda del recurso. El interés por el
cultivo de abulén a nivel mundial se ha desarrollado rapidamente, no solo por el declive
de las pesquerias, si no, por el aumento en el precio comercial, lo cual ha generado que
este tipo de cultivos se implementen y se desarrollen en muchos paises (Troell et al.,
2006).

1.2 Descripcion de la especie

Los abulones son moluscos gasteropodos marinos del género Haliotis. De las diferentes
especies que se encuentran alrededor del mundo solo 17 son consideradas
con interés comercial (Hahn, 1989). Una de ellas es el abulén rojo, Haliotis rufescens,
descrita como la especie mas grande con una talla maxima reportada hasta el momento
de 31.3 cm correspondiente a un organismo de aproximadamente 5 kg de peso vivo

(Leighton, 2000). Las caracteristicas particulares de esta especie relacionadas con su

! Diario Oficial de la Federacién (D.O.F))



adaptabilidad han impulsado el cultivo y su desarrollo en varios paises alrededor del
mundo como EU, Chile y México (Flores-Aguilar et al., 2007). EI abulon rojo es una
especie originaria de las costas del Pacifico de Norteamérica, distribuyéndose desde
Bahia Sunset, Oregon, EUA hasta Bahia Tortugas, Baja California Sur, México (Fig. 1).
Generalmente es encontrada en zonas rocosas, desde la zona supramareal hasta 165
m de profundidad, con una mayor abundancia entre 6-15 m, en donde predominan
distintas macroalgas y microalgas benténicas de las que se alimenta tanto en su etapa

adulta como en las primeras etapas de su desarrollo (Leighton, 2000).
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Figura 1. Distribucién del abulén rojo, H. rufescens, en México (Leighton
2000, p. 216) y las granjas comerciales de Baja California (Searcy-Bernal et
al. 2010).

En el trabajo realizado por Searcy-Bernal et al. (2010), destaca que la produccion
acuicola en la costa occidental de la peninsula de Baja California depende
principalmente del abulon rojo, H. rufescens, tal actividad inicié con el establecimiento

de la primera granja comercial en 1989, con una cooperativa que llegaria a ser una



empresa privada denominada Abulones Cultivados en 1992. Para 2008, ya existian

cuatro empresas dedicadas al cultivo de abulén (Tabla 1) (Searcy-Bernal et al., 2010).

Tabla 1. Empresas de cultivo de abul6n en México para el 2013, incluyendo el afio
de inicio de operaciones.

Empresa Ubicacion Afio
Abulones Cultivados Eréndira 1992
Productores Marinos Baja Eréndira 2003
GEMAS Colonia Vicente Guerrero 1999
Asociacion Pesquera REGASA El Rosario 2007

CESAIBC, (2013). Recuperado de http://www.cesaibc.org/sitio/fichas-moluscos.php.

La produccion de abuldn cultivado para 2010 alcanzé las 22.8 t en peso total, y de
acuerdo con los datos presentados en la Figura 2 (D.O.F., 2012) es evidente que
eldesarrollo de esta actividad comercial se ha mantenido en un ritmo muy lento, a pesar
de contar con condiciones naturales relativamente adecuadas para el cultivo y bajo
costo de la mano de obra en la region. De acuerdo con Searcy-Bernal et al. (2010) el
lento desarrollo de esta actividad es el resultado de varios factores, entre ellos: el riesgo
involucrado en este tipo de industria la cual requiere tiempos de cultivo de entre 4y 5
afos, inversiones iniciales altas, la falta de infraestructura adecuada para algunas areas
costeras y los altos costos de operacion (energia, importacion de equipos e insumos,

etc.).
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Figura 2. Produccién de abulén rojo en Baja California por acuicultura (D.O.F.
2012, p.39).

Aunado a lo anterior, Cook y Gordon (2010) puntualizan que la apariciéon de

enfermedades infecciosas y la elevada repercusion econdémica que supondria la



manifestacion de las mismas, hacen menos probable que se establezcan nuevas

granjas, generando mas retos para la actual industria a nivel regional y mundial.

1.3 Sindrome de Deshidratacion o Rickettsiosis del abulén

A pesar que de que se han detectado diversos parasitos en abulones, uno que ha
tomado mucho interés por sus antecedentes y la identificacion en nuestro pais es la
infeccibn causada por Xenohaliotis californiensis (Bacteria; Proteobacteria;
Alphaproteobacteria; Rickettsiales; Anaplasmataceae). La enfermedad causada por
esta bacteria se conoce como sindrome deshidratacién (SD) también conocida como
rickettsiosis del abuldén (Haaker et al., 1992; Friedman et al., 2000).

El SD es una enfermedad letal para algunas especies de abulén del género Haliotis vy,
aunque se ha demostrado que todas las fases postlarvarias son susceptibles a la
infeccion por X. californiensis, en abulones de cultivo la enfermedad se ha observado
generalmente en animales menores a un afio de edad y en organismos silvestres se ha
encontrado para todas las clases de tamarfo (Balseiro et al., 2006; Braid et al., 2005;
Friedman et al., 1997; Haaker et al., 1992; Steinbeck et al., 1992; Van Blaricom et al.,
1993). Los signos externos de la enfermedad incluyen: reduccién del manto y del
musculo del pie, glandula digestiva decolorada, flacidez del masculo, debilidad y letargo
(Balseiro et al., 2006; Friedman et al., 2000; Gardner et al., 1995). Ademas, la
enfermedad a nivel histolégico se caracteriza por inclusiones bacterianas intracelulares
en el eséfago posterior, glandula digestiva y en el intestino; mostrando que las
infecciones moderadas y graves se asocian con cambios degenerativos o metaplasicos
de la glandula digestiva seguidos por atrofia del musculo del pie (Friedman et al., 2000).
Estos cambios generalmente estan relacionados con el consumo de reservas de
glucdgeno seguido del uso del musculo del pie como fuente de energia, deteriorando la
condicion fisiolégica del organismo (Friedman et al., 2002; Gardner et al., 1995; Moore
et al., 2001). De acuerdo con datos obtenidos por Gonzalez et al. (2012), en el abulén
rojo H. rufescens de cultivo, las infecciones por X. californiensis pueden ejercer un
efecto negativo sobre el rendimiento fisiolégico (tasa de ingestion, metabolismo basal,
relacion oxigeno/nitrégeno y produccion de heces) de la especie, aun cuando la

enfermedad no es evidente.



1.3.1 Susceptibilidad

La susceptibilidad de los abulones a la bacteria que causa el SD varia segun la especie;
en el abulén negro (H. cracherodii) se ha reportado hasta un 99% de mortalidad
(Friedman et al., 2002), en blanco (H. sorenseni) hasta 100% de mortalidad (Friedman,
2012), en abuldn rojo (H. rufescens) hasta el 35% de mortalidad (Moore et al., 2001). A
diferencia de las especies de abulon antes mencionadas y de acuerdo con datos de
Friedman (2012), la mortalidades relacionados con el abulon azul (H. fulgens) y amarillo
(H. corrugata), no estan bien estudiadas. Sin embargo, la informacion presentada por
Alvarez-Tinajero et al. (2002) muestran que posiblemente el 100% de los abulones
azules y el 63% de abulones amarillos en las Islas de Cedros y San Benito en Baja
California, México pueden estar infectados por procariotas tipo rikettsia (PTR). En el
caso del abulén rojo de acuerdo con Friedman et al. (2003) estas infecciones pueden
persistir por mucho tiempo sin que se desarrolle la enfermedad cuando el hospedero se
mantiene a temperaturas < 15°C; la exposicién en agua de mar a temperaturas >17°C
para el abulén rojo, negro y blanco, normalmente esta relacionada con un aumento en
la expresion de la enfermedad. El periodo de incubacion (periodo entre la infeccion y el
inicio clinico de la enfermedad) del sindrome de deshidratacién en el abulén rojo H.
rufescens es prolongado y varia entre tres y siete meses (Moore et al., 2001; Braid et
al., 2005).

1.3.2 Distribucidn de Xenohaliotis californiensis

De acuerdo con datos hasta 2012, X. californiensis esta presente a lo largo de la costa
del suroeste de Norteamérica en California, EE.UU. y en Baja California, México
(Friedman, 2012). Sin embargo, como posiblemente se han transportado abulones
infectados a Chile, Japdén y a otros paises, es de esperarse que el area geografica del
agente etiologico del SD se haya extendido a otras zonas de cultivo del abulén rojo de
California, Haliotis rufescens. En México, los primeros registros de mortalidades
inusuales ocurrieron hasta 1997 después de que el fendmeno de El Nifio afectara a las
granjas de cultivo y a las pesquerias de abuldn, pero los primeros estudios que
detectaron por primera vez la presencia de PTR fueron: en el abulon negro por Valles
(1998); en el abulon rojo de cultivo por Caceres-Martinez y Tinoco-Orta (2001); en el

abulon azul y amarillo por Alvarez-Tinajero et al. (2002). En 2011, se demostré que la



PTR encontrada en los estudios antes mencionados corresponden a X. californiensis, lo

cual confirma su distribucion en la costa oeste de América del Norte, abarcando por lo

menos, desde Punta San Pedro (Condado de San Francisco, California) hasta Isla de

Cedros en Baja California, México (Céceres-Martinez et al., 2011); mientras que la

prevalencia varia de acuerdo a la especie y al tipo de diagndstico (Tabla 2).

Tabla 2. Variacién en la prevalencia de X. californiensis entre las especies y diagnostico.

Especie Prevalencia por PCR Prevalencia por Referencias
histologia
Silvestre Cultivado Silvestre  Cultivado
Haliotis rufescens ND 0-100% Friedman y Finley, 2003;
1-75%" Moore et al., 2000;
Caceres-Martinez y Tinoco-
84-100% Orta, 2001;
Céaceres-Martinez y
85-100%" Vasquez-Yeomans, 2009;
Haliotis crachelodii ND NA 74-98% NA Friedman y Finley, 2003.
Haliotis sorenseni 0 0-100% 0 Friedman et al., 2007
0-100% Moore et al., 2001.
Haliotis fulgens ND 44-100% Alvarez-Tinajero et al.,
2002;Moore et al., 2009;
80-100% Caceres-Martinez, J., y
Vasquez-Yeomans, R.,
2010.
95.4% Cruz-Flores et al., 2013.°
Haliotis corrugata ND 62-63% ND Alvarez-Tinajero et al., 2002;
65.5% Cruz-Flores et al., 2013.2
Haliotis diversicolor ND 61% ND 5300 Wetchateng, 2008;
0
Supertexta Wetchateng et al., 2010."
Haliotis tuberculata ND ND 0% 14.5-52% Balseiro et al., 2006

(1)Se han observado prevalencias del 1-17% en el norte de California y hasta del 75% en el sur y centro de

California.

(2) 45 abulones con una talla promedio de 6.67 cm fueron muestreados en una granja en Baja California, México.
(3) Los muestreos se realizaron en la principal zona de captura de la peninsula de Baja California Sur, México.

(4) Sdlo 36 animales fueron muestreados de una granja en Tailandia.
ND = no hay datos: NA = no aplicable



1.3.4 Control y prevencién

Un tratamiento probado contra la rickettsiosis del abulon ha sido el uso de oxitetraciclina
(OTM) ya sea por inyeccion en el musculo del pie, incorporacion en la dieta o bafios
(Moore et al., 2001; Friedman et al., 2003; Garcia-Esquivel et al., 2011).

Otro de los métodos con gran potencial para reducir el impacto de las enfermedades
infecciosas es aumentar la resistencia del hospedero. Por lo que es importante generar
informacion que permita tener una mayor comprension de las bases funcionales de los
componentes genéticos involucrados en la respuesta inmune a X. californiesis. Esta
informacion podria contribuir al desarrollo de herramientas y estrategias que permitan
atenuar los efectos de la infeccion por X. californiensis en poblaciones de cultivo y
silvestres.

Actualmente en México se desarrolla el proyecto denominado: “Diagndstico sobre la
disminucién de la poblaciones de abulon en la costa occidental de la peninsula de Baja
California y estrategias para atenuar los impactos negativos” en este proyecto
interinstitucional participa el Centro de Investigacién y Educacién Superior de Ensenada
(CICESE), y tiene como objetivo estudiar las posibles causas que ocasionan la

mortalidad del abulon en la peninsula de Baja California.

1.4 Sistema inmune

1.4.1 Inmunidad innata

Si bien en invertebrados no se ha demostrado la existencia de un sistema inmune como
se conoce en vertebrados, se considera que los mecanismos de defensa basicos como
la fagocitosis y encapsulacién, asi como los factores que los regulan, constituyen dicho
sistema inmune. El correcto funcionamiento de dicho sistema es vital para una eficiente
respuesta ante organismos patdogenos y a diferentes estresores (Villena, 2003). Los
mecanismos que subyacen a estos componentes de defensa estan relacionados con la
presencia de proteinas especializadas que participan en cantidades adecuadas, dentro
de un determinado marco de tiempo (De Zoysa et al., 2011). De acuerdo con Loker et
al. (2004) estas proteinas estan codificadas por genes cuya expresion es fuertemente
regulada por las células, y solamente se estimulara la sintesis de aquellas proteinas

gue se necesiten en determinado momento.



En el sistema inmune de los moluscos, los hemocitos tienen un papel muy importante y
estan involucrados en las actividades relacionadas con la fagocitosis (Hooper et al.,
2007; Canesi et al., 2002), secrecion de péptidos antimicrobianos (Mitta et al., 2000), y
produccién de especies oxigeno reactivas (ROS, por sus siglas en inglés?). La actividad
oxidativa a través de la produccion de ROS es considerada como una de los principales
mecanismos implicados en la respuesta inmune contra agentes patdogenos (Babior et
al., 1973), ya que funcionan como medios de comunicacion intracelular relacionados
con la inmunidad, la supervivencia celular, apoptosis y respuesta inflamatoria (Limon-
Pacheco et al., 2009). La produccién en exceso de ROS puede dar lugar a varios
efectos negativos tales como la peroxidacion lipidica, dafio en el DNA y pérdida de la
funcion celular (Di-Giulio et al., 1989; Van der Oost et al., 2003), debido a este proceso
las células poseen sistemas de defensa para protegerse asi mismas del dafio oxidativo
donde se ven involucradas una serie de enzimas antioxidantes, entre las cuales se
destacan: catalasa, glutation peroxidasa dependiente de selenio (SeGPx), glutation
peroxidasa (GPx), tiorredoxin peroxidasa (TPx) y tiorredoxina (TRx) (Roch et al., 1999),
cuya funcion principal no solo es reducir el estrés oxidativo, si no mantener los niveles
adecuados de ROS para un control eficiente de las infecciones causadas por
organismos patdgenos. Asi lo reportan varios estudios en especies de moluscos como
las ostras, vieiras, mejillones, almejas (Hooper et al., 2007; Donaghy et al., 2009) y
recientemente documentadas en el abulon del Pacifico Haliotis discus discus por De
Zoysa et al. (2011). Dentro de este mismo esquema, otro grupo de enzimas que
participan como agentes antioxidantes son las Glutation S-transferasa (GSTs) cuya
funcién principal asignada es de defensa celular contra la toxicidad inducida
generalmente por compuestos xenobidticos generalmente de tipo lipofilico (Blanchette
et al., 2007). Estudios previos encontraron que los niveles de expresion de GSTs se
incrementan tras la exposicién al peréxido de hidrégeno, metales pesados (Lee et al.,
2007) y productos quimicos que dafian el sistema endocrino como hidrocarburos
aromaticos policiclicos, policlorados bifenilos y tributilestaiio (Wan et al., 2008). Aunque
aun no se establecen criterios formales para clasificar a las GSTs en organismos

marinos, las actividades y los niveles de transcripcion de las GSTs han sido

’De aqui en adelante las siglas de los genes se presentaran en inglés.



ampliamente investigadas en algunas especies acuaticas, principalmente en la
utilizacion como biomarcadores durante la exposicidn a contaminantes organicos e
inorganicos. Las GSTs se han identificado en algunos moluscos marinos, como en el
calamar (Ommastrephes sloani pacificus) (Tomarev et al., 1993), el mejillon (Mytilus
edulis) (Yang et al.,, 2004), en la almeja (Mercenaria mercenaria) (Blanchette et al.,
1999), el mejillon del Mediterraneo (Mytilus galloprovincialis) (Hoarau et al., 2006) y en
el abuldn disco (H. discus discus) se ha detectado una isoforma (GSTisofl, Wan et al.,
2008).

Las investigaciones recientes sobre la defensa inmune en moluscos estan recibiendo
mucha atencién, no solo en la identificacion y caracterizacion de enzimas antioxidantes,
sino también de moduladores inmunoldgicos. Se han estudiado los niveles de expresion
de genes asociados con la respuesta inmune en diferentes tejidos del abulén del
Pacifico, Haliotis discus discus después de un desafio bacteriano; se encontraron
algunos reguladores como el Factor de Necrosis Tumoral- alfa (TFN-a), Factor tipo
Kruppel (KLF), Lachesin (Lac) y Activador transcripcional de Interleucina-3 (NFLI-3) (De
Zoysa et al., 2011). Otra de las proteinas con las cuales se han realizado trabajos de
respuesta inmune en abulén amarillo, H. corrugata, y en el abuldn rojo, H. rusfescens,
son las tipo perforina conocidas también como Proteina expresada por macrofagos
(MEP) (Mah et al., 2004).

Factor de Necrosis Tumoral- alfa (TNF-a). Es una citoquina involucrada en el proceso

inflamatorio producido principalmente por macrofagos activos en vertebrados e induce a
la muerte celular programada (apoptosis), activando la expresién de las moléculas de
adhesion endotelial. Esto resulta en una migracion rapida de leucocitos al espacio
extravascular, con lo que participa en la activacion, proliferacion, diferenciacion y
migracion de células inmunocompetentes (Casadevall et al., 2009). De Zoysa et al.
(2009) encontraron un homologo de la familia TNF (AbTNF-a) en el abuldn disco H.

discus discus durante la exposicion a salinidades bajas y a estrés por hipoxia.

Factor Tipo Kruppel (KLF).Pertenece a una importante familia de proteinas que han

sido ampliamente estudiadas por su papel en la proliferacion celular, la diferenciacion y

la supervivencia, especialmente en el contexto de la remodelacion de la cromatina y la
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activacion transcripcional del promotor 3-globina (La globina es la parte proteica de la
hemoglobina [apoproteina] en vertebrados). Sin embargo, datos recientes indican que
también puede jugar un papel en la proliferacion de células eritroides (Coghill et al.,
2001). En invertebrados funciona como un represor/activador de la transcripcion de
genes en contextos especificos de estrés celular ocasionado por diferentes factores
(Chen et al., 2001).

Proteina Expresada por Macréfagos (MEP). Es una proteina citolitica que desempefian

un papel esencial en la inmunidad innata en abulones (Mah et al., 2004). Esté implicada
en la diferenciacion y maduracion de macréfagos, y tiene un papel importante en la
eliminaciébn y muerte bacteriana tanto para bacterias Gram-negativas como Gram-

positivas (Xiaocui et al., 2011).

Proteinas de Shock Térmico (HSP). En los procesos de desarrollo y diferenciacion

)

celular se encuentra este tipo de proteinas denominadas de “choque o shock térmico’
debido a que su sintesis es inducida principalmente por un incremento de la
temperatura. Sin embargo, la expresion de las mismas puede verse también estimulada
por la carencia de oxigeno, la presencia de metales pesados, agentes fisicos y
quimicos o cualquier factor que produzca algun tipo de estrés celular (Craig, 1985;
Lindquist y Craig, 1988; Veldhuizen-Tsoerkan et al., 1991). La expresion de estas
proteinas puede estar modulada por el estrés, pero se ha demostrado que en
condiciones normales se encuentran asociadas a procesos de plegamiento proteico,
actuando como chaperonas, participando en procesos de desarrollo y de diferenciacion
celular (Schlesinger, 1990; Hartl, 1996). La clasificaciéon de la familia de HSPs se realiza
de acuerdo a su peso molecular, el cual puede variar de entre 15 y 110 kDa (Welch,
1992; Hightower y Hendershot, 1997). Las mas estudiadas en moluscos bivalvos son la
HSP70 y la HSP90. En varias especies de moluscos bivalvos se han caracterizado
parcial o totalmente alguna de estas proteinas. En el ostion japonés (Crassostrea gigas)
(Gordon et al., 2000; Boutet et al., 2003) y en el ostion americano (Crassostrea
virginica) (Rathinam et al., 2000) se ha determinado la secuencia de la HSP70 al igual
gue en la ostra plana (Ostrea edulis) (Piano et al., 2005). En las vieiras Argopecten
irradians y Chlamys farreri se caracterizaron la HSP70 y 90 respectivamente (Song et

al., 2006; Gao et al., 2007), ambas proteinas se han detectado en varias especies de
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abulén, H. tuberculata, H. discus hannai y H. rufescens (Farcy et al., 2007; Peizhou et
al., 2007; Nunez-Acuia et al., 2009). La modulacion de éstas también se ha relacionado
con procesos inmunes, ya que su expresidon se ha visto incrementada tras la
estimulacién de los hemocitos con Vibrio anguillarum (Cellura et al., 2006 y 2007; Song
et al., 2006). Ademas se han encontrado varios marcadores de secuencias expresadas
(ESTs, por sus siglas en inglés, Expressed Sequence Tag) con homologia a HSP en
varias bibliotecas construidas tras una estimulacion bacteriana o parasitaria (Tanguy et
al., 2004; Kang et al., 2006; Gestal et al., 2007) refrendando la posible participacién de

estas proteinas en los mecanismos de defensa inmune.

Ferritina es otra proteina de estrés que participan activamente en los procesos de
homeostasis celular y en la defensa celular contra el estrés oxidativo producido por las
ROS. La funcion principal de la ferritina en la mayoria de los organismos en los cuales
se ha encontrado es la de almacenamiento de hierro. La capacidad para captar el hierro
toxico celular en exceso de una manera compacta y segura, da a esta proteina un papel
clave en el almacenamiento de hierro y desintoxicacion. En respuesta al estrés
oxidativo, las células activan una estrategia de defensa utilizando ferritina para restringir
la disponibilidad del metal, el exceso de hierro especificamente libre para suprimir la
reaccion de Fenton’s (procesos de oxidacion) (Anexo 1) y de ese modo evitar la
formacion de OH™ que produce dafio a biomoléculas como proteinas, lipidos y DNA (De
Zoysa et al., 2009; Kleinveld et al., 1989; Storey et al., 1996).

Como se describio al inicio de este tema, el sistema inmune es una red compleja de
células, tejidos y 6rganos que funcionan en conjunto con el objetivo de proteger contra
organismos patdégenos y que en el desarrollo y su funcionamiento Optimo influyen
factores esenciales como el adecuado balance nutricional de los organismos. Silva-
Aciares et al. (2013) muestran que las regulaciones transcripcionales requieren de un
elevado coste energético. Ademas los resultados en diversos trabajos (Wang et al,;
2008a; Travers et al, 2010) muestran una estrecha interrelacion entre el sistema inmune
y el metabolismo digestivo, encontrando amplios vinculos tanto morfologicos como
funcionales, lo que sugiere una fuerte relacion entre balance energético y la resistencia
a organismos patdgenos y otros estresores. Como parte complementaria al presente
trabajo se evalud la expresién del gen de la enzima Alginasa, la cual pertenece a la
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familia de enzimas conocidas como liasas carbono-oxigeno que actian sobre
polisacaridos (distribuidos ampliamente en las paredes celulares de las algas marinas
pardas) (Nakada y Sweeny, 1967), con el fin de conocer aspectos relacionados con el

metabolismo digestivo en organismos afectados por el SD.

Por otro lado, para evaluar la respuesta inmune y el estrés en abuldn se utilizan en su
mayoria ensayos de fagocitosis (Sahaphong et al., 2001), produccién de ROS (Martello
et al., 2001), conteo de hemocitos y su morfologia (Cheng et al., 2004). Sin embargo, es
importante conocer los cambios transcripcionales a nivel molecular, ya que todas estas
reacciones de respuesta inmune y de estrés estan relacionadas con la expresion génica
(De Zoysa et al., 2011). De acuerdo con De Zoysa et al. (2011) en el abulén las células
inmunes (hemocitos) presentan un menor potencial de induccién transcripcional en
comparacion con las branquias. Lo cual indica que, para evaluaciones de expresion
génica relacionadas con los mecanismos de defensa en abulones, es recomendable
utilizar a las branquias como un tejido confiable para evaluar el nivel de actividad de los
genes relacionados con la respuesta inmune en condiciones de estrés ocasionado por
agentes patdgenos. Asimismo, las branquias presentan un epitelio especializado que
les permite el intercambio de iones y gases. Por lo tanto, los patdgenos podrian
facilmente entrar en contacto con las branquias, siendo asi, que se ha catalogado como
un tejido muy eficiente en generar una respuesta inmune tanto en abulén como en otros
moluscos (De Zoysa et al., 2011). Otro de los tejidos importantes para la evaluacién
transcripcional es el tracto digestivo, este tejido se encuentra constantemente expuesto
a una amplia variedad de patdogenos microbianos y es considerado como una ubicacién
privilegiada para albergar una gran variedad de bacterias (Paillard et al., 2004). En el
presente estudio la enfermedad por PTR se caracteriza por inclusiones bacterianas
intracelulares en el eséfago posterior, en intestino y en el estbmago. De tal modo, aln
gue las branquias no son el tejido blanco, pueden proporcionar un mejor conocimiento
sobre la actividad transcripcional en el abulon rojo cuando es afectado por el SD.
Diversos estudios sobre expresion génica en abuldn han utilizado a las branquias y la
glandula digestiva como tejidos que generan informacion confiable en evaluaciones
transcripcionales relacionadas con la respuesta inmune: H. diversicolor, H. tuberculata,

H. rufescens, H. discus discus (Hong-Lin et al.,, 2009; Travers et al., 2010; Salinas-
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Clarot et al., 2010; De Zoysa et al., 2011) y en el ostion japonés (C. gigas) y el ostion
americano (C. virginica) (Jenny et al., 2007). Estos estudios de expresion génica son de
gran importancia debido a la identificacidon de genes regulados positivamente, tanto en
branquias como en los tejidos del tracto digestivo. Refrendando la importante capacidad

de transcripcion de estos tejidos ante organismos patégenos.

1.5 Genética

1.5.1 Teorema de la biologia molecular (DNA-RNA-Proteina)

De acuerdo al teorema central de la biologia molecular, la expresion de la informacion
hereditaria fluye desde las secuencias gendémicas del acido desoxirribonucleico (por sus
siglas en inglés, DNA), a través de un intermediario, el acido ribonucleico mensajero
(mRNA, por sus siglas en inglés), hacia una ultima manifestacion del genotipo en
relacion al tipo de ambiente (fenotipo) en forma de polipéptidos funcionales (Farrell,
2010). Este disefio refleja lo que ocurre en células procariotas y eucariotas, solo
algunas excepciones han sido observadas en la naturaleza: el descubrimiento de la
enzima retroviral transcriptasa inversa, por la cual el mMRNA puede servir como un
molde para la sintesis de DNA (denominado también como DNA complementario o
cDNA, por sus siglas en inglés) (Farrell, 2010).

1.5.2 Caracteristicas del RNA (transcripcion y edicion)

La transcripciéon del mRNA se describe como el proceso por el cual una molécula de
MRNA de cadena simple es sintetizada desde un locus cromosomal especifico, y es
uno de los primeros pasos que se conoce como la biogénesis del mMRNA (Farrel, 2010).
La unidad transcripcional o propiamente expresada se conoce como una secuencia de
DNA que manifiesta sefiales para el inicio y termino de la transcripcion. Este
mecanismo es regulado por enzimas conocidas como RNA polimerasas. Las enzimas
conocidas como factores de transcripcion, reconocen secuencias altamente
conservadas denominadas promotores. De acuerdo con Farrell (2010), en eucariotas, el
promotor es conocido como la caja TATA, formalmente la caja Hogness; aunque la caja
CAAT vy la caja GC también han sido encontradas en muchos promotores. Estos

parecen estar controlando la union inicial de la RNA polimerasa mediada por el factor
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de transcripciébn y determinada por la eficiencia del promotor (Farrell, 2010). En
eucariotas se ha revelado que en la mayoria de sus genes hay muchos nucleétidos
dentro de un locus particular respecto a los que son necesarios para dirigir la sintesis
de un polipéptido determinado, en otras palabras, la secuencia de DNA y la de un
aminoacido no son colineales. Este patron diferencial también es observado a nivel del
MRNA en el citoplasma, el cual tiende a ser mas corto respecto a la secuencia de DNA
origen. Esto se explica por la presencia de intrones, (regiones de DNA que se
transcriben) pero éstos no estan representados en el mRNA maduro, ya que son
cortados del mRNA primario o inicial (Farrell, 2010). Por lo anterior, y de acuerdo con
McPerson et al. (2008), la expresion de un determinado gen tiende hacer proporcional
con el nimero de copias de mRNA, por lo que se puede obtener informacion respecto a
la expresion, nivel de respuesta y finalmente determinar si la expresion de los genes de
una célula esta relacionada con una funcién conocida (McPherson et al., 2008). Para
cuantificar la expresion relativa de los genes objetivo se empled la técnica de sintesis
de cDNA mediante retrotranscripcion, seguida de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés). Esta herramienta molecular apoyara en
la amplificacion y cuantificacion de las moléculas de cDNA (Heid et al.,, 1996) y con
estos datos obtener informacion respecto al nivel de respuesta de los organismos en
estudio. Por lo cual en el presente trabajo se evaluaron los niveles de expresion de
genes inmunorrelacionados y de estrés térmico, en el abul6n rojo de cultivo, Haliotis

rufescens, sintomatico al sindrome de deshidratacion.
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Capitulo 2

Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

Los abulones rojos asintomaticos al SD presentaran una mayor expresion de

genes inmunorrelacionados y de estrés térmico, que los abulones sintomaticos.

2.2 Objetivo general

Evaluar los niveles de expresion de genes inmunorrelacionados y de estrés

térmico en el abuldn rojo, Haliotis rufescens, sintomatico al sindrome de deshidratacion.

2.3 Objetivos particulares

1. Analizar los niveles de expresién de genes inmunorrelacionados y de estrés
térmico, en diferentes tejidos de abulones sintomaticos y asintomaticos al SD.

2. Determinar la prevalencia e intensidad del sindrome de deshidratacién por
analisis histopatolégico, diagnéstico en PCR tiempo final e hibridacién in situ.

3. Realizar un analisis comparativo del nivel de expresién génica en respuesta a

Xenohaliotis californiensis.
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Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1 Disefio experimental

Se seleccionaron un total de 150 ejemplares de abuldn rojo H. ruefescens (longitud de
la concha 5.9+0.6 cm y peso vivo de 29+4Q) de la granja “Abulones Cultivados S. A. de
C. V.” en agosto de 2012. Los organismos fueron separados de acuerdo con la
presencia o0 ausencia de signos externos del SD. Estos signos son: incapacidad para
adherirse firmemente al sustrato, retraccion del manto y reduccién del masculo.
Aquellos con signos fueron etiquetados como Sintomaticos al Sindrome de
Deshidratacion SSD y aquellos sin signos como Asintométicos al Sindrome de
Deshidratacion ASD (Fig. 3). Adicionalmente, se establecié una escala asociada a los
signos mencionados, definiéndose de la siguiente manera: 1, leve: 2, moderada y 3,
severa de acuerdo con Moore et al. (2001). Los animales fueron aclimatados durante
tres semanas antes de iniciar los experimentos. Durante este periodo, los organismos
fueron mantenidos en sistemas de recirculacion independiente (Bioclarificador remocion
de sélidos a 20 pm v filtracién biolégica) con un flujo de 33-38 | min™, en un volumen
total de 200 | a una temperatura de 19+0.8°C. Se alimentaron ad libitum con la
macroalga marina Macrocystis pyrifera. Se realiz6 la biometria (longitud de la concha y
peso total) de 30 abulones muestreados para cada grupo (SSD y ASD). Con la

informacion obtenida se estimé el indice de condicién (IC):

(1)

donde IC;, P;y L;son el indice de condicion, el peso(g) y el largo de la concha (cm) del
abuldn j, respectivamente, mientras que a y b son constantes obtenidas mediante la
relacion alométrica (a=0.1555 y b=2.9127; Del Rio-Portilla y Velasco-Miranda, 2007).

Por otro lado, 30 abulones de cada condicion (SSD y ASD) fueron sacrificados para
determinar la infeccion por X. californiensis y el desarrollo del SD a nivel tisular (ver en
seccion 4.3.1 Analisis histopatologico). Dado que todos los abulones estuvieron

infectados por la rickettsia, se realizd un tratamiento con bafios de oxitetraciclina a 30
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de estos organismos de acuerdo con el protocolo indicado en el Anexo 2. Este grupo
fue utilizado como control para el andlisis de expresion génica. Es decir, libre de
infeccion por X. californiensis (LSD) y asi obtener el valor del umbral de expresién
necesario para la curva de normalizacion. Estableciéndose al final 3 grupos: SSD, ASD
y LSD.

Para confirmar la presencia de X. californiensis se utiliz6 un analisis de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo final e hibridacion in situ.

Figura 3. Imagen que muestra a Haliotis rufescens sin signos (A) y con
signos (B) del Sindrome de Deshidratacion del abul6n (SD). A) se observan
cinco ejemplares con el musculo del pie extendido, coloracion normal y
activos. B) se observan ejemplares afectados por el SD con el manto
completamente retraido, el musculo del pie flacido y descolorido.

3.2 Expresion génica
Para determinar los niveles de expresion génica se utilizaron fracciones de tejido de

branquia, postésofago y recto, de cada grupo. Los tejidos fueron conservados en RNA

later® Solution (Sigma) y mantenidos a -20°C previo a la extraccién de RNA total.
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3.3 Extraccién de RNA total y Sintesis de cDNA: RT-PCR

Se extrajo RNA total utilizando el protocolo de Matz (2002) y se estandarizo el peso a
80 mg de muestra de cada tejido objetivo (Anexo 3). Para eliminar la presencia de DNA
gendmico, se utilizd una digestion adicional con DNasa | usando la RNase-free DNase
(Qiagen) y para asegurar la mayor pureza posible del RNA, se limpiaron las muestras
con RNeasy MinElute Cleanup Kit (Qiagen). El RNA total se cuantifico utilizando un
espectrofotometro ND 1000 (NanoDrop Technologies) y se determiné la pureza con las
razones 260/280 nm y 260/230 nm. La integridad se verifico con electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante al 1.2% con formaldehido y fueron visualizados mediante un
fotodocumentador (BioRad modelo Gel Doc XRT Imaging System). Se seleccionaron
las muestras que presentaron las siguientes caracteristicas: relaciones 260/280 > 1.8,
260/230 > 2.0, y las que mejor mostraron integridad.

Posteriormente, se estandarizé la concentracién de RNA a 200 ng uL™ haciendo las
diluciones correspondientes a las muestras extraidas. La sintesis de cDNA se llevd a
cabo utilizando 3 pl (0.2 pg pL™?) de RNA de cada organismo siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante del kit Superscript Il First-Strand Synthesis System
(Invitrogen) (Anexo 4).

3.4 Optimizacién de la RT-PCR.

3.4.1 Determinacion de Ty, 6ptima

La temperatura optima de hibridacion (también denominado valor T, por sus siglas en
inglés, melting temperature) para cada uno de los iniciadores fue determinada mediante
el equipo Corbett Rotor Gene 6000 (Life Science) (Anexo 5). Se seleccionaron tres
temperaturas alrededor de la T, tedrica para cada par de iniciadores usando una
muestra de cDNA y DNA de cada tejido (branquia, tracto digestivo y recto) para cada
grupo de organismos. Para llevar a cabo las reacciones se utilizé el kit GoTag® Green
Master Mix (Promega), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Anexo 6).
Una vez determinada la temperatura optima de cada iniciador, estos se utilizaron para
la RT-PCR, con el objetivo de confirmar la especificidad de la amplificacion, mientras
que, para verificar el tamafio del amplicén (fragmento de DNA amplificado), se realizo
una electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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3.5 Cuantificacion mediante RT-PCR

Hasta el momento se han utilizado dos formas para cuantificar el nivel de expresion de
un gen determinado el cual puede realizarse de manera absoluta o relativa. La
cuantificacion absoluta consiste en relacionar la sefial de amplificacion obtenida con el
contenido de ADN empleando en la curva de calibracion; recientemente la mayoria de
los trabajos realizados bajo este enfoque utilizan RNA conocido como control externo.
Mientras que en la cuantificacion relativa se obtiene por el cambio en los niveles de
expresion de RNA mensajero (MRNA) determinado como DNA complementario (CDNA,
originado por retrotranscripcion del mRNA); esta cuantificacion se establece con base
en la comparacion entre el nivel de expresion del gen objetivo y un gen control (también

llamado de referencia o normalizador).

En el presente estudio la cuantificacion de la expresion de las secuencias (genes)
seleccionadas se realiz6 mediante RT-PCR en términos relativos, con un equipo
Corbett Rotor Gene 6000 (Life Science) usando el reactivo SYBR Green | PCR
(Qiagen). Para la normalizacion y cuantificacién de todos los genes, las reacciones se
efectuaron por duplicado acompafnadas de un control sin molde (NTC) para descartar la
contaminacion de reactivos. Los componentes de la mezcla de reaccion fueron: 7.5 pl
de 2x SYBR Green PCR kit,1.0 ul de oligonucleétidos (10 puM), 2.5 pl de H,O libre de
RNAsas y 3 ul cDNA (diluido 1:10). La mezcla se incubd durante 3 min a 94°C, seguido
por 35 ciclos de 20s a 95°C, 20s a 58°C y finalmente 30s a 72°C. Al finalizar el nimero
de ciclos, se realiz6 un analisis de la curva de disociacién (Melting) de 60 a 95°C con un
incremento del 0.5°C de acuerdo con las caracteristicas del equipo con el fin de
determinar la especificidad de los iniciadores. Para la normalizacién de la expresion de
cada gen evaluado, se cuantificd6 también la expresién de la proteina ribosomal L5
(RPL5) en cada muestra (L6épez-Landavery et al., 2013, documento en preparacion).
Los oligonucleétidos empleados se muestran en la Tabla 4. Dos de los 10 productos de
RT-PCR (HSP70 y KLF) utilizados en el presente trabajo fueron secuenciados para

confirmar el producto amplificado (Anexo 7).



Tabla 3. Secuencias de iniciadores usados para RT-PCR.

Gen Nombre del  Secuencias(5'-3") Tamafio

iniciador (pb)
Inmunidad

KLFl KLF-F GTCACATGCAGCGGAATTCTAAGG 120
KLF-R AAGCTATCCCTAGCGGCCGTTTAT

MEP® MEP-F TTCCAAGGATCCAAAACCTG 93
MEP-R TGAACTGCATTGCCTCTTGA

AbTNE-aX  AbTNF-a-F (GA);GAATTCATGGCAAAGATTGTTCTGGCTGTGTG 717
AbTNF-a-R (GA)sAAGCTTAATCATATATACACCAAAGTAATGCCA

Proteinas de estrés

HSP70° HSP70-F ATGCCAATGGTATCCTC 134
HSP70-R GTAATTCTCAGCCTCGTT

Ferritinat Ferritin-F ATGGCCCAAACTCAACCC 516
Ferritin-R TCACGTGCGACTATGCCC

HsP9o? HSP90-F CACTGTGGACCAGAAATGC 141
HSP90-R ACAGCAAAGCACGGAACT

Antioxidante

Catalasa1 Catalase-F CTACCTGCAACTTCCCGTCAACT 172
Catalase-R AGAGAGCTTGAAAGGGCACTCCAT

GSTisofl2 GSTisof-F AGCCTATTCGCCTGCTGCTGACACA 624
GSTisof-R ATTTCTTGATTTTGGGAAGTGCCTC

SeG le SeGPx-F TATACCGCCACCTGGTGAAAGGAA 152
SePGx-R CCACATTGACGATCAGCAGCACAT

Metabolismo

Alginasa® Alginase-F GATGGACCAACTGCTCTGGT 98

Alginase-R CCCCTTTTATGGAGTTGCAG

Gen Constitutivo

RPL52 RPL5_F TCACCAACAAGGACATCATTTGTC 151
RPL5_R CTAGCTCTGCCTGTCACATACCA

Referencias: (1) De Zoysa et al. 2011. (2) Wan et al. 2008. (3) Cheng et al. 2007. (4) Zhang et al. 2011. (5)
Silva-Aciares et al. 2011b. (6) Mah et al. 2004.
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3.6 Analisis de la expresion relativa

La expresion relativa se estimé a partir del Ct* (por sus siglas en inglés, cycle threshold,
cuya traduccién es ciclo umbral) promedio del duplicado de cada gen objetivo,
normalizado con el valor promedio de Ct del gen de referencia (RPL5) mediante la
formula; 2744 [t gen objetivo- Ct gen referencia (muestra-calibradon] () jy,ak ' 2001), que expresa el cambio
en el nivel de expresion de la muestra objetivo (no tratada) con respecto a la muestra
control (tratada). El valor de Ct es el punto que indica el ciclo en el que la fluorescencia
alcanza el valor umbral. Cuanto mas DNA (o cDNA en el presente experimento) inicial
tenga la muestra, el nimero de ciclos necesarios para alcanzar el valor umbral sera

menor (Fig. 4). Los resultados se expresaron como la media con su desviacion

estandar.
bttt dbe ettt
| Factor tipo Kruppel (KLF) e
12 _~" Gen RPL5
» _GenKLF " (Referencia)
5 Tejido Branquia Tejido Branquia
/
o Ct=17.86 /
AN i} Ct=19.66
.; — d_---?”"":/ NTC

- 10 1% 2
Cycie

Figura 4. Grafico de amplificacion donde puede verse que el gen objetivo (KLF) supera el umbral
mas rapido que el gen de referencia (RPL5). El control blanco (NTC) no supera el valor umbral,
puesto que no contiene DNA inicial para que se produzca la reaccion de amplificacion.

3g punto de interseccién de una curva de amplificacion con el umbral se denomina Ct (Threshold Cycle).
A este punto se le ha denominado como el ciclo en el que la fluorescencia alcanza el valor umbral. Los
resultados que se obtienen por RT-PCR estan relacionados con la deteccion y cuantificacion de la sefial
fluorescente emitida por sondas marcadas, durante la reaccion de PCR. El nivel de fluorescencia
detectado durante la fase exponencial puede ser correlacionado con la cantidad inicial de cDNA o DNA
(Walker, 2002).
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3.7 Analisis comparativo del nivel de expresion génica

Se realizé un analisis comparativo del nivel de expresidon génica en respuesta al SD. Se
tomaron muestras de branquia, postesofago y recto, con el fin de determinar el tejido
con mayor capacidad transcripcional, asi como, el conjunto de enzimas que participa en
la misma. Los genes fueron clasificados en tres categorias, con base en sus perfiles de
expresion de regulacion transcripcional: (1) Regulados positivamente (= 2 veces), (2)
Regulados negativamente (< -2 veces), (3) No hay respuesta (De Zoysa et al., 2011).
Los valores por tejido se tabularon y se agruparon utilizando diagramas de Venn (De
Zoysa et al., 2011), en los que se consideraron tres conjuntos (en vez de los dos que se
suelen utilizar). En estos diagramas se representd a cada conjunto de genes
expresados por tejido (tres tejidos) mediante un circulo (Fig. 5). La posicién relativa en
el plano de tales circulos muestra la relaciébn del nimero de genes que se estan

expresando.

S

Figura 5. Diagrama de Venn de tres conjuntos A, By C.

3.8 Diagnéstico por Histologia

Para realizar este diagndéstico, se removio el tejido blando de la concha y se realizaron
cortes de tal manera que se pudieran observar secciones trasversales del eso6fago.
Cada corte se coloco individualmente en un casete histolégico y se fijaron con solucion

Davidson’s, en una relacion de volumen de 1:5 (Anexo 8). La fijaciéon duré 24 horas
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(Shaw y Battle, 1957). Posteriormente los tejidos se deshidrataron en un procesador
automatico de tejidos (Leica, Modelo TP1020), con cambios graduales de etanol (70 %
hasta alcohol absoluto) (Anexo 9) e incluidos en parafina utilizando un incluidor

automatico de parafina (Leica, Modelo GG1160).

A partir de cada bloque de parafina se obtuvieron dos cortes histolégicos los cuales se
realizaron en un micrétomo (Spencer, Modelo 820) a 5 um de espesor y colocados en
un portaobjetos. El primer corte se utilizé para el andlisis histolégico convencional
utilizando la técnica de Hematoxilina-Eosina/Floxina (Shaw y Battle, 1957; Howard et
al., 2004) (Anexo 10) montados con resina. Las laminillas histoldgicas se revisaron en
un microscopio compuesto para determinar la presencia y la intensidad de X.
californiensis en cada abulon. El otro corte fue utilizado para realizar hibridacién in situ
(ISH) como se describe en el apartado 3.11.

Para determinar la intensidad mediante la técnica histologica se consider6 el numero de
inclusiones de bacterias en cada preparacién histolégica a un aumento de 200x
(objetivo 20 X), las cuales se enumeraron usando la escala propuesta por Friedman et
al. (1997) y modificada por Caceres-Martinez et al. (2001) (Tabla 4).

Tabla 4. Escala de intensidad de PTRs (ndmero de inclusiones de organismos
Procariotas del Tipo Rickettsiales).

Nivel Numero de células de PTRs Interpretacién

0 0 PTR No infectado

1 1al0PTR Infeccidn ligera

2 11a 100 PTR Infeccién moderada

3 101 a 1000 PTR Infeccidn severa

4 > 1000 PTR Infeccién muy avanzada

Céceres-Martinez et al. (2001, p. 877).

Por otra parte, la prevalencia (PE) fue estimada como el nimero de abulones infectados
(Al) entre el numero de abulones examinados (AE) expresado en porcentaje utilizando
la siguiente formula:
(2)
PE(%) = (A1/ ) x 100
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3.9 Extraccion de DNA.

La extraccion de DNA genomico se realizdé segun el protocolo de extraccion de DNA
con sales de Sambrook y Russell (2001) (Anexo 11) utilizando 30 mg de tejido. La
pureza y cantidad del DNA se determind con un espectrofotometro NanoDrop ND1000
(Nanotechnologies®). La calidad del DNA se evalué mediante electroforesis por 45 min
a 90 V, con amortiguador TAE 1X, en un gel de agarosa al 1% previamente tefiido con
bromuro de etidio, usando como referencia un marcador de peso molecular de 100 pb
(Invitrogen®). Finalmente el gel fue visualizado con un transiluminador de luz UV en un
sistema digital de fotodocumentacion Ultracam (BioRad® modelo Gel Doc XRT Imaging

System).

3.10 Diagnéstico por PCR

Se utilizaron los iniciadores RA 5-1 (5-GTTGAACGTGCCTTCAGTTTAC-3’) y RA 3-6
(5-ACTTGGACTCATTCAAAAGCGGAT’) desarrollados para detectar X. californiensis,
los cuales amplifican especificamente un segmento de 160 pb (Andree et al., 2000).
Ademas complementan el DNA de la subunidad menor del ribosoma y son sensibles y
especificos para este patdgeno. La amplificacién por PCR se realiz6 en un volumen de
reaccion estandar de 25 pl con 1.5 mM de MgCl,, 400 ngml™ BSA, 200 uM de dNTPs,
0.5 mM de cada iniciador, 0.8 unidades de polimerasa Taq, y 100 ng de DNA molde.
Las mezclas de reaccion se colocaron en un termociclador (Veriti ® Applied
biosystems). El programa para la reaccion de amplificacion fue: desnaturalizacion inicial
a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos a 95°C durante 1 minuto, 62°C durante 30
segundos, y 72°C durante 30 segundos, con una extension final a 72°C durante 10
minutos. De cada reaccion de PCR se tomé una alicuota para comprobar el producto de
amplificacion de 160 pares de bases, mediante electroforesis en gel de agarosa y

tincion con bromuro de etidio.

3.11 Hibridacion in situ (ISH).

La hibridacion in situ (ISH, por sus siglas en inglés) se realizd utilizando el protocolo
descrito por Antonio et al. (1998) (Anexo 12) con una mezcla de voliumenes iguales de
cuatro sondas [RA5-1 (5-GTT-GAA-CGT-GCC-TTC-AGT-TTA-C-3’); RA3-6 (5-ACT-
TGG-ACT-CAT-TCA-AAA-GCG-GA-3’); RA3-8 (5-CCA-CTG-TGA-GTG-GTT-ATC-
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TCC-TG-3) y RA5-6 (5-GAA-GCA-ATA-TTG-TGA-GAT-AAAGCA-3’)] disefiados por
Andrée et al. (2000) para la deteccion de X. californiensis. Estas sondas se marcaron
en el extremo 3° con digoxigenina-11-dUTP (Invitrogen, USA). Las muestras se
observaron en un microscopio compuesto. Se utilizaron muestras histolégicas como

controles positivos y negativos de abuldn rojo anteriormente identificadas.

3.12 Anélisis estadistico

Todos los datos se expresaron como la media con su desviacion estandar, los cuales
se les aplicé un andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el paquete estadistico
STATISTICA version 8.0. Se fijo el nivel de significancia a P=0.05. Posteriormente se
realiz6 una prueba de comparacion de medias de Tukey. Para el caso de los datos
asignados por categorias en la escala (0-4) fueron normalizados por transformacién de
raiz cuadrada previo al andlisis estadistico de acuerdo a la férmula utilizada por Moore
et al. (2009).
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Resultados

4.1 Niveles de expresién

4.2.1 Expresion génica en branquia

La expresion de 10 genes en branquia fue evaluada usando RT-PCR (Tabla 3). Los

perfiles de expresidn en branquia indicaron transcripciones alteradas de manera

diferente en organismos sintomaticos (SSD) y asintométicos (ASD). Sin embargo, sélo

tres genes KLF, MEP y AbTNF mostraron evidencia de una reduccion en el nivel de

expresion con respecto a los tratados con oxitetraciclina (LSD). Los genes KLF, MEP y
AbTNF mostraron niveles de reduccion en SSD: -1.6 y ASD: -4.9, SSD: -18.4 y ASD: -
4.6, SSD: -10.4 y ASD: -4.6 veces, respectivamente (Fig. 6). Por otro lado, las proteinas

de estrés: HSP70, Ferritina y HSP90 mostraron evidencia de un incremento en el nivel
de expresion con SSD: 1.5y ASD: 1.1, SSD: 4.0 y ASD: 1.9, SSD: 9.2 y ASD: 11.3

veces, respectivamente.
Branquia (SSD) Branquia (ASD)

122.0
120
100~

40

34.4

(48]
o
I

N
(=]
|

—
o
L

3.2

1.1 192 114

1.7

Expresion relativa

AN
o
i

49 -46 -46

>
o

SR SR « o
*y *Q «é QQ 6{" sng ko\'b ,\\"90 %Qc, &(‘0
¥ < & & ®

Figura. 6. Andlisis transcripcional en branquia del abulén rojo H. rufescens
sintomético (SSD) y asintomatico (ASD) al Sindrome de Deshidratacién. La magnitud
en el cambio en la expresién se calcula por el método (2 2% ) usando la Proteina
ribosomal L5 (RPL5, por sus siglas en inglés) como gen de referencia. El factor de
cambio relativo en la expresion se compar6é con el control (LSD, organismos
tratados con OTC) (media = DE).
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Otro grupo de enzimas que mostraron incrementos en el nivel de expresion fueron las
antioxidantes: GSTisof, SeGPx y Catalasa con incrementos en el nivel de expresion de
SSD: 344 y ASD: 122.0, SSD: 8.3 y ASD: 3.2, SSD: 149 y ASD: 1.1 veces,
respectivamente. Siendo GSTisofl la que mostré el nivel de expresion mas elevado en
ambos grupos (SSD y ASD) con respecto a los deméas genes evaluados. Por ultimo, la
enzima relacionada con el metabolismo, la Alginasa present6 un incremento en el nivel

de expresion de SSD: 5.3 y ASD: 1.7 veces, respectivamente (Fig. 6).

4.2.2 Expresion génica en Postesdéfago

En el postesofago la respuesta transcripcional del gene KLF fue a la baja igual que en
branquia, con niveles de reduccion de SSD: -1.7, y ASD: -8.0 veces respectivamente.
Mientras que los genes AbTNF y MEP mostraron una reduccién en el grupo SSD: -1.2 y
-1.6 veces, respectivamente, pero hubo un incremento en el grupo ASD: 2.6 veces,
para cada gen. En el caso de las proteinas de estrés: HSP90 y Ferritina se observé un
incremento en el nivel de expresion SSD: 3.0 y ASD: 2.8, SSD: 1.9 y ASD: 1.1,
respectivamente. Mientras que la HSP70 muestra un incremento en la expresion en el
grupo SSD: 2.2 veces, y una reduccion en ASD: -3.2 veces. Por otra parte, la enzima
antioxidante “GST” mostro los mayores incrementos en el nivel de expresién con: SSD:
55.7 y ASD: 128.0 veces. Catalasa y SeGPx mostraron evidencia de incrementos en el
nivel de expresion unicamente en el grupo SSD con 1.3 y 1.5, caso contrario para el
grupo ASD, que indica una reduccién en el nivel de expresion con -3.7 y -190.1 veces,
respectivamente. Siendo SeGPx el que mostré la mayor reduccién transcripcional. La
Alginasa tuvo el mayor incremento en el nivel de expresion (36.8) en el grupo ASD, que
en el grupo SSD con 5.6 veces (Fig. 7), lo que sugiere una mayor presencia de esta

enzima en los organismos que no presentan sintomas del SD.
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Figura. 7. Andlisis transcripcional en posteséfago del abulén rojo H. rufescens
sintoméatico (SSD) y asintomatico (ASD) al Sindrome de Deshidratacién. La magnitud
en el cambio en la expresion se calcula por el método (2 2¢T) usando la Proteina
ribosomal L5 como gen de referencia. El factor de cambio relativo en la expresion se
compar6 con la del control (LSD, organismos tratados con OTC) (media = DE).

4.2.3 Expresion génica en Recto

Los niveles de expresion en recto indican algo diferente a lo obtenido con los demas
tejidos, ya que los genes KLF y MEP presentan un incremento en el nivel de expresion:
SSD: 1.3 y ASD: 1.1; SSD: 1.0 y ASD: 2.4 veces, respectivamente. Mientras que
AbTNF-a mostré una reduccion en el nivel de expresion con magnitud de SSD: -3.1y
un aumento en ASD: 2.4 veces. Las proteinas de estrés HSP90 y Ferritina mostraron un
incremento de SSD: 2.2 y ASD: 2.3; SSD: 2.0 y ASD: 1.2 veces. Mientras que HSP70
mostré un incremento en el nivel de expresion de SSD: 1.4 y disminuy6 en ASD: -1.6
veces. La enzima antioxidante GST mostré el mayor incremento en el nivel de
expresion en ambos grupos (SSD: 19.7 y ASD: 84.4, veces). La SeGPx mostro
igualmente incrementos en ambos grupos (SSD: 1.6 y ASD: 2.7, veces), mientras que,
la catalasa presenté una reduccion en el nivel de expresion (SSD: -1.0 y ASD: -17.5,
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veces). Por ultimo, el nivel de expresion de la Alginasa disminuy6 -1.0 veces en el grupo
SSD y present6 un incremento de 8.6 veces en ASD (Fig. 8).
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Figura. 8. Andlisis transcripcional en recto del abuldén rojo H. rufescens sintomatico
(SSD) y asintomatico (ASD) al Sindrome de Deshidratacion. La magnitud en el cambio
en la expresién se calcula por el método (2 2°") usando la Proteina ribosomal L5
como gen de referencia. El factor de cambio relativo en la expresion se comparé con
la del control (LSD, organismos tratados con OTC) (media + DE).

4.2.4 Analisis comparativo del nivel de expresion génica.

En branquia los genes de las enzimas Ferritina, HSP90, GSTisofl, SeGPx, Catalasa y
Alginasa fueron regulados positivamente en ambos grupos (SSD y ASD), la diferencia
entre cada grupo fue en el nivel de expresion. Por otro lado, MEP, AbTNF-a y KLF
fueron regulados negativamente (Tabla 5). En postesofago, HSP90, GSTisofl y
Alginasa fueron regulados positivamente en ambos grupos (SSD y ASD), mientras que
HSP70 y Ferritina s6lo fueron regulados positivamente en SSD; MEP y AbTNF-a en
ASD. En este caso el grupo SSD no mostré regulacion negativa, pero el grupo ASD
mostré cuatro: KLF, HSP70, Catalasa y SeGPx. Las regulaciones negativas mas altas
se obtuvieron en KLF y SeGPx (Tabla 5).



30

En el recto, en el grupo SSD se regularon positivamente tres enzimas (Ferritina,
GSTisofl y HSP90), mientras que solo AbTNF-a fue regulada negativamente. En ASD
fueron reguladas seis enzimas y solamente Catalasa fue regulada negativamente
(Tabla 5). La comparaciéon de los resultados revel6 que los genes antioxidantes,
inmunes, proteinas de estrés y metabdlica en abuldn respondieron de manera diferente
en los tres tejidos evaluados (branquia, postesoéfago y recto), y en los dos grupos SSD y
ASD. Entre todos los genes seleccionados, GSTisofl mostrd los mayores niveles de
expresion por grupo y tejido, con los mayores niveles de expresion en Poseso6fago
(SSD: 55.8 y ASD 128.0 veces, respectivamente). Se presentaron genes pertenecientes
a una “falta de respuesta”, o que sugiere que estos genes no son sensibles a alguna

forma de estrés bioldgico creado por X. californiensis en el abulén rojo (Tabla 5).

Con el fin de conocer el numero de genes que son inducidos por el SD para cada tejido
(Branquia, Postesd6fago y Recto), y conocer los niveles de expresion, se realizdé un

diagrama de tres conjuntos o diagrama de Venn (Fig. 9).

En el grupo SSD se mostrd la interaccion activa de cuatro genes uno de ellos fue la
Alginasa que Unicamente se expreso6 en dos tejidos (branquia y posteso6fago), mientras
gue los otros tres genes (Ferritina, HSP90 y GSTisofl) se expresaron en los tres tejidos.
Por otro lado, el grupo ASD se caracterizd por una interaccion intertejidos mas amplia,
resaltando la expresion de la Alginasa, HSP90 y GSTisofl en los tres tejidos. Ademas,
de la participacion de la enzima SeGPx en dos tejidos (branquia y recto), y por ultimo la
expresion de dos genes exclusivos de este grupo (ASD): La citoquina AbTNF-a y la

proteina MEP.
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Tabla 5. Respuestas transcripcionales para los grupos SSD y ASD en branquias, posteséfago y
recto, utilizando como referencia al grupo LSD.

Respuesta Organismos sintomaticos (SSD) Organismos asintomaticos (ASD)
transcripcional
Branquia Postes6fago Recto | Branquia Postes6fago Recto
GSTisofl GSTisofl GSTisol GSTisofl GSTisofl GSTisofl
(34.4 veces), (55.7 veces), (19.7 veces), (122.0 veces), (128 veces), (84.4 veces)
Catalasa Alginasa HSP90 Ferritina Alginasa Alginasa
(14.9 veces), (5.6 veces), (2.2 veces), (11.3 veces), (36.8 veces) (8.6 veces)
Ferritina HSP90 Ferritina SeGPx HSP90 SeGPx
(9.2 veces), (3.0 veces) (2.0 veces), (3.2 veces), (2.8 veces), (2.7 veces),
Regulacién
positiva SeGPx HSP70 HSP70 MEP MEP
(8.3 veces), (2.2 veces), (2.1 veces), (2.6 veces), (2.4 veces),
Alginasa Ferritina HSP90 AbTNF-a AbTNF-a
(5.3 veces) (2.0 veces), (2.0 veces), (2.6 veces), (2.4 veces),
HSP90 Alginasa HSP90
(4.0 veces), (2.0 veces) (2.3 veces),
AbTNF-a AbTNF-a MEP HSP70 Catalasa
(10.4 veces), (3.1 veces) (4.6 veces) (3.2 veces), (17.5 veces),
MEP
PR AbTNF-a Catalasa
Regulacién (18.4 veces), (4.6 veces), (3.7 veces),
negativa KLF KLF
(4.9 veces) (8.0 veces),
SeGPx
(190.1 veces)
LF SeGPx SeGPx Catalasa Eerritina Eerritina
(-1.6 veces), (1.5 veces), (1.6 veces), (1.1 veces), (1.1 veces), (1.2 veces),
HSP70 Catalasa HSP70 KLF
(-1.5 veces), (1.3 veces), (1.4 veces), (1.1 veces),
AbTNF-a KLF HSP70
No hay (-1.2 veces), (1.3 veces), (-1.6 veces),
respuesta MEP MEP
(-1.6 veces), (1.0 veces),
KLE Catalasa
(-1.7 veces), (-1.0 veces),
Alginasa
(-1.0 veces),
—AACT

La magnitud en el cambio en la expresién se calcula por el método (2

) usando la Proteina

ribosomal L5 (RPL5) como gen de referencia. El factor de cambio relativo en la expresion se
compar6 con la del control (LSD, organismos tratados con OTC). La expresion de los genes en
el tejido se normaliz6 tomando en cuenta el nivel de expresion (expresion = 2 significa
regulados positivamente mientras que < -2 significa regulados negativamente; los valores de
expresion fuera de este rango se consideraron como falta de respuesta).
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Figura 9. Diagramas de Venn mostrando el numero de genes expresados
diferencialmente por tejido (branquia, posteséfago y recto), con referencia a LSD. A) (2 2
veces) Regulados positivamente en organismos sintomaticos al SD (SSD), B) (2 2 veces)
Regulados positivamente en organismos asintomaticos al SD (ASD). C) (£ - 2 veces)
Regulados negativamente en organismos sintomaticos al SD (SSD). D) (< - 2 veces)
Regulados negativamente en organismos asintomaticos al SD (ASD).

4.3 Prevalencia e Intensidad del sindrome de deshidratacion (SD)

4.3.1 Analisis histolégico y diagnéstico por PCR tiempo final.

Los PTR se encontraron en todos los abulones tanto en los que mostraron los signos a
SD como en los que no los presentaban (Prevalencia del 100%) con una intensidad que
va de moderada a severa. El valor promedio de la intensidad fue de 1.87+0.09 y
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1.58+0.10 respectivamente. Mostrando diferencias significativas (P<0.05) entre ambos

grupos, mientras que en el grupo control (LSD) no fue detectado (Tabla 6).

Todos los indicadores del estado de salud (intensidad, prevalencia, indice de condicion,
contraccion del manto e hipertrofia celular en glandula digestiva (GD) mostraron un
patrén relativo de la condicion de los organismos para cada grupo. De acuerdo con el
presente estudio, mientras menos evidente son los signos de la enfermedad los
organismos mostraban una mejor condicion de salud. Encontrandose efectos
significativos en la condicién aparente del estado de salud de los organismos con y sin
signos al SD (Tabla 6).

Tabla 6. Prevalencia e intensidad de la infeccion por el sindrome de
deshidratacion, indice de condicion y signos al SD.

Con signos a SD Sin signos a SD Libre de SD

(SSD) (ASD) (LSD)
(%) Positivo a X. califoniensis 100 100 ND
Intensidad por X. californiensis 1.87 (0.09)a 1.58(0.10)b ND
indice de condicién (IC) 0.89 (0.162)% 1.18(0.156)" 1.24(0.163)°
Signos a SD
Contraccién del manto 1.63 (0.14)a 0.67 (0.17)b 0.65(0.14)b
Hipertrofia celular GD 1.47 (0.15) 0.84(0.29)" 0.61(0.0)°

Letras distintas marcan diferencia significativa (P<0.05) por indicador (fila); ND=no
detectado. (Media + DE) para cada grupo. GD: glandula digestiva.

El andlisis histopatolégico del abulon rojo H. rufescens afectado por el sindrome de
deshidratacion mostrd diferentes grados de lesiéon. En la Figura 10 A y B se observa
una seccion transversal del tracto digestivo que muestra una infeccibn muy avanzada
(+4), observandose la abundancia de colonias de PTR que adquieren una forma
basofilo muy intensa, ademas la mayor parte de las células infectadas son hipertroficas
(Fig. 10 A). Ademas, varias células infectadas se observaron rotas y las colonias
bacterianas fueron expulsadas hacia el lumen del tracto digestivo (Fig. 10 B). En las
Figuras 10 C y D se muestra una infeccion moderada (+2), observandose focos
minimos de infeccidn por PTRS; sin embargo, las células infectadas son hipertréficas.

En la Figura 10 C se pueden observar varios hemocitos en el tejido conectivo
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subepitelial. Otra de las caracteristicas que se pudo observar en ambos grados de
lesion, fue la proliferacion de células mucosas, que en ocasiones cuando el individuo se
expone a algun contaminante o estresor, la proliferacion de este tipo celular es un

mecanismo de defensa, que intensifican la produccion de mucus y protege del estresor.

En los organismos tratados con OTC no se detectaron inclusiones de PTRs (Fig. 10 E 'y
F) confirmando que la OTC elimina a X. californiensis.
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Figura 10. Imagenes que muestran a Haliotis rufescens infectado con Xenohaliotis
californiensis. En A) Es6fago posterior de abulén rojo severamente infectado (+4) por
organismos procariotas del tipo Rickettsiales (PTRs). (B) Colonias bacterianas desprendidas
en el lumen del intestino. (C) Diverticulos digestivos de abulén rojo moderadamente infectado
(+2) por PTRs; sin embargo, las células infectadas son hipertréficas (D) Célula epitelial
infectada por PTRs. (E y F) Epitelio del es6fago no infectado por larickettsias (Es).
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4.3.2 Deteccion de X. californiensis PCR tiempo final.

Se llevd a cabo la amplificacion de la region hipervariable 1 del gen 16S ribosomal
(Andree et al., 2000) de X. californiensis en 15 organismos (abulén rojo H. rufescens).
Se obtuvo un tamafio de fragmento de 160 pb (Fig. 11) en muestras de DNA. La
eficiencia de la PCR fue del 93.3%.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2072 pb
1500 pb

600 pb

160 pb
100 pb

DNA

Figura 11. Deteccién de Xenohaliotis californiensis en Haliotis rufescens por
PCR con el uso de oligonucleoétidos de la regién hipervariable V1 16S ribosomal.
1-14) Muestras positivas de X. californiensis, 1) Control positivo (ADN genémico
de X. califoniensis, 15) Muestra negativa, 16) Control negativo (agua estéril). M)
Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).

4.3.3 Confirmacién de laidentidad de X. californiensis por hibridacion ISH.

Se confirmd la presencia de PTRs correspondientes a X. californiensis por ISH en

organismos que fueron positivo por histologia (Fig. 12).

®rm. O -
- 2 b e s - P

Figura 12. (A y B) Deteccion de PTRs en una seccion de epitelio del es6fago en
H. rufescens por Hibridacién in situ.
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Capitulo 5

Discusion, Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Discusion

El sindrome de deshidratacion (SD) es una enfermedad cronica causada por
Xenohaliotis californiensis, una bacteria Procariota del Tipo Rickettsiales (PTR), que
afecta a diversas especies de abulon en condiciones de cultivo y silvestres (Haaker et
al., 1992; Friedman et al., 2000). A pesar del aumento de los eventos de mortalidad de
abulones por esta enfermedad (Friedman, 2012) existe muy poca informacion
disponible sobre los efectos del SD en la respuesta inmune protectora a nivel molecular
en abulones sintométicos del SD. El poder detectar el nivel de expresion transcripcional
de cada gen permitira tener una mejor idea acerca del tipo de interacciones inmunes en
el huésped y puede ayudar a proporcionar las bases para identificar las vias de
activacion inmune en el abulén (Dhiman et al., 2001). Es por esta razén, que en el
presente estudio se analizaron los patrones de expresion génica de abulones
sintoméaticos y asintoméaticos al sindrome de deshidratacién (SD), con el fin de conocer
los perfiles transcripcionales que proporcionen una mejor comprension del sistema
inmune del abulén. Este tipo de respuesta celular tiene un costo energético, por lo cual,
el estado de salud del huésped es fundamental y se evidencia en una mejor respuesta
a organismos patégenos y a diferentes estresores (Villena et al., 2003). En este estudio
se observé que el SD podria afectar negativamente la actividad digestiva de H.
rufescens y con ello estar afectando el consumo de energia, ya que los niveles de
expresion de Alginasa disminuyeron en SSD observandose una correlacion directa con
el grado de infeccion. Estos resultados son respaldados con los obtenidos por Gonzalez
et al. (2012), en donde, puntualiza que en organismos afectados por el SD las funciones
fuertemente afectadas son la tasa de alimentacién, el metabolismo estandar, y la
produccion de heces. El uso de la energia puede variar segun las condiciones de salud
del organismo en un momento dado. De acuerdo con esto, la infeccion causada por X.
californiensis podria causar alteraciones en las funciones fisiologicas del abulon rojo a
través de dos vias: (1) por causa directa de las alteraciones en los tejidos digestivos, lo

que afectaria las funciones digestivas y, como consecuencia, la disminuciéon de la
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incorporacion de la energia para funciones vitales como: crecimiento, reproduccion, y
mantenimiento, lo que se observa en todos los casos donde la enfermedad es
avanzada, como consecuencia de la ruptura del epitelio e hipertrofia celular que
presenta la glandula digestiva, y (2) a través de la generacion de un estado de estrés
que altera las funciones fisiologicas o de comportamiento (por ejemplo, la alimentacién).
Debido a que las bacterias residen dentro de las células del tracto digestivo es probable
que las funciones afectadas principalmente estén asociadas con capacidades
digestivas. Las infecciones bacterianas generan cambios en el funcionamiento del
sistema inmune e inducen la respuesta del huésped por la activacion de efectores en
respuesta a su estimulo (Silva-Aciares et al., 2013). Genes especificamente expresados
bajo una infeccién patégena especifica podrian ser utilizados como marcadores de la
infeccion (Matsuyama et al., 2007). En el presente estudio se utilizaron genes
relacionados con inmunidad (AbTNF-a, MEP, KLF), antioxidantes (GSTisofl, Catalasa,
SeGPx) proteinas de estrés (Ferritina, HSP90, HSP70) y una enzima metabdlica
(Alginasa) para analizar los niveles de expresién en organismos sintomaticos (SSD) y
asintomaticos (ASD) al SD. La citoquina AbTNF-a induce una variedad de vias
biolégicas, tales como la defensa antioxidante, la apoptosis y regulacion de otras
citoquinas en el abuldon. Asimismo, todos estos genes estan interrelacionados y pueden
mantener un eficiente sistema inmunoldgico. Sin embargo, el mecanismo molecular
implicado en estas actividades requiere de mayor investigacion (Silva-Aciares et al,
2013). En el presente estudio la expresion del gen AbTNF-a fue regulado
negativamente en los tres tejidos analizados (Branquia, Postesofago y Recto) en el
grupo SSD. Mientras, que por otro lado, en el grupo ASD fue expresado positivamente
en postesofago y recto, mostrando una participacidn muy activa principalmente en este
grupo. La expresion de citoquinina AbTNF-a exclusivamente en este grupo explica el
mismo comportamiento mostrado por la proteina de expresion de macrofagos (MEP), ya
que AbTNF-a esta involucrada en el sistema inflamatorio producido principalmente por
macrofagos activos, en la expresion de moléculas de adhesion endotelial, participando
en la activacion, proliferacion, diferenciacion y migracion de células inmunocompetentes
(Casadevall et al., 2009). En estudios con H. diversicolor (Wang et al, 2008a) y H.
discus discus (De Zoysa et al, 2011) se muestra que AbTNF-a es expresada

positivamente en branquias y tracto digestivo hasta las 48 horas después de la



39

exposicidn a vibrios, sugiriendo que la participacion de esta citoquina podria generar un
retraso en el desarrollo de la enfermedad en el abulén. Por otra parte, la proteina MEP
tiene un papel importante en la eliminacion y muerte bacteriana en abulones rojos y
amarillos (Mah et al., 2004). Se sugiere que el aumento de la expresion de MEP
depende de la concentracién de bacterias que tiene el tejido infectado (Wang et al.,
2008b). Sin embargo, en el presente estudio se observé un efecto contrario con una
caida en la expresion de MEP correspondiente a un aumento de la concentracion de
bacterias en el tejido infectado. Cuando se compararon los niveles de expresion génica
entre SSD y ASD, fue evidente el incremento de MEP en el grupo ASD especialmente
el posteséfago y recto. Lo que podria explicarse en parte por la ineficiencia en el
proceso de eliminacion de bacterias patégenas en animales que son mas susceptibles y
a punto de morir, como es el caso del grupo SSD en donde la infeccion por X.
californiensis era muy avanzada. El gen KLF es un factor de transcripcién que ejerce
funciones reguladoras importantes en muchos procesos biolégicos, tales como el
crecimiento, el desarrollo, la diferenciacion y la apoptosis. KLF mostré regulaciones
negativas en branquia y posteséfago en ambos grupos de organismos (SSD y ASD),
mientras que en recto mostraron regulaciones positivas. Parte del complejo sistema de
defensa la fagocitosis es otro de los mecanismos inmunes importantes en los
invertebrados durante la infeccion microbiana que conduce a una produccion excesiva
de especies oxigeno reactivas (ROS) para eliminar o inactivar a los invasores extrafios
(Roch, 1999). Por lo tanto, las enzimas antioxidantes (GSTisofl, Catalasa, SeGPx)
representan colectivamente un sistema de defensa antioxidante en abulén minimizando
el dafo ocasionado por el estrés oxidativo, asi como regular el funcionamiento
adecuado de las reacciones inmunes (De Zoysa et al., 2011). Se ha sugerido que
diversas respuestas al estrés oxidativo podrian estar relacionadas con la capacidad
metabdlica de los tejidos, asi como el contenido de antioxidantes (Limén-Pacheco et al.,
2009). Las branquias (en moluscos) requieren un sistema de defensa antioxidante
eficaz, ya que la transferencia de oxigeno se produce en la superficie de éstas (Box et
al., 2009; Regoli et al., 1997) con lo que podria tener un potencial mayor para acumular
excesivamente ROS. Ademas, las branquias estan en contacto continuo con el agua, y
podrian infectarse facilmente con cualquier microorganismo patégeno del ambiente

circundante. En el presente estudio, en branquia y posteséfago se observaron los
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valores mas altos de expresion, participando principalmente la enzima GSTisofl, la
cual, tuvo una respuesta positiva a la infeccion causada por X. californiensis tanto en
los tejidos externos (branquias), asi como en los internos (postesofago) en el abulon
rojo. Esto puede sugerir que los abulones asintomaticos al SD producen enzimas
antioxidantes como respuesta a la enfermedad cronica causada por la infeccion con X.

californiensis.

Las Glutation- S —transferasas (GSTisofl) son una familia bien caracterizada de
isoenzimas multifuncionales que estan ubicuamente distribuidos en bacterias, plantas y
animales (Blanchette et al., 2007). La funcién primaria de las GST es defensa celular
contra la toxicidad inducida por compuestos lipofilos xenobiéticos. Las GSTs también
tienen un papel prominente en muchos otros procesos fisiolégicos, incluyendo
resistencia a estrés oxidativo (Ding et al., 2005), en el transporte enddgeno de
compuestos hidréfobos (Salinas et al., 1999), catalizando reacciones biosintéticas
(Jowsey et al., 2001) y actian como moléculas de sefializacién (Cho et al., 2001). Los
genes o proteinas de GST se identifican en algunos moluscos marinos como el calamar
(Ommastrephes sloani pacificus) (Tomarev et al., 1993), el mejillon (Mytilus edulis)
(Fitzpatrick et al., 1995; Yang et al., 2004), la almeja (Mercenaria mercenaria)
(Blanchette et al., 1999), el mejillén mediterrdneo (Mytilus galloprovincialis) (Hoarau et
al., 2006) y el abulén disco (H. discus discus) (Wan et al., 2008).

Las GSTs tienen un papel importante en la defensa celular contra la toxicidad inducida
quimicamente y en la actualidad hay pocos estudios en moluscos marinos sobre la
respuesta de las GSTs contra infecciones bacterianas (Dubovsky et al., 2008). El Unico
trabajo es de Hong-Lin et al. (2009), donde después de la exposicion bacteriana, la
GST se expresa significativamente en hemocitos, branquias, manto y glandula
digestiva. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en este estudio, ya que
GSTisofrl fue regulada positivamente en ambos grupos (SSD y ASD) y en los tres
tejidos anteriormente mencionados. La GSTisofl mostré los mayores niveles de
expresion de los 10 genes evaluados. La mayor respuesta se obtuvo en postesofago
del grupo ASD. Una vez mas, se observd una menor expresion de la enzima
GSTisoflen el grupo SSD lo que podria ser debido al débil estado fisiol6gico de los

animales. Una vez confirmada la importante participacion de GSTisofl en la respuesta
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inmune, se abre la puerta para la realizacion de estudios especificos sobre las posibles

interacciones entre las reacciones inmunitarias y de biotransformacion.

Otro gen evaluado fue el de la enzima SeGPx que mostrdé niveles de regulacion
positiva. Los mayores niveles de expresion fueron en branquia y recto (SSD y ASD),
mientras que en el grupo ASD, Unicamente en posteséfago se mostré regulacion
negativa. Por otro lado, el gen de la Catalasa mostré regulacion positiva Gnicamente en
branquias (SSD y ASD). Entre las enzimas antioxidantes, la GSTisofl y SeGPx exhiben
un incremento notable de la transcripcibnde sus genes en presencia de las bacterias
responsables del SD, lo que sugiere que tienen un uso potencial como marcador
inmunoldgico de infeccion patdgena. Por otra parte, para equilibrar el exceso de ROS,
los abulones utilizan enzimas antioxidantes para reducir el estrés oxidativo causado por

la presencia de patégenos (De Zoysa et al., 2011).

En respuesta a la presencia del SD la expresion de genes relacionados con la sintesis
de diversas proteinas de estrés también se mostr6 alterada. Durante una infeccion, las
células huésped regulan la disponibilidad de hierro (Doherty, 2007), la presencia de los
cuales es esencial para la proliferacion de vibriones (Wyckoff et al.,, 2007; Ratledge,
2007). Se considera que la Ferritina es clave en los procesos de desintoxicacion y es la
proteina de almacenamiento y regulacion de hierro mas importante, al contribuir en la
homeostasis celular y de defensa en invertebrados (Recalcati et al., 2008), asi como la
reactivacion de la produccion de ROS (Salinas-Clarot et al., 2011). En nuestro estudio,
la Ferritina present6 los mayores niveles de expresion en branquia en ambos grupos,
pero con un mayor incremento en organismos ASD. Otros resultados en H. rufescens
(Silva-Aciares et al., 2013) y H. tuberculata (Travers et al., 2010) expuestos a vibrios,
muestran que, bajo un fuerte estrés bacteriano, la expresion de Ferritina disminuye
debido a una alteracion fisiologica del organismo para una supuesta fijacion de hierro y
un posterior aumento de la susceptibilidad a organismos patégenos. Es importante
mencionar que en estos Ultimos trabajos las exposiciones a vibrios y a otros patégenos
se realizaron como desafios a corto plazo (evaluados en no méas de cinco dias), por el
simple hecho de que las enfermedades a estudiar son agudas (enfermedades que se
desarrollan en un periodo relativamente corto), mientras que en el presente trabajo, la

expresion de los diferentes genes fue evaluada en organismos que ya estaban
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infectados con X. californiensis, lo que pudo haber influido en la diferencia observada
en la expresion de los distintos genes en abulon rojo con respecto a los estudios de
Travers et al. (2010), De Zoysa et al. (2011) y Silva-Aciares et al. (2013) entre otros.

Para el caso de estrés infeccioso, otro grupo que participa activamente son las HSPs
ayudando en la eliminacion de células dafiadas (Schlesinger, 1990). Se han implicado a
las proteinas de choque térmico (HSPs) en la respuesta al estrés ocasionado por
infecciones bacterianas (Mebrahtu et al., 2010). En el presente estudio, los genes de las
HSPs tales como HSP70 y HSP90 fueron regulados diferencialmente en SSD y ASD.
La HSP90 fue regulada positivamente en los dos grupos, anteriormente mencionados,
con un mayor incremento en el nivel de expresion en los SSD, principalmente en
branquia. En el grupo ASD el nivel de expresiéon de HSP90 fue constante en los tres
tejidos (branquia, posteséfago y recto), mientras que la HSP70, mostré regulacion
positiva en SSD y negativa en ASD especialmente en postesoéfago y recto. La HSP70
se expres6 mayormente en posteséfago (SSD) y en branquia (ASD). La expresion
diferencial sugiere que las HSPs pueden desempefiar un papel inmune como en otros
organismos. De acuerdo con Mebrahtu et al. (2010) la almeja Mya arenaria expuesta a
bacterias, regula significativamente a la enzima HSP90 después de un desafio
bacteriano. Ademas, homologos de las HSPs tales como HSP70, HSP90 y HSP40 se
han reportado en otras especies de moluscos expuestos a bacterias (Gestal et al.,
2007; Perrigualt et al., 2009; Wang et al., 2008a y 2008b) lo que sugiere su implicacion
en la defensa inmune. En este estudio, la participacion de HSP 90 parece ser mas
activa que la HSP70, especialmente en organismos sintoméaticos al SD (SSD). Caso
contrario a lo reportado en el abul6n H. diversicolor en donde HSP70 parece ser mas
activa en respuesta a desafios bacterianos (Wang et al., 2008a). Es importante
mencionar que la regulacion molecular de estas enzimas en el caso del abulén
H. tuberculata desafiado con vibrios, solo se han observado en los primeros dias y en
los ultimos dias de la infeccion, lo que puede sugerir una secuencia en la expresion de
las HSPs en individuos resistentes, proporcionando una nueva pista de los mecanismos
moleculares asociados con la resistencia en abulén (Travers et al.,, 2010). En el
presente estudio, la evaluacion del nivel de expresion de estas enzimas, se realizé en

organismos posiblemente infectados hace meses con X. californiensis, por lo tanto, es
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necesario en el futuro realizar una infeccion experimental, evaluando en el tiempo los
niveles de expresion génica hasta detectar el momento en que son alterados por la
infeccion con el fin de confirmar si existe una secuencia en el nivel de expresion como

lo sugiere Travers et al. (2010).

Por otro lado, todas las respuestas a un estrés celular tienen un coste energético, que
se refleja en la expresion diferencial de varios genes relacionados con el metabolismo
digestivo y energético. Los estudios realizados en otras especies de abulén (H.
tuberculata y H. diversicolor) mostraron una disminucion en la expresion de los genes
relacionados con el metabolismo celular y la energia en animales susceptibles a
infecciones bacterianas, por el contrario, en organismos resistentes se presenté un
aumento en la expresion, lo que sugiere una fuerte relacion entre energia consumida y
la resistencia a patdgenos externos (Wang et al., 2008a; Travers et al., 2010). En
abulén rojo del presente estudio, la expresion del gen de la enzima Alginasa
relacionado con el metabolismo digestivo estuvo acorde con los resultados antes
mencionados. La expresion de la Alginasa en el grupo ASD mostr6 un mayor
incremento en comparacion a los SSD. La Alginasa pertenece a la familia de enzimas
conocidas como liasas carbono-oxigeno que acttan sobre polisacéaridos (distribuidos
ampliamente en las paredes celulares de las algas marinas pardas) (Nakada y Sweeny,
1967). La baja expresion en respuesta a la infeccion por X. californiensis del gen que
codifica para Alginasa en SSD sugiere una disminucion en el metabolismo digestivo, y
en consecuencia, una deficiencia en el estado nutricional de los animales lo que
ocasionaria un incremento en la susceptibilidad a enfermedades como el SD. Esto
debido probablemente a una disminucion en los precursores de la sintesis de proteinas,
lipidos y carbohidratos (Ten Doeschate y Coyne, 2008). En nuestro estudio, la baja
expresion de la Alginasa en el grupo SSD podria estar relacionada con el nivel de
intensidad de la enfermedad ocasionada por la infeccion con X. californiensis, indicando
un menor consumo de alimento por los organismos. Los animales que presentaron una
infeccion avanzada mostraron una disminucion en la expresion génica para todos los
genes evaluados en comparacion con los animales que mostraron menores niveles de

infeccion. Esto puede reflejar que a una mayor expresion génica, los organismos son
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mas resistentes a la infeccion bacteriana o que la infeccion no ha alcanzado niveles

criticos.

La resistencia es un término relativo y de acuerdo con Coustau y Theron (2004) es
definida como la capacidad que un grupo o grupos de individuos poseen al ser mas
capaces de evitar el desarrollo de un agente infeccioso con respecto al otro grupo, en
donde aquellos organismos resistentes a una enfermedad en un determinado ambiente
pueden no ser eficientes en otro ambiente donde puede existir una fuerte presion de la
enfermedad u otra variante del patdogeno. Partiendo de lo anterior, la resistencia puede
resultar de una induccién con el fin de mejorar una respuesta de defensa (de
comportamiento, quimica, inmunoldgica, estructural) (Coustau y Theron, 2004). Por
ejemplo, en las ostras, los mecanismos de resistencia pueden basarse en la expresion
de las isoformas de diferentes enzimas (por ejemplo fenoloxidasa) (Bezemer et al.,
2006 ) o en una elevada respuesta inmune innata que corresponde a una regulacion de
recursos meramente energéticos, en donde el estado fisiolégico del organismo
relacionado con un buen estado nutricional influye directamente sobre la capacidad de
respuesta al estrés ocasionado por patdgenos, contaminantes o factores ambientales
(Huvet et al., 2004).

En general, la caracterizacion de los genes sobreexpresados y en especial aquellos que
s6lo se expresaron en determinado grupo puede eventualmente conducir a la
identificacion de genes de resistencia a X. californiensis. Los genes evaluados en este
estudio también se pueden asignar a mapas de ligamiento genético y potencialmente
servir como genes candidatos que generan resistencia a enfermedades (mapeo de
caracteres cuantitativos abreviado “QTL” por su significado en inglés “Quantitative trait
loci”). El mapeo de QTLs es un paso preliminar para trabajar con mejoramiento asistido

por marcadores moleculares.
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5.2 Conclusiones

Fue evidente la existencia de patrones de expresién génica diferencial entre los
tratamientos (SSD y ASD). Mostrando que las transcripciones de Ferritina, HSP90,
SeGPx, GSTisofly Alginasa presentan niveles de expresibn méas altos contra X.
californiensis en organismos ASD, en comparacion con SSD.

Dado que las enzimas AbTNF-a y MEP solo se expresaron en el grupo ASD, se
podrian sugerir que existe una estrecha relacion con el desarrollo del SD en abulén
rojo.

Entre las enzimas antioxidantes, el gen de la GSTisoflmostro los niveles mas altos
de expresion, lo que sugiere que tiene un uso potencial como un marcador
inmunoldgico de infeccion patégena.

Altos niveles de expresion de la enzima Alginasa se relacionan con la capacidad
digestiva de los organismos, lo que podria sugerir una fuerte relacion entre energia
consumida y la resistencia a patégenos.

Las diferencias en los patrones de expresion en ambos grupos podria ser un punto
de partida para nuevas investigaciones con marcadores genéticos de resistencia a
las enfermedades en H. rufescens.

El presente estudio proporciona informacion sobre la capacidad transcripcional del
abuldn rojo Haliotis rufescens SSD y ASD, para responder a la enfermedad.

Se confirma que X. californiensis puede estar presente en abuldn rojo con signos y
sin signos externos del SD.

Los abulones sintométicos al SD (SSD) presentaron un indice de condicion menor
gue los organismos asintomaticos (ASD) y que los libres de X. californiensis.

La oxitetraciclina fue igualmente efectiva para el tratamiento de X. californiensis con
bafios (de 650 mg L™) y con inyecciones (10 mg OTC ml™ en una solucién de NaCl

al 2%) para abulones de 5.9+0.6 cm de longitud de concha (29 +4 g de peso total).



46

5.3 Recomendaciones

Realizar infecciones experimentales con X. californiensis, con el fin de conocer
como es afectada la expresion de estos genes durante una infeccion inicial.

Realizar estudios adicionales sobre curvas de concentracion-respuesta especificas
en abulén, asi como de las concentraciones residuales de OTC en distintos tejidos y
su posible efecto en la comercializacion.

Es necesario secuenciar todos los amplicones obtenidos con el fin de corroborar la
secuencia y posibles variantes de los genes amplificados en el presente estudio.
Realizar experimentos a mediano y largo plazo con el fin de descartar la posibilidad
de resistencia antibiotica al utilizar bafios de agua con OTC.

Aplicar este tipo de estudios a otras especies de abulén como el azul (H. fulgens) y
el amarillo (H. corrugata).

Realizar estudios para la identificacion de QTLs (por su significado en inglés

“Quantitative trait loci”).
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Anexos

Anexo 1. Reaccion de Fenton’s

H.J.H Fenton descubrié en 1894 que varios metales tienen caracteristicas especiales
en la transferencia del oxigeno que mejoran el uso del perdxido de hidrégeno. Algunos
metales tienen una energia catalitica fuerte para generar los radicales altamente
reactivos del hidroxilo (OH"). A partir de este descubrimiento, el peréxido de hidrogeno
catalizado con hierro se llama la reaccién de Fenton. Hoy en dia, la reaccién de Fenton
se utiliza para tratar una gran variedad de contaminantes tales como fenoles,

formaldehido, BTEX, pesticidas, productos quimicos de la goma en el agua etcétera.

Usos de la reaccion de Fenton:

Este proceso puede ser usado en las aguas residuales, en los suelos contaminados y

en los lodos con las acciones siguientes:

= Destruccién organica del agente contaminador
= Reduccion de la toxicidad

= Mejora la biodegradabilidad

= Retiro de DBO y DQO

= Retiro del olor y del color

., Como trabaja la reaccion de Fenton?

Después de la adicion del hierro y del peroxido de hidrégeno, van a reaccionar juntos
para generar algunos radicales del oxhidrilo como se demuestra en las ecuaciones

siguientes:
Fe * + H,0, >Fe® + OH+ OH "~

Fe * +H,0, Fe**+O0OH+H"*
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Anexo 2. Tratamientos con OTC

TRATAMIENTO CON BANOS E INYECCIONES DE OXITETRACICLINA EN ABULON
ROJO Haliotis rufescens AFECTADOS POR EL SINDROME DE DESHIDRATACION

como contribucién al proyecto de tesis con nombre:
EXPRESION DE GENES INMUNORRELACIONADOS Y DE ESTRES TERMICO EN
ABULON ROJO, Haliotis rufescens, SINTOMATICO AL SINDROME DE
DESHIDRATACION

Luis M. Molina-Carrillo, Jorge A. Caceres-Martinez, Monica Hernandez-Rodriguez y
Miguel A. del Rio-Portilla

Ensenada, Baja California, México, octubre de 2013.
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Resumen

El sindrome de deshidratacién (SD) del abulon es una enfermedad cronica causada por
un organismo procariota del tipo Rickettsiales clasificado como Xenohaliotis
californiensis, que afecta a diversas especies del género Haliotis, entre ellas al abulén
rojo Haliotis rufescens cultvado en Baja California Aunque esta enfermedad ha sido
tratada en EE. UU. con relativo éxito mediante inyecciones, tratamientos orales y bafios
de oxitetraciclina (OTC), existe muy poca informacidén que contraste los resultados de
este tipo de tratamientos de la enfermedad. En este sentido, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la eficiencia en el tratamiento de la infecciobn causada por X.
californiensis utilizando bafios e inyecciones como vias de administracién de OTC en el
abuldn rojo. Para el estudio se usaron abulones con SD y con una intensidad de
infeccion de moderada a severa, previamente estimada mediante analisis histolégico en
una submuestra. La longitud de la concha de los abulones estudiados fue de 5.9+0.6
cm y peso vivo de 29+4 g. Los tratamientos consistieron en bafios de 650 mg OTC L™
durante una hora diaria por siete dias e inyecciones de 10 mg OTC ml™ en una solucién
de NaCl al 2% cada 48 h para un total de nueve inyecciones. Como medida de
efectividad de los tratamientos se considero el tiempo de reincorporacion (tiempo para
gue un organismo volteado recupere su posicion correcta). Esta medida fue evaluada a
los 0, 7, 15, 25 y 30 dias, para cada tratamiento. Los bafios y las inyecciones de OTC
tuvieron un efecto terapéutico significativo (P<0.05) y consistente al dia siete, cuando el
90 y 88 % de los organismos se incorporaron a su posicion normal en menos de un
minuto y manteniéndose asi hasta el final del experimento. A los 30 dias de
tratamientos (bafios e inyecciones), todos los organismos mostraron una capacidad
fuerte de adhesion al sustrato. El analisis histologico postratamiento realizado a todos
los organismos (bafios e inyecciones), demostré la ausencia de inclusiones de PTR. El
presente estudio enriquece la informacién sobre el empleo practico de este tipo de
tratamientos y abre la puerta para realizar investigaciones posteriores sobre el uso y
manejo de bafios e inyecciones de OTC en el cultivo de abulén rojo.

Introduccién

El sindrome de deshidratacion (SD) es una enfermedad cronica causada por
Xenohaliotis californiensis, una Procariota del Tipo Rickettsiales (PTR), que afecta a
diversas especies de abulén (Friedman et al., 2002; Haaker et al.,, 1992). La
susceptibilidad varia de acuerdo con la especie, en abulones rojos de cultivo la
enfermedad es observada generalmente en animales menores a un afio de edad
(Friedman et al., 2002), mientras que en organismos silvestres se ha observado para
todas las clases de tamafio (Balseiro et al., 2006; Braid et al., 2005; Alvarez-Tinajero et
al., 2002; Friedman et al., 1997; Haaker et al., 1992; Steinbeck et al., 1992; Van
Blaricom et al., 1993). La manifestacion clinica de la enfermedad esta determinada por

la aparicion de signos externos tales como: reduccion del manto y del musculo del pie,
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glandula digestiva palida, flacidez del musculo, debilidad y letargo (Balseiro et al., 2006;
Friedman et al., 2000; Gardner et al., 1995). A nivel histolégico la enfermedad es
caracteriza por la presencia de inclusiones bacterianas intracelulares generalmente en
el esdfago posterior, glandula digestiva y en el intestino (Friedman et al., 2000). Los
niveles de infeccion interpretados como moderados a graves estan asociados en su
mayoria con el nimero de inclusiones y cambios degenerativos de la gldndula digestiva
seguidos por la atrofia del musculo del pie (Friedman et al., 2000; Moore et al., 2000;
Alvarez-Tinajero et al., 2002). Estos cambios incluyen el reemplazamiento de las
miofibras musculares por tejido conectivo, presumiblemente asociado con la inanicion
inducida por el catabolismo (Gardner et al, 1995; Kismohandaka et al., 1995). Se ha
hipotetizado que el consumo de reservas de glucégeno del pie como fuente de energia,
deterioran la condicion fisiolégica del organismo (Friedman et al., 2002; Gardner et al.,
1995; Moore et al., 2001). En este sentido abulones con el SD consumen menos
alimento en comparacion con abulones sanos (Moore et al., 2000, 2001). De acuerdo
con datos obtenidos por Gonzélez et al. (2012), en el abulén rojo H. rufescens de
cultivo, las infecciones por X. californiensis pueden ejercer un efecto negativo sobre el
rendimiento  fisiologico (tasa de ingestion, metabolismo basal, relacion
oxigeno/nitrdgeno y produccion de heces), aun cuando la enfermedad no es evidente.
Las importantes pérdidas acumuladas de abulén en instalaciones acuicolas por el SD,
desde su aparicion y el interés creciente por la cria en cautiverio de varias especies
silvestres de gran importancia pesquera en México, han sido los detonantes para la
busqueda de tratamientos inmediatos y/o preventivos con el fin de brindar una solucion

al problema.

Diversos estudios muestran que el uso de oxitetraciclina (OTC) ha sido eficiente en el
tratamiento contra la infeccion ocasionada por X. californiensis, seguido de algunas
practicas de manejo tales como reduccion en la densidad de cultivo y el aislamiento de
los organismos visiblemente enfermos (Moore et al., 2001; Friedman et al., 2003, 2007,
Garcia-Esquivel et al., 2011). La oxitetraciclina (OTC) es conocida como un antibiético
de amplio espectro con actividad bacteriostatica en una amplia gama de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, destacando algunas procariotas atipicas tales como

rickettsias, clamidias y micoplasmas, y algunos parasitos protistas (Chorpa y Roberts,
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2001). Ademés, de ser uno de los pocos medicamentos antimicrobianos aprobados
bajo reserva para su uso terapéutico en algunas especies acuicolas en los EE. UU. y
otros paises (Schnick, 1998; Chorpa y Roberts, 2001). Garcia Esquivel et al. (2011)
utilizaron bafios con OTC para tratar abulones azules (Haliotis fulgens) de ~4.36 cm de
longitud de concha (12.2 g de peso vivo). Estos autores utilizaron una concentracion de
OTC de 400 mgL™ y estimaron la efectividad del tratamiento a partir de la capacidad de
reincorporacion y tasa metabdlica. Por otro lado, Moore et al. (2001) realizaron
experimentos inyectando OTC (10 mgml™ en una solucién salina al 2%) en el masculo
del pie de abulones afectados por el SD. Por El objetivo del presente trabajo fue evaluar
la eficiencia en el tratamiento de la infeccién por X. californiensis utilizando bafios e
inyecciones como vias de administracion de oxitetraciclina en el abulén rojo Haliotis

rufescens con respecto a los tratamientos empleados en otros estudios.

Materiales y Métodos

Se obtuvieron 150 abulones (longitud de la concha 5.9+£0.6 cm y peso vivo de 2914 g)
de la granja comercial “Abulones Cultivados S. A. de C. V.” en agosto de 2012. Los
abulones se mantuvieron en el laboratorio de Bioensayos del Departamento de
Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada
(CICESE) durante tres semanas. Durante este periodo, los organismos fueron
mantenidos en un sistema de recirculacion con un bioclarificador de lavado de burbuja
(para la remocion de sélidos a 20 um vy filtracién biol6égica), con una lampara de luz UV
de 25 W, con un flujo de 33-38 L min™, en un volumen total de 200 L a una temperatura
de 19+0.8°C. Se alimentaron ad libitum con la macroalga marina Macrocystis pyrifera.
Mediante un analisis histolégico de una submuestra de los organismos, se detecté que
todos los animales eran portadores de X. californiensis, después de esto se
seleccionaron 30 abulones para cada tratamiento (bafios e inyecciones con OTC). La
macroalga, se traté con OTC 650 mg L™ por una hora, se enjuagé con agua de mar

filtrada e irradiada con luz UV, y posteriormente se congelé.

Tratamientos con OTC y evaluacion de la recuperacion

Para el tratamiento experimental con bafios de OTC (Terramicina [clorhidrato de

oxitetraciclina], Pfizer Inc.), la solucidon se preparo diluyendo la OTC con agua de mar
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filtrada en un recipiente de plastico de 10 L hasta una concentracion final de 650 mg
OTC L™ Para la aplicacién de los bafios con OTC se sigui6 el mismo protocolo
utilizado por Garcia-Esquivel et al. (2011), en el cual el tratamiento fue repitid
diariamente por siete dias consecutivos, realizandose observaciones visuales y
cualitativas de la fuerza de adhesion a los recipientes durante este periodo. Para el
caso del tratamiento con inyecciones (10 mg OTC ml™ en una solucién de NaCl al 2%,
equivalente a 34.4 mg Kg™ peso vivo) de OTC en el musculo del pie a la altura de un
sSeno venoso, éstas se realizaron cada 48 h con un total de tres inyecciones. Seguido
de dos semanas sin inyecciones y repitiendo la serie dos veces mas para un total de 9
inyecciones durante 47 dias, de acuerdo con la metodologia utilizada por Moore et al.
(2001). Al finalizar cada tratamiento, los abulones se enjuagaron con agua de mar

filtrada antes de ser regresados al sistema de recirculacion.

El tiempo de incorporacion fue utilizado como un indicador relativo de la capacidad de
recuperacion de los abulones, la cual es definida por Aquilina y Roberts (2000), como
“el tiempo para que un organismo en posicidn invertida recupere su posicion correcta”,
fue evaluado simultaneamente en ambos tratamientos los dias 0, 7, 15, 25 y 30. El
procedimiento para medir el tiempo de incorporacion fue colocando a los organismos de
manera individual en el fondo de un tanque de plastico con la misma agua de mar y
volteados, registrando el tiempo de reincorporacién. Al final de cada ensayo se
determind y graficé el porcentaje acumulativo de los organismos que recuperaron su
posicion normal. Ademas, los organismos de cada tratamiento fueron sacrificados para

su posterior analisis histopatolégico al cumplir 47 dias.

Diagndstico confirmativo de SD-PTR

Después del tratamiento, se sacrificaron los 30 abulones para determinar la presencia o
ausencia de X. californiensis que se llevé a cabo mediante el analisis histolégico y PCR
en tiempo final de acuerdo a los protocolos ya establecidos que se describen

brevemente a continuacion.

Diagnostico por Histologia
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Para el diagndstico por histologia fue necesario remover a cada abulén de su concha y
realizar cortes de tal manera que se pudieran observar secciones trasversales del
es6fago. Cada corte se colocé individualmente en un casete histolégico y
posteriormente se fijaron con solucién Davidson’s, en una relacion de volumen de 1:5.
La fijacion durd 24 horas (Shaw y Battle, 1957). Después de este periodo los tejidos se
deshidrataron en un procesador automético de tejidos (Leica, Modelo TP1020), con
cambios graduales de etanol (70 % hasta alcohol absoluto) e incluidos en parafina
utilizando un incluidor automatico de parafina (Leica, Modelo GG1160).

A partir de cada bloque de parafina se obtuvo un corte histolégico el cual se realiz6 en
un micrétomo (Spencer, Modelo 820) a 5 um de espesor y colocado en un portaobjetos.
Los cortes fueron utilizados para el analisis histolégico convencional utilizando la
técnica de Hematoxilina-Eosina/Floxina (Shaw y Battle, 1957; Howard et al., 2004) y
montados con resina. Las laminillas histolégicas se revisaron en un microscopio
compuesto, para determinar la presencia y la intensidad de X. californiensis en cada
abulon.

Para determinar la intensidad mediante la técnica histolégica se considerd el nimero de
inclusiones de bacterias en cada preparacién histolégica a un aumento de 200x
(objetivo 20X), las cuales se enumeraron usando la escala propuesta por Friedman et
al., (1997) y modificada por Caceres-Martinez et al., (2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Escala de intensidad de PTR

Nivel | Nomero de células de PTR Interpretacion

0 0PTR No infectado

1 1al0PTR Infeccion ligera

2 11 a 100 PTR Infeccion moderada

3 101 a 1000 PTR Infeccion grave

4 > 1000 PTR Infeccion muy avanzada

PCR tiempo final

Fueron utilizados los iniciadores RA 5-1 (5-GTTGAACGTGCCTTCAGTTTAC-3’) y RA
3-6 (5-ACTTGGACTCATTCAAAAGCGGA?T’) desarrollados especificamente para
detectar X. californiensis, los cuales amplifican un segmento de 160 pb. de la subunidad

menor del ribosoma bacteriano (Andree et al., 2000). La amplificacion por PCR se
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realizd en un volumen de reaccion estandar de 25 pl que contiene 1.5 mM de MgCl,,
400 ngml® BSA, 200 pM de dNTPs, 0.5 mM de cada iniciador, 0.8 unidades de
polimerasa Taqy 100 ng de DNA. Las mezclas de reaccidbn se colocaron a un
termociclador (Veriti ® Applied Biosystems). El programa para la reaccion de
amplificacion fue: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos a 95°C
durante 1 minuto, 62°C durante 30 segundos, y 72°C durante 30 segundos, con una
extension final a 72°C durante 10 minutos. De cada reaccion de PCR se tomd una
alicuota para comprobar el producto de amplificacion de 160 pares de bases, mediante

electroforesis en gel de agarosa al 2% vy tincién con bromuro de etidio.

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresaron como la media con su desviacién estandar, los
cuales fueron utilizados para realizar andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el
paquete estadistico STATISTICA version 8.0. Se fijo el nivel de significancia a P=0.05.
Posteriormente se realiz6 la prueba de comparacion de medias de Tukey.
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Resultados
Analisis histopatoldgico inicial

Los PTRs se encontraron en todos los abulones (Prevalencia del 100%) con un valor
promedio de la intensidad de 2.63. Estas bacterias infectaron las células epiteliales del
tracto digestivo, incluyendo el esofago posterior (Fig. 1), asociadas con diferentes
grados de dafio tisular consistente con la infeccion por X. californiensis. En la Figura 1 A
y B se muestra una seccién transversal del tracto digestivo que muestra una infeccion
severa, observandose la abundancia de colonias de PTR que adquieren una forma
basdfila muy intensa provocando hipertrofia celular. En las figuras 1 C, D, E 'y F se
muestra una infeccion moderada, y se muestra una seccion del epitelio del es6fago no

infectado por la rickettsia (Es) y una zona infectada (Ei).
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Figura 1A. Imagenes que muestran a Haliotis rufescens infectado con Xenohaliotis californiensis. En A)
Esé6fago posterior de abuldén rojo severamente infectado (+3) por organismos procariotas del tipo
Rickettsiales (PTRs). (B) Colonias de PTR que adquieren una forma basdfila muy intensa provocando
hipertrofia. (C, D, F y G) Se muestran diverticulos digestivos de abuldn rojo moderadamente infectado
(+2) por PTRs. En Cy E se muestra una seccion del epitelio del es6fago no infectado por la rickettsia
(Es) y una zona infectada (Ei).
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Ensayos de recuperacion

Los bafios y las inyecciones de OTC tuvieron un efecto terapéutico significativo
(P<0.05) y consistente al dia siete, donde el 90 y 88 % de los organismos se
incorporaban a su posicion normal en menos de un minuto, respectivamente (Fig. 3 y
4). El efecto terapéutico a corto plazo también fue evidente en los ensayos de
recuperacion, ya que el 100% de los organismos no tratados de ambos grupos
necesitaron mas de 6 min para voltearse al inicio del experimento (dia 0), pero dos
semanas después del tratamiento (dia 15), el 100% de los organismos tanto de los
bafios como de las inyecciones, pudieron recuperar su posicion normal dentro de los
primeros 30 s. Después de 30 dias, fue necesario desprender todos los organismos con
una espatula debido a su fuerte adhesion a las paredes de los recipientes. Ningun

organismo de los dos tratamientos murio durante o después del tratamiento con OTC.

Andlisis histopatolégico postratamiento

Después del tratamiento con OTC (bafios e inyecciones) no se observaron inclusiones
de PTR. En la Figura 5 A, C y E se muestran los diferentes cortes de tracto digestivo de
los abulones tratados con bafios de OTC. Mientras que, en la Figura 5 B, D y F se
muestran los diferentes cortes del tracto digestivo de los organismos del tratamiento con

inyecciones de OTC.
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Tratamiento con bafios de OTC
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Figura. 3. Incorporacion (el tiempo para que un organismo en posicidn invertida recupere su
posiciéon correcta) de los abulones tratados con bafios de OTC medida en segundos. Los valores
son presentados como la media = desviacion estandar (DE). El analisis estadistico se realizo
mediante el analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas a P<0.05 y se utilizan letras para
indicar la induccion significativa. Ademas, se indica el porcentaje de organismos recuperados los
primeros siete dias de tratamiento.
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Tratamiento con inyecciones de OTC
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Figura. 4. Incorporacion medida en segundos de los abulones tratados con inyecciones de OTC.
Los valores son presentados como la media + desviacidn estandar (DE). El analisis estadistico se
realiz6 mediante el analisis unidireccional de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de
Tukey. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a P<0,05 y se utilizan letras
para indicar la induccion significativa. Ademas, se indica el porcentaje de organismos
recuperados los primeros siete dias de tratamiento.
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Figura 5A. Cortes histoldgicos del es6fago de Haliotis rufescens después de los tratamientos con OTC.
En A, C, y Ese observan epitelios del es6fago no infectados por rickettsias después del tratamiento con
bafios de OTC. En B, D y F se muestran epitelios del es6fago no infectados por rickettsias después del

tratamiento con inyecciones de OTC.
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Deteccion por PCR tiempo final
Se llevé a cabo la amplificacion de la region hipervariable 1 del gen 16S ribosomal

(Andree et al., 2000) de X. californiensis en 15 organismos (abulén rojo H. rufescens).

Se obtuvo un tamafio de fragmento de 160 pb (Fig. 8) en muestras de DNA. La

eficiencia de la PCR fue del 93.3%.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

2072 pb
1500 pb

600 pb

160 pb
100 pb

DNA

Figura 2A. Deteccion de Xenohaliotis californiensis en Haliotis rufescens por
PCR con el uso de oligonucledétidos de la regiéon hipervariable V1 16S ribosomal.
1-14) Muestras positivas de X. californiensis, 1) Control positivo (ADN genémico
de X. califoniensis, 15) Muestra negativa, 16) Control negativo (agua estéril). M)
Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen).
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Discusion

El presente estudio confirma la eficacia de la administracion de OTC tanto en bafos
COMo en inyecciones para tratar las infecciones por rickettsias en abulones (con un nivel
de intensidad promedio de 2.63) con longitud de la concha de 5.9+0.6 cm y peso vivo
de 29+4 g. De acuerdo con Martindale, (1996); Chorpa y Roberts, (2001) OTC es
definido como un bacteriostético y no bactericida, por lo cual un individuo medicado
requiere de un periodo para librarse de la infeccion bacteriana. En el presente estudio,
los organismos sometidos para cada tratamiento (con inyecciones y bafios de OTC)
estuvieron libres de la presencia de X. californiensis, considerando: (1) El tiempo de
incorporacion, (2) la capacidad de los abulones tratados de adherirse a las paredes de
los recipientes tan solo siete dias después de su aplicacion, y (3) el andlisis
histopatolégico postratamiento. Sin embargo, es necesario que estudios futuros se
enfoquen a realizar un seguimiento mas preciso sobre el efecto del tratamiento durante
los primeros dias. Lo anterior, debido a que en el presente estudio los resultados de
incorporacion mostraron evidencia significativa los primeros 7 dias del tratamiento (tanto
para bafios como inyecciones de OTC). Este indicador (tiempo de incorporacion) ya ha
sido utilizado como criterio practico para evaluar el grado de recuperaciéon en otros
organismos postratamiento (Aquilina y Roberts 2000; Chacén et al. 2003; Garcia-
Esquivel et al., 2011).

El estudio més recientes en abulones utilizando bafios como via de administracion de
OTC es el de Garcia-Esquivel et al. (2011) donde muestra que es factible usar una
razén de 400 mg OTC L en animales con una intensidad promedio de 3.75
(equivalente a ~6.6 mg g™*) como punto de partida para optimizar el empleo de OTC en
bafios de agua en el tratamiento de la infeccion por X. californiensis en el abul6n azul H.
fulgens. La cantidad anteriormente mencionada es menor a la utilizada en el presente
estudio (21.7 mg g}). Sin embargo, es importante mencionar que la especie utilizada es
diferente, asi como la talla y el nivel de intensidad promedio de los organismos, siendo
necesario realizar una comparacion paralela para obtener una evaluacion mas
confiable. Por otro lado, resultados presentados por Moore et al. (2001) la
administracion de OTC en inyeccion ha demostrado ser eficaz contra la infeccién por X.

californiensis una vez que los sintomas clinicos del SD son poco evidentes en el
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abulén. En el presente estudio se pudo tratar de manera eficaz a organismos con
signos muy visibles del SD utilizando inyecciones de OTC. Estudio futuros deberan de
tomar en cuenta la efectividad de los tratamientos con OTC en organismos en donde el

dafio tisular es muy avanzado (intensidad nivel 4).

En otros trabajos en donde utilizan diferentes métodos de administracion de OTC
muestran que una dieta que contiene 4.2% de OTC reduce las infecciones bacterianas
y la mortalidad del abuldn rojo Haliotis rufescens cuando se administra durante 14 dias,
y que el abulén chino (también llamado blanco) Haliotis sorenseni fue tratado
exitosamente con una dieta medicada con 9% de Terramicina® (=OTC, TM-100 Pfizer)
(1.625% de OTC), suministrada a una tasa diaria de 90.82 mg OTC kg™ de peso
corporal durante 20 dias (Friedman et al. 2003, 2007). Sin embargo, debido a la
caracteristicas de la infeccién por X. californiensis la cual pueden ejercer un efecto
negativo sobre el rendimiento fisioldgico (tasa de ingestion, metabolismo basal, relacion
oxigeno/nitrogeno y produccion de heces) (Gonzalez et al., 2012) los bafios y las
inyecciones con OTC podrian ser mas eficientes en el tratamiento de la infeccion en
comparacion con dietas medicadas, ademas de que en estas Ultimas no se tiene un

debido control sobre los residuos de OTC.

La biodisponibilidad de OTC es otro de los puntos importantes que se deben abordar en
trabajos posteriores, debido a que presenta limitaciones por a sus propiedades
antagonicas en la formacién de complejos con iones de metales pesados tales como
algunos cationes polivalentes (Ca*?, Fe*?, AI"® y Mg*?) (Riviere y Spoo 1995), los cuales
se pueden encontrar abundantemente en el agua de mar. Sin embargo, la forma de
OTC empleada en el presente estudio (clorhidrato de OTC) es conocida por ser soluble

en agua sin que pierda sus propiedades bacteriostaticas (FDA, 2006).

A pesar de los buenos resultados del presente estudio, se recomienda realizar
experimentos a mediano y largo plazo a fin de descartar la posibilidad de resistencia
antibidtica al utilizar bafios e inyecciones con OTC, asi como también emplear medidas
preventivas con el fin de evitar la dispersiéon de los residuos del antibiético en el
ambiente. Asimismo, y de acuerdo con algunas recomendaciones dadas por Garcia-

Esquivel et al. (2011), es necesario conocer en un primer plano cuales son las bacterias
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que conforman en su mayoria la flora bacteriana de los abulones, para posteriormente

estudiar los posibles efectos relacionados con la aplicacion de antibioticos.
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Anexo 3. Extraccion de RNA (Evrogen)
Matz, (2002).

10.

Disolver el tejido en solucion D. La maxima cantidad de tejido a usar debe ser
equivalente al 20% del volumen de la solucién D. Usar nitrégeno liquido o un tip de
pipeta con la punta cortada haciendo movimientos hacia arriba y abajo. 2-3 minutos.
Centrifugar a maxima velocidad por 5 minutos a temperatura ambiente. Transferir el
sobrenadante a tubo nuevo.

Colocar el tubo en hielo y agregar un volumen equivalente de fenol saturado y
mezcle. Adicione 20% del volumen total de cloroformo:isoamil (24:1) y dar vortex.
Se formaran dos fases. Dar vortex de 3 a 4 veces mas con intervalos de 1 minuto
entre cada paso y ubicando el tubo en hielo. Centrifugar a maxima velocidad por 30
minutos a 4°C. Recupere la fase acuosa superficial.

Repetir el paso 3.

Adicione 1 pL de coprecipitante (glucégeno), luego adicione un volumen igual de
etanol al 96% y mezclar. Centrifugar inmediatamente a maxima velocidad a
temperatura ambiente por 10 minutos. Lavar el pellet con 0.5 mL de etanol al 80%.
Secar el pellet brevemente (hasta que no sevea liquido).

Disolver el pellet en 100 pL de agua miliQ. Si el pellet no puede ser disuelto
completamente, remover los residuos centrifugando la muestra a maxima velocidad
por 3 minutos a temperatura ambiente. Transfiera el sobrenadante a un tubo nuevo,
adicione un volumen equivalente de LiCl 12 M y enfrie la solucién a -20°C por 30
minutos. Centrifugar a maxima velocidad por 15 minutos a temperatura ambiente.
Lavar el pellet con 0.5 mL de etanol al 80%, y secar como se hizo previamente.
Disolver el pellet en 40 pL de agua miliQ.

Incubar el RNA de 10 a 15 minutos a 60°C para asegurar la completa solubilizacion
y proceda inmediatamente a efectuar las lecturas en espectrofotometro a 260 y 280
nm. Razones 260/280 deben estar entre 1.8 y 2.0.

Estimar la calidad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa/formaldehido
desnaturalizante (Sambrook et al., 1989).

Para almacenar el RNA aislado, Agregar0.1 volumen de acetato de sodio 3My 2.5
volimenes de etanol al 96%. Mezclar fuertemente. La muestra puede ser
almacenada por afios a -20°C.
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Anexo 4. Sintesis de cDNA con SuperScript™ Ill First Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen™).

El siguiente procedimiento esta disefiado para convertirlpg hasta 5 pg de RNA total o 1
pg hasta 500 ng de poly(A)"RNA en cDNA de primera cadena:

1. Mezclar y centrifugar brevemente cada uno de los componentes antes de usar.
2. Combine lo siguiente en un tubo de 0.2 6 0.5 mL:

Componente Cantidad
hasta 5 ug de RNA total npl
Primers 1l

50 uM oligo (dT) 20,0

2 UM primer especifico-gen (GSP), o

50 ng/ul hexameros aleatorios
10 mM dNTP mix 1l
DEPC- agua a 10 ul

3. Incubar a 65°C por 5’, luego ubicar en hielo por al menos 1°.
4. Preparar la siguiente master mix, Agregando cada uno de los componentes en el
orden indicado:

Componente 1Rxn (ul)

10X RT buffer

25 mM MgCl,

0.1 MDTT

RNaseOUT™ (40 U/ pl)
SuperScript™ 11l RT (200 U/pl)

RPERPNDADN

5. Agregar 10 pL de master mix a cada tubo de la mezcla RNA/primers, mezclar
suavemente, y colectar por breve centrifugacion. Incubar como sigue:

Oligo (dT) or GSP: 50 min a 50°C
hexameros aleatorios: 10 min a 25°C, seguido por
50 min a 50°C

6. Terminar la reaccion a 85°C por 5'. Enfriar en hielo.

7. Colectar las reacciones por breve centrifugacion. Agregar 1 uL de RNasa H a cada
tuboe incubar por 20’ a 37°C.

8. Lareaccion de sintesis de cDNA puede ser almacenada a -20°C o usada para PCR
inmediatamente.
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Controles:
1. Diluir el RNA HelLa hasta 100 pg/pL con agua DEPC
2. Preparar la mezcla de RNA/primers en un tubo de 0.2 6 0.5 mL como sigue:
Componente +RT Control (ul) -RT Control(ul)
Diluir el RNA total HeLa (100 pg/ pl) 1 1
Oligo (dT) 20 1 1
10 mM dNTP mix 1 1
DEPC- agua 7 7
3. Incubar las muestras a 65°C por 5’, luego ubicar en hielo por al menos 1°. Colectar
por breve centrifugacion y agregar lo siguiente:
Componente +RT Control (ul) -RT Control (ul)
10X RT buffer 2 2
25 mM MgCl, 4 4
0.1 MDTT 2 2
RNaseOUT ™(40 U/ pl) 1 1
SuperScript™ 1l RT (200 U/ pl) 1 -
DEPC- agua - 1
4. Mezclar suavemente y colectar las reacciones por breve centrifugacion.
5. Incubar a 50°C por 50’
6. Terminar las reacciones a 85°C por 5'. Enfriar en hielo.
7. Colectar las reacciones por breve centrifugacion. Agregar 1 uL de RNasa H a cada
tubo e incubar por 20’ a 37°C.
8. Preparar una mezcla de PCR para cada control. Para cada una de las reacciones
control, agregar lo siguiente a un tubo de 0.2 mL mantenido en hielo:
Componentes Volumen (ul)
Agua-DEPC 38.1
10X buffer de PCR menos Mg** 5
50 mM MgCl,1.5
10 mM dNTP mix 1
Control primer forward (10 puM) 1
Control primer reverse (10 uM) 1
cDNA control de RNA 2
Taqg DNA polimerasa (5 U/ pul) 0.4
Volumen final 50
9. Mezclar los contenidos del tubo. Centrifugar brevemente para colectar los

componentes de la reaccion.



87

10. Ubicar la mezcla de reaccion en un termociclador precalentado (94°C). Realizar un
paso de desnaturalizacion inicial: 94°C por 2'.
11. Realizar 40 ciclos de PCR:

Desnaturalizacion 94°C por 15 seg
Alineacion 55°C por 30 seg
Extension 68-72°C por 1 min

12. Al completarse, mantener las reacciones a 4°C.

Analizar 10 pL de cada una de las muestras, usando electroforesis en gel de agarosa y
tincién con bromuro de etidio. Una banda de 353 bp, correspondiente al menos a25 ng
del producto deberia ser visible para el control RT+. Ninguna banda debe ser visible
para el control RT-.
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Anexo 6. GoTag® Green Master Mix (Promega)

Aplicacion estandar

1. Descongele la GoTag ® Green Master Mix a temperatura ambiente. Vortex a
lamezcla maestra,a continuacion, girar brevemente en una microcentrifuga para recoger
el material en la parte inferior del tubo.

2. Prepare una de las siguientes mezclas de reaccion en hielo:

Para un volumen de reaccion de 25pl:

Componentes Volumen(ul) Conc. final
GoTag® Green Master Mix, 2X 12.5 1X

Primer formard, 10uM 0.25-2.5 0.1-1.0 uM
Priimer reverse, 10 uM 0.25-2.5 0.1-1.0 uM
DNA 1-5 <250ng
Agua libre de nucleasas 25 N.A.

Para un volumen de reaccion de 50pl:

Componentes Volumen(ul) Conc. final
GoTag® Green Master Mix, 2X 25 1X

Primer formard, 10uM 0.5-5.0 0.1-1.0 uM
Priimer reverse, 10 uM 0.5-5.0 0.1-1.0 uM
DNA 1-5 <250ng
Agua libre de nucleasas 50 N.A.

3. Si estd utilizando un termociclador sin tapa térmica, superponer la mezcla de
reaccion con 1-2 gotas(Aproximadamente 50 pl) de aceite mineral para evitar la
evaporacion durante el ciclo térmico.Centrifugar las reacciones en una microcentrifuga
durante 5 segundos.

4. Coloque las reacciones en un termociclador que haya sido precalentado a 95
°C. Realizar PCRutilizando los parametros estandar.

Il. Directrices generales para la amplificacién por PCR

A. La desnaturalizacion
Generalmente, una etapa de 2 minutos de desnaturalizacion a 95 ° C es
suficiente.Etapas de desnaturalizacion posteriores seran entre 30 segundos y 1 minuto.

B. Alineamiento

Optimizacion de las condiciones de calentamiento mediante la realizacion de la
reaccion de partidaaproximadamente 5 ° C por debajo de la temperatura de fusion
calculada de los iniciadores yel aumento de la temperatura en incrementos de 1 ° C. La
etapa de calentamiento es tipicamente de 30 segundos a 1 minuto.

C. Extensién



91

La reaccidon de extension se lleva a cabo tipicamente a la temperatura Optima paraTaq
ADN polimerasa, que es 72-74 ° C.Permitir aproximadamente 1 minuto por cada 1 kb
de ADN a amplificar. Se recomienda una extension final de 5 minutos a 72-74 ° C.

Internet: www.promega.com

Anexo 7.

Relacion de las 5 secuencias mas similares al amplicon obtenido de HSP70 por medio
de BLAST.

Numero de L Max Total Max
Descripcion Cobertura ValorE
Acceso score score ident

1| JNn230827.1  Poeciliareticulata (HSC70) 580  58.0 100% 2e-06  100%
gene, complete cds

2 Xiphophorus hellerii heat

MRNA, complete cds

3 Haliotis diversicolor heat
MRNA, complete cds
4 Poecilia  reticulata heat
EF408831.1 shock protein hsp70 mRNA, ©98.0  58.0 100% 2e-06  100%
partial cds
5 Haliotis discus hannai heat

DQ324856.1 shock protein 70 mRNA, 580 580 100% 2e-06  100%
complete cds

Unica secuencia similar al amplicon obtenido de KLF por medio de BLAST

Numero de o Max Total Max
Descripcion Cobertura ValorE
Acceso score score ident
1 Haliotis diversicolor Kruppel-
EF587285.1 like factor (KLF) mRNA, 93.0 953 100% 3e-17 98%
partial cds
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Anexo 8. Preparacion de la solucion fijadora Davidson

Para preparar 1 litro de solucion:
Glicerina 100 ml

Formaldehido 37% 200 ml
Etanol 96% 300 ml

Agua de mar filtrada 300 ml
Acido Acético 100 ml

Agitar antes de usarse

Anexo 9. Técnica de deshidratacién

Etanol 70% 1 hora
Etanol 96% - | 2 horas
Etanol 96% - Il 2 horas
Etanol 100% - | 2 horas
Etanol 100% - Il 2 horas
Etanol 100% - Benceno 3 horas
Benceno | 2 horas
Benceno Il 2 horas
Parafina | 2 horas
Parafina Il 2 horas
Total 23 horas

Incluir en parafina.

Anexo 10. Técnica de Tincién de Hematoxilina-Eosina/Floxina

Esta técnica permite demostrar claramente un enorme nimero de diferentes estructuras
tisulares. Esencialmente la hematoxilina tifie al nucleo de la célula de un color azul a
negro, con un buen detalle intranuclear; por otro lado, la Eosina tifie al citoplasma
celular y a la mayoria de las fibras del tejido conectivo en varias intensidades de rosa,
naranja y rojo.

Desparafinacion e Hidratacion.

Xileno | 10 min. *

Xileno II' 5 min. *

Xileno [II'5 min. *

Etanol 100% - | 5 min.

Etanol 100% - 1l 5 min.

Etanol 96% 5 min.

Etanol 10% 5 min.

Agua destilada

* El Xileno se debe de mantener a una temperatura entre 30°C a 35°C.



Tincion Hematoxilina-Eosina/Floxina.
Desparafinar las muestras hasta hidratar en agua.
Hematoxilina 30 min.

Agua corriente Lavar.

Etanol &cido 5 seg.

Carbonato de litio 2 min.

Agua destilada 5 seg.

Etanol 96% 3 min.

Eosina/Floxina 1 min.

Etanol 96% - | 2 min.

Etanol 96% - 11 2 min.

Etanol 100% - | 3 min.

Etanol 100% - 11 3 min.

Xileno I 5 min.

Xileno 11 '5 min.

Xileno 111'5 min.

Montar en resina sintética.
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Anexo 11. Extraccion de DNA “Protocolo con Sales”
Sambrok y Russell, (2001).

ANTES DE COMENZAR:

o o kM w

10.

11.

e Limpiar el mesoén de trabajo con Cloro 10% y con alcohol 70%.

e Limpiar el instrumental (pinzas, tijeras, mortero, placas etc.) y mantener cloro, alcohol y
agua destilada en vasos precipitados.

e Encender placa térmica a 65°C.

e Limpiar bisturi y pinzas para cada muestra.

e Limpiar el mortero con alcohol al 70% y secar entre cada molienda.

Procedimiento

Pesar aproximadamente 30 mg de tejido dejarlo secar para después depositarlo en un
mortero.

Triturar el tejido con nitrégeno liquido y depositarlo en tubos eppendorf de 1.7 mL estéril.
Si no cuentan con nitrégeno se puede cortar el tejido en pequefios trozos y colocarlo en
tubos eppendorf.

Agregar 500 pl de buffer A (pH 7.5) y dar vortex por aproximadamente 10 segundos.
Agregar 5 pl de Proteinasa K (20 mg/ml) y mezclar invirtiendo varias veces.

INCUBAR LOS TUBOS A 65°C POR 4 HORAS.

Agregar 570 pl de LiCl (6M) mas 230 pl de KAc (5M) e incubar en hielo por 20 minutos (en

refrigerador de -20).
Centrifugar 10 min a 10,000 rpm para luego transferir 900 ul del sobrenadante a un tubo
nuevo de 1.7 ml. (EVITE TRANSFERIR MATERIAL PARTICULADO). *si se resuspende,

vuelva a centrifugar es correqgible antes de transferir.

Agregar 200 pl de Fenol-Cloroformo, agitar enérgicamente y centrifugar a 10,000 rpm por
10 minutos. Extraer 800 ul (aprox.) del sobrenadante y transferir atubo de 1.7mL. *si se

resuspende, vuelva a centrifugar es corregible antes de transferir.

Agregar 550 pl Isopropanol frio (almacenado a -20°C) y agitar energéticamente.
Centrifugar a 11,000 rpm por 15 min y desechar por completo el sobrenadante. (AQUI
SE OBSERVA EL PELLET).

Lavar el pellet con 500 pl de etanol70% frio (-20°C) por 2 a 3 minutos, realizar un vortex

por 10 segundos para soltar el pellet del tubo y luego esperar el tiempo indicado. Centrifugar



12.

13.

14.

15.

16.
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a 11,000 rpm por 10 min, desechar por completo el sobrenadante y secar el pellet a
temperatura ambiente por 5 minutos maximo. Los tubos se deben colocar de forma
invertida para que el etanol precipite por gravedad.(REPETIR ESTE PASO DOS
VECES)

Dejar los tubos abiertos a temperatura ambiente por 5 min para que el exceso de etanol se
evapore.

Resuspender el pellet en 50 pl agua PCR.

Agregar 1.5 pl de RNAsa (30 pg /mL) a cada tubo e incubar a 37°C por 40 minutos.

Medir la concentracion del ADN en el espectrofotémetro Nanodrop, usar 1 6 1.5 pyL de
muestra. NO OLVIDEN HACER EL BLANCO CON AGUA PARA PCR.

Medir calidad de ADN en gel de agarosa al 1% (ladder de 1kb), usar de 1-3 yL de muestra

mas 3 L de buffer de carga.

Preparacidon de Reactivos antes de la extraccion:

e Amortiguador A Para 80 ml
100 mM Tris-HCI pH 7.5 0.969¢g
100 mM EDTA 2.978¢g
100 mM NacCl 0.468 g
0.5% SDS (p/v) 049

Ajustar pH 7.5

e Cloruro de Litio (6M)

e Acetato de Potasio (5M)
e Proteinasa k (20mg/mL)
e Isopropanol frio (-20°C)

e Etanol 70% frio (-20°C)

e RNAsa (30 ug/mL)

e Agua DEPC o buffer TE.

e Fenol-Cloroformo
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Anexo 12. Deteccién de X. californiensis en el abuldn por hibridacidnin situ

Antonio et al. (1998)

Manejo de la muestra

1. Utilice cortes histoldgicos de 5 um de espesor.

2. Desparafine con tres cambios de xileno de 10 minutos cada uno.

3. Hidrate con una serie de cambios de alcohol etilico (100, 100, 95 y 10%) de 5

min. cada uno y lave en agua destilada estéril.

4. Marque cada laminilla con Iapiz de solucion hidrofébica alrededor de tejido.

5. Precaliente la solucion amortiguadora de Tris-HCI 0.2 M pH 7.2, CaCl, 2 mM a

37°C y adicione Proteinasa K (20 mgml™) a una concentracion final de 50 pg/ml.

6. Adicione 500 pl de la Proteinasa K sobre los cortes histologicos e incube a 37°C

por 45 minutos en cdmara humeda.

7. Realice 3 lavados en amortiguador PBS 1X de 5 min. cada uno a temperatura

ambiente.

PreHibridacion

8. Elimine el PBS de las laminillas. Prepare la solucién de prehibridaciéon de

acuerdo al numero de laminillas, tome en cuenta un control positivo y negativo.

Composicion de la solucién de pre-hibridacion.

Reactivo Cantidad Concentracion final
Formamida desionizada 99.5% 500 pl 50%
Solucién Salina de Citrato 200 pl SSC 1X (NaCl 0.15 M, Citrato de
SSC 20X sodio 0.015 M, pH 7.0)
ADN de esperma de salmén 10 ul 0.1 mg/ml
(10 mg/ml) desnaturalizado a 95°C
por 5 minutos.
Sulfato de dextran (PM 500,000) al 200 pl 10%
50%
Solucién Denhardt 100X 10 pl 1X (PVP, BSAy Ficoll al 1%.)
Agua grado PCR estéril 80 pl -
Volumen total 1ml -
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9. Cologue 500 pl de la solucion de pre-hibridacién e incube por 1 hora, en camara

hameda, sin cubreobjetos a temperatura ambiente.

Hibridacién

10.Descarte la solucion de pre-hibridacion y lave en SSC 2X por 3 minutos. Deje
secar antes de afiadir la solucion de hibridacion.

11.La solucién de hibridacion contiene los mismos componentes que pre-hibridacién
excepto ADN de salmon, mas las sondas marcadas con DIG (RA5-6, RA3-8,
RA3-6 y RA5-1) a una concentracion final de 100 fmol/pl. Prepare en el momento
y proteja de la luz.

12.Precaliente la solucién de hibridacién en bafio Maria a 90°C. Coloque 500 pl de
la solucion de hibridacién y desnaturalice a 100°C por 5 minutos. Posteriormente
cologue un cubreobjetos estéril libre de ADN e incube toda la noche a 40°C en
camara humeda.

13.Para remover los cubreobjetos y eliminar la solucién de hibridacién sumerja las
laminillas en amortiguador SSC 2X por 5 minutos y sacuda ligeramente la caja.
Lave en SSC 2X por 30 minutos en agitacion constante lenta (30 r.p.m.) a
temperatura ambiente.

14.Repita el lavado en SSC 2X por 30 minutos.

15.Elimine la solucion y realice 3 lavados en SSC 1X de 10 minutos cada uno a
temperatura ambiente.

16.Cambie las laminillas a SSC 0.5X y lave por 10 minutos.

17.Coloque en las laminillas 500 pL de la solucion amortiguadora 1 estéeril (Tris-HCI

100 mM pH 7.5, NaCl 10 mM) e incube en camara humeda por 10 minutos a
temperatura ambiente.

18.Prepare la solucion de blogueo: Solucidon amortiguadora 1 + suero de borrego
2%, Triton X-100 0.3%).

19.Coloque 500 pl de la solucion de bloqueo e incube 1 hora a temperatura

ambiente en cAmara hiumeda.
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Dilucién de 1gG Anti-DIG

20.Diluya el anticuerpo anti-DIG conjugado con FA 1:1000 en solucion

amortiguadora 1 + suero de borrego 1%, Tritdbn X-100 0.3%. Prepare en el

momento segun la cantidad de muestras.

21.Elimine la solucién de bloqueo y lave con solucién amortiguadora 1 (inmediato).

Elimine el exceso de liquido sobre papel secante.

22.Adicione 500 pl del conjugado enzimético diluido a cada laminilla e incube por 3

horas a temperatura ambiente en camara hiumeda.

23. Enjuague las laminillas en solucién amortiguadora 1 por 10 minutos con

agitacion lenta (30 r.p.m.) a temperatura ambiente. Repita el lavado.

24.Agregue a cada laminilla 500 pl de solucion amortiguadora 2 (Tris-HCI 100mM

pH 9.5, NaCl 100 mM) e incube por 10 minutos a temperatura ambiente.

Preparacion del sustrato NBT/BCIP

25.Prepare segun la cantidad de muestras. Por ejemplo: use 200 pl del stock y

diluya en 10 ml de solucién amortiguadora 2. Prepare en el momento y proteja de

la luz.

Revelado de la sonda hibridada

26.Agregue a cada laminilla 500 pl del sustrato e incube 4 horas a temperatura
ambiente en cAmara humeda en oscuridad. Revise en el microscopio (10-40X) la
formacion de precipitados azul intenso.

27.Lave con agua destilada estéril (inmediato) y contra-tifia con Café Y de Bismark
0.05% por 3 minutos como maximo.

28.Lave con agua destilada (inmediato) y deshidrate con 2 cambios de etanol (70 y
100%) por 3 minutos cada uno.

29.Seque las laminillas al aire y monte en resina para su observacion.
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Descripcién de los principales reactivos utilizados en la HIS.

Reactivo Concentracion
final
Proteinasa K 20 mg ml™ en amortiguador Tris-HCI 0.2M pH 50 pgml™
7.2, CaCl, 2 mM
Mezcla de sondas RA5-6, RA3-8, RA3-6 y RA5-1. Stock 100 4e”" pM plt
picomoles pl™ de cada una. (mezcla de las 4
sondas)

Conjugado enzimético: IgG Anti-Digoxigenina (Fraccién FAB)- 0.15U

Fosfatasa Alcalina. Concentracién: 150 Unidades. Fabricante:
Roche, catalogo 11093274910

Cloruro de nitroazul de tetrazolio (NTB) 18.75 mgml® + 5-  NBT 375 pgml™
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (sal de toluidina) (BCIP) 9.4  BCIP 188 ugml™
mg/ml en dimetil sulféxido al 67%. Fabricante: Roche,

catalogo: 1681451.

Descripcién de las sondas utilizadas.

Secuencias Picomoles totales
(sintesis)
RA5-6 5-GAAGCAATATTGTGAGATAAAGCA-3'(DIG) 17,907
RA3-85-CCACTGTGAGTGGTTATCTCCTG-3'(DIG) 22,906
RA3-65-ACTTGGACTCATTCAAAAGCGGA-3'(DIG) 15,895
RA5-1 5-GTTGAACGTGCCTTCAGTTTAC-3'(DIG) 24,120

Andrée et al. (2000).



