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RESUMEN

El fotoperiodo artificial, basado en la manipulacion de los ciclos de luz y oscuridad, es
una herramienta ampliamente utilizada en el cultivo de peces para optimizar procesos
como el crecimiento, la smoltificacion, la maduracion y el desove. Sin embargo, ain se
desconoce como una exposicion prolongada a estas condiciones puede afectar procesos
fisiologicos claves en cada etapa del desarrollo. En este contexto, la hematopoyesis,
responsable de la produccion de células sanguineas, representa un buen indicador del
estado fisiologico general del pez, ya que se encuentra estrechamente ligada a funciones
como el transporte de oxigeno, la respuesta inmune y el metabolismo. Dado que este
proceso es sensible a factores ambientales, se espera que la exposicion a fotoperiodos

artificiales produzca cambios en la expresion génica de los reguladores hematopoyéticos.

Este estudio evaluo el efecto de diferentes regimenes de fotoperiodo artificial LD 24:0,
LD 12:12 y LD 14:10 sobre la hematopoyesis de juveniles de Salmo salar. Se cuantifico
mediante RT-qPCR la expresion relativa de genes asociados a la eritropoyesis y
mielopoyesis (GATAL, EPO, PU.1 y CSF1R) a partir de tejido de rifiéon anterior, principal

organo hematopoyético en peces.

Los resultados indicaron que la expresion de GATAl y EPO se incremento
transitoriamente a los 45 dias de exposicion, lo que sugiere una activacion inicial del
sistema eritropoyético como respuesta adaptativa a las nuevas condiciones de luz. En
tanto, la expresion de PU.1 se mantuvo elevada bajo los fotoperiodos LD 24:0 y LD 14:10
lo que podria indicar una activacion persistente del sistema mieloide. CSF1R, en cambio,

mostré menor variacion, pero reflejo un patron de activacion temprana.

Este trabajo aporta evidencia sobre como el fotoperiodo artificial puede modular procesos
hematopoyéticos en peces, influyendo en su respuesta inmune y eficiencia metabdlica,
Comprender estos efectos es clave tanto para optimizar la producciéon en cultivo como
para avanzar en el conocimiento ecofisiologico de especies de importancia comercial

como Salmo salar.



ABSTRACT

Artificial photoperiod, based on the manipulation of light and dark cycles, is a widely
used tool in fish farming to optimize processes such as growth, smoltification, maturation,
and spawning. However, it is still unknown how prolonged exposure to these conditions
may affect key physiological processes at each developmental stage. In this context,
hematopoiesis, responsible for the production of blood cells, represents a good indicator
of the general physiological status of the fish, as it is closely linked to functions such as
oxygen transport, immune response, and metabolism. Since this process is sensitive to
environmental factors, it is expected that exposure to artificial photoperiods will produce

changes in the gene expression of hematopoietic regulators.

This study evaluated the effect of different artificial photoperiod regimes (LD 24:0, LD
12:12, and LD 14:10) on the hematopoiesis of juvenile Salmo salar. The relative
expression of genes associated with erythropoiesis and myelopoiesis (GATA1, EPO,
PU.1, and CSFIR) was quantified by RT-qPCR from anterior kidney tissue, the main

hematopoietic organ in fish.

The results indicated that GATA1 and EPO expression increased transiently after 45 days
of exposure, suggesting an initial activation of the erythropoietic system as an adaptive
response to the new light conditions. Meanwhile, PU.1 expression remained elevated
under the LD 24:0 and LD 14:10 photoperiods, which may indicate a persistent activation
of the myeloid system. CSFIR, on the other hand, showed less variation but reflected an

early activation pattern.

This work provides evidence on how artificial photoperiods can modulate hematopoietic
processes in fish, influencing their immune response and metabolic efficiency.
Understanding these effects is key both for optimizing production in aquaculture and for
advancing the eco-physiological knowledge of commercially important species such as

Salmo salar.

Xi



1. INTRODUCCION

1. 1 La industria acuicola en la actualidad (Contexto acuicola mundial y nacional)

La acuicultura es definida como “el cultivo de organismos acuaticos, incluyendo peces,
moluscos, crustdceos y plantas acudticas, que implica la intervencion del hombre en el
proceso de cria para aumentar la produccidon, en operaciones como la siembra, la
alimentacion, la proteccion de los depredadores, etc.” (FAO, 2024), es una actividad que
se remonta a la antigliedad y ha sido crucial para el desarrollo de diversas culturas. Hoy,
esta actividad ha evolucionado hasta convertirse en una de las industrias alimentarias de
mas rapido crecimiento a nivel global, cobrando especial relevancia ante el aumento de
la demanda mundial de proteinas de origen acudtico y las limitaciones que enfrenta la
pesca extractiva, como la sobrepesca, el cambio climatico y la degradacion del ambiente

marino (Henchion et al., 2017).

En este contexto, la acuicultura ha pasado a ser una fuente estratégica de abastecimiento
alimentario. Segun el informe SOFIA 2024 de la FAO, el afio 2022 se concreto el hito en
que la produccion acuicola de animales acudticos super6 la produccion de la pesca de
captura, la cual se ha mantenido relativamente estable desde finales de la década de 1980,
a diferencia de la acuicultura que ha aumentado significativamente durante el mismo
periodo (Figura 1). Esta diferencia se ha observado durante afios en varios paises,
consolidando esta actividad como un pilar de la seguridad alimentaria a nivel mundial.
Este crecimiento sostenido ha impulsado el desarrollo de marcos regulatorios, tecnologias
de cultivo y politicas de sostenibilidad en distintos paises (Naylor et al., 2021; Tveterds

et al., 2023).
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Figura 1. Produccion pesquera y acuicola mundial hasta el afio 2022 (FAO, 2024).

Chile es uno de los paises donde esta expansion ha tenido un impacto mas notable. La
cria de salmoénidos, en particular, ha posicionado a la acuicultura como una de las
principales actividades econdmicas del pais, tanto por su valor comercial como por el
conocimiento cientifico que se ha generado en torno a estas especies. Actualmente, los
salmoénidos siguen siendo las especies mas valoradas y exportadas (FAO, 2024) y su
cultivo ha impulsado avances en manejo, nutricion y salud de peces en todas sus etapas
de vida, los que se ven reflejados en manuales sanitarios y programas de fiscalizacion
(SERNAPESCA, 2019, 2020). Las regiones de Los Lagos, Aysén y Magallanes
concentran la mayor parte de esta produccion, que alcanz6 998.317 toneladas en cosecha
de salmoénidos durante el ano 2024 (SUBPESCA, 2025), que mantendria a Chile como el
segundo mayor productor mundial después de Noruega (FAO, 2024). Esta industria
enfrenta actualmente desafios vinculados a la bioseguridad, el desarrollo tecnologico, el
uso responsable de antimicrobianos, el bienestar animal y la aceptacion social, ademas de

la necesidad constante de optimizar mas los procesos productivos.



1.2 Uso de fotoperiodo artificial en la salmonicultura y su efecto en la
fisiologia de teledsteos

El fotoperiodo es una sefial ambiental clave que regula procesos bioldgicos estacionales
a través del ritmo circadiano. Su influencia se ha observado en multiples organismos
como aves, mamiferos y plantas, afectando funciones como la reproduccion, el

crecimiento y los habitos migratorios (Zhang et al., 2024).

El conocimiento acumulado sobre los efectos del fotoperiodo en todo tipo de organismos
ha permitido desarrollar su manipulacién artificial como herramienta tecnoldgica. En el
ambito agricola, por ejemplo, la modificacion del ciclo luz-oscuridad ha demostrado
regular la expresion génica y el metabolismo en plantas, induciendo procesos como la
floracion o el crecimiento, seglin las necesidades de cultivo (Li et al., 2016; Osnato et al.,
2022). Este conocimiento ha sido progresivamente trasladado al manejo animal,
particularmente en especies acudticas de interés comercial (Figura 2), dado que su
aplicaciébn permite sincronizar procesos fisioldgicos clave con los objetivos de
produccion (Ytrestoyl et al., 2023; Pino Martinez et al., 2023; Biswas et al., 2005; Li et
al., 2021).

Figura 2. Aplicacion de luces de fotoperiodo disefiada para un tanque de peces.
(Imagen tomada de EVOLUX)



La percepcion del fotoperiodo en los peces ocurre principalmente a través de la retina de
los ojos y la glandula pineal. Esta Giltima se origina como una evaginacion del diencéfalo,
y su tejido funcional estd compuesto por tres tipos principales de células: fotorreceptoras,
neuronas y células gliales o intersticiales (Figura 3). Las células fotorreceptoras pineales
se asemejan estructuralmente a los conos de la retina de los vertebrados, funcionando
como sensores de luz (Falcon, 1999). En ellas, los estimulos luminicos se traducen en
sefales neuronales u hormonales, principalmente a través de la secrecion de melatonina
(Maitra et al., 2012). Aunque los ojos participan en la deteccion de luz, se ha sugerido
que no tienen un rol directo en la regulacion de la produccion de melatonina pineal (Vera
et al., 2010), por lo que la glandula pineal actuaria como el principal y predominante

fotorreceptor involucrado en la percepcion del fotoperiodo que influye en su sintesis.
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Figura 3. Los distintos tipos celulares del epitelio pineal. Las flechas muestran las
direcciones de la entrada de luz sobre estas células, segun su posicion en el epitelio
(Falcon & Muinoz-Cueto, 2024)



Este mecanismo neuroendocrino es aprovechado en el manejo de especies acuicolas,
permitiendo manipular procesos fisioldgicos clave, como el crecimiento y la engorda, la
induccion fuera de época de la smoltificacion, o la sincronizacion de los desoves segin
necesidades productivas (Al-Emran et al., 2024; Pino Martinez et al., 2023; Ytrestoyl et
al., 2023).

Aunque el fotoperiodo artificial se ha utilizado exitosamente como herramienta de
manejo productivo en la salmonicultura, los estudios sobre sus posibles efectos adversos
a nivel fisioldgico son atn limitados. Se ha propuesto que la exposicion prolongada a luz
continua podria inducir un estado de estrés cronico en los peces, activando de forma
sostenida el eje hipotalamo—hipodfisis—interrenal (Valenzuela et al., 2006). Ademas, la
melatonina —cuyo ritmo de secrecion se ve alterado por estas condiciones— podria tener
un rol modulador sobre la respuesta inmune, sugiriendo que la manipulacion del ciclo
luz-oscuridad impacta no solo en la reproduccion y el crecimiento, sino también en la
inmunocompetencia de los individuos (Esteban et al., 2006), aspectos que radican
directamente en el proceso y los 6rganos encargados de la produccion de estas células

inmunes y células con funciones respiratorias y hemostaticas, la hematopoyesis.



1.3 Hematopoyesis en teleosteos

La hematopoyesis es el proceso dindmico de formacion y renovacion continua de células
sanguineas, el cual se ajusta a las demandas fisiologicas del organismo. Este proceso se
basa en la actividad de las células madre hematopoyéticas, caracterizadas por su
capacidad de autorrenovacion, capaces de generar dos células troncales, y por su potencial
de diferenciacion hacia todos los linajes sanguineos maduros (Hoggatt & Pelus, 2013).
Estas propiedades permiten mantener el equilibrio entre la produccion basal de células
sanguineas y las necesidades especificas del organismo, tanto en condiciones normales

como ante desafios fisioldgicos.

Aunque este proceso ha sido ampliamente caracterizado en mamiferos, en los que ocurre
principalmente en la médula dsea, en peces se desarrolla en el pronefros o rifion ceféalico.
Este 6rgano cumple un rol dual, actuando tanto como sitio de produccion como de
almacenamiento de células sanguineas. A pesar de estas diferencias anatomicas, los
mecanismos y tipos celulares involucrados en la hematopoyesis presentan similitudes
funcionales con los de otros vertebrados (Hoggatt & Pelus, 2013; Kondera, 2019), lo que

ha permitido utilizar modelos comparativos para su estudio.

La hematopoyesis se organiza en una jerarquia de diferenciacion que va desde las células
madre hematopoyéticas hasta las células sanguineas maduras. Estas células troncales
pueden autorrenovarse y diferenciarse en diversos tipos de células; les siguen las células
progenitoras, que aun conservan cierta capacidad de diferenciacion y pueden formar
colonias eritroide, mieloide, linfoide o megacariocitica; luego, las células precursoras,
mas especializadas, como eritroblastos, mieloblastos o megacariocitos; y finalmente, las
células maduras que circulan en sangre y cumplen funciones especificas (Mera Reina et
al., 2007) . Este ordenamiento refleja una regulacion fina que responde a una interaccion
compleja entre sefiales endogenas, como hormonas y citocinas, y factores externos o
ambientales que pueden activar o modular respuestas fisioldgicas, incluyendo la

expresion génica (Oltova et al., 2018).
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Figura 4. Proceso de diferenciacion en la hematopoyesis definitiva de Larimichthys
crocea (Modificado de Zhong et al., 2025)

La relevancia de estudiar las células sanguineas y su proceso de formacion radica en sus
multiples funciones. Dentro de los linajes derivados de la hematopoyesis, el linaje
eritroide estd directamente involucrado en el transporte de gases y en el mantenimiento
de la homeostasis, mientras que el linaje mieloide da origen a células efectoras de la
inmunidad innata, fundamentales para la defensa frente a agentes patdgenos. Por lo tanto,
alteraciones en el proceso de diferenciacion hacia estos linajes pueden reflejar
desequilibrios fisiologicos y comprometer la capacidad de adaptacion del organismo

frente a distintos desafios ambientales (Esteban et al., 2006). En este contexto, cobra



especial importancia evaluar como el fotoperiodo en su condicion de factor ambiental

podria impactar la hematopoyesis de Salmo salar.

Para evaluar la hematopoyesis a nivel molecular, es fundamental analizar la expresion de
genes que participan en las distintas etapas del proceso, regulando tanto la diferenciacion

celular como las funciones inmunitarias asociadas.

Uno de los factores clave es GATA1 (GATA Binding Protein 1), un factor de
transcripcion esencial en la formacién de eritrocitos, encargado de activar la expresion de
genes especificos del linaje eritroide. Ademas, GATA1 suprime la especificacion hacia

c¢lulas mieloides, regulando asi el destino de las células progenitoras hematopoyéticas.

(Aihua & Yan, 2024)

Por otro lado, la hormona EPO (Eritropoyetina) estimula directamente la expansion y
diferenciacion de las células eritroides, activando genes especificos de este linaje en
respuesta a condiciones de hipoxia. Este estimulo promueve la proliferacion de
precursores eritroides, elevando los niveles de EPO en plasma, especialmente desde

organos como el rifion y el higado. (Aithua & Yan, 2024)

En cuanto al componente mieloide e inmune, CSF1R (Colony Stimulating Factor 1
Receptor) un receptor de tirosina cinasa presente en células hematopoyéticas, media la
accion del factor CSF1, favoreciendo la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de
macrofagos. Este gen esta implicado ademas en procesos de inflamacidn, reparacion

tisular y modulacion de la respuesta inmune. (Smith et al., 2021)

Finalmente, el factor de transcripcion PU.1 regula la diferenciacion de células mieloides
y linfoides, siendo esencial para el desarrollo de macréfagos y linfocitos B. En el contexto
de la hematopoyesis eritroide, PU.1 actia como represor, interfiriendo con la accion de
GATAL. Por ello, la regulacion coordinada entre ambos factores es clave para determinar

el destino celular de los progenitores hematopoyéticos (Hsu et al., 2004).
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Figura 5. Esquema sobre ilustracion de Sa/mo salar indicando 6rganos y tejidos
principales de expresion de los genes de interés.

A pesar de que el uso de fotoperiodo artificial se ha consolidado como una herramienta
clave en el manejo productivo de la salmonicultura, existe ain un vacio de conocimiento
respecto a sus efectos a nivel hematopoyético e inmunoldgico, especialmente en lo que
concierne a la regulacion génica de la hematopoyesis en estadios juveniles de salmonidos
en cultivo. Esta es una linea critica de estudio, dado que la hematopoyesis es un proceso
central para la mantencion de la homeostasis y la inmunocompetencia, y podria verse
afectada negativamente por exposiciones luminicas artificiales que alteran ritmos
circadianos y ejes hormonales, como es el caso de la melatonina. En este contexto, resulta
fundamental evaluar como la manipulacion del fotoperiodo influiria en la expresion de
genes relacionados con rutas especificas de diferenciacion hematopoyética en juveniles
de Salmo salar, asi como determinar las posibles implicancias de estos cambios sobre la
homeostasis, la respuesta inmune y su impacto en el rendimiento productivo,

considerando también sus posibles efectos ecofisiologicos y bioldgicos a mayor escala.



2. HIPOTESIS

H1: La aplicacion de fotoperiodos artificiales prolongados en juveniles de Salmo salar
modula diferencialmente la expresion relativa de genes claves del linaje eritropoyético

(GATAL1 y EPO), reflejando cambios la homeostasis hematoldgica.

HO:: La aplicacion de fotoperiodos artificiales prolongados en juveniles de Salmo salar
no produce cambios significativos en la expresion relativa de genes asociados al linaje

eritropoyético (GATA1 y EPO), no alterando la homeostasis hematoldgica.

H2: La aplicacion de fotoperiodos artificiales prolongados en juveniles de Salmo salar
modula diferencialmente la expresion relativa de genes asociados al linaje mieloide (PU.1

y CSF1R) reflejando alteraciones en la inmunocompetencia del pez.
HO2: La aplicacion de fotoperiodos artificiales prolongados en juveniles de Salmo salar

no produce cambios significativos en la expresion relativa de genes asociados al linaje

mieloide (PU.1 y CSF1R), no existiendo alteraciones en la inmunocompetencia del pez.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Evaluar el impacto de diferentes regimenes de fotoperiodo artificial sobre la
hematopoyesis en juveniles de S. salar mediante el andlisis de la expresion relativa de
genes (GATAL, EPO, CSFIR y PU.1) asociados al proceso de la hematopoyesis para

determinar el impacto sobre la hemostasis € inmunocompetencia

3.2 Objetivos especificos:

I.  Evaluar la expresion relativa de los genes GATAI1, EPO, CSFIR y PU.I en
individuos juveniles de Sal/mo salar expuestos a distintos regimenes de

fotoperiodo por RT-qPCR desde muestras de tejido de rifidn anterior.

II.  Comparar la expresion génica entre tratamientos y el cambio de régimen luminico
entre peces sometidos a fotoperiodos contrastantes (LD 24:0, LD12:12 y
LD14:10) durante el periodo experimental determinando diferencias entre los

fotoperiodos
III.  Analizar los cambios de expresion génica en el contexto de la hematopoyesis

evaluando el equilibrio entre linajes eritropoyéticos y mieloides como indicador

del estado fisioldgico e inmunologico de los peces.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Peces

Un total de 120 ejemplares juveniles de salmoén atlantico (Salmo salar), procedentes de
la empresa Salmones Australis S.A., con un peso promedio inicial de 60g, mantenidos
desde agosto 2024 en la Unidad Experimental 2 del Laboratorio de Piscicultura y
Patologia Acuatica fueron trasladados a la Unidad Experimental 1 del laboratorio para
distribuirse en 6 estanques de fibra de vidrio de 180 litros (n=20 peces/estanque). La
primera etapa correspondio a la aclimatacion de los peces durante 20 dias, en el cual se
aliment6 a razén del 2% del peso corporal con pellet comercial, con variabilidad
conforme a la apetencia presentada. Los parametros de calidad del agua se monitorearon
diariamente manteniéndose la temperatura a 13-15° C, oxigeno disuelto en un rango de 8
a9 mg/L, pH 6.5-7.0 y salinidad 3-4ppt. El fotoperiodo durante la etapa de aclimatacion
(Figura 6) fue de luz natural tenue proveniente de las ventanas en la unidad experimental
en las primeras y Ultimas horas del dia y la aplicacion de luz blanca durante las 8 horas

de mayor iluminacion (9:00 a 17:00 horas).

(" )

Fotoperiodo de aclimatacion

Hora
0 2 46 8 10 12 14 16 18 20 22 24
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@ Oscuridad O Luzblanca @ Luz natural
o .

Figura 6. Distribucion de horas de luz durante el periodo de aclimatacion.
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4.2 Disefo experimental

Se trabajo con tres grupos experimentales de Salmo salar, cada uno expuesto a una
configuracion distinta de fotoperiodo artificial. El grupo 1 fue mantenido bajo un
fotoperiodo LD 24:0, simulando condiciones de luz artificial constante, como las
utilizadas intensivamente en sistemas acuicolas. El grupo 2 se expuso a un fotoperiodo
LD 12:12, que corresponde al fotoperiodo del equinoccio de primavera, mientras que el
grupo 3 se mantuvo bajo un régimen LD 14:10, simulando condiciones de luz tipicas del

verano. Cada tratamiento fue replicado en un estanque independiente.

Iniciada la aplicacién de fotoperiodo artificial, los peces se mantuvieron bajo estas
condiciones durante 45 dias. Posteriormente, en una segunda etapa, todos los grupos
fueron trasladados a un fotoperiodo control comun (LD 12:12) durante 15 dias

adicionales.

LD 12:12 LD 12:12
LD 14:10 LD 12:12

N= 20 peces / tanque

Aclimatacién Aplicacién fotoperiodo Post-fotoperiodo

o
IS
o

60 Dias

Hora
i 024681012141618202224
1 Punto de muestreo i
i N =3 peces / tanque C )LD 24:0
| GES O @
GEE @ o

Figura 7. Representacion esquematica del disefio experimental. LD = Light Dark.
FA = Fotoperiodo de aclimatacion definido en figura 6.

Los parametros fisicoquimicos del agua fueron mantenidos constantes en todos los
estanques: temperatura entre 12 y 15 °C, oxigeno disuelto entre 8 y 9 mg/L, y pH entre
6.5 y 7.0. La alimentacién se ajustd al 1% del peso corporal total, considerando la

apetencia observada en los peces durante la aclimatacion y el inicio el ensayo.
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4.2.1 Instalacion de luces

Para la aplicacion de luces de fotoperiodo artificial los estanques fueron cubiertos
externamente con dos capas de polietileno negro de grosor 0,10mm., con el fin de evitar
la entrada de luz externa. Se emplearon lamparas led de luz blanca (Ekoline, 5W, 240V)
situadas a 20 cm sobre la superficie, controladas con temporizadores programables que
regulan la cantidad de horas luz en cada estanque para los fotoperiodos LD 24:0 y LD
14:10, mientras que para el grupo expuesto a LD 12:12 se utilizé una luz led aérea
(Philips, E27, 30W, 100-240V) a ras del techo de la unidad experimental (Figura 8). Se
evaluo la longitud de onda e intensidad de la luz hacia los estanques con el Espectrometro
OHSP350 (Hangzhou HOPOO Optical Color technology Co., Ltd) dando en ambos casos
A 575 nm e intensidad variable (Figura 9).

Figura 8. Disposicion de estanques para la aplicacion de fotoperiodo artificial.
A: Estanques aislados para fotoperiodo LD 24:0. B: Estanques aislados para fotoperiodo LD 14:10.
C: Luz aérea y estanques de fotoperiodo LD 12:12. (Imagen recreada por medio de Gemini)
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Figura 9. Parametros y espectro de luz entregados por el espectrometro para la luz a ras
de techo de la unidad experimental, y dentro de cada estanque aislado para fotoperiodo.
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4.2.2 Muestreos

Previo al inicio del ensayo se tomaron las muestras tiempo O (TO) para establecer la
condicion basal de los peces en cada uno de los estanques. EI muestreo tiempo 1 (T1) se
realiz6 a los 45 dias de fotoperiodo. El ultimo muestreo, tiempo 2 (T2) se realiz6 15 dias
después del T1, habiendo dejado los peces con fotoperiodos LD 24:0 y LD 14:10 con
fotoperiodo LD 12:12 en ese tiempo. Cada muestreo constd de un n = 3 por cada estanque,

es decir n = 6 por cada grupo de fotoperiodo.

Para dicho propdsito, los peces fueron sacrificados con sobredosis de anestesia aplicando
p-amino-benzoato de etilo (Benzocaina 20%, BZ-20®, Veterquimica) en una inmersion
en 10 mL de benzocaina en 5 litros de agua. Posteriormente, se registré el peso (g) y
longitud horquilla (cm) de los individuos muestreados y se tom6 a cada uno una muestra
de sangre periférica de la vena caudal (Figura 10) utilizando heparina como
anticoagulante. Se realizo6 la extraccion de la porcion anterior de rifion y estas muestras
que fueron almacenadas en tubos eppendorf de 1,5 mL con 1,25 mL de solucién
estabilizadora de RNA (RNA later) a -4°C por 24 horas y posterior a eso a -20°C para su

analisis de expresion génica mediante RT-qPCR.

Gill vessel

arteria/vein

Cardiac
ventricle

Figura 10. Ilustracion esquematica de diferentes ubicaciones para toma de muestras de
sangre de Salmo salar (Seibel et al., 2021).
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4.3 Indices de crecimiento

Complementario a la informacioén obtenida de los muestreos biologicos de rifion, se
realizé en el dia 1 (n=20), dia 17 (n=20), dia 45 (n=17) y dia 60 (n=14) muestreos
biométricos (peso y longitud horquilla) con el total de peces de cada grupo para realizar
los calculos correspondientes a la ganancia total de peso, Factor de Conversion de
Alimento, Tasa Especifica de Crecimiento y factor de condicidon. A nivel estadistico los
datos fueron tabulados y graficados por medio de Excel, y analizados por GraphPad Prism
mediante ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc de Tukey para evaluar

interaccion entre fotoperiodos y tiempos.

4.3.1 Porcentaje de ganancia de peso

El porcentaje de ganancia de peso de los peces sometidos a los diferentes regimenes de
fotoperiodo artificial se determiné considerando el inicio y final del ensayo (dia 0 y 45)

y mediante la siguiente formula:

% Ganancia = (Peso final — Peso inicial) *100 / Peso inicial

4.3.2 Factor de Conversion de Alimento FCR

El FCR, o Factor de Conversion de Alimento, se utiliza para. medir la eficiencia de la

conversion de alimento en biomasa de los peces, y se calculd con la siguiente férmula:

FCR = Alimento consumido (kg) / Biomasa final (kg) — Biomasa inicial (kg)

4.3.3 Tasa Especifica de Crecimiento SGR

La tasa especifica de crecimiento (SGR), utilizada para medir la tasa de crecimiento diario

de los peces, se calculdé mediante la siguiente formula:

SGR = [(In(Peso Final (g)) - In(Peso Inicial(g)) / Tiempo (dias)] * 100
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4.3.4 Factor de condicion

El factor de condicion corporal de Fulton (K), utilizado para comparar condicién de los

peces se calculd por medio de la siguiente formula:

K =100 * (W/L"3)

Donde W corresponde al peso (g) y L a la longitud (cm).

4.4 Procesamiento de muestras para analisis molecular

4.4.1 Extraccion y purificacion de ARN

A partir de las muestras de tejido de rifidn anterior se llevd a cabo el procedimiento de
aislamiento y purificacion de ARN mediante TRIzol. La extraccion de ARN se realizo a
cada muestra individualmente siguiendo el protocolo correspondiente (ANEXO 1). Las

muestras de ARN extraido fueron almacenadas a -80°C a partir de este punto.

4.4.2 Cuantificacion e integridad del ARN

Para la cuantificacion del ARN se utilizo un equipo lector de placas Sinergy® HTK Take3
Microvolume (BioTek, Agilent Technologies, USA) que mediante una muestra minima
de 2uL indica el valor de concentracion de ARN obtenido de la extraccion, y esto se
repitidé con todas las muestras (ANEXO 2). Por otro lado, la integridad del ARN fue

determinada mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Ejemplo en ANEXO 3).
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4.4.3 Sintesis de cDNA y prueba de partidores

Para prevenir la posible contaminaciéon con ADN gendémico, cada muestra fue tratada con
DNAsa utilizando el protocolo y reactivos de New England Biolabs (ANEXO 4) y

trabajando dentro de cabina de flujo laminar.

Posteriormente, a partir del ARN total purificado, se realizd la sintesis de ADN
complementario (cDNA) mediante retrotranscripcion, utilizando el kit RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante (ANEXO 5). Para cada reaccion se incluy6 un control negativo sin la enzima
retrotranscriptasa, con el fin de verificar la ausencia de ADN genomico residual. Este

cDNA fue almacenado a -20°C mientras no era trabajado.

A continuacidn, se realizé una PCR convencional para las muestras y sus respectivos
controles para evaluar la especificidad de cada partidor (Tabla 1) utilizando GoTaq®
Green Master Mix, conforme al protocolo del fabricante (ANEXO 6). Los productos
amplificados se visualizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5%
preparado con tampon TAE 1X, donde se deben observar amplicones unicamente en las
muestras con retrotranscriptasa para descartar contaminacion. Para cada par de partidores
se evalud un rango de temperaturas de alineamiento, permitiendo definir la temperatura
ideal. La correcta amplificacion de todos los partidores permitié avanzar al rango

dindmico por medio de las reacciones de RT-qPCR.

Nombre del gen | Secuencia 5> — 3° Forward Secuencia 5° — 3 Reverse
GATALI CCTCTACTCTCCAGGGGCAT GTCCCATCTCGACGCCATAG
EPO CCTGCGGGTCCTAAAACACT | TTTGGGGAACAGTGACGGG
CSF1R CAGAGCGTCCTGACAATGGA | GGCGAAGGTGTCTTTACCGA
PU.1 GTCTGAGAGACCACATTGC TCTTGTTGCCCAATTCTCC

Tabla 1. Secuencias de partidores utilizados.
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4.5 RT-qPCR

Las reacciones de RT-qPCR se llevaron a cabo en un equipo AriaMx Real-time PCR
System, utilizando el kit Brilliant I SYBR® Green qPCR Master Mix (Agilent
Technologies) (Protocolo en ANEXO 7) en placas de 96 pocillos. El gen de referencia
Factor de Elongacion alfa (EF-1a) se utilizo6 como normalizador para todos los ensayos

RT-qPCR.

4.5.1 Rango dinamico

Para validar y estandarizar los oligonucledtidos utilizados en las reacciones de RT-qPCR,
se realizo una curva de rango dinamico, la cual consiste en ejecutar reacciones a partir de
un intervalo de concentraciones de cDNA provenientes de una muestra estandar. El
objetivo es comprobar que la amplificacion es lineal y cuantificable, es decir, que los
cambios en la cantidad de ARN o cDNA inicial se reflejan proporcionalmente en los
resultados. A partir del cDNA de una muestra control para estandarizacion, con una
concentracion de 100 ng/uL, se realizaron 6 diluciones seriadas con factor de dilucion de

5 para sembrar en 6 pocillos, y asi obtener la curva de rango dinamico (ANEXO 8§).

El equipo AriaMx calcula automaticamente la eficiencia de amplificacion a partir de la
pendiente de la curva estdndar, generada al graficar los valores de Ct en funcion del
logaritmo de la concentracion de cDNA. La eficiencia se obtiene mediante la férmula:
Eficiencia = -1+1(Q(-!/pendiente)

De tal modo, se obtuvo la eficiencia de cada pareja de partidores (Tabla 2). Se consideran

valores aceptables de eficiencia entre 90 % y 110 % para asegurar una amplificacion

precisa y lineal.
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Primer Eficiencia (%)
GATAI 98,6
EPO 100,2
CSFIR 102,04
PU.1 92,4
EF-la 99

Tabla 2. Valores de eficiencia de cada par de partidores obtenidos mediante rango
dinémico.

El equipo AriaMx Real-time PCR System cuenta con programas de PCR cuantitativo por
defecto, el mas tipico fue utilizado para todas las reacciones de las muestras (Figura 11)

ajustando la temperatura en los ciclos de amplificacion a 58°C. Y un programa definido

por el usuario fue utilizado para las reacciones de placas para rango dinamico (Figura 12).

Resolution: 0,5°C SoakTime 55
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3 60— |
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F 40 -
20 —|
1 Cycle 40 Cycles 1 Cycle

Figura 11. Perfil termal utilizado en las reacciones de RT-qPCR para las muestras de los
grupos de fotoperiodo.
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Figura 12. Perfil termal utilizado para las reacciones correspondientes a la elaboracion
de rango dinamico de partidores.
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4.6 Analisis estadistico expresion génica

Una vez obtenidos los resultados de la expresion génica a partir del software AriaMx
(Agilent), se exportaron los valores de Ct y Tm a planillas Excel para su posterior
analisis. Con los resultados de eficiencia de primers obtenidos del rango dindmico, se hizo
los calculos de expresion relativa con el método de Pfaffl, el cual incorpora dichas
eficiencias en los calculos por medio de la siguiente férmula:

(EGOI)ACt GOI

Gene expressionratio = ——s-rnxe
(Ehike)

Donde:
Ecor es eficiencia del primer del gen de interés.
Enxg es eficiencia del primer del gen normalizador

ACt es diferencia de Ct entre el grupo control y el grupo experimental

Los resultados de las muestras del Tiempo O funcionaron como calibrador, cuyos valores
fueron estandarizados a 1, permitiendo asi calcular la expresion relativa de los grupos
experimentales en relacion con ese punto de referencia. De esta manera, los cambios en
la expresion de los genes de interés en los otros tiempos se observaran como fold change

respecto a TO.

Los resultados obtenidos fueron graficados y analizados mediante el software GraphPad
Prism 10. Para evaluar los efectos del tratamiento (fotoperiodo) y del tiempo de
exposicion sobre la expresion génica, se aplico un ANOVA de dos vias para cada gen
evaluado. Las diferencias entre grupos y tiempos se consideran significativas cuando el

valor de p es menor a 0.05.
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4.7 Declaracion de bienestar animal

Todas las actividades experimentales descritas en este estudio fueron realizadas bajo
estrictas condiciones de bienestar animal, en conformidad con la legislacion chilena
vigente (Ley N° 20.380 sobre Proteccion de los Animales) y las normativas internas de

la Universidad de Concepcion para el uso ético de animales en investigacion cientifica.

Los peces fueron mantenidos en condiciones ambientales controladas, con monitoreo
permanente de parametros fisicoquimicos del agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH y
salinidad), y alimentados con dieta comercial de acuerdo con sus requerimientos
nutricionales y niveles de apetencia. Las condiciones de luz fueron reguladas
cuidadosamente segun el disefio experimental, utilizando iluminacién artificial

programada sin inducir estrés luminico abrupto.

Los procedimientos de muestreo, manipulacién y sacrificio se llevaron a cabo
minimizando el dolor, el sufrimiento y el estrés de los peces. Para la eutanasia, se utilizd
una sobredosis de benzocaina (BZ-20®, Veterquimica), siguiendo protocolos validados
para teleosteos. Todas las extracciones de tejido fueron realizadas inmediatamente
posterior a la eutanasia, garantizando un manejo rapido, respetuoso y ético de los

animales.

Este proyecto fue autorizado y supervisado por el laboratorio de Piscicultura y Patologia
Acuatica de la Universidad de Concepcion, bajo un enfoque de reemplazo, reduccion y
refinamiento (principios de las 3R), asegurando la pertinencia cientifica del estudio y el
respeto por los animales utilizados, asi como manteniendo los peces cubriendo los 5
dominios asociados al bienestar de animales en cautiverio en funcion de los protocolos

internos del laboratorio para tal efecto.
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5. RESULTADOS

5.1 Efecto de los distintos fotoperiodos en el crecimiento

5.1.1 Ganancia de peso

Durante los primeros 45 dias de exposicion a los distintos regimenes de fotoperiodo, se
observaron diferencias en la ganancia de peso corporal y en la tasa especifica de
crecimiento (SGR) de los juveniles de Salmo salar (Figura 13). El mayor porcentaje de
ganancia de peso se registrd en los peces sometidos a luz continua LD 24:0, con un
aumento del 61,4%, seguido por los individuos del grupo LD 12:12, que mostraron un
incremento del 55,6%. En contraste, el grupo con menor ganancia fue el expuesto al
régimen LD 14:10, con un aumento del 41,9%. (Tabla 3). En cuanto a la tasa especifica
de crecimiento, esta fue coherente con los resultados anteriores. Sin embargo, la prueba
unica diferencia significativa entre los datos de peso por grupos de T1 se observo entre el

fotoperiodo LD 24:0 y LD 14:10 (p = 0,0008).

Ganancia de Tasa especifica de

Fotoperiodo  Peso X inicial  Peso X final peso (%) crecimiento (%/dia)
LD 24:0 74,6 120,38 61,4 1,06
LD 12:12 72,7 113,18 55,6 0,98
LD 14:10 74,8 106,07 41,9 0,78

Tabla 3. Ganancia de peso (%) y tasa especifica de crecimiento (SGR) para los tres
fotoperiodos del TO (dia 1) al T1 (dia 45). Las diferencias estadisticas entre los datos de
peso se analizaron mediante ANOVA de dos vias y la prueba post hoc de Tukey para la
comparacion entre fotoperiodos.

Durante los 15 dias posteriores al cambio al fotoperiodo LD 12:12 comun para todos los
grupos, los peces que habian sido expuestos previamente a distintos regimenes luminicos
presentaron diferencias en el incremento de peso corporal. El grupo de anteriormente
fotoperiodo continuo LD 24:0 mostr6 el mayor porcentaje de ganancia de peso, con un
32,5% de aumento, seguido por el grupo LD 12:12 con una ganancia del 29,7%. La

diferencia de peso entre estos grupos resultd estadisticamente significativa (p = 0,0069).
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El menor incremento se observo en el grupo expuesto al fotoperiodo LD 14:10, que
registrd un 19,3% de aumento, la diferencia fue estadisticamente significativa tanto con
el grupo LD 24:0 (p = <0,0001) como el grupo LD 12:12 (p =<0,0001). En términos de
tasa especifica de crecimiento, el grupo LD 24:0 también presentd el valor mas alto,

seguido por el grupo LD 12:12 y finalmente el grupo LD 14:10. (Tabla 4)

Ganancia de Tasa especifica de

Fotoperiodo Peso X inicial  Peso X final peso (%) crecimiento (%/dia)
LD 24:0 120,38 159,5 32,5 1,88
LD 12:12 113,18 146,8 29,7 1,73
LD 14:10 106,07 126,5 19,3 1,18

Tabla 4. Ganancia de peso (%) y tasa especifica de crecimiento (SGR) para los tres
fotoperiodos desde el T1 (dia 45) al T2 (dia 60). Las diferencias estadisticas se analizaron
mediante ANOVA de dos vias y la prueba post hoc de Tukey para la comparacion entre
fotoperiodos.
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Figura 13. Aumento de peso de los grupos de fotoperiodo con los datos biométricos del
n total de peces obtenidos al dia 1, 17, 45 y 60.
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5.1.2 Factor de conversion de alimento (FCR)

La conversion del alimento en ganancia de peso fue mas eficiente en el grupo expuesto a
fotoperiodo de luz continua LD 24:0, el cual presenté un FCR de 1,39. De manera
consecutiva, el grupo bajo fotoperiodo LD 12:12 obtuvo un FCR de 1,47, y, por ultimo,
el grupo sometido a fotoperiodo LD 14:10 manifesté un FCR de 1,86; siendo este grupo

el menos eficiente en conversion de alimento.

Alimento
Fotoperiodo Biomasa inicial  Biomasa final entregado FCR
LD 24:0 2454.6 3967,2 2111 1,39
LD 12:12 3068 4638,9 2308,56 1,47
LD 14:10 2460 3614 2141,9 1,86

Tabla 5. Factor de conversion de alimento para los tres fotoperiodos del TO (dia 1) al
T1 (dia 45).

5.1.3 Factor de condicion

Al finalizar el tiempo de exposicion a los distintos fotoperiodos (T1), por medio de los
valores de peso y longitud horquilla se realiz6 el calculo de Factor de Condicion de
Fulton. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
pues el valor p al comparar cada grupo entre si no fue menor de 0,5 (LD 24:0 vs. 12:12

p =0,4440; LD 24:0 vs. 14:10 p=0,7922; LD 12:12 vs. 14:10 p = 0,1327).

Factor de condicién (K)
1,30 o

1,25

1,20

1,15 -
A

1,10

1,05

1,00

LD24:0 MM LD12:12 M LD 14:10

Figura 14. Factor de condicion (K) de los tres grupos de estudio con datos recolectados
el ultimo dia de fotoperiodo (T1, dia 45).
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5.2 Cuantificacion de la expresion génica por RT-qPCR

5.2.1 Prueba de partidores

La reaccion de PCR convencional realizada como paso previo para evaluar la
especificidad de los partidores permitid observar amplicones tinicamente en las muestras
con retrotranscriptasa, mientras que no se detectaron bandas en los controles negativos
(Figuras 15, 16). Esto confirmo6 tanto la especificidad de los partidores como la ausencia
de contaminaciéon con ADN gendmico.

GATA1 EPO

Marcador Marcador
62°C 58C 60C NRT NTC 100pb 62C 58°C 60C NRT NTC

100ph

Figura 15. Electroforesis en gel preparado con TAE 1X y agarosa al 1,5% sembrado con
el producto amplificado de PCR para muestras estandar con distintas temperaturas en el
paso de alineamiento (62°C, 58°C y 60°C) con los partidores para GATA1 y EPO. NRT
= Reaccion sin enzima retro transcriptasa en el proceso de sintesis de ADNc. NTC =
reaccion sin primer.

CSF1R PU.1

Marcador Marcador
100pb 62°C 58°C 60°C NRT NTC 100ph  62'C 58°C 60°C NRT NTC

100 pb

Figura 16. Electroforesis en gel preparado con TAE 1X y agarosa al 1,5% sembrado con
el producto amplificado de PCR para muestras estandar con distintas temperaturas en el
paso de alineamiento (62°C, 58°C y 60°C) con los partidores para CSF1R y PU.1. NRT
= Reaccién sin enzima retro transcriptasa en el proceso de sintesis de ADNc. NTC =
reaccion sin primer.
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5.2.2 Eritropoyesis

A) GATAIL: Luego de 45 dias de exposicion a fotoperiodo artificial, se observa
graficamente un aumento en la expresion de este factor de transcripcion al compararla
con el estado basal de los peces (Figura 17). En los tres fotoperiodos esta diferencia es

estadisticamente significativa.
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Figura 17. Expresion relativa del factor de transcripcion GATA1 analizada mediante
PCR en tiempo real en los tres grupos de fotoperiodo en el dia 0, dia 45 y dia 60,
correspondiendo el ultimo punto al post 15 dias de fotoperiodo LD 12:12 comun. Los
resultados de Tiempo O fueron utilizados como calibrador y se muestran estandarizados
a 1. Los niveles de expresion se encuentran expresados como fold-change respecto a TO.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey
para comparar por grupos de fotoperiodo entre los distintos tiempos.
(ns > 0,05; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; *** = p < 0,0001).
X = Ex fotoperiodo LD 24:0 x = Ex fotoperiodo LD 14:10.

Después de 15 dias del cambio al fotoperiodo LD 12:12 para todos los grupos (T2) se
observa una disminucién en la expresion del gen al compararla con los resultados de
expresion en T1. Esta disminucion es menos evidente en el caso del fotoperiodo LD 14:10
y estadisticamente no es significativa. La diferencia entre la expresion de TO y T2, en los
tres fotoperiodos no es estadisticamente significativa, considerandose entonces este

ultimo punto a la par del estado basal de los peces.
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B) Eritropoyetina: Pasados 45 dias de exposicion a fotoperiodo artificial, se evidencia
un aumento en la expresion de esta hormona en todos los grupos en comparacion con el
estado basal de los peces, siendo més acentuada esta diferencia en el grupo expuesto a
fotoperiodo LD 12:12, seguido del fotoperiodo LD 24:0 y finalmente el fotoperiodo LD

14:10 (Figura 18). Esta diferencia es altamente significativa estadisticamente.
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Figura 18. Expresion relativa de la hormona glicoproteica eritropoyetina (EPO)
analizada mediante PCR en tiempo real en los tres grupos de fotoperiodo en el dia 0, dia
45 y dia 60, correspondiendo el ultimo punto al post 15 dias de fotoperiodo LD 12:12
comun. Los resultados de Tiempo O fueron utilizados como calibrador y se muestran
estandarizados a 1. Los niveles de expresion se encuentran expresados como fold-change
respecto a TO. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido de la
prueba de Tukey para comparar por grupos de fotoperiodo entre los distintos tiempos.
(ns > 0,05; * = p < 0,05, ** =p < 0,01; *** =p < 0,001; *** =p < 0,0001).
X = Ex fotoperiodo LD 24:0 x = Ex fotoperiodo LD 14:10.

Para T2, pasados 15 dias en fotoperiodo LD 12:12, todos los grupos muestran de forma
paralela una disminucion en la expresion de este gen, la cual es estadisticamente
significativa comparado con T1. La diferencia entre la expresion de EPO entre TO y T2
es significativa, por lo que puede considerarse también que la eritropoyetina ha vuelto a

su estado basal.
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5.2.3 Mielopoyesis

C) PU.1: A los 45 dias de exposicion a fotoperiodo artificial, se manifiesta un evidente
aumento en la expresion relativa del factor de transcripcion PU.1 en el grupo expuesto a
fotoperiodo de luz continua LD 24:0 con relacion al estado basal de los peces en TO
(Figura 19). Este aumento se ve aun mas acentuado en el grupo LD 14:10. En ambos

casos, se trata de diferencias estadisticamente muy significativas.

Por otro lado, en el fotoperiodo LD 12:12 se aprecia una leve disminucion de la expresion

relativa en T1, comparada con TO, la cual no representa una diferencia significativa.
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Figura 19. Expresion relativa del factor de transcripcion PU.1 analizada mediante PCR
en tiempo real en los tres grupos de fotoperiodo en el dia 0, dia 45 y dia 60,
correspondiendo el ultimo punto al post 15 dias de fotoperiodo LD 12:12 comun. Los
resultados de Tiempo O fueron utilizados como calibrador y se muestran estandarizados
a 1. Los niveles de expresion se encuentran expresados como fold-change respecto a TO.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey
para comparar por grupos de fotoperiodo entre los distintos tiempos.
(ns > 0,05; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,00; *** = p < 0,0001).
X = Ex fotoperiodo LD 24:0 x = Ex fotoperiodo LD 14:10.
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D) CSF1R: A los 45 dias de aplicacion de fotoperiodo artificial en los grupos
correspondientes al fotoperiodo LD 12:12 y LD 14:10 se observa una disminucion en la
expresion relativa del receptor del factor estimulante de colonias 1 a comparacion del
estado basal de los peces en TO, las cuales resultaron estadisticamente significativas.
Mientras que el grupo LD 24:0 no manifestoé una diferencia significativa en la expresion

relativa comparada al TO.
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Figura 20. Expresion relativa del receptor del factor estimulante de colonias 1 analizada
mediante PCR en tiempo real en los tres grupos de fotoperiodo en el dia 0, dia 45 y dia
60, correspondiendo el ultimo punto al post 15 dias de fotoperiodo LD 12:12 comun. Los
resultados de Tiempo 0 fueron utilizados como calibrador y se muestran estandarizados
a 1. Los niveles de expresion se encuentran expresados como fold-change respecto a TO.
Los datos fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba de Tukey
para comparar por grupos de fotoperiodo entre los distintos tiempos.
(ns > 0,05; * = p < 0,05; ** =p < 0,01; *** =p < 0,001; *** =p < 0,0001).
X = Ex fotoperiodo LD 24:0 x = Ex fotoperiodo LD 14:10.

Respecto al T2, los valores de expresion pasados 15 dias en fotoperiodo LD 12:12,
mostraron una tendencia similar al T1 en los grupos correspondientes al fotoperiodo
LD 12:12 y LD 14:10, por lo que cualquier diferencia no resulté significativa. En lo que
respecta al grupo LD 24:0 present6 una disminucion en la expresion relativa comparada

al T1, la cudl es estadisticamente significativa.
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6. DISCUSION

Los resultados en lo que refiere a crecimiento y ganancia de peso indican que la luz
continua LD 24:0 produjo la mayor ganancia de peso y la tasa especifica de crecimiento
mas alta (61,4%), seguida por el grupo LD 12:12 (55,6%) y finalmente el grupo LD 14:10
(41,9%), sin embargo, estos datos no tienen significancia estadistica. Pese a esto, si la
tendencia observada si mantuviera en el tiempo, seria en gran parte coherente con lo

esperable para Salmo salar y otras especies de salmoénidos como Oncorhynchus mykiss

(Turker & Yildirim, 2011).

Respecto a la luz continua, se ha afirmado que esta configuracién aumenta la tasa de
crecimiento y el peso corporal en Salmo salar cuando se mantiene en sistemas de
recirculacion de agua (RAS). Especificamente, se ha relacionado la exposicion a luz
continua en RAS con una mayor actividad alimentaria y eficiencia metabodlica en peces,
en comparacion con los regimenes de luz-oscuridad balanceados, debido a la estimulacion
de procesos neuroendocrinos y circadianos que regulan el apetito, la motilidad intestinal
y la secrecion hormonal asociada al crecimiento (Biswas et al., 2005; Churova et al.,

2020; Ytrestoyl et al., 2023).

El fotoperiodo LD 12:12 es a menudo utilizado como control ya que se considera
semejante a un ciclo de luz/oscuridad mas natural o invernal (Handeland & Stefansson,
2001). En comparacion con la luz continua, que promueve un crecimiento mas rapido, se
esperaria que los peces en LD 12:12 tengan una tasa de crecimiento menor (Turker &
Yildirim, 2011), y esto se condice con la tendencia observada en los resultados de este
experimento, donde el grupo LD 12:12 tuvo una ganancia de peso ligeramente inferior a
la del grupo LD 24:0. Si esto se acentiia estaria reafirmando que la luz continua ofrece

ventajas de crecimiento por sobre los fotoperiodos ciclicos.
Aunque los fotoperiodos de dia largo se asocian con crecimiento mejorado, estudios

también indican que no todos los fotoperiodos extendidos son universalmente

beneficiosos o que pueden tener efectos negativos dependiendo de la especie y las
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condiciones especificas (Churova et al., 2020). En el caso de LD 14:10, que simula un
fotoperiodo estival con predominancia de luz, mostré el menor rendimiento en
crecimiento y menor eficiencia en la conversion de alimento, significativamente menor
que el fotoperiodo LD 24:0. Si bien, no se encuentran muchos estudios que evaliien esta
configuracion de fotoperiodo, en Salmo salar, un fotoperiodo de LD 16:8 ha sido
reportado como causante de menor crecimiento (Al-Emran et al., 2024). Esto sugiere que
existe un rango optimo de fotoperiodo que puede no ser "mas largo es mejor". Sin
embargo, es importante considerar que el periodo de evaluacion del crecimiento fue
relativamente corto (45 dias en fotoperiodos diferentes y 60 dias en total), lo cual podria

limitar la proyeccion de estos efectos a largo plazo.

El trabajo de Al-Emran et al. (2024) menciona también que "el fotoperiodo manipulado
ejerce una respuesta al estrés al alterar el perfil hematobioquimico de los peces”. Es
posible entonces que, para el grupo de Salmo salar bajo fotoperiodo de LD 14:10 se haya
inducido una respuesta fisioldgica suboptima para el crecimiento que no se observo en el
grupo de luz continua o en el grupo de 12:12. Las dindmicas hormonales que regulan el
crecimiento son complejas y se pueden ver afectadas por el fotoperiodo. Un fotoperiodo
de dia largo como el LD 14:10, distinto de la luz continua, podria no haber activado
optimamente los ejes hormonales de crecimiento o podria atribuirse a un desbalance entre
el estimulo luminico y la regulacion endogena de los ritmos fisiologicos del pez,
particularmente si el fotoperiodo no se acompafia de ajustes en temperatura, alimentacion

o densidad, que también son variables criticas en el rendimiento productivo.

Durante los 15 dias posteriores, en que todos los grupos pasaron a fotoperiodo LD 12:12,
los peces que habian estado en fotoperiodo de luz continua mantuvieron el mayor
porcentaje de ganancia de peso (32.5%) y SGR, seguidos por el grupo que ya estaba en
LD 12:12 (29.7%), y nuevamente el grupo que habia estado en LD 14:10 tuvo el menor

incremento (19.3%).

Esta persistencia en el rendimiento es coherente a lo que podria ser un efecto de arrastre,

que afirma que las ventajas de crecimiento obtenidas en una fase temprana, especialmente
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bajo luz continua, tienden a persistir (Ytrestoyl et al., 2023). Esto demuestra que una
mejor tasa de crecimiento inicial como la observada en su grupo LD 24:0 puede dar una
leve pero duradera ventaja en el tamafio y, por extension, en la ganancia de peso absoluta,
incluso cuando las condiciones posteriores se igualan. De manera inversa, el rendimiento
inicial mas bajo del grupo LD 14:10 parece haber tenido también un efecto de arrastre
negativo, resultando en una menor ganancia de peso durante la fase de fotoperiodo

comun.

Complementando los indicadores de crecimiento, la eficiencia en la conversion de
alimento (FCR) fue también superior en el grupo LD 24:0, seguido por LD 12:12 y
finalmente LD 14:10, que presentd la menor eficiencia. Esto sugiere que la luz continua
no solo favorecio el crecimiento, sino también una mejor utilizacién del alimento. La
superioridad del régimen LD 24:0 en términos de FCR sugiere que los peces fueron
capaces de convertir el alimento en biomasa de manera mas eficiente bajo exposicion
constante a luz. Esta eficiencia podria estar asociada a un mayor tiempo de actividad y
alimentacion, asi como a un metabolismo mas sostenido durante el dia, lo que incrementa
la tasa de anabolismo proteico. No obstante, es importante considerar que, si bien el
fotoperiodo continuo puede potenciar el crecimiento en el corto plazo, diversos estudios
han advertido que exposiciones prolongadas a luz ininterrumpida pueden inducir estrés
cronico y alterar otros procesos fisiologicos, como la inmunocompetencia, la
osmorregulacion y la expresion de genes circadianos (Valenzuela et al., 2006; Esteban et

al., 2006).

Este resultado, sin embargo, presenta una aparente contradiccion con algunos estudios en
Salmo salar, descritos en la revision de Al-Emran et al. (2024), quienes observaron un
FCR menos eficiente bajo luz continua, pese a que la ganancia de peso si fue mayor. No
obstante, el mismo trabajo describe variabilidad entre especies bajo el mismo fotoperiodo.
En otras especies como el pez cebra (Danio rerio), la tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), fotoperiodos largos o continuos han
resultado en un FCR mas bajo, es decir, mayor eficiencia en la conversion de alimento.

Esto refuerza la idea de que la respuesta fisioldgica al fotoperiodo puede ser especie-
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especifica y estar modulada por factores como la edad, el sistema de cultivo, la
temperatura y el estado nutricional. Considerando ademas que los efectos del fotoperiodo
sobre el crecimiento suelen manifestarse mas claramente en estudios de mayor duracion
(>90 dias), por lo que estos resultados deben interpretarse como una tendencia preliminar

que requiere mayor confirmacion experimental.

Finalmente, el hecho de que el factor de condicién (K) no presentara diferencias
significativas entre tratamientos sugiere que, a pesar de las variaciones en crecimiento, la
proporcion corporal y la condicion general de los peces se mantuvo homogénea. Esto
indica que los peces no presentaron signos visibles de deterioro fisico o desnutricion

relativa, lo cual es un indicador favorable de bienestar durante el ensayo.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la utilidad del fotoperiodo como herramienta de
manejo productivo en la salmonicultura, pero también destacan la necesidad de un
enfoque equilibrado que considere tanto la eficiencia en crecimiento como el

mantenimiento de la salud fisioldgica a largo plazo.
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Eritropoyesis

La eritropoyesis es un proceso que se asocia al equilibrio homeostatico, ya que es
fundamental para el transporte de oxigeno y nutrientes hacia los distintos tejidos. Si bien,
es un proceso de generacion constante de células que se renuevan, los tejidos
hematopoyéticos siempre cuentan un reservorio de eritrocitos, los cuales se liberan
cuando se emite la sefial a partir de una necesidad fisioldgica. Esto puede ser casos como
hipoxia, anemia, hipovolemia, estrés (agudo o cronico) o un aumento en la demanda
metabolica que se puede atribuir a multiples causas. La forma en que este mecanismo se
activa revela una alta sensibilidad ante el cambio. Y estudios afirman que factores como
la estacion, la temperatura y el nivel de oxigeno afectan la formacion de eritrocitos

(Nikinmaa, 2020).

El fotoperiodo, como un factor ambiental crucial influye significativamente en las
funciones fisiologicas, el metabolismo y la funcion inmune de los organismos acuaticos,
especialmente de los salmonidos, sobre los que se sugiere que la regulacion circadiana de
la produccion de melatonina y que solo se controla mediante sefales de luz (Falcon &

Muioz-Cueto, 2024).

GATALI es un factor de transcripcion clave, considerado un “regulador maestro” de la
eritropoyesis, ya que participa en la generacion y maduracion de células progenitoras
eritroides a lo largo de toda la hematopoyesis (M.C., 1993). El aumento en su expresion
observado en todos los grupos tras 45 dias de exposicién a fotoperiodos artificiales
sugiere que los tejidos eritropoyéticos de Salmo salar estan respondiendo activamente a
las nuevas condiciones de luz. Esta alza podria reflejar una activacion general del eje
eritropoyético inducida por la exposicion sostenida a luz artificial, mas que una respuesta

diferencial especifica a una configuracion de fotoperiodo en particular.

Por otro lado, la disminucién de la expresion observada a los 15 dias en el grupo con
fotoperiodo LD 12:12, que practicamente devolvio los niveles de GATAIl a las

condiciones iniciales, podria reflejar una estabilizacion del proceso de maduracion
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eritropoyética, alcanzando un nuevo equilibrio homeostatico. Si bien no se han descrito
en peces todos los aspectos del dinamismo de GATAI frente a cambios ambientales,
existen estudios en humanos que muestran que la hipoxia induce una sobreexpresion
significativa de este gen, la cual no es permanente, pues bajo condiciones normales de
oxigeno, la expresion de GATA1 disminuye, reflejando una regulacion transitoria del
sistema eritropoyético (Zhang et al., 2012). Con base en esta evidencia, se puede inferir
que, frente a una mayor demanda metabdlica inicial, GATAI responderia de manera
transitoria, y que, una vez que el organismo se adapta a las nuevas condiciones de luz y
se estabiliza la produccion de eritrocitos, la sefializacion para su diferenciacion activa

disminuye, retornando a niveles basales de mantenimiento.

El incremento en la expresion del gen de la Eritropoyetina (EPO) como la hormona
principal que induce la eritropoyesis al promover la autorrenovacion, supervivencia y
diferenciacion de las células eritroides, observado en juveniles de Salmo salar ante
regimenes de fotoperiodo artificial sugiere una estimulacion en la produccion de globulos
rojos inducida por los cambios en el fotoperiodo, esta activacion podria estar relacionada
con una mayor demanda de oxigeno o ajustes metabolicos, reflejando una estimulacion
eritropoyética adaptativa. Estudios en trucha arcoiris han demostrado que la EPO renal
aumenta durante niveles moderados de hipoxia, mientras el bazo contribuye con
eritrocitos circulantes, indicando que la respuesta del sistema eritropoyético se activa
incluso antes de una hipoxia severa (Lai et al., 2006). De manera similar, en lubina
europea (Dicentrarchus labrax), epo y epor se inducen coordinadamente en condiciones
de anemia o hipoxia, sefialando un mecanismo de adaptacion fisiologica (Neves et al.,
2016). Revisiones en teledsteos resaltan que la disminucion en la proporcion
oxigeno-demanda es suficiente para activar la eritropoyesis, lo que sugiere que incluso
aumentos moderados de EPO pueden representar una respuesta significativa ante un
incremento en la demanda metabodlica (Chu et al., 2008). La EPO se ve sobre expresada
principalmente en condiciones de hipoxia, por lo que, en condiciones de saturacion de
oxigeno Optimas y controladas, la expresion de este gen es muy baja, por el mismo motivo
podria interpretarse como un mecanismo adaptativo mas que como una respuesta de

emergencia.
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Sin embargo, la caida en la expresion hacia el dia 60, bajo el concepto general de
regulacion homeostatica, dentro del que habria actuado EPO, indicaria que el sistema
estabiliz6 la produccion de eritropoyetina una vez que se alcanzo un nuevo equilibrio

fisiologico.

Lo observado en este trabajo, particularmente el aumento transitorio en la expresion de
GATA1 y EPO bajo condiciones de luz artificial, podria ser consistente con la activacion
inicial del eje eritropoyético descrita por Valenzuela et al. (2006), quienes evaluaron los
efectos del fotoperiodo constante (LD 24:0) sobre pardmetros cualitativos y cuantitativos
de los eritrocitos en Oncorhynchus mykiss. En dicho estudio se reportd un aumento inicial
de eritrocitos inmaduros que sugeria una activacion temprana de la eritropoyesis, seguido
por una disminucion en su nimero y una eventual supresion de la actividad eritropoyética.
Aunque este estudio no evalud directamente parametros celulares hematologicos, el
patrén de activacion seguido de descenso transcripcional de EPO resulta coherente con
una respuesta fisiologica transitoria, como la descrita en contextos de estimulacion inicial

compensatoria y posterior estabilizacion.
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Mielopoyesis

La mielopoyesis es un proceso dinamico mediante el cual se generan las células del linaje
mieloide, como monocitos/macroéfagos y granulocitos, esenciales para la inmunidad
innata en peces. Este proceso estd regulado por una red de factores de transcripcion y
receptores de citoquinas que permiten ajustar la produccion de células inmunes frente a
distintos desafios fisiologico (Grayfer et al., 2018). Se ha demostrado que el eje PU.1-
CSFI1R se activa durante procesos inflamatorios o infecciosos, generando una expansion
mieloide que refuerza la inmunidad innata (Hason et al., 2022; Hsu et al., 2004; Smith et
al., 2021). Esto sugiere que, al igual que en la eritropoyesis, la mielopoyesis en peces
puede responder rapidamente ante condiciones fisiologicas desafiantes, como estrés,
inflamacioén o una mayor demanda metabdlica, y que tanto PU.1 como CSFIR actian

como sensores y efectores claves en esa respuesta.

PU.1 al igual que GATA1 es un “regulador maestro” en la formacion y la diferenciacion
de células sanguineas. Cuando se activa PU.1, implica que la célula progenitora
hematopoyética deja de ser indiferenciada y se compromete hacia el linaje mieloide,
estableciendo una “ventana de oportunidad” regulatoria que permite diferentes destinos
celulares mas especializados (Jin et al., 2012). Su expresion esta altamente conservada en
peces, y estudios en Danio rerio han mostrado que niveles elevados de PU.1 promueven
la mielopoyesis a expensas del linaje eritroide (Rhodes et al., 2005) sugiriendo que actia
como antagonista de GATA1 debido a que actuarian sobre las mismas cé¢lulas madre,
llevandolas hacia el linaje mieloide sobre el eritritoide (Hsu et al., 2004). Este
compromiso de diferenciacion no es lineal ni exclusivo; por el contrario, abre multiples
trayectorias posibles dentro de la mielopoyesis, niveles altos de PU.1 serian instructivos
para el destino de los macréfagos (aumentando IRF8 y CSFI1R), mientras que los niveles
bajos de PU.I son suficientes y necesarios para la especificacion de los neutrofilos

(regulando C/EBPa) (Jin et al., 2012).

Los resultados mostraron que el grupo bajo fotoperiodo LD 14:10, present6 la mayor

expresion de PU.1 en los tiempos T1 y T2, sugiriendo una activacion sostenida del
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sistema hematopoyético hacia linajes mieloides en estas condiciones (Zhang et al., 2022)
lo cual se puede relacionar a un aumento sobre los progenitores de macrofagos, y una
reduccion en progenitores de neutrofilos (Jin et al., 2012). El aumento en la expresion de
este gen observado en el fotoperiodo LD 24:0 si bien fue en menor magnitud, fue una
diferencia igualmente significativa con relacion al TO. En contraste, el fotoperiodo LD
12:12 mostré niveles minimos de expresion en todos los tiempos y tratamientos. La
condicion 12:12 se asociaria con una expresion reducida del gen PU.1, lo que podria
reflejar una fase de represion o regulacion mas estricta del sistema hematopoyético (Hsu
et al., 2004) y donde se veria interrumpido el desarrollo de macréfagos, y se mantendria

esencialmente la diferenciacion de neutrdfilos (Jin et al., 2012).

Estos hallazgos indicarian que el fotoperiodo actuia como un modulador clave de la
expresion del gen PU.1, promoviendo diferencialmente la activacion del sistema
hematopoyético mieloide bajo condiciones de luz prolongada. En particular, el régimen
de 14:10 LD induciria una activacion sostenida de PU.1, lo cual favoreceria el
compromiso de progenitores hacia el linaje de macrofagos, en detrimento del desarrollo
de neutrofilos. Esta respuesta podria estar relacionada con mecanismos de regulacion
circadiana y epigenética de la inmunidad innata, en los que el fotoperiodo influye sobre
la programacion transcripcional de células mieloides (Orozco-Solis & Aguilar-Arnal,
2020). En contraste, el fotoperiodo 12:12 parece mantener una expresion basal o
reprimida de PU.1, posiblemente asociada a un balance inmunoldgico mas conservador,
donde se preservaria preferentemente el desarrollo de neutrofilos y se limitaria la

diferenciacion de macréfagos.

El receptor del factor estimulante de colonias 1 (CSF1R) también cumple un rol esencial
al mediar la sefializacion de citoquinas como M-CSF, favoreciendo la supervivencia,
proliferacion y diferenciacion de monocitos/macrofagos (Hason et al., 2022). En este
trabajo, las unicas diferencias significativas de expresion de CSFIR en tiempo 1
estuvieron en los grupos expuestos a LD 12:12 y LD 14:10, los que presentaron una
disminucién en la expresion del gen, mientras que el grupo LD 24:0 parece mostrar una

leve tendencia al aumento que no resulta significativa respecto del tiempo 0.
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Pasados los 15 dias en fotoperiodo LD 12:12 para todos, la expresion relativa mostrd una
tendencia similar en los tres grupos, con una leve disminucidn, que se acentué mas en el
grupo LD 24:0, lo que estaria sugiriendo un efecto residual en los grupos LD 12:12 y LD
14:10. Considerando este patrén de expresion, se puede interpretar que aunque PU.1 se
encuentra activado bajo fotoperiodos prolongados como LD 14:10, esto no
necesariamente se traduce en una activacion completa del linaje mieloide en términos
funcionales. La baja expresion de CSF1R en dichos tratamientos podria reflejar que el
sistema hematopoyético se encuentra en una fase temprana de compromiso
transcripcional hacia células mieloides, sin que ello implique atin una expansién activa
de macrofagos. Esta situacion podria deberse a la ausencia de estimulos inmunoldgicos
especificos que normalmente inducen una fuerte sefializacion a través de CSF1IR, como
ocurre en contextos de infeccién o inflamacion (Liu et al., 2022). Asi, bajo estas
condiciones de fotoperiodo, el sistema inmune innato podria encontrarse en un estado de
preparacion basal o priming (Zapata et al., 2006), en el que ciertos linajes comienzan a
ser favorecidos a nivel transcripcional, pero sin alcanzar una activacion completa ni una
expresion elevada de genes funcionales terminales (Grayfer et al., 2018; Rieger et al.,
2015). Esto resulta especialmente evidente en el fotoperiodo 12:12, donde tanto PU.1
como CSFIR se expresan a niveles bajos, sugiriendo un escenario mas estable o

conservador del sistema inmune.
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7. CONCLUSIONES

La exposicion prolongada a fotoperiodos artificiales aumento transitoriamente la
expresion de GATAL y EPO en juveniles de Salmo salar, indicando activacion del eje
eritropoyético dependiente del estimulo luminico sostenido, pero no necesariamente

de la configuracion horaria.

El fotoperiodo de luz continua promovi6 visiblemente la activacion del sistema
eritropoyético a los 45 dias de exposicion, evidenciada por una sobreexpresion inicial
de GATAL1 y EPO, seguida de una estabilizacion al cambiar a fotoperiodo ciclico LD
12:12, lo que sugiere un proceso de adaptacion fisioldgica. Esto coincide con lo
observado por Valenzuela et al. 2006 en su evaluacion cuantitativa y cualitativa de
células sanguineas, reconociendo en ambos casos un aumento en la activacion de la

eritropoyesis en esta configuracion de fotoperiodo.

No hubo diferencias significativas entre fotoperiodos en la expresion eritropoyética,
por lo que se rechaza la hipdtesis de modulacion diferencial de la expresion génica
hacia estos linajes por influencia del fotoperiodo. Sin embargo, la luz artificial
prolongada activa transitoriamente el eje eritropoyético, evidenciando respuesta

fisiologica al cambio ambiental.

La expresion de PU.1 fue mayor bajo fotoperiodos prolongados (LD 24:0 y LD 14:10),
sugiriendo un favorecimiento transcripcional sostenido del linaje mieloide. En
contraste los niveles bajos observados en LD 12:12, son consistentes con una menor
presion sobre el sistema mielopoyético y una posible mantencion de un equilibrio

inmunologico basal mas conservador.

La modulacién de CSFIR fue menos pronunciada, indicando que la activacion
funcional de macrdéfagos podria estar limitada sin estimulos inmunologicos fuertes.
Las diferencias entre PU.1 y CSF1R reflejan etapas distintas en la diferenciacion

mieloide, requiriendo més estudios para evaluar su impacto funcional.
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ANEXOS

ANEXO N°1

Protocolo extracciéon de ARN con reactivo TRIzol.

Las muestras o tejidos fueron almacenadas en 500ul de RNAlater. Luego fueron
homogenizadas en 1 mL de TRIzol Reagent (Invitrogen, USA). 200 uL de cloroformo se
anadiran a cada tubo. Después de mezclar, las muestras se incubaron por 3 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000 g por 15 minutos a 4°C. La fase acuosa
fue transferida a un tubo nuevo y se agregaron 500 pL de isopropanol a cada tubo. Las
muestras fueron incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a
12000 g por 10 minutos a 4°C. El pellet se lavo tres veces con 1 mL de etanol al 75%,
centrifugando a 7500g por 5 minutos a 4°C. El pellet se secé a temperatura ambiente

durante 10 minutos y fue resuspendido en 50 puL de agua libre de nucleasas.
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ANEXO N°2

Concentraciones e indice de pureza obtenidos del aislamiento de ARN a partir de tejido

de rifidn anterior

Name 260/280 ng/uL
T0 24:0 TK1 M1 2,011 462,093
T0 24:0 TK1 M2 1,957 233,569
T0 24:0 TK1 M3 1,979 228,842
T0 24:0 TK2 M4 2,039 1051,413
T0 24:0 TK2 M5 2,021 797,474
T0 24:0 TK2 M6 2,025 766,278
TO0 12:12 TK8 M7 2,026 459,036
TO0 12:12 TK8 M8 1,945 482,626
TO0 12:12 TK8 M9 2,01 522,47
T0 12:12 TK10 M10 1,989 704,683
TO0 12:12 TK10 M11 2,034 614,444
T0 12:12 TK10 M12 1,946 227917
TO 14:10 TK11 M13 2,026 570,483
TO0 14:10 TK11 M14 1,93 642,937
TO0 14:10 TK11 M15 2,025 583,478
TO0 14:10 TK12 M16 1,997 565,944
TO0 14:10 TK12 M17 1,952 543,368
TO 14:10 TK12 M18 1,998 391,275
T1 24:0 TK1 M1 2,009 1089,083
T1 24:0 TK1 M2 2,021 1079,599
T124:0 TK1 M3 2,009 1119,353
T1 24:0 TK2 M4 2,002 1005,335
T1 24:0 TK2 M5 1,965 809,886
T1 24:0 TK2 M6 2,008 873,84
T112:12 TK8 M7 1,978 1240,977
T112:12 TK8 M8 1,954 1029,376
T1 12:12 TK8 M9 1,962 1113,25
T112:12 TK10 M10 2 1189,067
T112:12 TK10 M11 2,007 1049,934
T112:12 TK10 M12 2,034 1206,371
T114:10 TK11 M13 2,037 1345,392
T114:10 TK11 M14 2,008 1777,303
T114:10 TK11 M15 1,924 900,983
T1 14:10 TK12 M16 1,984 655,236
T114:10 TK12 M17 2,012 1014,869
T114:10 TK12 M18 2,032 997,655
T2 24:0 TK1 M1 2,053 1145,708
T2 24:0 TK1 M2 2,053 825,511
T2 24:0 TK1 M3 2,071 875,715
T2 24:0 TK2 M4 2,045 656,985
T2 24:0 TK2 M5 2,139 1308,8
T2 24:0 TK2 M6 2,072 926,713
T2 12:12 TK8 M8 2,011 1156,263
T2 12:12 TK8 M9 1,999 1238,846
T2 12:12 TK10 M10 2,021 1074,742
T2 12:12 TK10 M11 2,015 1361,145
T2 12:12 TK10 M12 1,972 934,345
T2 14:10 TK11 M13 2,036 1448,53
T2 14:10 TK11 M14 2,025 1384,854
T2 14:10 TK11 M15 2,019 1163,855
T2 14:10 TK12 M16 2,026 1172,608
T2 14:10 TK12 M17 2,007 1060,994
T2 14:10 TK12 M18 2,036 1348,869

51



ANEXO N°3

Gel de agarosa para evaluacion de integridad de ARN

Criterio de integridad para ARN extraido a partir de tejido de rifion anterior. Gel
elaborado con TAE 1X con agarosa al 1%. Sembrado con 300ng de cada muestra de
Tiempo 0 del fotoperiodo LD 24:0. Se consideraron integras todas las muestras a
excepcion de la muestra N°4, la cual se consider6 degradada y fue repetida la extraccion.

Se utilizé un marcador de peso molecular de 1Kb (New England Biolabs #N3232S)

MW 1kb MW 1kb

4

10000 pb T —
Nd
1000 pb
250 pb
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ANEXO N°4

Protocolo DNAsa I de New England Biolabs

A Typical DNase I Reaction Protocol (M0303)

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion en hielo:

COMPONENTES Reaccion de 10 pl
RNA 2 ug

DNase I Reaction Buffer (10X) 1 ul

DNAse I (RNase-free) 0,5 ul

RiboLock RNase Inhibitor 0,5 ul
Nuclease-free H,O Hasta 10 pl

2. Incubar a 37°C por 10 minutos.

3. Anadir I pl de EDTA 50 mM.

4. Inactivar enzimaticamente calentando a 75 °C durante 10 minutos.
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ANEXO N°5

Protocolo para RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific)

modificado para el minimo volumen de reaccion.
I. Sintesis de la primera cadena de cDNA
Después de descongelar, mezclar y centrifugar brevemente los componentes del kit,

conservar en hielo.

1. Agregar los siguientes reactivos en un tubo estéril libre de nucleasas (en hielo)

Componente Volumen
Primer hexdmero aleatorio 1 uL
5X Reaction Buffer 4 uL
10 mM dNTP Mix 2 uL

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
RevertAid M-MuLV RT (200 U/uL) 1 uL

Agua libre de nucleasas 0,5 uL
ARN 11 uL

Volumen total: 20 pL

4. Mezclar suavemente y centrifugar brevemente.
5. Incubar 5 min a 25 °C, seguido de 60 min a 42 °C.
6. Terminar la reaccion calentando a 70 °C durante 5 minutos.

El producto de la transcripcion reversa puede utilizarse directamente en aplicaciones de
PCR o almacenarse a —20 °C por menos de una semana. Para almacenamiento a largo

plazo, se recomienda —70 °C.
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ANEXO N°6

Protocolo PCR convencional

Preparacion del mix de reaccion

1. Descongelar el GoTag® Green Master Mix a temperatura ambiente. Mezclar bien

mediante vortex y centrifugar brevemente para decantar.

2. Preparar la mezcla de reaccion sobre hielo, afiadiendo los reactivos en el orden

indicado.

3. Preparacion del mix (20 pL):

Componente Volumen
GoTaq® Green Master Mix 5uL
Primer forward (10 pM) 1 uL
Primer reverse (10 uM) 1 uL
cDNA 1 ulL
Agua libre de nucleasas 2 uL

4. Colocar los tubos en el termociclador precalentado a 95 °C.

5. Ejecutar el programa de PCR con los parametros térmicos estandar del experimento

(segun producto esperado y Tm de los primers).
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Guia general para la amplificacion en termociclador

A. Desnaturalizacion
Se sigue la desnaturalizacion inicial recomendada de 2 minutos a 95 °C.

Las desnaturalizaciones subsiguientes se realizan durante 1 minuto a 95 °C en cada ciclo.

B. Alineamiento (Annealing)
La temperatura de alineamiento se defini6 en la estandarizacion de primers a 58°C.

La duracion del alineamiento es de 30 segundos.

C. Extension

La extension se realiza a 72°C que es la temperatura 0ptima para la Taq polimerasa, con
una duracién de 30 segundos.

Se incluye una extension final de 5 minutos a 72 °C al final del programa de

amplificacion.

D. Refrigeracion
Se programa el termociclador para mantener los tubos a 4°C al finalizar el programa, esto

para minimizar cualquier actividad enzimatica residual.
E. Ntumero de ciclos

En la mayoria de los casos, 25-30 ciclos son suficientes para obtener una amplificacién

adecuada del producto deseado. En este caso se realizaron 35 ciclos.
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ANEXO N°7

Protocolo RT-qPCR para el kit Brilliant II SYBR® Green qPCR Master Mix
(Agilent Technologies).

1. Preparar el Master Mix:

Descongelarlo y mantenlo en hielo.

Evitar congelarlo y descongelarlo muchas veces.

Trabajar en lo posible con baja luz o tapado con papel aluminio.

2. Armar la reaccién qPCR (25 pl totales):

Agrega los componentes en este orden:

Componente Volumen
SYBR Green Master Mix 5uL
Primer forward (10 uM) 2 uL
Primer reverse (10 uM) 2 uL
cDNA 2 ulL
Agua libre de nucleasas 1 uL

3. Centrifugar brevemente los tubos/placas. Esto junta todos los reactivos al fondo y
elimina burbujas que podrian afectar el lector.
4. Coloca la placa de reaccion en el equipo e iniciar el programa de RT-qPCR

correspondiente.
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ANEXO N°8

Curvas de rango dindmico obtenidas para cada partidor en el proceso de estandarizacion.
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Result Table Z7
Sample Name  Cq (AR)
EPO-DZ 34,23
EPO-D3 31,58
EPO-D4 32,67
EPO-DS 33,01
EPO-D6 34,52
EPO-D7 33,49

La temperatura de melting para EPO no se mostr6 en el equipo por lo que estos datos
fueron exportados y la curva y calculo de eficiencia se realizé en Excel.

59



