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RESUMEN

La salmonicultura es una de las principales industrias acuicolas en Chile, que se enfrenta a desafios
significativos debido a enfermedades parasitarias como la caligidosis, causada por Caligus rogercresseyi.
Este parésito genera grandes pérdidas economicas y compromete el bienestar de los peces, donde se han
propuesto varios tratamientos inyectables para intentar disminuir la accidon de este parasito. Aunque estos
métodos contintan utilizandose, se han desarrollado alternativas menos invasivas, como vacunas orales y
por inmersion. En este contexto, el presente seminario ha evaluado el uso de una vacuna antimicrobiota
administrada por via oral e inmersion en Sa/mo salar como una estrategia innovadora para el control de C.
rogercresseyi. Para el presente estudio, se disefaron tratamientos orales con distintas concentraciones
bacterianas (1% y 2%), utilizando el adyuvante comercial Montanide GRO1 para vacunacion oral, ademas
de un tratamiento por inmersion utilizando adyuvante Montanide 1312 VG. Los resultados muestran que
el grupo GR1% fue asociado con una eficacia superior en la reduccion de la carga parasitaria en Caligus
hembras y machos, alcanzando una reduccion del 59,3% en hembras y del 34,2% en machos. Por otro
lado, la concentracion del 2 % (GR2%) mostrd una eficacia menor, lo que podria estar relacionado con
efectos adversos en el equilibrio microbiano del hospedador. Ademads, se analizaron respuestas
inmunologicas y de estrés oxidativo en salmones del Atlantico y en C. rogercresseyi expuestos a los
diferentes tratamientos, observandose aumentos significativos en la expresion de genes clave asociados a
la inmunidad innata y adaptativa, asi como al metabolismo del hierro en el rifion anterior y la piel. El
tratamiento por inmersion indujo una alta expresion de genes asociados al estrés oxidativo(SOD, Catalasa)
y Ferritina en la piel de salmon del Atlantico. Por otra parte, los tratamientos orales GR1 y GR2
demostraron una actividad significativamente mayor en genes asociados al sistema inmune, estrés
oxidativo y modulacién de hierro. Ademas, el grupo GRI1 fue el Unico grupo que logré una
inmunosupresion notable en genes de C. rogercresseyi asociados a la respuesta inmune y capacidad de
respuesta oxidativa. Estos resultados sugieren que las vacunas orales y por inmersion contra el microbiota
tienen el potencial de ser una herramienta eficaz para mitigar el C. rogercresseyi en la salmonicultura. No
obstante, es necesario realizar estudios adicionales en condiciones de cultivo més representativas para
validar su eficacia y seguridad.
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ABSTRACT

Salmon farming is one of the main aquaculture industries in Chile. It faces significant challenges due to
parasitic diseases such as caligidosis, caused by Caligus rogercresseyi. This parasite generates
considerable economic losses and compromises fish welfare. Several injectable treatments have been
proposed to mitigate the effects of this parasite. Although these methods are still in use, less invasive
alternatives have been developed, such as oral and immersion vaccines. In this context, the present seminar
evaluated the efficacy of an oral anti-microbiota vaccine and by immersion in Salmo salar as an innovative
strategy for controlling C. rogercresseyi. For this study, oral treatments were designed using different
bacterial concentrations (1% and 2%), employing the commercial adjuvant Montanide GRO1 for oral
vaccination, along with an immersion treatment using the Montanide 1312 VG adjuvant. The results show
that the GR1% group was associated with superior efficacy in reducing the parasite load in both female and
male Caligus, achieving a 59.3% reduction in females and a 34.2% reduction in males. Conversely, the 2%
concentration (GR2%) showed lower efficacy, possibly related to adverse effects on the host's microbial
balance. Additionally, immune and oxidative stress responses were analyzed in Atlantic salmon and C.
rogercresseyi exposed to the different treatments, revealing significant increases in the expression of key
genes associated with innate and adaptive immunity, as well as iron metabolism in the anterior kidney and
skin. The immersion treatment induced a high expression of genes related to oxidative stress (SOD,
Catalase) and Ferritin in the skin of Atlantic salmon. On the other hand, the GR1 and GR2 oral treatments
demonstrated significantly higher activity in genes associated with the immune system, oxidative stress,
and iron modulation. Moreover, the GR1 group was the only one to achieve notable immunosuppression
in C. rogercresseyi genes linked to immune response and oxidative response capacity. These results
suggest that oral and immersion vaccines targeting the microbiota have the potential to be effective tools
for mitigating C. rogercresseyi in salmon farming. However, additional studies under more representative
farming conditions are necessary to validate their efficacy and safety.

11



1. INTRODUCCION

1.1 Salmonicultura en Chile

La historia de la salmonicultura en Chile se remonta a 1885, cuando se realizaron los primeros intentos de
aclimatacion de especies salmonidas. Sin embargo, el desarrollo significativo no fue hasta el afio 1975
cuando comenzo el proyecto Japan-Chile Salmon Project, que busco repoblar y enriquecer los rios de la
region de Aysén (Carrera, 2020). Desde entonces, la industria salmonera ha experimentado un crecimiento
exponencial, consolidandose con centros de cultivo alcanzando, para el afio 2022, alcanzaron una
produccion de aproximadamente 487.460 toneladas, posicionando a Chile como el segundo exportador
mundial de salmonidos (FAO, 2022).

En el contexto global es necesario mencionar que se alcanzd un hito histérico en 2022 al superar la
produccion de pesca extractiva total, y se proyecta que estas cifras continlien en aumento. En este contexto,
el salmoén del Atlantico (Salmo salar) destaca como el principal recurso de exportacion acuicola en Chile,
con un valor FOB (Free on Board) superior a 1.200 millones de USD, lo que triplica la produccion de
salmoén Coho (Oncorhynchus kisutch) en el mismo afio (Subpesca, 2022).

Este crecimiento sostenido ha consolidado a la salmonicultura como una industria clave para la economia
chilena, no solo por su aporte al comercio exterior, sino también por la generacién de empleo directo e
indirecto, especificamente en regiones donde las oportunidades econdmicas son limitadas (FAO, 2022).

1.2 Principales enfermedades en la salmonicultura en Chile

Aunque la salmonicultura ofrece grandes beneficios a los paises productores, también enfrenta numerosos
desafios, y el cultivo del salmon del Atlantico, no es una excepcion. Actualmente, el principal obstaculo
para la salmonicultura son las enfermedades patogenas (Subasinghe, 2005). Entre las enfermedades que
mas afectan en esta area, se encuentran, por ejemplo, necrosis pancreatica infecciosa (IPN), causada por
el virus IPNV (Godoy et al., 2022); la anemia infecciosa del salmén (ISA), provocada por el virus ISAV
(Snow et al., 2006); la saprolegniosis, causada por el hongo Saprolegnia sp (Torto-Alalibo et al., 2005);
la furunculosis, una enfermedad bacteriana ocasionada por Aeromonas salmonicida (Godoy et al., 2024);
la enfermedad bacteriana del rindén (BKD), causada por Renibacterium salmoninarum (Grandon et al.,
2021); y la tenacibaculosis, producida por la bacteria Tenacibaculum maritimum (Apablaza et al., 2017).
Una de las mas relevantes es el sindrome rickettsial del salmén (SRS), causado por la bacteria intracelular
Piscirickettsia salmonis (McCarthy et al., 2008), que encabeza el ranking de causas de mortalidad, ademas
de ser la enfermedad mas prevalente durante 2021-2022 (Subpesca, 2022).

Al igual que las enfermedades virales y bacterianas, la caligidosis es una de las principales preocupaciones
para el cultivo de salmonidos debido a su impacto significativo en la salud de los peces. En el hemisferio
norte, esta enfermedad es provocada principalmente por Lepeophtheirus salmonis, mientras que en el
hemisferio sur el agente responsable es Caligus rogercresseyi, conocido cominmente como “piojo de
mar”, perteneciente a la familia Caligidae (Hamilton-West et al., 2012). Esta patologia afecta
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especialmente al salmon del Atlantico, la especie mas susceptible al parasitismo dentro de los productos
acuicolas chilenos (Gonzalez et al., 2000). Caligus fue registrado por primera vez en Chile en 1981,
adherido a la superficie corporal de los peces en balsas-jaulas en la zona de Puerto Montt (Reyes & Bravo,
1983). Igualmente, es necesario mencionar que la infeccion de C. rogecresseyi, puede funcionar como
vector de transmision del virus ISA y tiene la capacidad de infectar a salmones sanos (Oelckers et al.,
2017). Al mismo tiempo existen antecedentes que respaldan que C. rogercresseyi, como patdgeno
secundario en la especie S. salar, reduce la resistencia a P. salmonis (Y afez et al., 2014) siendo esta ultima
enfermedad una de las principales causas de mortalidad. Ademas, el piojo de mar afecta a todos los paises
productores de salmon (Oelckers et al., 2017), y se estima su presencia en el 99% de las balsas jaulas en
Chile (Pino- Marambio et al., 2007), también se estima el impacto atribuido a C. rogercresseyi, asociado
a los costos unitarios en promedio $1.4 US/Kg de salmén producido (Dresdner et al., 2019). Las altas
densidades de cultivos presentes en granjas acuicolas aumentan la competencia por el alimento y el espacio
(Ogamba & Abowei, 2012), ademas del contagio de plagas parasitarias como es el caso de C.
rogercresseyi. Por su parte, las altas densidades del cultivo es un factor promotor de estrés, en
consecuencia, podria aumentar la susceptibilidad del huésped a una infeccion. En Chile las densidades
maximas de cultivo para la especie S. salar eran igual a 31kg/m? en el afio 2007, seguidamente 17 kg/m?
en el ano 2009 y hasta la fecha esta fijado en 15 kg/m? (Sernapesca, 2019).

1.3 Caligus rogercresseyi: Estadios de desarrollo y tratamientos

C. rogercresseyi posee 8 estadios de desarrollo, compuestos por tres estados planctonicos (dos estadios de
nauplio y un copepodito) y cinco parasiticos (cuatro estadios de chalimus y uno adulto) (Bravo, 2010). En
el estadio de copepodito se enfoca en la busqueda de un hospedador definitivo. Para lograrlo el copepodito
tiene una fuente limitada de energia, por lo cual se sugiere que el proceso infectivo no es aleatorio y existe
una preferencia en la busqueda de un hospedador (Steen Dobloug et al., 2023). Una vez asentado, el
ectoparasito se alimenta de manera exdgena gracias al mucus, piel y sangre del hospedador (Gonzalez et
al., 2000).

COPEPODITO  CH1) )\
- x; / \

")

Figura 1: Ciclo de vida de C. rogercresseyi (Gonzalez & Carvajal, 2003).
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El origen del Caligus en Chile es desconocido, sin embargo, se sugiere que fue trasmitido desde el robalo
(Eleginops maclovinus), el pejerrey marino (Odonthestes regia) o pejerrey de mar (Odonthestes
nigricans), ya que estas especies presentan Caligus en forma natural (Bravo et al., 2006; Carvajal et al.,
1998). El salmon del Atlantico y la trucha arcoiris (Oncorynchus mykiss) son las especies salmonidas mas
susceptibles a C. rogercresseyi. En las mismas circunstancias, el salmon Coho (O. kisutch) muestra mayor
resistencia, manteniendo las mismas condiciones de cultivo, siendo parasitado solo por estadios juveniles
que no alcanzan el estado adulto (Pino-Marambio et al., 2007). C. rogercresseyi presenta una membrana
adoral que rodea el cefalotérax la cual les permite mantenerse firmemente adheridos a la superficie
corporal del pez, protegiéndolos de las condiciones ambientales adversas (Bravo et al., 2015). Ademas, el
Caligus adulto tiene una morfologia que permite una correcta hidrodindmica ya que su cuerpo esta
disefiado para que el flujo del agua lo presione contra la superficie del pez hospedero (Costello, 2006).

En el afio 2007 el tratamiento autorizado por la autoridad sanitaria en Chile para tratar C. rogercresseyi
era el insecticida y acaricida benzoato de emamectina (C4H7sNOa13), el cual era administrado de forma
oral mezclado con el alimento (Hamilton-West et al., 2012). EI mecanismo de accion consistia en unirse
a los canales de cloro regulados por glutamato, incrementando la permeabilidad al ion cloruro en la
sinapsis inhibitorias de los invertebrados, lo que provocaba paralisis flacida y la muerte (Stone et al.,
1999). En este mismo afio se aprobo el uso de peroxido de hidrogeno en casos de alta carga parasitaria
(Hamilton-West et al., 2012). El peroxido tiene efecto en la sintesis de quitina, en consecuencia, es efectiva
para detener el desarrollo de estadios parasitarios y disminucién en la eclosion de huevos (McAndrew et
al., 1998). En el afio 2011 un grupo de investigadores logro aislar un gen denominado my32 y sugiri6 que
la proteina my32 puede ser un objetivo prometedor para el desarrollo de vacunas para controlar las
infestaciones de piojos de mar en los peces, ya que, en condiciones experimentales, logré disminuir la
carga parasitaria (Carpio et al., 2011). De la misma manera, en el afio 2016 se realizé un estudio en el cual
se identifico todos los genes asociados a la infestacion por Caligus, marcando un hito para la informacion
que se manejaba y dando paso a nuevas investigaciones para el desarrollo de vacunas (Valenzuela-Mufioz
et al., 2016). Es a partir de este momento donde se identificé la alta dependencia del Caligus al hierro.
Gracias a estas nuevas investigaciones, en el afio 2021, fue desarrollado un candidato vacunal denominado
IPATH®, basado en una proteina recombinante que actiia como quelante de hierro, aislando el hierro del
parasito, alterando el desarrollo parasitico y disminuyendo la carga parasitaria (Valenzuela-Mufoz,
Benavente, Casuso, Leal, Valenzuela-Miranda, et al., 2021). Actualmente IPATH®, se encuentra en fase
experimental, sin embargo, es necesario realizar pruebas de campo para evaluar si los resultados son
similares a los observados en condiciones controladas de laboratorio. No obstante, el uso de vacunas por
inyeccion se considera una limitante debido a la dificultad fisica de vacunar peces pequefios (<20g) o
grandes volimenes de peces (Plant & LaPatra, 2011). Adicionalmente, las vacunas por inyeccion estan
asociadas a una manipulacién intensiva y estrés (Embregts & Forlenza, 2016). Por tanto, se hace necesaria
la busqueda de nuevos métodos de formulacion mas innovadores, como vacunas por inmersion o vacunas
orales que faciliten su aplicacion en campo, combinando otras estrategias para el control de la caligidosis.
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1.4 Interaccion parasito-hospedero

La interaccion entre el parésito C. rogercresseyi y su hospedero, el salmon del Atlantico, se caracteriza
por una serie de complejos mecanismos moleculares que permiten al parésito evadir la respuesta inmune
del pez y garantizar el éxito de la infestacion, sin dejar de lado que también depende de multiples factores,
como la edad y competencia inmunologica del huésped, asi como cambios ambientales (Khan, 2012). Los
hospedadores y los parasitos han desarrollado interacciones moleculares complejas y dinamicas, que
suelen avanzar de manera secuencial. Ambos participantes estdn inmersos en una constante “carrera
armamentista”, donde los parésitos buscan adaptarse para maximizar su capacidad de aprovechar al
hospedador, mientras que este ultimo evoluciona mecanismos para reducir al minimo el impacto negativo
de la infeccion parasitaria (Biron & Loxdale, 2013).

La interaccion parasito-hospedero en C. rogercresseyi ha sido intensamente estudiada mediante
herramientas de biologia molecular, revelando mecanismos que permiten a este ectoparasito, evadir las
respuestas inmunes del hospedero (Gallardo-Escérate et al., 2019). Por ejemplo, en L. salmonis se ha
descrito, que la mucosidad de S. salar contiene compuestos quimicos, denominados kairomonas, como el
péptido cathelicidina CATH-2 (Nufiez-Acufia et al., 2016), isoforona y sulcatona (Bailey et al., 2006).
Estos compuestos son moléculas atractantes de los piojos de mar, y son detectadas mediante sus antenas,
que actian como estructuras sensoriales (Pike & Wadsworth, 1999) en las cuales se encuentran
ionotropicos (Nufiez-Acuia et al., 2019) y vias sinapticas (Nuiez-Acuia et al., 2016).

Por otra parte, cuando el piojo de mar logra fijarse al hospedador, inicia la secrecion de diversas enzimas
proteoliticas (SEPs) como lo son prostaglandina E. (Fast et al., 2004), también una enzima similar a
tripsina (Firth et al., 2000) y la catepsina L. (McCarthy et al., 2012). Estas enzimas desempefan un papel
clave en la degradacion de los tejidos del hospedador (Willadsen, 2006) y en la alimentacion (Lewis et
al., 2014). Este proceso provoca en el hospedador, dafio tisular, respuesta oxidativa (Toh et al., 2010) y
desencadena una respuesta inmunologica (Valenzuela-Mufioz & Gallardo-Escarate, 2014). Al detectar la
presencia del parasito, el hospedador activa varias vias de sefializacién inmunologicas. Estas incluyen la
activacion de receptores tipo Toll (TLRs), como el TLR13 (Quiniou et al., 2013), TLR19, TLR21,
TLR22a2. La activacion de estos TLRs también desencadena vias de sefializaciéon dependientes como
Myd88 e IRAK1, lo que lleva a la produccion de citoquinas inflamatorias (Rauta et al., 2014). En el caso
de C. rogercresseyi, se activa la liberacion de citoquinas proinflamatorias Th1l, como interleucina-1 (IL-
1), interleucina-8 (IL-8), interleucina-13 (IL-13) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (Valenzuela-
Muiioz et al., 2016). Por otro lado en L. salmonis, se observa la activacion de citoquinas Th2, comoIL-4,
IL-10, IL-13 (Skugor et al., 2008) y TNF-§ (Braden et al., 2015). La inflamacion resultante promueve la
biosintesis de hemo y la actividad de enzimas como la hemo oxigenasa (HO) (Sutherland et al., 2014),
generando biliverdina, mondxido de carbono y hierro libre. Ademas, la accion de la reductasa de
biliverdina (BLVTr), convirtiendo biliverdina en bilirrubina (Valenzuela-Mufioz et al., 2017).

Durante este proceso, el parasito enfrenta multiples mecanismos de rechazo del hospedador, incluidas las
respuestas inflamatorias iniciales que generan una fuerte modulacion de genes relacionados con la
inmunidad innata y las vias de sefializacion TLR e IMD (Valenzuela-Mufioz & Gallardo-Escérate, 2014).
Estas rutas son criticas para la defensa del pez, pero también representan objetivos clave que el parasito
utiliza para establecer la infeccion.
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En este contexto, estudios recientes han demostrado que L. sa/monis, modula la respuesta inmune del
hospedador a través de efectos directos sobre los macrdofagos, células clave en la inmunidad innata. Se ha
evidenciado que las secreciones de L. salmonis afectan la fagocitosis y la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en macréfagos de diferentes especies de salmon. Por ejemplo, los macrofagos del
salmon rosado muestran una mayor produccion de ROS, pero un indice fagocitico reducido, mientras que
en el salmén chum y del Atlantico ocurre lo contrario: un aumento en la fagocitosis, pero con produccion
minima de ROS (Sutherland et al., 2014). Esto sugiere que L. sa/monis puede inducir una activacioén
alternativa de los macrofagos, lo que potencialmente altera su capacidad antimicrobiana y favorece la
infeccion secundaria. Ademas, en el salmon rosado, la capacidad de montar una respuesta inflamatoria
efectiva contra el parasito podria ser un factor determinante en su menor susceptibilidad, encomparacion
con el salmoén del Atlantico y el salmon chum, donde la inflamacion parece retrasarse o ser menos efectiva
(Sutherland et al., 2011).

1.5 Mecanismos inmunolégicos del sistema inmune en salmon del Atlantico frente a patégenos

El sistema inmune de los peces teledsteos, como S. salar, presenta caracteristicas similares a las de otros
vertebrados, con componentes innatos y adaptativos. Los estudios sobre la respuesta inmune en peces han
priorizado mecanismos innatos, como las reacciones inflamatorias y celulares, las actividades fagociticas,
el complemento y otros factores humorales, principalmente la lisozima y las moléculas involucradas en la
respuesta de fase aguda (APR, por sus siglas en inglés) (Alvarez-Pellitero, 2008). Estos mecanismos
innatos han demostrado estar implicadas en la respuesta inmune frente a infecciones parasitarias. Por otro
lado, en la inmunidad adaptativa, gran parte de la informacion disponible se centra en la produccion de
anticuerpos especificos, aunque los titulos de anticuerpos no siempre se correlacionan directamente con
la proteccion (Gowda & Wu, 2018). Ademas, los estudios de expresion génica han permitido confirmar
la participacion de mecanismos innatos, principalmente los relacionados con la inflamacion y algunas vias
oxidativas, los cuales varian segun la fase de infeccion y el organo afectado. En particular, se ha
confirmado la relevancia de la inmunidad mucosal, principalmente en 6rganos diana como las branquias
y la piel, durante respuestas a pardsitos como Ichthyophthirius multifiliis, Neoparamoeba sp., y L.
salmonis (Alvarez-Pellitero, 2008). Sin embargo, la informacion sobre genes asociados directamente con
la inmunidad adaptativa sigue siendo limitada, aunque algunos estudios sugieren la participacion de genes
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en enfermedades como la amebiasis branquial
(AGD) y la lepeoftiriosis en S. salar, asi como en infecciones de O. mykiss por Gyrodactylus derjavini 'y
de Ctenopharyngodon idella por Sinergasilus major (Forlenza et al., 2008). En S. salar infectado con L.
salmonis, se observa una rapida activacion de respuestas inflamatorias mixtas, que posteriormente da paso
a un estado de hiporreactividad y a un retraso en el proceso de cicatrizacion de las lesiones. Si la infeccion
persiste, puede generar un deterioro en la inmunidad del hospedador y dafios autoinfligidos como lo son
la hipersecreciéon de mucus, auto traumatismo mecdanico, hiperreactividad inmunolégica, entre otros
(Skugor et al., 2008).

En la familia de genes de los receptores tipo Toll (TLR), se han identificado algunos que son exclusivos
de peces. En §. salar se ha descrito el TLR22, el cual se sugiere esta relacionado con la deteccion de
ligandos de patdgenos y la induccion de interferdn tipo 1 (Pietretti & Wiegertjes, 2014). Ademas, existen
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estudios que respaldan el aumento en la expresion del gen TLR22 en la piel de Labeo rohita tras la
infeccion con el parésito Argulus siamensis, lo que sugiere que una mayor expresion de este gen se asocia
con una mayor carga parasitaria. En contraste, en el rifién, se observo una disminucion en la expresion del
gen TLR22, lo que podria indicar una posible inmunosupresion inducida por 4. siamensis (Saurabh et al.,
2011). Aunque el papel de las diferentes proteinas Toll ain se esta investigando, se ha identificado que
Toll actlia como un puente entre los sistemas inmunitarios innato y adaptativo. Para activarse, las células
T virgenes, que forman parte del sistema inmunitario adaptativo y no han estado en contacto con antigenos,
requieren dos senales distintas (Vogel, 1998). Se ha identificado que los genes TLR13 se agrupan en dos
clados principales, correspondientes a las subfamilias TLR21 y TLR22. La expresion de estos genes en
tejidos inmunolédgicos y gonadas sugiere su posible rol en la defensa del huésped. Los experimentos de
inmunoestimulacion demostraron que responden a diversos componentes microbianos, lo que sugiere su
participacion en el reconocimiento de patdogenos y su posible interaccion en la respuesta frente a
ectoparasitos (Sundaram et al., 2012; Valenzuela-Mufioz et al., 2016). La interleuquina 1 beta (IL-1P) esta
principalmente asociada a la respuesta inmune innata, donde activa mecanismos como la inflamacion, la
activacion de macrofagos y neutrédfilos, y la induccion de otras citocinas y quimiocinas, como el TNF-a y
la IL-8, amplificando asi la respuesta inflamatoria (Pooley et al., 2013). Diversos antecedentes respaldan
el uso del gen IL-1B como marcador en ensayos de infeccion para evaluar la eficacia de IPATH contra C.
rogercresseyi en Salmo salar. En el presente estudio, los resultados demostraron una mayor expresionde
este gen en los peces tratados con IPATH en comparacion con el grupo control, lo que indica una
activacion significativa de la respuesta inmunologica. Este incremento en la expresion de IL-1 sugiere
que IPATH modula la respuesta inmune innata, potencialmente fortaleciendo las defensas del hospedero
frente a la infestacion por C. rogercresseyi (Valenzuela-Mufioz, Benavente, Casuso, Leal, & Gallardo-
Escarate, 2021). Ademas, la expresion de IL-1P estd condicionada por varios factores, sin embargo, se
sugiere que la smoltificacion juega un papel fundamental (Ingerslev et al., 2006).

En peces infestados por ectoparasitos, las enzimas antioxidantes Superoxido Dismutasa (SOD) y Catalasa
son indicadores clave del estrés oxidativo debido a su funcion en la defensa contra los radicales libres
generados por el daio tisular. En infecciones como la enfermedad branquial amebiana (AGD) causada por
Neoparamoeba perurans, se ha observado una disminucion en la actividad de Catalasa en branquias
lesionadas, acompafiada de un aumento en su expresion génica como respuesta compensatoria. De manera
similar, la expresion del gen SOD aumenta en las areas afectadas para contrarrestar el exceso de especies
reactivas de oxigeno (ROS), aunque su actividad puede agotarse en etapas avanzadas de la infeccion
(Marcos-Lopez et al., 2018).

Adicionalmente, estudios en otras especies han destacado el papel critico de la SOD frente al dafio
oxidativo (Morga et al, 2011). La sobreexpresion de los genes subunidad de la enzima
oligosacariltransferasa (OGST) y SOD en presencia de pardsitos vivos podria estar asociada con un
incremento en la generacion de componentes citotoxicos durante la respuesta inmune, como lo
demostraron en Biomphalaria glabrata. Este fendmeno sugiere que la activacion de estos genes ayuda a
mitigar el dafo causado por las ROS y otros compuestos toxicos generados en el proceso de defensa
inmunolégica (Guillou et al., 2007). Ademas, tras la infeccion por Bonamia ostreae en Ostrea edulis, el
gen SOD se sobreexpresd en células sanguineas para mitigar el exceso de ROS. Similarmente, en
Epinephelus coioides, la actividad de SOD aument6 significativamente en las primeras etapas de la
infeccion para neutralizar el dafio por radicales libr es, disminuyendo en etapas posteriores a medida que
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el pez desarrollaba inmunidad y producia menos ROS. Estos antecedentes respaldan el uso de los genes
SOD y Catalasa como biomarcadores moleculares efectivos para evaluar el estrés oxidativo en infecciones
parasitarias (Yin et al., 2014). Ademés de SOD y Catalasa, el gen GSHPx o GPx (Glutation peroxidasa)
juega un papel crucial en la defensa celular contra el estrés oxidativo, eliminando eficazmente el H20: y
previniendo su acumulacion, que puede desencadenar peroxidacion lipidica. Con una afinidad mas alta
por el H202 que la catalasa, la GPx actiia con mayor eficacia durante la fagocitosis, donde la produccion
rapida de ROS exige una respuesta antioxidante inmediata. Su funcion esta directamente vinculada a la
oxidacion del glutation, un proceso esencial para la desintoxicacion de lipidos (Liu et al., 2010). No
obstante, en etapas iniciales de infeccion, la expresion génica de GPx se reduce drasticamente debido a la
inhibicion del patdogeno, aumentando posteriormente como una respuesta compensatoria (Liu et al., 2010).
La inhibicion de GPx, por tanto, refleja una capacidad reducida para eliminar H.O, contribuyendo al dafio
oxidativo en tejidos afectados. De manera complementaria, la GST interviene en la desintoxicacion de
compuestos xenobiodticos y endobioticos, y su disminucion compromete directamente la capacidad
antioxidante del organismo. Este fenomeno ha sido observado en infecciones fungicas, como las causadas
por Fusarium solani (Ruban et al., 2018). Ambas enzimas, integrantes del sistema antioxidante
secundario, neutralizan ROS mediante la eliminacion de peroxidos organicos, desempefiando un rol
crucial en la prevencion de la peroxidacion lipidica (Zhang et al., 2004). La regulacion positiva de estas
enzimas es esencial para evitar el dafo oxidativo, como se ha descrito en infecciones como la
saprolegniosis (Halliwell, 2012).

El hierro es un elemento esencial para la mayoria de los organismos, incluidos los parasitos, que lo utilizan
en procesos biologicos fundamentales como la respiracion celular y la sintesis de ADN. Debido a su
importancia critica, el hierro también desempeiia un papel clave en las interacciones entre los parasitos y
sus hospedadores, ya que estos patégenos dependen de ¢l para su supervivencia y proliferacion, lo que lo
convierte en un factor determinante para su €xito. Similar a los microorganismos invasores, los parasitos
obtienen hierro del hospedador, lo que influye en su virulencia. A su vez, el hospedador aplica estrategias
de inmunidad nutricional para limitar la disponibilidad de hierro y dificultar el acceso de los patdégenos a
este recurso esencial (Weinberg, 2009). Estas estrategias incluyen la intoxicacion por metales, la
interaccion genética con infecciones bacterianas y el uso de proteinas especializadas para restringir el
hierro, aunque su eficacia puede verse afectada por factores ambientales, genéticos o inmunologicos (Hood
& Skaar, 2012).

El hierro y sus compuestos, como el hemo, son esenciales para los parasitos, aunque las vias para su
captacion y liberacion aun no estan completamente comprendidas. Los parésitos no sintetizan hemo y
deben obtenerlo del hospedador. No obstante, el hemo libre es toxico, por lo que su desintoxicacion rapida
es vital para la supervivencia de los parasitos hematofagos (Toh et al., 2010), Por lo tanto, el hierro, ya
sea modificando su disponibilidad o limitandolo, se perfila como una estrategia de control prometedora
para controlar C. rogercresseyi. Se ha demostrado que los piojos de mar y los salménidos compiten por el
hierro. En L. salmonis, se identificaron dos homoélogos de IRP1 (Proteinas que regulan la homeostasis del
hierro al unirse a los elementos de respuesta al hierro en los ARNm), LsIRP1A y LsIRP1B, que regulan
el transporte y almacenamiento de hierro, con roles clave en drganos reproductores y huevos. La expresion
de LsIRPIA aumenta durante las etapas parasiticas, reflejando una respuesta a la mayor disponibilidad de
hierro en la dieta. Ambos homodlogos se expresan en los organos reproductores de hembras adultas,
vinculandose a procesos reproductivos (TroBe et al., 2015). En C. rogercresseyi, se ha observado una
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sobrerregulacion de la ferritina a los 7 dias post-infeccion (Valenzuela-Mufioz & Gallardo-Escarate,
2017). La ferritina regula el hierro celular al secuestrar Fe(Il) y prevenir su oxidacion a Fe(III), evitando
la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la reaccion de Fenton (Chavez-Mardones
et al., 2013). Este proceso limita la conversion de H20O: en radicales toxicos (Arosio et al., 2009), que
podrian causar dafio celular y apoptosis (Ong et al., 2006). De este modo, la ferritina no solo gestiona el
hierro disponible, sino que también protege a C. rogercresseyi del estrés oxidativo, destacando su
importancia en la interaccion parasito-hospedador.

1.6 Vacunas antimicrobiota

En la acuicultura, la mayoria de las vacunas desarrolladas son las vacunas inactivadas, vacunas vivas
atenuadas y vacunas basada en ADN. Las vacunas inactivadas, que incluyen bacterias muertas de células
enteras y bacterias fraccionadas, se utilizan ampliamente debido a su seguridad y eficacia para estimular
las respuestas inmunitarias humorales (Ben Hamed et al., 2021). Sin embargo, las vacunas vivas
atenuadas, aunque son altamente inmunogénicas y capaces de inducir una inmunidad duradera, plantean
el riesgo de reversion a la virulencia (Lee et al., 2012). La vacuna de ADN funciona entregando al pez una
secuencia genética que codifica un antigeno. Las células del huésped incorporan y transcriben este material
en mRNA para producir las proteinas de la vacuna. Estas son reconocidas como antigenos por el sistema
inmunolégico, activando respuestas tanto celulares como humorales (Lorenzen & LaPatra, 2005). Ademas
del tipo de vacuna, es importante la seleccion del método de administracion, ya que, la seguridad y la
eficacia de la vacuna depende de este factor. Dentro de los métodos tradicionales para la vacunacion de
peces, se encuentran, por ejemplo, inmersion, inyeccion intraperitoneal, inyecciéon muscular,
administracion oral y administracion anal (Ben Hamed et al., 2021). Por su parte la seleccion del método
de vacunacion depende del tamafio del pez, especie, dosis de antigeno utilizada, dosis de adyuvante
utilizado y el tipo de vacuna, se sugiere que, para una proteccion de alto nivel, se necesita una dosis de
refuerzo para algunas vacunas (Villumsen et al., 2014). La via de administracion oral, es la via mas sencilla
de administracion de antigenos, es menos estresante y segura que otras vias, aplicandose a peces de
cualquier tamafio y el procedimiento puede aplicarse en ciclos de engorda en jaulas o estanques (Mutoloki
etal., 2015)

La microbiota se define como la suma total de todos los organismos presentes en un organismo, incluidas
bacterias, hongos, virus y otros organismos unicelulares (Khan, 2021). Algunos de ellos pueden definirse
como unidades funcionales beneficiosas en base a su actividad frente al huésped (Shafquat et al., 2014).

En el desarrollo de las vacunas antimicrobiota, utilizando bacterias inactivadas, el mantenimiento de un
estado de salud equilibrado es fundamental. Este equilibrio esta estrechamente relacionado con la
interaccion entre un sistema inmunitario y la microbiota natural del organismo. La microbiota cumple
funciones esenciales, como el metabolismo de nutrientes y la resistencia a la colonizaciéon de patdgenos.
Sin embargo, cuando este balance se ve alterado, los patdgenos, que antes no representaban una amenaza,
pueden multiplicarse y causar enfermedades (Gémez & Balcazar, 2008). La microbiota desempefia un
papel clave en la induccion y funcionamiento del sistema inmunitario, facilitando una relacion simbiotica
que permite respuestas protectoras frente a patdgenos. Sin embargo, alteraciones en este equilibrio, como
el uso excesivo de antibidticos y cambios dietéticos, pueden afectar la resiliencia y diversidad de la
microbiota, lo que contribuye a disfunciones inmunitarias (Dudek-Wicher et al., 2018). Las vacunas
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antimicrobiota buscan restaurar este equilibrio, favoreciendo la accion de bacterias beneficiosas y
potenciando la inmunidad del huésped, promoviendo asi una mayor resistencia frente a infecciones
oportunistas (Belkaid & Hand, 2014). La alimentacion y los cambios en la dieta, pueden afectar la
diversidad microbiana presente en el mucus de S. salar y su abundancia (Landeira-Dabarca et al., 2013)

Estudios previos han explorado el uso de vacunas basadas en bacterias de la microbiota de parasitos como
estrategia de control. En investigaciones previas con garrapatas y ratones, una vacuna compuesta por
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, especificamente la especie Escherichia coli, logr6 reducir la
diversidad bacteriana en la garrapata comUn (Ixodes ricinus), mientras que en los ratones no se observo
una alteracion significativa en su microbiota. Estos hallazgos sugieren que la vacuna afecta de manera
directa al parasito sin generar un impacto considerable en el hospedador (Mateos-Herndndez et al., 2020).
Otro antecedente que respalda el uso de vacunas antimicrobiota es la interaccion entre la bacteria Borrelia
afzelli e I. ricinus, donde se demostro que el uso de B. afzelli produjo una alteracion en la diversidad beta,
composicidon, abundancia y coocurrencia microbiana. Por lo tanto, la vacuna antimicrobiota es una
herramienta adecuada para la manipulacién del microbioma hacia un estado deseado y puede utilizarse
para el control de enfermedades transmitidas por vectores (Wu-Chuang et al., 2023).

Por su parte en S. salar, se han utilizado bacterias probioticas como Aliivibrio sp mediante vacunacion por
inmersion en diferentes concentraciones contra L. sa/monis. Los resultados demostraron una reduccion
significativa en la fijacion exitosa de piojos de mar, con una disminucion entre el 58% y el 65%. En un
ensayo independiente, la presencia de la bacteria Aliivibrio sp, también impactd en la viabilidad de los
piojos de mar, mostrando que la concentracion de esta bacteria estaba directamente relacionada con la
mortalidad de los piojos adultos. Estos resultados sugieren que Aliivibrio sp, afecta la viabilidad de L.
salmonis mediante un mecanismo secundario, y podria ser un candidato prometedor como herramienta
preventiva para reducir las infestaciones (Steen Dobloug et al., 2023).

En el afio 2023 en el Laboratorio de Gendémica y Biotecnologia Acuicola (LBGA), se identificaron
bacterias presentes en la microbiota de C. rogercresseyi, las cuales son fundamentales en la interaccion
parasito — hospedador. Ademas, se demostré que la inmunizacidon con estas bacterias en S. salar, inhibe
el crecimiento de estas. Por tanto, utilizando bacterias claves o bacterias “Keystone” para el desarrollo de
una vacuna oral podria alterar o generar una disbiosis (desequilibrio en la composicion, funcién y/o
distribucion de los microorganismos) en la microbiota del C. rogercresseyi. En un estudio que combind la
ligacion de proximidad cromosémica (Hi-C) y la secuenciacion de lectura larga para la reconstruccion
gendmica de la microbiota de C. rogercresseyi, se identificaron cinco bacterias con una completitud
gendmica superior al 83%, entre las cuales se encuentran Tenacibaculum, Dokdonia, Cellulophaga,
Colwellia, leucothrix (Valenzuela-Miranda et al., 2022). Mientras que en L. salmonis se han identificado
otra bateria de bacterias, como Vibrio, Flavobacterium, Pseudomonas, compartiendo algunas identificadas
en C. rogercresseyi como Tenacibaculum (Llewellyn et al., 2017). Ademas, en L. salmonis se han
identificado bacterias como Tenacibaculum maritimum, Pseudomonas fluorescens y Vibrio spp (Barker
et al., 2009), evidenciando que en L. salmonis existe una diversidad microbiana més conservada, en
comparacion con C. rogercresseyi.
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1.7 Adyuvantes como potenciadores de la respuesta inmune

A modo de inducir y desarrollar proteccion contra enfermedades en combinacion con las vacunas, se
presentan los adyuvantes. Estos se definen como sustancias que mejoran la respuesta inmune especifica,
aumentando los titulos de anticuerpos circulantes y el nimero de células formadoras de placas. Los
adyuvantes pueden utilizarse antes, durante o después de la vacunacion (Anderson, 1992). Adicional a lo
anterior, en varios paises las vacunas vivas no estan aprobadas para su uso en acuicultura por razones de
seguridad, sin embargo, para las vacunas con bacterias inactivadas, en la mayoria de los casos tienen
menor actividad inmunogénica, por lo tanto, los adyuvantes o inmunopotenciadores son necesarios para
obtener altas respuestas inmunitarias (Tafalla et al., 2013).

Los adyuvantes se clasifican en dos grupos segun sus mecanismos principales de accion: sistemas de
administracion de vacunas y adyuvantes imunoestimuladores. Los sistemas de administracion de vacunas,
que suelen ser particulados (como emulsiones, microparticulas, complejos inmunoestimuladores y
liposomas), se disefian para dirigir los antigenos hacia las células presentadores de antigenos (Apostdlico
et al., 2016). Los adyuvantes de aceite mineral comercializados bajo la marca Montanide han sido
disefiados para optimizar la eficacia y estabilidad de las vacunas, ademds de minimizar sus efectos
adversos. Estos adyuvantes pueden estar formulados a partir de aceite mineral, no mineral o una
combinacion de ambos, e incluyen opciones basadas en una quimica especifica de surfactantes con oleato
de manitol. Su aplicacion permite la fabricacion de diversas emulsiones, que pueden emplearse en
mamiferos y peces (Lawrence et al., 1997; Ravelo et al., 2006).

Un ejemplo de adyuvante acuoso es Montanide IMS 1312 VG, desarrollado por el laboratorio SEPPIC en
Francia. Su formulacion contiene nanoparticulas liquidas dispersas en agua, utilizadas como vehiculo para
estimular la administracion de vacunas. Este adyuvante es apropiado para la vacunacion masiva mediante
inmersion. Ademas, puede diluirse facilmente en un medio acuoso a temperatura ambiente, sin necesidad
de condiciones especiales para su preparacion (Seppic, Francia). En un trabajo realizado el afio 2014 se
evaluod el efecto del adyuvante Montanide IMS 1312 VG, aplicado en tratamiento por inmersiéon en
combinacion con una vacuna contra Yersinia ruckeri, aplicado en la especie O. mykiss y compararla con
una vacuna sin adyuvante. Se observd una mejora del 20% en la tasa de supervivencia relativa (RPS),
transcurrido 4 semanas desde la inmunizacion y transcurrido 6 semanas la diferencia de RPS se mantuvo
alrededor del 10% entre vacunas sin adyuvantes y con adyuvantes. Estos resultados demostraron que el
uso del adyuvante Montanide 1312 VG mejora la tasa de supervivencia relativa frente a un agente
patdégeno como Y. ruckeri en la especie O. mykiss (Soltani et al., 2014).

Otro estudio que respalda el uso de adyuvante Montanide 1312 VG en la vacunacion por inmersion, fue
para proteger a la Platija oliva (Paralichthys olivaceus) contra infeccidon por septicemia hemorragica viral
(VHSV) (Hwang et al., 2017). Tras la vacunacion por inmersion con VHSV, se observo un aumento
significativo en la expresion de IL-1B, IL-6, IL-8 y TLR3 en comparaciéon con el grupo de control. La
expresion de IL-1p aumentd considerablemente después de la vacunacién con VHSV y Montanide IMS
1312 VG. Ademas, el gen TLR3 fue significativamente modulado después de la vacunacion con VHSV,
lo que destaca la importancia del adyuvante como promotor de la respuesta inmune de los peces frente a
los virus de ARN. Los resultados muestran que el uso de 10ug de adyuvante produjo una mayor eficacia
en comparacion con 50ug, lo que sugiere que una dosis mas baja puede ser mas afectiva para estimular la
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respuesta inmune. En el mismo estudio se realiz6 un analisis de la mortalidad acumulada post infeccion.
Tras la exposicion a VHSV, 4 semanas después de la vacunacion, se observé una mortalidad acumulada
del 90% en el grupo de control tratado con PBS. La vacunacion por inmersion con Montanide IMS 1312
VG mostrd una mortalidad acumulada del 10% y 25% en presencia de 10 o 50

pg del adyuvante, respectivamente. A las 8 semanas post-vacunacion, el tratamiento solo con la vacuna
resultd en una mortalidad répida sin proteccion, mientras que la vacunacion por inmersion con adyuvante
mostrd una mortalidad mas baja y retrasada, con valores de RPS del 67% y 47%. Esto sugiere que el uso
de adyuvante Montanide 1312 VG disminuye la mortalidad acumulada y respalda la informacion
entregada anteriormente de la existencia de una concentracion de adyuvante Optima, para el tratamiento
de VHSV en Platija oliva (Hwang et al., 2017).

Para el caso de adyuvantes orales Montanide, existe comercialmente el producto Montanide GRO1
(Seppic, Francia), que se basa en una matriz oleosa la cual se mezcla con el alimento (pienso compuesto)
con la finalidad de proteger las propiedades del pellet y mantener su integridad en un entorno gastrico,
logrando su liberacion en los intestinos y facilitando la interaccion de las células inmunitarias (Seppic,
Francia). Se realizo un ensayo que demuestra los pardmetros inmunes innatos, asociado a una vacuna oral
en la especie Oreochromis niloticus (Tilapia del Nilo) para el tratamiento contra Streptococcus agalactiae,
donde se asocian actividades de Lizoenzima, Mieloperoxidasa, Catalasa, Superdxido dismutasa, Glutatiéon
peroxidasa y Glutation reductasa, cominmente utilizados como indicadores de la respuesta inmune en
peces contra el estrés oxidativo y proteccion contra bacterias. Los resultados fueron comparados entre los
grupos experimentales y el grupo control, sugiriendo que existia una mayor actividad de la LZM en peces
vacunados con Montanide GRO1 a una concentracion del 2%, de igual forma aumento la actividad sérica
de MPO, Catalasa, GPx, demostrando que el uso de Montanide GRO1 puede inducir una respuesta
inmunitaria y aumentar la proteccion en O. niloticus en comparacion con el grupo control sin adyuvante
(Pholchamat et al., 2024). En el lenguado japones se utilizé un adyuvante para vacunacion oral (PLGA),
con tecnologia de encapsulamiento, utilizada en una vacuna contra el virus de la enfermedad linfocitica,
logrando aumentar la respuesta inmune desde la semana 1 en comparaciéon a peces vacunados sin
adyuvantes (Tian et al., 2008).

Finalmente, en base a la informacion presentada, C. rogercresseyi es un ectoparasito que representa una
gran amenaza para la salmonicultura chilena, con una alta prevalencia en S. salar. Para mitigar su impacto,
se buscan nuevas estrategias de control, incluyendo el uso de vacunas antimicrobiota. En este contexto, se
plantea que el uso de bacterias inactivadas, previamente identificadas en C. rogercresseyi, podria inducir
una respuesta inmune en el hospedador antes de la infestacion, preparandolo para la llegada del parésito.
Esta respuesta serd evaluada mediante herramientas moleculares para analizar la expresion de genes
asociados a la inmunidad y la eficacia del tratamiento se determinard en base a la reduccion en la carga
parasitaria. Ademas, considerando la naturaleza de las bacterias inactivadas, se evaluaran dosadyuvantes
comerciales (Montanide GRO1 y Montanide IMS 1312 VG), aun no probados en S. salar, en dos
estrategias de vacunacion: oral e inmersion.
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2. HIPOTESIS

La administracion de vacuna antimicrobiota contra Caligus rogercresseyi por via oral y de inmersion
genera una respuesta inmunoldgica significativa en salmoén del Atlantico durante un proceso infectivo.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto de una vacuna antimicrobiota contra el piojo de mar Caligus
rogercresseyi administrada por via oral y de inmersion en salmon del Atlantico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la eficacia contra Caligus rogercresseyi de las formulaciones de vacuna
antimicrobiota administradas por via oral e inmersion en salmones del Atlantico.

2. Evaluar respuesta inmune en piel y rifién anterior de salmén del Atlantico expuestos a
vacuna antimicrobiota oral e inmersion durante infeccion con C. rogercresseyi.

3. Determinar la modulacion de genes de estrés oxidativo en C. rogercresseyi
recolectados de peces inmunizados con vacuna antimicrobiota oral e inmersion.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Objetivo especifico 1: Evaluar la eficacia contra Caligus rogercresseyi de las formulaciones de
vacuna antimicrobiota administradas por via oral e inmersion en salmones del Atlantico.

4.1.1 Formulacion vacuna oral antimicrobiota

Para la elaboracion de las vacunas antimicrobiotas (AMV) se utilizaron dos bacterias aisladas previamente
del microbiota de C. rogercresseyi en el Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica Acuicola. Ambas
bacterias fueron liofilizadas quedando a una concentracién de 1x10° UFC/g (Biosamer, Renca, Santiago,
Chile). Se disefiaron 2 dietas experimentales con una combinacion proporcional a partes iguales de ambas
bacterias liofilizadas con las concentraciones de 1x10° UFC/g (1%) y 1x10” UFC/g (2%). Para la
formulacion de las AMV 1% y 2% se disolvieron 5 y 10 g respectivamente de cada bacteria liofilizada en
30 mL de PBS 1X. Una vez diluidas ambas soluciones de bacterias fueron formuladas en 100 mL de
emulsion en una proporcion 30% bacterias /70 % adyuvante (Pholchamat et al., 2024), empleando el
adyuvante oral comercial Montanide GRO1 (Seppic, Francia). Posteriormente, los 100 mL de emulsion de
cada AMYV fueron unificados con 1 kg de alimento calibre 3 mm no aceitado, EWOS.

4.1.2 Formulacion de vacuna antimicrobiota por inmersion

Las bacterias liofilizadas para la elaboracion de la vacuna antimicrobiota, descrita anteriormente,
fueron utilizadas a razon 1:1, generando un mix de 50g de bacterias (25g bacteria 1; 25¢g bacteria 2). Estos
50g de bacterias fueron unificados en 100mL de caldo marino utilizando agitador magnético a baja
velocidad, finalmente se unificoé con 5L de agua mar.

4.1.3 Formulacion de vacuna antimicrobiota por inmersion con adyuvante.

Las bacterias liofilizadas para la elaboracion de la vacuna antimicrobiota, descrita anteriormente,
fueron utilizadas a razén 1:1, se utilizaron 25 g de vacuna antimicrobiota (12.5g bacteria 1 y 12.5g bacteria
2) diluido en 125 mL de PBS estéril, unificado con 125 mL de adyuvante Montanide 1312 VG logrando
250 mL de emulsion que fue unificado en 2,5 L de aguamar. El tratamiento se aplico durante 2 minutos.
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4.1.4 Disefio experimental

Se seleccionaron 75 peces (144 g) de la especie S. salar del laboratorio experimental en la Estacion de

Biologia Marina de la Universidad de Concepcion, Dichato, Chile. Los peces se mantuvieron en estanques

equipados con, oxigenacion, sistemas de agua filtrada mediante filtros de arena de cuarzo, espumadores,
filtros UV vy filtros bioldgicos, con una temperatura constante de 13°C £ 1, controlada mediante un equipo

Chiller SUNSUN (Figura 2). Durante todo el experimento, se monitorearon los parametros de calidad del

agua, que se mantuvieron estables: pH = 7,6 + 0,7, oxigeno disuelto >8 mg/L, NH3< 0,01 mg/L y NO? <

0,1 mg/L. Los peces fueron aclimatados durante tres semanas y posteriormente se separaron en cuatro

grupos experimentales, 15 peces por grupo (control y tratados por triplicado, 5 peces por estanque).

Grupo Control (Ctrl): Sin tratamiento ni adyuvante.

Grupo AMV (CD): Sin adyuvante, inmersion.

Grupo AMV + Montanide 1312 VG (1312): adyuvante, inmersion.
Grupo AMV + Montanide GR 1% (GR1): adyuvante, oral.

Grupo AMV + Montanide GR 2% (GR2). adyuvante, oral

l L\ TG

H 1—4 u-m‘;\l!

—

Figura 2: Fotografia de los estanques experimentales utilizados en el estudio. Los estanques estan organizados segin

los distintos tratamientos aplicados, conectados a un sistema de flujo de agua y aireacion controlada para garantizar

condiciones homogéneas durante el experimento.

25



El grupo de vacuna antimicrobiota por inmersién sin adyuvante AMV (Inmersion), se expuso a el
tratamiento durante 2 minutos en un volumen de 5 L cada 2 peces, con aireacidon constante. De la misma
manera el grupo AMV + Montanide 1312 VG se expuso durante 2 minutos en un volumen de 5L, cada 2
peces, bajo aireacion constante. Los grupos AMV + Montanide GR 1 y GR 2, comenzaron el tratamiento el
mismo dia, estos peces fueron alimentados a saciedad utilizando la vacuna oral con adyuvante y su
tratamiento finaliz6 1 dia antes del Gltimo muestreo.

Los muestreos se realizaron a partir de unidades térmicas acumuladas (UTA), con el primer muestreo a
las 400 UTA desde el comienzo de la inmunizacidn, transcurrido el primer muestreo, se desafiaron a los
peces con una infeccion experimental de C. rogercresseyi a una razéon de 35 copepoditos por pez. El
segundo y ultimo muestreo se realizo transcurridos 25 dias post-infeccion, utilizando benzocaina al 20%
(2,5 mL disueltos en 10 L de agua de mar) como anestésico. Para determinacion de eficacia, se realizé un
recuento de C. rogercresseyi y a la posterior extraccion de ectoparasitos, seleccionando seis por pez (tres
hembras y tres machos). Ademas, se recolectaron muestras de tejidos, incluyendo rifién anterior y piel sin
escamas (preservados en RNAlater, Ambion, USA). Todas las muestras fueron etiquetadas y almacenadas
a -80 °C hasta su analisis en el Laboratorio de Biotecnologia y Gendmica Acuicola del Centro de
Biotecnologia, Universidad de Concepcion. Durante todo el experimento, los peces de todos los grupos
experimentales y de control fueron alimentados a saciedad. El esquema del disefio experimental se
presenta en la figura 3.

[ ]
ACLIMATACION INMUNIZACION INFECCION
(3 SEMANAS) (400 UTA) [ (25 DiAS) I
INMERSION \ AMYV ( INMERSION)
AMV + 1312 1% (1312) >
ORAL \q_uv + GR1% (GR1)
AMV + GR2% (GR2)
CONTROL
;
-
TIEMPO 0 TIEMPO 1

Figura 3: Esquema de conformacion de grupos y actividades realizadas en escala temporal.
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4.2 Objetivo especifico 2: Evaluar respuesta inmune en piel y rifion anterior de salmon del atlantico
expuestos a vacuna oral e inmersion durante infeccion con C. rogercresseyi.
4.2.1 Extraccion de RNA y Sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total de las muestras almacenadas en RNA Later se llevo a cabo utilizando el
método de TRIzol (Invitrogen, USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. La concentracion de RNA
fue determinada en ng/uL. mediante un espectrofotdémetro NanoDrop™ One (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), evaluando la absorbancia a 260 nm. La pureza de las muestras se verifico a través
de las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230. Para evaluar la integridad del RNA, se realiz6 una
electroforesis en gel desnaturalizante MOPS al 1,2%, cuyos resultados fueron visualizados bajo luz
ultravioleta utilizando el sistema digital de foto documentacion iBright CL1500 Imaging System (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Para la sintesis de cDNA se estableci6 una concentracion optima de 200ng/uL para todas las muestras de
RNA y se realiz6 la reaccion de RT-PCR con el kit comercial RevertAid H Minus First Strand cDNA
Syntesis (ThermoScientific, USA) de acuerdo con lo sugerido por el fabricante. Utilizando termociclador
Esco Swift Maxi (Esco Healthcare, Singapur) con el siguiente protocolo de temperatura especifico de
RevertAid H Minus First Strand cDNA Syntesis: 25°C por 5 minutos, seguido de 24°C por 60 minutos, luego
70°C por 5 minutos y finalmente 42°C por 60 minutos. Para verificar la correcta sintesis de cDNA se realizo
un PCR en tiempo final en termociclador APPLIED BIOSYSTEMS Veriti (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) previamente estandarizado y posteriormente se visualiz6 el resultado mediante
electroforesis en gel TAE 1%.
4.2.2 Partidores utilizados

Con la finalidad de evaluar la respuesta inmune, adaptativa y estrés oxidativo de los peces asociado a los
tratamientos en comparacion con el grupo control, se seleccionaron 10 partidores previamente
estandarizados en el LBGA. En la tabla 1 se listan los partidores empleados con sus temperaturas de
alineamiento.
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Tabla 1: Partidores utilizados para analisis RT-qPCR en S. salar.

Nombre de Partidor Gen Secuencia 5'-3' T° Alineamiento (°C)
Ss b actin F . CAACTGGGACGACATGGAGA
——= Beta actina 60

Ss b actin R AGTGAGCAGGACTGGGTGCT
TLR-22 3 F Recentor tino Toll 22 TGCCTTCTAACCCTCTICCCT 61
TLR-22 3 R P PO CGCTGCTCTCAGACAGGAAG
TLR-13_F Receptor tino Toll 13 CCAAGCGGAGGAACAGACAA 60
TLR-13 R P PO CCGGTGGTGAAGACACAACT
IL-1B_F Interlencina 1 beta GATCTGGAGGTATCCCATCA 60
IL-1B R CACAGCACTCTCCAGCAAGA
€D-4 F Proteina de diferenciacion CD4 CCACAGTGGAAAGACAGGCT 60
CD-4 R CAACGGAAGTTGGTTGTGGC
CAT F Catalasa GGCTCTCACACCTTCAAGCT 60
CAT R ' GTTGCTGGGGTCAAAGGCTA
SOD F - . CCGTATTCTTTGAGCAGGAG

= Superdxido dismutasa 60
SOD_R AGCCGTTGGTGTTGTCTC
FerritinaM_F " TCTCACCACGATTGCGAAGC

. Ferritina M 60
FerritinaM_R CTCGTCGCTGTTCTICCTTGA
GSHPx F Glutation peroxidasa TAAAGTGGTGCTGATCGAGA 60
GSHPx R pe GTTCTCCTGATGTCCGAACT

4.2.3 Analisis de expresion de genes utilizando RT-qPCR

Para el analisis de RT-qPCR de genes asociados a respuesta inmune y estrés oxidativo en S. salar se utilizo
el kit de PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando
partidores descritos previamente y el cDNA sintetizado Utilizando Termociclador QuantStudio 3 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Para determinar la cuantificacion relativa se utilizd como gen
normalizador -actina gen procedente del LBGA.

4.2.4 Analisis de datos

Los analisis de expresion se llevaron a cabo utilizando los datos proporcionados por el termociclador. La
cuantificacion relativa de mRNA se determin6 mediante el método AACT y los valores se calcularon como
2-2ACT Posteriormente, se aplico un analisis estadistico mediante un ANOVA de dos vias con la prueba
de comparacion multiple de Tukey. Finalmente, los datos se representaron graficamente empleando el
software GraphPad Prism (version 10.3.0; GraphPad Software, Inc). Ademas, se utilizé el software R
studio (version 2023.12.0+402; RStudio, PBC) para la elaboraciéon de un andlisis de componentes
principales (PCA) con los valores de expresion relativa de los genes analizados en cada tejido, rifion
anterior, piel y C. rogercresseyi.
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4.3 Objetivo especifico 3: Determinar la modulacion de genes de estrés oxidativo en C. rogercresseyi
colectados de peces inmunizados con vacuna oral e inmersion.
4.3.1 Extracciéon de RNA y Sintesis de cDNA

Para realizar la extraccion de RNA y posterior sintesis de cDNA en C. rogercresseyi, se utilizd el mismo
método descrito anteriormente en la seccion 4.3.1, con la diferencia que se utilizé6 el método Fenol
cloroformo.

4.3.2 Partidores utilizados para andlisis de C. rogercresseyi

Con la finalidad de evaluar la expresion de genes asociados a estrés oxidativo en C. rogercresseyi, se
seleccionaron 4 partidores previamente estandarizados y se utilizo como housekeeping -tubulina. Estos
partidores tienen diferentes temperaturas de alineamiento, las cuales se expresan en la tabla 2.

4.3.3 Analisis de expresion de genes utilizando RT-qPCR

Para el andlisis de RT-qPCR, se utilizé el mismo método descrito en la seccion 4.3.3, con la configuracion
de la Temperatura de alineamiento descrita en la tabla 2.

Para determinar la cuantificacion relativa se utilizé un gen normalizador llamado B-tubulina, el cual actud
como Housekeeping, gen procedente del Laboratorio de Gendmica y Biotecnologia.

Tabla 2: Partidores utilizados para analisis RT-qPCR en C. rogercresseyi.

Nombre de Partidor Gen Secuencia 5'-3' T° Alineamiento (°C)
Cr_ﬁ-tubuh_n_F Beta-tubulina TTITGTTGTGTGAGCTCTGGG 60
Cr_p-tubuln_R GCTGATCTCCGAAAACTTGC
Cr Ferritina F Ferritina GGAGTGACGGCCTAGAGGCACTCCG 65
Cr_Ferritina R TCCAGCCAAGTGCCGGTGAGCCA i
Cr_SOD_F Superéxido dismutasa TCAACATGCAACACGGCTCCAG 60
Cr SOD_R P GCGTGCCCTGGTCGTACATGCCG
Cr CAT_F Catalasa GGCACCCAGACGATAGCGATGAGCA 64
Cr CAT_R TCGCTTTCAGTCCCGGAAATCTGGT
Cr PHGp F . TGGAGCCGATGCCATTCCTCTTTTCA

= = Fosfoglicerato mutasa 66
Cr PHGp R TTITTTGCTGGGCGCCAGGCGTGA

4.3.4 Analisis de datos

Para el andlisis de datos se utiliz6 la misma metodologia descrita en la seccion 4.2.4
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S RESULTADOS

5.1. Eficacia de vacuna oral e inmersion durante infeccion experimental con C. rogercresseyien
salmon del Atlantico

Para determinar la eficacia de la vacuna antimicrobiota se realizé un conteo de C. rogecresseyi a los 25
dpi en cada grupo experimental. Como se puede apreciar en la Figura 4, se muestra el conteo general de
C. rogercresseyi, separado por grupos y sexo. En hembras (Figura 4.a), el grupo con mayor cantidad de
Caligus por pez fue el Ctrl, con un promedio de 7,6 piojos por pez con una maxima (nmax) de 19 y una
minima (nmin) de 2, seguido por el grupo GR2 con 4,4 piojo por pez en promedio, siendo nmax=8 y
nmin=0, le sigue CD con 3,9 piojos por pez, nmax=5 y nmin=1 y el grupo con menor cantidad de Caligus
fue GR1 con un promedio de 3,0 nmax=5 y nmin=1. Mientras que en machos (4.b), el grupo con mayor
cantidad de Caligus fue Ctrl con promedio 3,2, con nmax=10 y nmin= 0, seguido de GR2 con un promedio
de 2,6, siendo nmax=5 y nmin=1 y finalmente GR1 (nmax=6, nmin=1) y CD (nmax= 7, nmin=0) tuvieron
el mismo promedio 2,0. También un factor importante a considerar es la cantidad de hembras y machos
encontrados, ya que existe un dominio de hembras en comparacion con los machos. En promedio por cada
macho, existia 1,85 hembras, en relacion 1:1.85 (M/H).

a * b ns

* %
304 15+ ns

S

Piojos de mar por pez
=
Piojos de mar por pez
wn
1

Figura 4: Conteo final C. rogercresseyi, separacion por grupo y sexo; a) Caligus hembras; b) Caligus machos.

En la Figura 5 se observa una comparacion entre las medias de los grupos experimentales, utilizando
intervalo de confianza al 95% basados en la prueba de Dunnett, se expresan hembras y machos por
separado, en ambos casos los grupos fueron comparados como base el grupo Ctrl y su respectivo sexo,
con la finalidad de ver la diferencia directa entre grupo control y grupo tratamiento. Para las hembras
(Figura 5. a) existe una diferencia (A) igual a 4,5 entre los grupos Ctrl y GR2 lo que respalda los resultados
de la Figura 1, seguido de Ctrl e inmersion con un A=3,6 y finalmente Ctrl y GR2 con la menor diferencia
A=3,1.
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En el caso de los Caligus machos (Figura 5. b), la magnitud de los resultados en general fue menor, siendo
el grupo Ctrl:inmersion y Ctrl:GR1 muy similares cercano a 1 (A = 0.00646), siendo valores no
representativos, sin embargo, el grupo Ctrl y GR2 mostraron una baja diferencia A= 0,5 esto nos demuestra
que no existe una diferencia mayor entre la media del conteo de piojos entre Ctrl y GR2.

a Intervalos de confianza del 95% (Dunnett) b Intervalos de confianza del 95% (Dunnett)
®  Columna significa diferencia
®  Columna significa diferencia
Ctrl AMV_INM Hembras = . Ctrl_AMYV_INM _Machos -] -
Ctrl_AMYV 2% +GR_Hembras -] . Ctrl_AMV 2%+GR_Machos -} .

Ctrl AMV 1% +GR_ITembras - - Ctrl_AMV 1%+GR_Machos | .

T T T 1 T T T T T 1

0 2 4 6 8 2 -1 0 1 2 3 4

Diferencia entre medias de grupos Diferencia entre medias de grupos

Figura 5: Intervalo de confianza (Dunnett) de medias de grupos experimentales en comparacion con el grupo Ctrl
en conteo de C. rogercresseyi.

5.2 Eficacia de vacunacion por inmersion, utilizando adyuvante Montanide 1312 VG

La vacuna antimicrobiota, formulada con el adyuvante Montanide 1312 VG, especifico para inmersion,
no mostrd resultados satisfactorios. Aunque todos los peces sobrevivieron inmediatamente después de la
administracion, a los 15 minutos post-tratamiento se observo una mortalidad del 100% en el grupo tratado.

5.3 Evaluacion de genes de respuesta inmune en S. salar inmunizados con vacuna antimicrobiota
oral e infectados con C. rogercresseyi

En este estudio, se evalud la respuesta inmune de S. salar frente a la infeccion por C. rogercresseyi
utilizando diferentes tratamientos. La evaluacion se realizd mediante la expresion relativa de genes
asociados a la inmunidad innata, adaptativa, sintesis de hierro y estrés oxidativo, tanto en el rifion anterior
como en la piel.

El rifidon anterior es un érgano clave en la respuesta inmune de los peces, ya que participa en la produccion
de células inmunitarias y en la activacion de respuestas frente a patogenos. Por esta razon, se eligio este
tejido para analizar la expresion relativa de genes relacionados con la inmunidad innata y adaptativa, antes
(TO) y después (T1) de la infeccion. Los genes analizados incluyen IL-13, un mediador proinflamatorio
fundamental en la respuesta inmune innata. CD4, marcador de linfocitos T colaboradores implicado en la
inmunidad adaptativa y TLR13 y TLR22, receptores tipo Toll involucrados en el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos. A continuacion, se presentan los resultados de la expresion
relativa de estos genes en los distintos grupos experimentales.
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Ademas, se analiz6 la expresion relativa de genes involucrados en la sintesis de hierro y en la respuesta al
estrés oxidativo en el rifion anterior. Los genes evaluados incluyen Ferritina, una proteina clave en el
almacenamiento y regulacion del hierro intracelular. GSHPx (Glutation peroxidasa), una enzima
antioxidante que protege las células contra el dafio oxidativo. SOD (Superoxido dismutasa), una enzima
que facilita la conversion del anion superoxido en oxigeno y peroxido de hidrogeno. Catalasa, una enzima
que descompone el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, contribuyendo a la proteccion celular. A
continuacion, se presentan los resultados de la expresion relativa de estos genes en los diferentes grupos
experimentales.

Del analisis de expresion relativa en S. salar del gen IL-1 en rifion anterior (Figura 6.a), se observé que
antes de la infeccion (T0), la expresion relativa de IL-1 en el grupo Ctrl fue alta y similar a laobservada
en el grupo INM (Inmersion), sin diferencias significativas (ns) entre ellos. Los grupos tratados, GR1 y
GR2, mostraron niveles de expresion bajos y sin diferencias significativas entre ellos (ns). Sin embargo,
sus niveles fueron significativamente bajos (P<0,0001) en comparacion con los grupos Ctrl e INM.
Posterior a la infeccion (T1), la expresion de IL-1B en el grupo Ctrl disminuyd significativamente
(P<0,0001) en comparacion con los grupos GR1 e INM. Los niveles mas altos en T1 se observaron en
GR1 e INM, sin diferencias significativas entre ellos (ns). Por su parte, GR2 también present6 un aumento
en su expresion respecto a TO, pero su nivel fue significativamente menor (P<0,0001) que el de GR1.

El analisis de expresion relativa del gen CD4 en rifion anterior (Figura 6.b) mostré que en el tiempo TO,
el grupo Ctrl tuvo una mayor expresion, seguida por el grupo INM, con una diferencia estadisticamente
significativa (P<0,0236). Los grupos GR1 y GR2 mostraron niveles de expresion bajos, con una diferencia
moderada entre ellos (P<0,0091) y significativamente altas (P<0,0001) en comparacion con los grupos
Ctrl e INM. En el tiempo T1, la expresion en el grupo Ctrl disminuy6 drasticamente respecto a TO
convirtiéndose en el grupo con menor actividad. Aunque la expresion también disminuyd en el grupo
INM, esta reduccion fue menor y siendo significativamente menor (P<0,0215) en comparacion con el
grupo Ctrl. En contraste, los grupos GR1 y GR2 mostraron un aumento en su expresion respecto a TO0, sin
diferencias significativas entre ellos (ns), pero con niveles significativamente superiores (P<0,0001) al
grupo Ctrl. Ademas, se observo que la expresion en el grupo GR1 fue ligeramente mayor que en INM,
con una diferencia significativa (P<0,0115), mientras que entre INM y GR2 hubo una diferencia moderada
(P<0,0004).

En la evaluacion de la expresion relativa del gen TLR13 en rifién anterior (Figura 6.c), mostr6 que en el
tiempo TO, la expresion del gen TLR13 fue significativamente mayor (P<0,0001) en el grupo Ctrl en
comparacion con los grupos GR1, GR2 e inmersion, entre los cuales no se observaron diferencias
significativas (ns). En el tiempo T1, la expresion en el grupo Ctrl disminuyé significativamente,
alcanzando niveles similares a los observados en los grupos GR1 y INM, sin diferencias significativas
entre ellos (ns). Tanto GR1 como inmersidon experimentaron un aumento en su expresion respecto a TO.
Por otro lado, la expresion en el grupo GR2 mostré una disminucion en T1, presentando diferencias
estadisticamente significativas con GR1 (P<0,0014), inmersion (P<0,0005) y Ctrl (P<0,0222).

32



Al examinar la expresion relativa del gen TLR22 en rifion anterior (Figura 6.d), se observo que en el
tiempo TO, la expresion del gen TLR22 fue significativamente mayor (P<0,0001) en el grupo Ctrl en
comparacion con el resto de los grupos. Los grupos GR1 e INM mostraron niveles bajos de expresion, sin
diferencias significativas entre ellos (ns). El grupo GR2 presentd la menor expresion, con diferencias
estadisticamente significativas respecto a GR1 (P<0,0198) e inmersion (P<0,0123). En el tiempo T1, la
expresion en el grupo Ctrl disminuy6 considerablemente, mientras que los grupos GR1 e INM aumentaron
su expresion, aunque no se observaron diferencias significativas entre ellos ni en comparacion con el
grupo Ctrl. En contraste, el grupo GR2 mostr6 una disminucion adicional en su expresion, siendo
significativamente menor (P<0,0001) que los grupos GR1 y INM, y también significativamente inferior
al grupo Ctrl (P<0,0017).
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Figura 6: Niveles de expresion relativa de mRNA para IL-13, CD4, TLR13 Y TLR22 en rifién anterior, genes
asociados principalmente al sistema inmune, siendo TO 400 UTA post-inmunizacion, T1 25 dias post-infeccion
(dpi). El nivel de expresion génica se normalizo utilizando B-actina como gen de referencia (Housekeeping) y SYBR
Green como método de deteccion. Las barras verticales representan la media aritmética, mientras que los asteriscos
indican diferencias significativas (*p < 0,05), y 'ns' sefiala diferencias no significativas en la expresion génica entre
los grupos y tiempos evaluados. el analisis estadistico se realizdo mediante un anova de dos vias (TWO-WAY
ANOVA).
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El estudio de la expresion relativa del gen Ferritina en rifion anterior (Figura 7.a) mostro, en el tiempo TO,
la mayor actividad en el grupo Ctrl, seguido del grupo GR1, sin diferencias significativas (ns). El grupo
INM present6 una actividad significativamente menor que el grupo Ctrl (P<0,0023), mientras que el grupo
GR2 tuvo una actividad significativamente mas baja en comparacion con el grupo Ctrl (P<0,0001). Entre
los grupos GR1: INM e INM:GR2, no se observaron diferencias significativas (ns). En el tiempo T1, la
actividad de los grupos GR1, GR2 e INM aument6. El grupo GR1 presentd un incremento
significativamente mayor que los demas grupos (P<0,0001). La actividad del grupo GR2 fue
significativamente mayor que la del grupo INM (P<0,001), mientras que el grupo Ctrl disminuyd su
actividad significativamente en comparacion con los demas grupos (P<0,0001).

En la cuantificacion de la expresion relativa del gen GSHPx en rifidn anterior (Figura 7.b), se detectd en
el tiempo TO, la mayor actividad en el grupo Ctrl, seguido por el grupo GR1, sin diferencias significativas
(ns). El grupo INM presento diferencias significativas con respecto al grupo GR1 (P<0,0100), mientras
que el grupo GR2 mostr6 diferencias significativas con GR1 (P<0,0052). Se observaron diferencias
significativas entre los grupos Ctrl:GR2 (P<0,0014) y Ctrl:inmersion (P<0,0027). En el tiempo T1, la
actividad del grupo Ctrl disminuyo, mientras que el grupo GR1 aumentd significativamente su actividad
en comparacion con los demas grupos (P<0,0001). Los grupos GR2 e inmersiéon también mostraron un
aumento, pero sin diferencias significativas entre ellos (ns). Entre los grupos Ctrl:GR2 hubo diferencias
significativas (P<0,0045), mientras que entre Ctrl:inmersion las diferencias fueron mayores (P<0,0002).

El perfil de expresion relativa del gen SOD en rifion anterior (Figura 7.c), evidencid, en el tiempo T0, una
actividad similar en los grupos Ctrl, GR1 y INM, sin diferencias significativas entre ellos (ns). El grupo
GR2 presentd una actividad mas baja, significativamente menor en comparacion con el grupo Ctrl
(P<0,0001), asi como con los grupos GR1 (P<0,001) y INM (P<0,001). En el tiempo T1, todos los grupos
incrementaron su actividad. El grupo INM mostré la mayor actividad, seguido por GR2, con diferencias
significativas menores (P<0,0160). El grupo GR1 presentd una actividad significativamente mayor que el
grupo inmersion (P<0,0057), mientras que el grupo Ctrl tuvo una actividad significativamente mas baja
en comparacion con INM (P<0,0001).

La caracterizacion de la expresion relativa del gen Catalasa en rifién anterior (Figura 7.d), permitio
observar, en el tiempo TO, una alta actividad en el grupo Ctrl, significativamente mayor en comparacion
con GR1 (P<0,001), GR2 (P<0,0001), e INM (0,002). Los grupos GR1 e inmersién presentaron
actividades similares, sin diferencias significativas (ns), mientras que GR2 mostr6 una actividad
significativamente menor en comparacion con INM (P<0,0255). En el tiempo T1, la actividad del grupo
Ctrl disminuy¢ significativamente en comparacion con el grupo GR1 (P<0,0001). Los grupos GR1, GR2
y INM aumentaron su actividad, sin diferencias significativas entre ellos (ns), aunque GR1 present6 la
mayor actividad. Hubo diferencias significativas entre Ctrl y GR2 (P<0,0038), asi como entre Ctrl y INM
(P<0,0011).
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Figura 7: Niveles de expresion relativa de mRNA para Ferritina, GSHPx, SOD y Catalasa en rifiéon anterior, siendo
TO 400 UTA post-inmunizacién y T1 25 dias post-infeccion (dpi). El nivel de expresion génica se normalizo
utilizando B-actina como gen de referencia (Housekeeping) y SYBR Green como método de deteccion. Las barras
verticales representan la media aritmética, mientras que los asteriscos indican diferencias significativas (*p < 0,05),
y 'ns' sefiala diferencias no significativas en la expresion génica entre los grupos y tiempos evaluados. el anélisis
estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de dos vias (TWO-WAY ANOVA).

El analisis de componentes principales (ACP) en rifién anterior (Figura 8) mostr6 dos factores principales
que explican conjuntamente una variabilidad de expresion del 79.6%, representando el primer componente
principal (Dim 1) el 53.7% y el segundo componente principal (Dim 2) el 25.9%. Los grupos con vacuna
antimicrobiota oral GR1, GR2 y vacuna por Inmersion se agrupan principalmente en la regioén asociadaa
la expresion de genes de estrés oxidativo Catalasa, SOD, GSHPx y regulacion del hierro Ferritina, lo que
sugiere una respuesta mas pronunciada en el &mbito de estrés oxidativo y hierro en comparacién a el grupo
Ctrl, que tuvo expresion basal de genes asociadas al sistema inmune IL-1b, CD4 y TLR22 al no tener
tratamientos. El grupo con mejor respuesta antioxidante fue GR1. El grupo GR2 mostré una leve presencia
en la region de estrés oxidativo, mientras que el grupo Inmersion (INM) presentd distribucion en ambas
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regiones, asocidndose tanto a genes de respuesta inmune como de estrés oxidativo, aunque en menor
magnitud.

PCA - Relative expression
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Figura 8: Analisis de componentes principales (ACP) para los 8 genes relacionados con la respuesta inmune, estrés
oxidativo y secuestro de hierro (IL-1B, CD4, TLR13, TLR22, Ferritina, GSHPx, SOD y Catalasa) expresados en
rifidn anterior de salmoén del Atlantico, en peces inmunizados con vacuna antimicrobiota oral (GR1 y GR2), vacuna
por inmersion y grupo control. Los valores de expresion relativa se utilizaron como variable dependiente, mientras
que la variable independiente correspondio a los diferentes grupos.

La respuesta inmune en S. salar frente a la infeccién por C. rogercresseyi fue evaluada mediante la
expresion relativa de genes asociados a la inmunidad innata y adaptativa en la piel. Este estudio se centro
en comparar los efectos entre grupos tratados con vacunas orales y aquellos tratados por inmersion. Se
analiz6 la expresion relativa de genes involucrados en la respuesta inmune en la piel de S. salar antes (TO)
y después (T1) de la infeccion. La piel fue seleccionada para este analisis debido a su papel crucial como
primera linea de defensa contra patdgenos. La piel no solo actiia como una barrera fisica, sino que también
alberga diversas células inmunitarias que interactian para mantener la homeostasis del tejido e inducir
respuestas inmunitarias. Evaluar la respuesta inmune en la piel permite obtener una vision directa de como
el organismo responde a la infeccion en su punto de entrada y primera linea de defensa. Los genes
evaluados fueron, IL-1, mediador clave en la respuesta inflamatoria y parte de la inmunidad innata. CD4,
marcador de linfocitos T colaboradores implicado en la inmunidad adaptativa. TLR13 y TLR22,
receptores tipo Toll que detectan patrones moleculares asociados a patdogenos y activan la respuesta
inmune. Ferritina, implicada en la regulacion del hierro y en la respuesta frente al estrés oxidativo. GSHPx
(Glutation peroxidasa), enzima antioxidante que protege contra el dafio causado por los radicales libres.
SOD (Superoxido dismutasa), enzima antioxidante que juega un papel crucial en la defensa celular contra
el dafio de especies reactivas de oxigeno. Catalasa, enzima que descompone el peroxido de hidrogeno,
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contribuyendo a la proteccion celular frente al estrés oxidativo. A continuacion, se presentan los resultados
de la expresion relativa de estos genes en los diferentes grupos experimentales.

En el analisis de expresion relativa del gen IL-1P en piel (Figura 9.a) se observo, que en el tiempo t0, el
grupo con mayor actividad fue GR1, seguido de GR2 con una alta significancia (P<0,0001), seguido del
grupo inmersion con alta significancia (P<0,0001), el grupo Ctrl presenta una actividad baja,
significativamente mayor con todos los demas grupos (P<0,0001). En el tiempo 1 el Grupo Ctrl e
inmersion aumentaron su actividad sin significancia entre ambos (ns), mientras los grupos GR1 y GR2
disminuyeron su actividad, siendo GR2 el grupo con menor actividad y mayor significancia con el resto
de los grupos (P<0,0001), ademas existe significancia entre grupos GR1 e inmersion (P< 0,0009) y entre
Ctrl y GR1 no se observa significancia (ns).

En el andlisis de expresion relativa del gen CD4 en piel (Figura 9.b) mostr6 que, en el tiempo t0, el grupo
con mayor actividad fue GR2, significativamente mayor a todos los demés grupos (P<0,0001), seguido
del grupo GR1 e inmersion, con una significancia menor (P<0,0026) y finalmente el grupo Ctrl con menor
actividad, sin tener significancia en comparacion con el grupo inmersion (ns) y teniendo significancia si
lo comparamos con el grupo GR1 (P<0,0005). En el tiempo 1 los grupos Ctrl, GR1 e inmersion
aumentaron su actividad, el grupo con mayor actividad fue GR1 significativamente mayor que todos los
demas grupos (P<0,0001), le sigue el grupo inmersion y Ctrl sin significancia entre ellos y finalmente el
grupo con menor actividad GR2 con alta significancia en comparacion con Ctrl e inmersion (P<0,0001).

En el andlisis de expresion relativa del gen TLR13 en piel (Figura 9.c) se observo que, en el tiempo t0, el
grupo con mayor actividad fue GR2, con alta significancia en comparacion con los grupos Ctrl e inmersion
(P<0,0001), seguido de GR1 con una baja significancia (P<0,0018), le sigue el grupo inmersién con una
alta significancia en comparacion con el grupo GRI1 (P<0,0001) y finalmente el grupo Ctrl sin
significancia en comparacion con el grupo inmersion (ns), pero alta significancia en comparacion con el
grupo GR1. En el tiempo 1 el grupo con mayor actividad fue Ctrl, significativamente que los grupos GR1
y GR2 (P<0,0001) y con menor significancia con el grupo inmersion (P<0,0007), el grupo inmersion
presenta una alta actividad en comparacion con el grupo GR1, con significancia (P<0,0076), mientras que
el grupo GR1 no presenta significancia en comparacion con el grupo GR2 (ns), y el grupo con menor
actividad GR2 presenta diferencia significativa en comparacion con el grupo inmersion (P<0,0001).
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En el analisis de expresion relativa del gen TLR22 en piel (Figura 9.d) mostré que, en el tiempo t0, el
grupo con mayor actividad fue GR2, significativamente mayor que el resto de los grupos (P<0,0001), le
sigue el grupo GR1 con una alta significancia con comparaciéon con Ctrl e inmersiéon (P<0,0001),
finalmente el grupo inmersion no presenta diferencias significativas en comparacion con Ctrl (ns). En el
tiempo 1, los grupos Ctrl, GR1 e inmersién aumentaron su actividad, siendo GR1 el grupo con mayor
actividad, sin embargo, no presenta significancias en comparacion con grupos Ctrl e inmersion, sin
embargo, el grupo con menor actividad GR2, presenta alta significancia con el resto de los grupos
(P<0,0001).
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Figura 9: Niveles de expresion relativa de mRNA para IL-1B, CD4, TLR13 Y TLR22 en piel, siendo TO 400 UTA
post-inmunizacion y T1 25 dias post infeccion (dpi). El nivel de expresion génica se normalizé utilizando B-actina
como gen de referencia (Housekeeping) y SYBR Green como método de deteccion. Las barras verticales
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representan la media aritmética, mientras que los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0,05), y 'ns' sefiala
diferencias no significativas en la expresion génica entre los grupos y tiempos evaluados. El analisis estadistico se
realizé6 mediante un ANOVA de dos vias (TWO-WAY ANOVA).

En el anélisis de expresion relativa del gen Ferritina en piel (Figura 10.a) se observo, en el tiempo 0, que
el grupo con mayor actividad fue GR2, con diferencias significativas con el resto de los grupos (P<0,0001),
seguido por el grupo GR1, también con diferencias significativas con el resto de los grupos (P<0,0001),
seguidamente el grupo inmersion presenta significancia en comparacion con grupo Ctrl (P<0,0002),

38



siendo grupo Ctrl el grupo con menor actividad. En el tiempo 1 los grupos Ctrl, GR2 e inmersion
aumentaron su actividad, siendo el grupo inmersion representante de mayor actividad y una alta
significancia en comparacion con el grupo GR1 (P<0,0001) y Ctrl (P<0,0001), seguido por GR2 sin
diferencias significativas (ns) en comparacién con inmersion, seguidamente el grupo Ctrl presenta una
alta actividad con diferencias significativas (P<0,0001) en comparacion con el grupo GR1 y GR2, el grupo
con menor actividad fue GR1 con una alta significancia en comparacion con GR2 (P<0,0001).

En el analisis de expresion relativa del gen GSHPx en piel (Figura 10.b) mostré que, en el t0, el grupo con
mayor actividad es GR1, significativamente mayor que el resto de los grupos (P<0,0001), seguidamente
el grupo inmersion presenta alta actividad, similar el grupo GR2, entre ellos no presentaron significancias
(ns), finalmente el grupo Ctrl presenta la menor actividad, significativamente menor en comparacion con
grupos GR2 e inmersion (P<0,0001). En el tiempo 1 los grupos Ctrl, GR2 e inmersion aumentaron su
actividad, siendo inmersion el grupo con mayor actividad, significativamente mayor a los demds grupos
(P<0,0001), le sigue el grupo Ctrl, con una actividad similar al grupo GR2 sin significancias (ns),
finalmente el grupo GR1 presenta una baja actividad, significantemente menor (P<0,0001) en
comparacion con Ctrl y GR2.

En el andlisis de expresion relativa del gen SOD en piel (Figura 10.c) se observo que, en el tiempo 0, el
grupo con mayor actividad fue GR1, significativamente mayor que el resto de los grupos (P<0,0001),
seguidamente el grupo GR2 presenta alta actividad, no teniendo significancias con el grupo Ctrl (ns),
finalmente el grupo con menor actividad fue inmersion, significantemente menor que GR2 (P<0,0001) y
menor que Ctrl (P<0,0003). En el tiempo 1 los grupos Ctrl e inmersion aumentaron su actividad, siendo
inmersion el grupo con mayor actividad, significativamente mayor que los demds grupos (P<0,0001),
seguidamente Ctrl presenta alta actividad con alta significancia en comparacion con GR2 (P<0,0001),
mientras que el grupo con menor actividad fue GR1, significativamente menor que Ctrl y GR2 (P<0,0001).

En el andlisis de expresion relativa del gen Catalasa en piel (Figura 10.d) mostr6 que, en el tiempo 0, el
grupo inmersion tuvo la mayor actividad, seguido por grupo GR1 sin significancias (ns), el grupo GR2
presenta una actividad menor, significativamente menor al comparar con el grupo inmersion (P<0,0012),
finalmente el grupo Ctrl presenta la actividad més baja en comparacion con GR1, GR2 y inmersion
(P<0,0001), entre grupos GR1 y GR2 no se observan significancias (ns). En el tiempo 1 el grupo inmersion
presentd la mayor actividad significativamente mayor al resto de grupos, seguidamente GR2 presenta una
actividad similar a Ctrl sin significancias (ns), finalmente el grupo con menor actividad fue GRI,
significantemente menor en comparacion con grupos Ctrl y GR2 (P<0,0001).
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Figura 10: Niveles de expresion relativa de mRNA para Ferritina, GSHPx, SOD y Catalasa en piel, siendo T0 400
UTA post-inmunizacion y T1 25 dias post infeccion (dpi). El nivel de expresion génica se normalizé utilizando -
actina como gen de referencia (housekeeping) y SYBR Green como método de deteccion. Las barras verticales
representan la media aritmética, mientras que los asteriscos indican diferencias significativas (*P < 0,05), y 'ns'
sefala diferencias no significativas en la expresion génica entre los grupos y tiempos evaluados. El analisis
estadistico se realizdé mediante un ANOVA de dos vias (Two-Way ANOVA).

El analisis de componentes principales (ACP) en piel (Figura 11) mostré dos factores principales que explican
conjuntamente una variabilidad de expresion del 77.4%, representando el primer componente principal (Dim 1) el
48% y el segundo componente principal (Dim 2) el 29.4%. Se demostré que el grupo Ctrl, presentd una baja
magnitud en regiones asociadas al estrés oxidativo. El grupo GR2, mostr6 una mayor presencia en la region asociada
al sistema inmunolégico como IL-1b, CD-4, TLR22 y TLR13. El grupo inmersion destaco en la region vinculada a
los genes de estrés oxidativo, incluyendo Catalasa, SOD, GSHPx y Ferritina. Sin embargo, el grupo GR1 presento
la mayor magnitud en la region asociada al sistema inmunologico, abarcando también parte de la region vinculada
al estrés oxidativo.
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Figura 11: Analisis de componentes principales (ACP) para los 8 genes relacionados con la respuesta inmune, estrés
oxidativo y secuestro de hierro (IL-1B, CD4, TLR13, TLR22, Ferritina, GSHPx, SOD y Catalasa) expresados en
piel, en peces inmunizados con vacuna antimicrobiota oral, vacuna por inmersion y grupo control. Los valores de
expresion relativa se utilizaron como variable dependiente, mientras que la variable independiente correspondi6 a
los diferentes grupos.

5.4 Evaluacion de genes de respuesta inmune y estrés oxidativo en C. rogercresseyi extraidos de S.
salar inmunizados con vacuna antimicrobiota oral e inmersion.

En el analisis de expresion relativa del gen Ferritina en C. rogercresseyi (Figura 12.a), el grupo con mayor
actividad fue CTRL, sin significancias en comparacion con inmersion (ns), sin embargo, al compararlo
con GR1 se observa alta significancia (P<0,0010) y al compararlo con GR2, se observa significancia
media (P<0,0014), el grupo con menor actividad fue GR1, sin significancia en comparacion con GR2,
existe significancia entre grupos GR1: inmersion (P<0,0277) y GR2: inmersion (P<0,0429).

Al examinar la expresion relativa del gen PHGp en C. rogercresseyi (Figura 12.b), el grupo con mayor
actividad fue el grupo CTRL, sin significancias en comparacion con el grupo GR1 (ns), el segundo grupo
con mayor actividad fue inmersion, significativamente menor que CTRL (P<0,0396), sin embargo, este
grupo no presenta significancia con el grupo GR1, sin embargo, GR1 con el grupo GR2 si tienen diferencia
significativa (P<0,0001), ademas existe significancia entre CTRL y GR2 (P<0,0316).

41



En la evaluacion de la expresion relativa del gen Catalasa en C. rogercresseyi (Figura 12.c), el grupo con
mayor actividad fue GR2, significativamente mayor que el grupo GR1 (P<0,0001), mientras que si se
compara GR2, con grupos CTRL (P<0,0165) y inmersion muestran una significancia menor (P<0,0154) ,
seguidamente el grupo CTRL presenta alta actividad, no presenta significancias en comparacion con el
grupo inmersion (ns), sin embargo, si presenta significancias con el grupo GR1 (P<0,0003), el grupo
inmersion también presenta significancias con el grupo GR1 (P<0,0003), siendo este ultimo el grupo con
menor actividad.

El analisis de los niveles de expresion relativa en el gen SOD en C. rogercresseyi (Figura 12.d), el grupo
con mayor actividad fue GR2 significativamente mayor que el grupo GR1 (P<0,0001), mientras que los
grupos CTRL se tuvo una significancia en comparaciéon con GR2 (P<0,0002) e inmersién tuvo menor
significancia (P<0,0014), grupos CTRL y inmersidn no presentaron significancias (ns), mientras que GR1
presentod baja significancia en comparacion con inmersion (P<0,0131).
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Figura 12: Niveles de expresion relativa de mRNA para Ferritina, PHGP, Catalasa y SOD en C. rogercresseyi,
transcurrido 25 dias post-infeccion. El nivel de expresion se normalizoé utilizando B-tubulina como Housekeeping y
como método de deteccion, SYBR Green. Las barras verticales representan la media aritmética, mientras que los
asteriscos indican diferencias significativas (*p < 0,05) y 'ns' sefiala diferencias no significativas entre grupos y
tiempos. El analisis estadistico fue realizado mediante un anova de dos vias (Two-Way anova).
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El analisis de componentes principales (ACP) en C. rogercresseyi (Figura 13) mostro dos factores principales que
explican conjuntamente una variabilidad de expresion del 98.4%, representando el primer componente principal
(Dim 1) el 58.9% y el segundo componente principal (Dim 2) el 39.5%. El grupo Ctrl mostr6 una alta magnitud en
la expresion de genes de Ferritina y PHGp. El grupo inmersion presentd una distribucion similar a Cr_Citrl,
compartiendo la misma region asociada a la expresion de Ferritina y PHGp, pero en menor magnitud. El grupo GR2
destacd por una alta magnitud en la expresion del gen SOD. El grupo GR1 exhibio una baja magnitud en la expresion
de todos los genes asociados, tanto al sistema inmunologico, como estrés oxidativo y Ferritina.
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Figura 13: Analisis de componentes principales (ACP) para 4 genes relacionados con la respuesta inmune, estrés
oxidativo y ferritina en C. rogercresseyi (Ferritina, PHGP, Catalasa y SOD) extraidos desde grupos experimentales
y grupo control. Los valores de expresion relativa se utilizaron como variable dependiente, mientras que la variable
independiente correspondio a los diferentes grupos.

43



6 DISCUSION

Las vacunas antimicrobiota para inmunizacion del huésped contra bacterias clave representa una estrategia
innovadora para manipular la microbiota de ectoparasitos. Este enfoque se basa en inducir la produccion
de anticuerpos especificos dirigidos a bacterias seleccionadas del microbiota, alterando asi la composicion
microbiana en beneficio del huésped. Las vacunas antimicrobiota ofrecen una herramienta prometedora
al permitir la modificacion selectiva de taxones bacterianos criticos, lo que podria comprometer la aptitud
biologica o interrumpir la transmision de patdgenos asociados en el caso de ectoparasitos como las
garrapatas (Wu-Chuang et al., 2022). Ademas, se consideran métodos econdmicos, seguros y eficaces si
se aplican los estdndares necesarios (Pace et al., 1998).

Las vacunas orales en términos de aplicacién tienen un mayor potencial para ser administradas
comercialmente en la acuicultura, ya que es un método que tiene la caracteristica de disminuir la
manipulacion de peces, lo que reduce el estrés (Embregts & Forlenza, 2016). Una situacion similar ocurre
con las vacunas por inmersion, ya que, si bien producen menos estrés que la vacunacion por inyeccion, el
aplicar este método implica sumergir o bafar a los peces en una solucioén con la vacuna, afiadiendo mas
trabajo y posibilidades de error (Sudheesh & Cain, 2017), adicional a esto existen antecedentes que
respaldan que la vacunacion oral en S. salar proporciona una mayor proteccién que una vacuna por
inmersion frente a yersiniosis (Ghosh et al., 2016).

En este seminario la vacuna antimicrobiota, estd compuesta por bacterias inactivadas, las cuales por si
solas no producen una alta respuesta inmune (Tafalla et al., 2013), ante esto, los adyuvantes pueden
complementar la respuesta inmune para responder con mas fuerza ante un patdogeno, como es el caso de
S. salar inmunizado con bacterias inactivadas con formalina, donde se utilizé un adyuvante denominado
adyuvante incompleto de Freund FIA, el cual logré aumentar la respuesta inmune en comparacion con el
grupo sin adyuvante (van Gelderen et al., 2009).

En este seminario se evalud6 el uso del adyuvante Montanide 1312 VG en la vacunacién por inmersion, el
producto demostré ser toxico para S. salar, incluso en concentraciones bajas, induciendo mortalidad total
en los grupos utilizados. Lo que contradice con un experimento en O. mykiss, donde se logréo aumentar la
tasa de supervivencia contra yersiniosis en comparacion con el grupo control (Soltani et al., 2014). Esto
nos demuestra que la efectividad del adyuvante varia en gran magnitud entre una especie y otra (Tammas
et al., 2024).

Por otra parte, con la vacunacion oral se logro una reduccion de la carga parasitaria de C. rogercresseyi,
principalmente en Caligus hembras, el grupo con mayor reduccion de parasitos en comparacion al grupo
Ctrl fue GR1 con una reduccion del 59.34% y el tratamiento con menor reduccion de parasitos fue GR2
con 41,75%, mientras que el grupo inmersion presento una reduccion del 48,27%. Mientras que en Caligus
machos, utilizando el mismo método, la situacion fue diferente ya que se logré la reduccion en el grupo
GR1 de un 34,21%, mientras que en inmersion 34,42% y el grupo GR2 con menor reduccion igual a
15,79%. Esto nos refleja que, el grupo GR1 mostrd una efectividad superior a GR2, sugiriendo que la alta
concentracion de bacterias utilizadas en este ultimo grupo podria exceder la capacidad fagocitica delpez
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y causar estrés (Du et al., 2017). Por lo tanto, el grupo GR1 mostré mejores resultados en eficacia,
evidenciados por la reduccion de la carga parasitaria. El tratamiento de inmersion funcion6, en menor
proporcion que el grupo GR1 en hembras, esto puede deberse a varios factores que afectan en los
tratamientos por inmersion como, la inestabilidad del antigeno y la baja cantidad absorbida (Moore et al.,
1998). Para incrementar su efectividad, es fundamental ajustar multiples variables que impactan la
respuesta inmunoldgica. Entre estas se encuentran la temperatura del agua, el pH, la salinidad de la
solucion (Du et al., 2015), las propiedades del antigeno, el uso de adyuvantes, la concentracion de la
vacuna, el tiempo de inmersion y el estrés generado en los organismos (Heidari et al., 2016). Sin embargo,
en la carga de Caligus machos, el grupo inmersion tuvo mayor reduccion de parasitos que GR1, si bien no
es una diferencia significativa, esto podria estar relacionado con la cantidad de parasitos hembras y machos
fijados posterior a la inmunizacidn, ya que la infeccidon ocurrié cuando los piojos se encontraban en estadio
copepodito, siendo imposible discriminar el sexo de los piojos al momento de infectar. La cantidad de
piojos presentes en los peces analizados muestran una dominancia por piojos hembras en relacion 1:1,85
(M/H). En L. salmonis esto se explica por la busqueda de hembras por parte de los piojos machos que
podrian incluir un cambio de hospedador (Ritchie et al., 1996), la proporcion de piojos, el medio ambiente
y el potencial reproductivo de los piojos (Cox et al., 2017), se sugiere que los componentes antes
mencionados podrian ser similares en C. rogercresseyi.

Para evaluar la respuesta inmune en S. salar frente a la infeccion por C. rogercresseyi, se analizd cdmo
las vacunas antimicrobiota utilizadas modulan la expresion de genes asociados a la inmunidad, tales como
IL-1b, CD4, TLR13 y TLR22, los cuales actian como importantes indicadores de la activacion y
modulacion respuestas inmunologicas, pudiendo ser analizados generalmente en rifion anterior (Salazar
etal., 2016) y baso.

El aumento de la expresion del gen IL-1f en piel, estd asociado a una respuesta inflamatoria de la respuesta
inmune innata, ademas es el precursor mas importante de genes relacionados con la mucina (Enss et al.,
2000), la cual es la encargada de producir y liberar mucus en la piel de los salmones. Si bien tanto la
respuesta inflamatoria como la produccién de mucus son respuestas defensivas favorables, también puede
ser favorable para el parésito (Lindenstrem et al., 2006), entregandole a C. rogercresseyi una oportunidad
favorable de obtencion de alimento, facilitando su génesis. En el tratamiento por inmersion se observo
una evidente activacion de genes de IL-18 de mayor magnitud que los tratamientos orales, el método de
administracién y la concentracion de bacterias utilizadas pudo inducir esta expresion elevada. Tras la
infeccion, todos los grupos, exceptuando Ctrl, mostraron un aumento en la expresion de IL-1f, siendo
GR1 e inmersion los de mayor actividad, GR2 no aumenté en la misma magnitud, eso sugiere que existe
una concentracion Optima de bacterias inactivadas que puede potenciar la respuesta inmunitaria. En caso
contrario, una alta concentracion podria ser contraproducente, similar a los resultados obtenidos utilizando
una vacuna oral con bacterias inactivadas de S. agalactiae en Oreocromis sp, donde se demostré que, una
alta concentracion de bacterias disminuy6 la tasa de supervivencia (Le et al., 2024) , ademas, estos
resultados son comparables con la infeccion de L. salmonis en S. salar, donde la infeccion provocd un
aumento en le expresion de IL-1B (Fast et al., 2006), respaldando los resultados de la vacuna
antimicrobiota como una sobreexpresion en IL-1f. En la piel de salmon del Atlantico expuestos a vacuna
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oral e inmersion, la expresion de IL-1P presentd un panorama diferente. El gen IL-1P estuvo altamente
expresado en los tratamientos antes de la infeccion, mientras que el grupo Ctrl tuvo una baja actividad,
sugiriendo que el tratamiento con vacuna antimicrobiota oral e inmersién aument6 la respuesta inmune
antes de la infeccion. Posterior a la infeccion el grupo Ctrl e inmersion aumento la expresion del gen IL-
1B, mientras que en GR1 y GR2 disminuyd, este ultimo grupo present6 la actividad mas baja.

Por lo tanto, en rifion anterior, después de la infeccion, el gen IL-1p se expresd con mayor actividad en
grupo GR1 e inmersion. Mientras que en piel la expresion presenta una alta actividad antes de la infeccion,
logrando preparar al pez de mejor manera ante una posible infeccion, siendo esta una reaccién inmunitaria
temprana y pronunciada, podria depender de mecanismos innatos (Lindenstrem et al., 2003). Visto de esta
manera, una baja actividad de IL-1P en piel, podria verse como una respuesta epidérmica antiparasitaria,
relacionada con la inanicion debido al déficit productivo de mucus (Kania et al., 2010). La expresion del
gen IL-1P se expresd en mayor proporcion en grupo inmersion, GR2 y GR1, este ultimo siendo el de
mayor actividad. En piel la actividad de mayor importancia fue el grupo inmersion. Esto puede estar
respaldo por la accidn de la vacuna por inmersion, ya que, aumenta inmunidad mucosal, al tener contacto
directo (Gong et al., 2021). Los resultados sugieren que la respuesta inmune observada depende de la
estrategia de tratamiento seleccionada. Ademas, en un estudio donde se evaluaron genes como IL-1f ,
TLR22, GSHPx y Ferritina, la vacuna inyectable IPATH logr6 disminuir la actividad de IL- 1b tanto en
piel como rifidén, de la misma manera la actividad en TLR22 disminuy¢ en peces inmunizados con IPATH
e infectados con C. rogercresseyi (Valenzuela-Mufioz, Benavente, Casuso, Leal Acosta, et al., 2021).

El gen CD4 desempeiia un papel fundamental en la regulacion de la respuesta inmune adaptativa, actuando
principalmente en las células T auxiliares (Konig et al., 2002). Este marcador estd asociado con la
activacion y diferenciacion de los linfocitos T especificos como Thl, Th2, Th17 y células T reguladoras
(Treg), lo que permite respuestas adaptativas altamente especificas, dependiendo del contexto
inmunolégico (Ruterbusch et al., 2020). Estas células pueden producir diferentes citoquinas, como IL-17,
IL-4 o IFN-y, modulando la respuesta inmune hacia un perfil celular o humoral dependiendo las
necesidades (Zhu & Paul, 2008). Ademéas, CD4 también desempefia un rol esencial en la deteccion de
antigenos al interactuar con moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHCII),
facilitando la activacion de los linfocitos T auxiliares en la inmunidad (Joyce, 2000). Estos tienen la
capacidad de secretar grandes cantidades de IL-4 rapidamente tras la activacion in vivo de sus receptores
de antigenos, sin requerir un cebado previo a esta citocina (Garcia et al., 1999). La IL-4, una citocina
inmunomoduladora clave, polariza las células T auxiliares CD4+ recién activadas hacia una funcion
efectora Th2, favoreciendo respuestas inmunes humorales (Mosmann & Coffman, 1989). Esto resalta la
importancia del CD4 en la modulacion de la inmunidad y en la coordinacion de respuestas inmunoldgicas
efectivas. Por lo tanto, estas funciones resaltan la importancia del CD4 en la activacion, diferenciacion de
linfocitos T, modulacion de la inmunidad y coordinacion de respuestas inmunologicas efectivas. La
actividad del gen CD4 en rifion anterior en los peces del grupo Ctrl mostré6 una alta actividad,
representando una actividad basal de los salmones. Seguidamente el tratamiento inmersion presentd una
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expresion alta del gen CD4, aunque ligeramente inferior al control, mientras que los tratamientos GR1 y
GR2 mostraron una actividad significativamente mas baja, sugiriendo que los tratamientos con vacunas
antimicrobiota oral modularon a la baja la actividad de CD4 antes de la infeccidn, ya que la modificacion
o alteracion en la comunidad microbiana (Belkaid & Hand, 2014). Posterior a la infeccion, la actividad
disminuyo significativamente en el grupo Ctrl, mientras que los tratamientos GR1 y GR2 experimentaron
un aumento significativo en comparacion con el control. Por su parte, el tratamiento inmersion redujo su
actividad, aunque se mantuvo por encima del nivel observado en el control. Destacando que el uso de
vacunas antimicrobiota oral y por inmersion modularon la expresion al alza del gen CD4 posterior a la
infeccion, esto demuestra que el pez estuvo mas preparado para afrontar la infeccion, ya que el gen CD4
estd asociado a la inmunidad contra patdogeno (Ashfaq et al., 2019). El gen CD4 en piel de salmén del
Atléantico de los grupos GR1 y GR2 presentaron las actividades mas altas, siendo esta ultima la mas
importante. Tras la infeccion el grupo GR1 aument6 significativamente su actividad, ademas del grupo
inmersion que aumentd su expresion, superando al grupo control, esto nos refleja que la vacuna
antimicrobiota oral e inmersion tuvieron una modulacion al alza, posterior a la infeccion, obteniendo una
actividad mas fuerte el tratamiento oral que el tratamiento por inmersion, sin embargo al momento de ser
infectados, la vacuna con mayor concentracion de bacterias GR2 parece inmunosuprimir la actividad de
CD4, obteniendo los mejores resultados el uso de vacuna GR1 y vacunacion por inmersion. En este trabajo
se utilizaron bacterias inactivadas para la elaboracion de la vacuna antimicrobiota, sin embargo, en un
estudio en el que se utilizaron indculos inactivados de P. salmonis para infectar a S. salar, se observo un
aumento en la expresion de CD4-1. Sin embargo, se sugiere que los indculos inactivados inducen una
respuesta inmune de menor intensidad en comparacion con las bacterias vivas. Esto se debe a que la
vacunacion con la forma inactivada mejora solo la expresion de MHC I y MHC 11, mientras que reduce
las respuestas de CDS8 e IgM (Martinez et al., 2023). En S. salar infectado con amebiasis branquial del
salmon, se observd un aumento en la expresion de CD4, lo que proporciona evidencia de la infiltracion y
participacion de la respuesta inmune celular, asi como de la posible respuesta de anticuerpos en células B
(Pennacchi et al., 2014). Si bien los resultados parecen prometedores, la actividad del gen CD4 se expresa
con mayor proporcion en otros tejidos, los cuales no fueron analizados en este seminario, por ejemplo, en
S. salar, CD4 tiene dos moléculas: CD4-1, que cuenta con cuatro dominios y dos subtipos, ay b, y CD4-
2, una molécula mas corta con dos dominios. La expresion de CD4 se observa en diferentes tejidos, pero
es mas alta y representativa en el timo y el bazo (Moore et al., 2009).

El gen TLR13 se identifica generalmente como un receptor intracelular localizado en compartimentos
endosomicos, especializado en la deteccion de RNA bacteriano. En Labeo rohita, se ha sugerido que
podria activar la transduccion de sefiales a través de vias adaptadoras como TRIF, promoviendo una
respuesta inmunoldgica innata (Samanta et al., 2013). Este receptor reconoce secuencias especificas del
RNA ribosomal bacteriano, lo que lo diferencia de otros TLRs endosémicos asociados a la deteccion de
dsRNA viral. Aunque no se ha descrito su relacion directa con la sefializaciéon mediada por TRIF, su
activacion puede producir citocinas proinflamatorias a través de la via MyD88 (Lin et al., 2013). En peces
teledsteos, el gen que codifica para el TL13 se expresa predominantemente en tejidos inmunitarios y
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muestra homologia entre especies como S. salar y O. mykiss (Cuvillier-Hot et al., 2011). En base los
resultados obtenidos el gen TLR13 en rifién anterior ocurrid una situacion similar, antes de la infeccion,
la expresion de TLR13 en grupo control fue significativamente alta en comparacién con los tratamientos,
reflejando que los tratamientos utilizando vacuna antimicrobiota, modularon a la baja la actividad de
TLR13 antes de la infeccion. Posterior a la infeccion, el grupo control disminuyo6 su expresion de gen
TLR13 y tratamientos como GR1% e inmersion aumentaron su actividad, superando a la actividad del
grupo control, el grupo GR2% disminuyo su actividad génica, posiblemente por la concentracion de
bacterias presentes en la vacuna oral, otra informacion que respalda el uso de una correcta concentracion.
Sin duda los tratamientos que utilizaron vacuna antimicrobiota oral tuvieron un efecto modulador positivo
en comparacion al grupo Ctrl.

El gen TLR13 en piel de salmon del Atlantico previo a la infeccion en el grupo Ctrl presentd una baja
actividad, similar al grupo inmersion, mientras que los grupos con mayor expresion de TLR13 fueron GR1
y GR2. Posterior a la infeccion en el grupo Ctrl e inmersion hubo un aumento de la expresion de TLR13,
mientras que en los grupos GR1 y GR2 disminuyeron su actividad. Sugiriendo que la vacuna
antimicrobiota oral modula positivamente la expresion de TLR13 antes de la infeccion, sin embargo,
posterior a la infeccion los grupos con vacuna antimicrobiota oral modularon a la baja la expresion de
TLR13. En rifién anterior, la vacuna antimicrobiota oral modul6 la respuesta al alza, posterior a la
infeccion. Mientras que, en piel, la modulacion al alza ocurre antes de la infeccion. Esta informacion
concuerda con estudios realizados en S. salar y O. kisutch infectados con C. rogercresseyi, donde el gen
TLR13 se expresa en mayor proporcion en O. kisutch, sugiriendo un posible papel durante la respuesta a
la infestacion con parésitos en comparacion con S. salar (Valenzuela-Muioz et al., 2016)

El gen TLR22 puede utilizarse como indicador de la respuesta inmune, este es expresado en tejidos de alta
actividad inmunologica como lo es el bazo y rifidén anterior, en el caso de infeccion con bacteria patdgena
A. salmonicida aplicado en O. mykiss, provoca un aumento en la actividad de TLR22, con una respuesta
mas pronunciada a las 24 hrs de exposicion (Rebl et al., 2007). En este estudio el gen TLR22 en rifién
anterior de salmon del Atlantico tuvo una alta expresion en el grupo Ctrl, antes de la infeccidon, mientras
que tratamientos como GR1 e inmersion tuvieron una menor actividad significativamente, el tratamiento
GR2 mostrd la actividad mas baja. Posterior a la infeccion, la actividad del grupo Ctrl disminuyo
significativamente, mientras que tratamientos como GR1 e inmersién aumentaron su actividad, superando
al grupo Ctrl, el tratamiento GR2, volvi6 a disminuir su actividad en comparacion con el tiempo

0. Esto nos sugiere que la vacuna antimicrobiota con una concentracion de 2% de bacterias, modulo
negativamente la expresion del gen TLR22, mientras que la vacuna con una concentracion de bacterias al
1% tuvo mejor actividad, al igual que la vacunacioén por inmersion. En el gen TLR22 en piel, el grupo
significativamente con mayor actividad fue GR2, seguido por GR1, Ctrl e inmersion, estos dos ultimos
con actividades similares. Posterior a la infeccion, tanto el grupo Ctrl como GR1 e inmersion aumentaron
su expresion, la mayor expresion fue en el tratamiento GRI. El tratamiento GR2 disminuy6
significativamente su actividad. Esto nos indica que, en piel, antes de la infeccion, los tratamientos con

48



vacuna antimicrobiota oral, aumentaron significativamente la actividad del gen TLR22, sin embargo, la
actividad disminuye posterior a la infeccion, destacando GR 1 una actividad mayor en comparacion al Ctrl,
el tratamiento con vacuna antimicrobiota con concentracion al 1% tuvo una mayor modulacion de
expresion de TLR22. Estos resultados son similares a los obtenidos en un estudio realizado en L. rohita
infestado con parésitos de A. siamensis, el gen TLR22 en rifién anterior, mostré una disminucion
significativa en su actividad, en comparacioén al grupo Ctrl. Mientras que en la piel se observd una
regulacion positiva del gen TLR22 en peces con alto grado infectivo (Saurabh et al., 2011)

En general, se acepta que los genes Catalasa, SOD, GSHPx pueden utilizarse como indicadores de mejora
del estrés oxidativo (Wangkahart et al., 2022) asi como la ferritina, una proteina altamente conservada,
actia secuestrando el hierro (Arosio & Levi, 2010), con el propoésito de regular el hierro, dado que el
hierro libre puede provocar la generacion de radicales libres que afectan los lipidos celulares, las proteinas
y los 4cidos nucleicos (Lee et al., 2014).

El papel de la ferritina como modulador critico del estrés oxidativo ha sido ampliamente reconocido. Se
ha demostrado que la deficiencia de ferritina conduce a un aumento significativo en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), mediadas por hierro/hemo, lo que genera un dafio oxidativo
sustancial. Este efecto ha sido confirmado mediante el uso de sondas sensibles a ROS, como la DHE, que
evidenciaron un aumento dramatico en ROS tras el silenciamiento de ferritina. Ademas, este aumento en
ROS se ha asociado con altas tasas de mortalidad en organismos modelo, destacando la relevancia de la
ferritina en la homeostasis redox y la supervivencia celular (Walter-Nuno et al., 2018). En este trabajo la
expresion de ferritina en rindén anterior de salmon del Atlantico, antes de la infeccidon, mostré mayor
expresion en el grupo Ctrl, seguidamente GR1 e inmersion, GR2 presentaron una expresion mas baja de
ferritina. Posterior a la infeccion la actividad de Ctrl disminuy¢é siendo el grupo con menor expresion,
mientras que los grupos de tratamiento GR1, GR2 e inmersion aumentaron significativamente, en
comparacion al grupo Ctrl, el grupo de mayor expresion fue GR1. Esto nos sugiere que en el rifién anterior
del salmén aumenta la actividad de ferritina como mecanismo de accidn para limitar el acceso de ferritina
al C. rogercresseyi (Valenzuela-Munoz & Gallardo-Escarate, 2017), mientras que en grupo Ctrl la
actividad basal, disminuye. Estos resultados concuerdan con la sobreexpresion de ferritina en cerebro e
higado en lubina infestado con bacterias (Neves et al., 2009). Respecto a la modulacion de la expresion
de ferritina en piel de salmoén del Atlantico antes de la infeccion, los grupos de mayor actividad fueron los
tratamientos, en comparacion al grupo Ctrl, esto nos demuestra que los tratamientos antes de la infeccion
con C. rogercresseyi ya aumentaban la actividad de ferritina. Mientras que posterior a la infeccion, la
actividad de Ctrl e inmersion aumento y en los grupos GR1 y GR2 se observo una disminucion. Siendo el
grupo inmersion y GR2, los grupos de mayor expresion post-infeccion, esto nos demuestra que el
tratamiento aplicado en vacuna oral y por inmersion tuvo un efecto en la expresion de ferritina en piel,
desde antes de la infeccion que perdurd hasta post-infeccion, los resultados concuerdan con los obtenidos
en S salar infestado con C. rogercresseyi utilizando IPATH como vacunacion, donde se observd un
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aumento de la expresion de Ferritina (Valenzuela-Mufioz, Benavente, Casuso, Leal, & Gallardo-Escérate,
2021)

El glutation peroxidasas son un grupo de enzimas antioxidantes presentes en organismos eucariotas.
Ademas de ser un componente vital de los sistemas antioxidantes, estas enzimas pueden estar involucradas
en la defensa inmunolégica contra la invasion de patogenos (Bathige et al., 2015). El gen GSHPx en rifion
anterior, antes de la infeccion en el grupo Ctrl mostrd una alta expresion, similar a la actividad mostrada
por el tratamiento GR1. Posterior a la infeccion, la actividad del gen GSHPx en el grupo Ctrl disminuyo,
dando paso a una sobre expresion significativa en los grupos GR1, GR2 e inmersion, nuevamente el grupo
GR1 siendo el grupo que mostr6 una mayor expresion. En piel de salmén del Atlantico antes de la
infeccion, e los grupos tratamientos GR1, GR2 e inmersion, mostraron una alta expresion del gen GSHPx
en comparacion con el grupo Ctrl, el grupo GR1 fue el que tuvo una mayor expresion significativa.
Posterior a la infeccion, el grupo inmersion mostroé una expresion significativamente mayor de este gen,
mientras que grupos Ctrl y GR2 mantuvieron una actividad similar, y el grupo GR1 disminuy6 su actividad
significativamente. Esto refleja el esfuerzo del pez para contrarrestar el dafio oxidativo inducido por la
infeccion, su sistema inmune se activd sobre expresando GSHPx a modo de protegerse, ya que GSHPx
mantiene un equilibrio entre oxidantes y antioxidantes, evitando el dafio por radicales libres. Los
tratamientos GR1, GR2 e inmersion mejoraron la actividad antioxidante en rifion anterior, mientras que,
en piel, el tratamiento por inmersion tuvo mejores resultados en comparacion con los tratamientos orales.
Esto ya que lo tratamientos por inmersion estan asociados a la mayor efectividad en activar las barreras
inmunologicas naturales de los peces. Ambos métodos involucran la interaccion con el sistema mucosal,
pero la inmersion permite un contacto directo y rapido con las superficies epiteliales y mucosas, donde las
actinas y otras proteinas inmunoldgicas juegan un papel clave en la respuesta frente a patdgenos (Hoare
et al., 2022), ademas, la inmersion activa los macréfagos y otras células inmunitarias en la mucosa, lo que
refuerza la defensa local (Easy & Ross, 2009), se sugiere que la vacuna por inmersion garantiza una
exposicion mas constante a las barreras mucosas, potencialmente ofreciendo una respuesta inmunitaria
mas rapida y eficaz (Hoare et al., 2022). Es necesario mencionar que las superficies mucosas de la piel y
la epidermis de los peces actuan como la primera barrera contra la infeccion (Ingram, 1980). sin embargo,
la efectividad de las vacunas por inmersion, son cuestionables, ya que se sugiere que confieren una
inmunidad por corto periodo de tiempo en comparacion con las vacunas orales (Huising et al., 2003). Las
vacunas orales ofrecen una proteccion a largo plazo, apto para grandes volumenes de peces y ademas
ideales para peces sensibles a factores estresantes (Bogwald & Dalmo, 2021). Adicional a esto, los
tratamientos orales dependen de la absorcion y distribucion de los compuestos a través del sistema
digestivo, lo que puede ser menos directo y mas lento en la activacion de la respuesta inmune mucosal,
sin embargo, de mayor magnitud. Ademas, el tratamiento oral puede verse afectado por la variabilidad en
la absorcion y el metabolismo de los compuestos.

El sistema de defensa antioxidante se compone de elementos enzimaticos y no enzimaticos. Dentro del
componente enzimatico, las superoxido dismutasas (SOD) destacan como las primeras y mas importantes
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metaloenzimas antioxidantes descritas (Zeinali et al., 2015). Estas enzimas catalizan la dismutacion del
radical superoxido, transformandolo en perdxido de hidrégeno (H20:) y oxigeno molecular (O2). No
obstante, el H20: puede reaccionar en presencia de metales de transicion reducidos, como el hierro (Fe*),
generando el altamente reactivo radical hidroxilo (OH) a través de la reaccion de Fenton. A pesar de este
riesgo, los sistemas antioxidantes complementarios, como la catalasa y la glutation peroxidasa, neutralizan
el peroxido de hidrégeno al convertirlo en agua (H20) y oxigeno molecular, previniendo asi el dafio
oxidativo (Fernandez et al., 2009). El gen SOD en rifién anterior, antes de la infeccion, mostr6 una
actividad similar en los grupos Ctrl, GR1 e inmersion, siendo GR2 el grupo con menor actividad de este
gen. Posterior a la infeccion, todos los grupos aumentaron la expresion de SOD, siendo el grupo de mayor
actividad inmersion, seguido por GR2, GR1 y finalmente el grupo Ctrl. Mientras tanto el gen SOD en piel
de salmon del Atlantico evaluados, antes de la infeccion, presento altos niveles de expresion en el grupo
GR1, seguido de Ctrl y GR2 con una actividad similar y finalmente con menor expresion en el grupo
inmersion. Posterior a la infeccion el grupo Ctrl mostrd un aumento en los niveles de expresion del gen
SOD y nuevamente el grupo inmersion presenta la mayor actividad, sugiriendo que los tratamientos por
inmersion afectan directamente a los receptores en la piel, aumentando su actividad. SOD es una de las
primeras enzimas en activarse frente al estrés oxidativo, protegiendo a las células de dafio celular,
regulando el ROS. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio donde, posterior a la
infeccion de S. salar por C. rogercresseyi, en grupos sin vacuna IPATH, provoco una alta actividad de
SOD (Valenzuela-Mufioz, Benavente, Casuso, Leal, & Gallardo-Escarate, 2021). Ademas, en la vacuna
antimicrobiota administrada por inmersion, los antigenos son absorbidos a través de la piel, lasbranquias
o el intestino, y luego son procesados por el sistema inmunologico, lo que puede generar una respuesta
protectora (Begwald & Dalmo, 2019).

El gen Catalasa desempefia un papel importante en la proteccion de las células frente al dafio oxidativo, y
una reduccion de su actividad produce estrés oxidativo. (Marcos-Lopez et al., 2018). El gen Catalasa en
rifion anterior de salmones del Atlantico evaluados, antes de la infeccion, se expresa en mayor proporcion
en el grupo Ctrl, mientras que los tratamientos GR1 e inmersion presentan una actividad similar,
finalmente GR2 presenta los niveles de expresion mas bajos. Posterior a la infeccion la actividad de
Catalasa en el grupo Ctrl disminuyd, mientras que en los tratamientos GR1, GR2 e inmersion aumentaron
la expresion de Catalasa, esto demuestra que los tratamientos mejoraron la respuesta del gen Catalasa
después de la infeccion. El gen Catalasa en piel de salmones del Atlantico evaluados, antes de la infeccion
mostro baja expresion en el grupo Ctrl, mientras que los tratamientos GR1, GR2 e inmersion presentaron
niveles de expresion significativamente mayores. Posterior a la infeccion, la expresion de Catalasa en los
grupos Ctrl y GR2 aumentd, mientras que en GR1 e inmersion disminuyeron los niveles de expresion. El
gen Catalasa actia en conjunto con SOD para eliminar el ROS, puede ayudar a proteger las células de los
efectos secundarios de la inflamacion, etc. Estos resultados son similares a un estudio realizado en S. salar
infectado con P. salmonis, donde hubo una sobreexpresion de Catalasa posterior a los 21 dias post
infeccion (Xue et al., 2021). En base a los resultados obtenidos, posterior a la infeccion, el grupo que
present6 la mayor actividad en todos los genes evaluados asociados al estrés oxidativo (Ferritina, GSHPx,
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SOD y CAT) son GR2 e inmersion. El aumento de SOD, Catalasa y GSHPx se asocia a la presencia del
parasito ya que C. rogercresseyi induce la produccion de especies reactivadas de oxigeno (ROS),
generando estrés oxidativo en S. salar (Gallardo-Escarate et al., 2019). Para contrarrestar este efecto, el
salmon incrementa la expresion de genes antioxidantes (Pedro et al., 2019). Por otro lado, el aumento de
ferritina esta relacionado con la inmunidad nutricional, donde el hospedador limita la disponibilidad de
hierro para reducir su acceso por parte del parasito (Lee et al., 2014). Por otra parte, en el analisis de
componentes principales (ACP) en rifidn anterior y piel, se observo que los grupos vacunados por via oral
GR1, GR2 y por inmersién se agruparon en la region asociada a genes de estrés oxidativo, sugiriendo que
estos tratamientos inducen una respuesta en esta via. En particular, GR1 mostré la mayor magnitud en
esta respuesta, mientras que GR2 e inmersion se distribuyeron en ambas regiones, tanto en el ambito
inmunologico como en el estrés oxidativo. El grupo Ctrl, por otro lado, se mantuvo en la region asociada
a una expresion basal de genes inmunitarios. En piel, se evidencio un patron distinto, donde GR2 se asocid
mas a la expresion de genes del sistema inmunoldgico, mientras que inmersion mostro una respuesta mas
marcada en la region de estrés oxidativo. El grupo GR1 presentd la mayor magnitud en la respuesta
inmunolodgica, pero también ocup6 parcialmente la region vinculada al estrés oxidativo. Finalmente, el
grupo Ctrl, permanecié con una baja magnitud en estas respuestas. Estos resultados destacan que las
vacunas GR1 y GR2 logaron modular de manera mas efectiva estas respuestas inmunes.

Larespuesta molecular de C. rogercresseyi frente a los diferentes tratamientos utilizados en este seminario
puede estar influenciada por la necesidad del parasito de adaptarse a cambios en la disponibilidad de
recursos esenciales y a la presion ejercida por el sistema inmune del hospedador. En particular,
mecanismos relacionados con la homeostasis del hierro y el estrés oxidativo desempefian un papel clave
en su supervivencia y capacidad infectiva. En este contexto, se evaluo la expresion de genes involucrados
en estos procesos, como ferritina, PHGp, Catalasa y SOD, con el objetivo de determinar el impacto de los
tratamientos en la fisiologia del parasito y su capacidad de respuesta a condiciones adversas.

Los resultados obtenidos sobre la actividad de ferritina, PHGp, CAT y SOD en C. rogercresseyi
evidencian diferencias significativas entre los grupos experimentales, reflejando posibles modulaciones
en las respuestas antioxidantes e inmunologicas frente a los tratamientos evaluados.

En el caso de la ferritina, los Caligus colectados del grupo Ctrl mostraron mayores niveles de expresion,
lo que podria interpretarse como una respuesta basal Optima para mantener la homeostasis del hierro en el
parasito, ya que este necesita hierro. No se observaron significancias entre inmersion en comparacion al
grupo Ctrl. Los caligus de los grupos GR1 y GR2 presentaron baja expresion de ferritina. Demostrando
que los tratamientos orales en S. salar, disminuyeron la actividad del ectoparasito, esto evidencia que
existe una competencia por el hierro tanto en el parasito como en el huésped (Vera-Bizama et al., 2015).
Es importante destacar que, en base a estos resultados, el parasito estd experimentando dificultades para
mantener la homeostasis del hierro. La ferritina es una proteina clave en la regulacion del hierro, ya que
permite la captura y almacenamiento de este mineral en una forma no toxica, asegurando su disponibilidad
para procesos metabolicos esenciales. En el caso de la Garrapata dura (Haemaphysalis longicornis) si no
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se protege las reservas de hierro y la ferritina, el parasito de puede dejar de alimentar y morir,
disminuyendo la poblacion parasitica (Galay et al., 2013)

Respecto a PHGp, los Caligus del grupo Ctrl presentaron mayor expresion, respecto a los grupos
inmersion mostraba una baja actividad, seguido de GR1 y finalmente GR2, siendo este tltimo el grupo
con la menor actividad. Esto concuerda con los resultados obtenidos en C. rogercresseyi recolectados en
S. salar donde se observd una regulacion positiva significativa de PHGp y PRX en piojos de mar que
habian infectado a S. salar (Vera-Bizama et al., 2015). Finalmente, los tratamientos modularon a la baja
la expresion de PHGp en C. rogercresseyi. A partir de esto podemos inferir que los tratamientos con
vacuna antimicrobiota disminuyeron la actividad de PHGp en el parésito, la cual es la encargada de
proteger a las células contra el estrés oxidativo, catalizando los hidroperédxidos lipidicos (Kim et al., 2009).
Esto sugiere que el caligus podria estar mas expuesto al estrés oxidativo. Esta disminucion en la actividad
de la enzima, responsable de proteger las células del dafio oxidativo, implica una mayor vulnerabilidad
del parésito frente a las condiciones hostiles del hospedador, lo que podria favorecer su eliminacion,
destacando a los tratamientos GR1 y GR2 como inmunosupresores.

En cuanto a la actividad de Catalasa, los Caligus colectados del grupo GR2 mostraron mayores niveles de
expresion, respecto a los otros grupos experimentales. Estos resultados son interesantes ya que la vacuna
antimicrobiota oral GR2 tuvo mayor actividad que el grupo Ctrl, esto sugiere que la vacunacion con una
concentracion de bacterias al 2% aumenta el estrés oxidativo en C. rogercresseyi. Mientras que la
vacunacion al 1% suprime su capacidad de respuesta y por esto debe aumentar la expresion de Catalasa,
este aumento de catalasa es similar a los resultados obtenidos en Anopheles aquasalis, donde la expresion
de Catalasa disminuy06 utilizando el parasito Plasmodium vivax (Bahia et al., 2013). La vacunacién por
inmersion no arrojo resultados significativos.

En el gen SOD, los Caligus colectados del grupo GR2 mostraron mayores niveles de expresion que los
demds grupos experimentales, siendo el grupo GR1 el de menor expresion de SOD. La vacuna
antimicrobiota logr6 expresar SOD en mayor proporcion en comparacion al grupo Ctrl, estos resultados
reflejan una respuesta adaptativa del C. rogercresseyi para contrarrestar el estrés oxidativo y ROS, lo que
también podria ser un indicador de eficacia de la vacuna, al menos en términos de presionar al parésito.
Mientras que ellos Caligus colectados de los salmones del grupo GR1 mostré la menor actividad de SOD,
esto podria debilitar la capacidad del pardsito para manejar el estrés oxidativo, haciéndolo mas susceptible
al entorno generado por el sistema inmune del salmdn, resultados similares se lograron en el parasito
Leishmania donovani, al aplicar teofilina y epinefrina, logrando reducir la expresion de SOD (Dey et al.,
1995).

Con respecto a el analisis de componentes principales (ACP) en C. rogercresseyi, el grupo Ctrl tuvo una

alta magnitud en la expresion en genes relacionados con la homeostasis del hierro (Ferritina y PHGp), lo
que indica una respuesta basal, al no tener tratamientos. Sin embargo, GR2 present6 una alta magnitud en
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la expresion de SOD, sugiriendo una respuesta antioxidante diferenciada. Por otro lado, GR1 mostr6 una
marcada supresion en la expresion de genes vinculados tanto al sistema inmunoldgico como al estrés
oxidativo, lo que sugiere un impacto significativo de este tratamiento en la regulacion génica de C.
rogercresseyi. Finalmente, los tratamientos con vacuna antimicrobiota oral e inmersion, mostraron en
Caligus efectos diferenciados en los sistemas antioxidantes einmunoldgicos, debilitando su capacidad de
adaptacion a las condiciones adversas generadas por el hospedador, afectando su capacidad de manejar
elementos esenciales como el hierro y disminuyendo su viabilidad, lo que resalta el potencial de la vacuna
para el control de este ectoparasito en la salmonicultura. La vacuna con mejores resultados fue GR1.
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7. CONCLUSIONES

El presente seminario evalud la eficacia de una vacuna antimicrobiota contra C. rogercresseyi,
administrada por via oral e inmersion en S. salar, con un enfoque en su capacidad para modular la
respuesta inmunologica del huésped, la del parasito y la eficacia de cada tratamiento. Se observé que el
tratamiento oral, una concentracion bacteriana al 1% (GR1) fue més efectivo en reducir la carga parasitaria
en hembras y machos de C. rogercresseyi en comparacion con otras concentraciones y tratamientos,
destacandose una reduccion del 59.34% en hembras, mientras que en machos el mismo grupo mostrd una
reduccion del 34,21%. Sin embargo, el grupo GR2, con una concentracion mayor al 2%, mostré una
eficacia menor, posiblemente atribuida a una disbiosis negativa en el hospedador, al tener mayor
concentracion de bacterias.

En cuanto a C. rogercresseyi, la vacuna GR1, resultd ser las mas significativa, ya que disminuy¢6 la
expresion relativa de todos los genes evaluados, sugiriendo una inmunosupresion, altamente diferenciado
en comparacion con el control. El grupo por inmersion sin adyuvante, en C. rogercresseyi mostr6 un bajo
nivel de expresion, sin diferencias significativas en la mayoria de los casos en genes como Ferritina,
Catalasa y SOD.

En términos de la respuesta inmunolodgica, las vacunas antimicrobiota GR1 y GR2 indujeron un aumento
significativo en la expresion de genes clave, como IL-18, CD4, TLR13 y TLR22, con niveles elevados de
expresion observados en rifidn anterior y piel tras la infeccion con C. rogercresseyi, excepto para TLR13
en la piel. Ademas, los genes involucrados en la regulacion del hierro, como Ferritina y GSHPXx,
presentaron una mayor expresion en rifion anterior, mientras que los genes asociados al estrés oxidativo,
como SOD y Catalasa, también evidenciaron un aumento en la expresion en el mismo tejido. En cambio,
en el grupo por inmersion sin adyuvante inmersion mostrdé una alta actividad en genes como GSHPXx,
SOD, Catalasa, IL-1b, CD4 y TLR22, resultados semejantes a los tratamientos orales.

La vacuna por inmersion con el adyuvante Montanide 1312 VG provocd una mortalidad del 100% de los
peces tratados. Dado que se utilizoé una concentracion descrita previamente para el adyuvante y que no
existen antecedentes que respalden su uso en §. salar, no recomendamos su aplicacion debido a la
toxicidad presentada para esta especie.

Estos resultados sugieren que las vacunas antimicrobiotas orales usando adyuvantes, en concentraciones
especificas tienen el potencial de convertirse en herramientas viables y efectivas para el control de C.
rogercresseyi en la salmonicultura. Sin embargo, se debe considerar que estos hallazgos se obtuvieron en
condiciones experimentales controladas, incluyendo parametros como temperatura, salinidad, sélidos
suspendidos, oxigenacion vy filtracion. Estudios futuros deberdn validar estos resultados a mayor escala y
bajo condiciones ambientales variadas para garantizar su aplicabilidad practica en la industria acuicola,
adicionalmente se necesitaria evaluar el efecto de la vacuna antimicrobiota en el resto de los tejidos o
incluso analizar vias metabolicas, para garantizar que sea una vacuna segura.
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9. ANEXO

Anexo 1
Extraccion de RNA

1. Limpiar y esterilizar gabinete de bioseguridad, seguidamente preparar ImL de TRIzol en un tubo
eppendorf de 2mL, agregar esfera de ceramica estéril y rotular.

2. Enrecipiente con hielo, sobre una placa de Petri, cortar entre 30-100 mg de tejido a extraer RNA
y llevarlos a el tubo eppendorf previamente preparado.

3. Homogenizar en Tissuelyser, utilizando soporte de tubos para Tissuelyser previamente enfriado.
Frecuencia 24 oscilaciones, durante 10 minutos.

4. Incubar a temperatura ambiente durante 5 min.

5. Centrifugar durante 5 minutos, a 4°C, con una velocidad de 12000g. Una vez finalizado transferir
el sobrenadante a un tubo nuevo de 2mL, descartar pellet, rotular y retirar esfera de cerdmica.

6. En el gabinete de bioseguridad, anadir 200uL de cloroformo al tubo nuevo, voltear manualmente
15 veces y dejar incubar en hielo durante 3 min.

7. Centrifugar durante 15 minutos, a 4°C con una velocidad de 12000g.

8. Una vez finalizado, transferir el sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5mL y rotular.

9. En gabinete de bioseguridad, anadir 500uL de isopropanol, voltear manualmente (sin vortex) e
incuba durante minimo 40 min a -20°C o -80°C.

10. Retirar de incubadora y manejar muestra sobre recipiente con hielo, centrifugar durante 10 min, a
4°C, con una velocidad de 12000g.

11. Descartar sobrenadante y afiadir ImL de etanol al 75% y aplicar vortex hasta lavar pellet.

12. Centrifugar durante 5 min, a 4°C, con una velocidad de 7500rpm.

13. Repetir paso 11y 12

14. Descartar el maximo sobrenadante posible, utilizar spin de ser necesario.

15. Dejar el tubo secar sobre hielo durante 10 min.

16. En base a la cantidad de pellet, utilizar entre 20-50pL de agua BM (Grado biologia molecular),

17.

18.

homogenizar en vortex durante 20 segundos y spin.

Cuantificar en Nanodrop (Analizar concentracion 260/280 y 260/230), finalmente determinar la
integridad mediante electroforesis en gel MOPS 1.2% (Gel MOPS: 4uL gel Red, 900uL formalina,
50mL MOPS y 0,6g de agarosa) por pocillo afiadir 4uL (2uL de azul y 2uL. de muestra).

Una vez analizada la integridad y pureza, en un nuevo tubo de 1,5 mL rotulado concentrar la
muestra a 200ng/pL, utilizando RNA y agua BM.
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Anexo 2

Sintesis de cDNA

1. En un tubo estéril de 0,2 mL anadir:

a. IpL de RNA (200ng/uL).

b. 1uL de Random Primer u Oligo (dt), segun se requiera.

c. 10pL de agua BM.

d. Dar vortex y mezclar con micropipeta.

e. 4uL de Buffer reaction (5X).

f. 1pL de inhibidor de RNasa Ribolock (20U/uL)

g. 2uL de ANTP Mix

h. Agregar 1pL de transcriptasa inversa RevertAid H Minus (200 U/ul)
Reactivo Reaccion 1X (10pL) | Reaccion 1X (20uL)

Random Primer / Oligo (dt) 0.5 1

Buffer reaction (5X) 2 4

Agua BM 4.5 9

Ribolock (20U/uL) 0.5 1

dNTP Mix 1 2

RevertAid H Minus (200 U/ul) 0.5 1

. Homogenizar en vortex y luego spin.

. Ubicar tubo en termociclador Esco Swift Maxi, utilizando el programa descrito a continuacion.

Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Ciclo 25 5
Ciclo 42 60
Ciclo 70 5

necesidad, maximo 1 semana -20°C o maximo 5 afios -80°C.

estandarizados y una posterior visualizacion en electroforesis.

. Para verificar la correcta sintesis de cDNA se puede realizar qPCR utilizando partidores

. Una vez finalizado el programa, afiadir 80uL de agua BM y almacenar muestras dependiendo
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Anexo 3

qPCR SYBR Green

L.

Sobre un recipiente con hielo, descongelar las muestras de cDNA, sin aplicar vortex o spin.
Seguidamente esterilizar en gabinete de bioseguridad materiales a utilizar (Guantes, micropipetas,
puntas de micropipeta, Agua BM, gradilla, placa de qPCR, Film 6ptico de placa, soporte de placa,
recipiente de puntas, lapiz y tubos eppendorf), utilizando UV durante 10 minutos. De inmediato
se enciende el computador y el termociclador QuantStudio 3, configurando el programa a utilizar
y configurando la placa.

En un tubo eppendorf de 1,5 mL preparar mix reaccion a trabajar.

Reactivo Reaccion 1X (10pnL)
Agua BM 1,75
PowerUp SYBR Green Master Mix (2X) 5
Primer Forward 0,625
Primer Reverse 0,625
cDNA 2
Volumen final 10

En cada pocillo de la placa cargar 8 pL. de mix de trabajo sin cDNA, evitando formar burbujas.
Una vez afiadido el mix de trabajo, se toman 2ul. de cDNA, homogenizando con la micropipeta,

y homogenizando en la placa con el mix de trabajo.

Sellar la placa con Film optico y dar spin para eliminar las posibles burbujas que se pueden haber

formado. En caso de haber burbujas, repetir.

Ubicar placa en el termociclador y continuar con el programa descrito en la siguiente tabla

Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
50 2 min Hold
95 2-10 min 1
95 15 seg 40
Tm > 60 1 min 40
Para curva de melting, utilizar valores por defecto.
50 2 min Hold
95 2-10 min 1
95 15 seg 40
Tm 55-60 15 seg 40
72 1 min 40
Para curva de melting, utilizar valores por defecto.
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Anexo 4
qPCR TagMan

1. Sobre un recipiente con hielo, descongelar las muestras de cDNA, sin aplicar vortex ni spin.
Seguidamente esterilizar en gabinete de bioseguridad materiales a utilizar (Guantes,
micropipetas, puntas de micropipeta, Agua BM, gradilla, placa de qPCR, Film optico de placa,
soporte de placa, recipiente de puntas, lapiz y tubos eppendorf), utilizando UV durante 10
minutos. De inmediato se enciende el computador y el termociclador QuantStudio 3,
configurando el programa a utilizar y configurando la placa.

2. Enun tubo eppendorf de 1,5 mL preparar mix reaccion a trabajar.

Reactivo Reaccion 1X (10,5uL)

Mix Kappa 6

Primer Forward 0,345

Primer Reverse 0,345

Probe 0,3

Low Rox 0,24

H-0 3,27

cDNA 2

3. Encada pocillo de la placa cargar 10,5 pL de mix de trabajo sin cDNA, evitando formar burbujas.

4. Una vez afiadido el mix de trabajo, se toman 2uL. de cDNA, homogenizando con la micropipeta,
y homogenizando en la placa con el mix de trabajo.

5. Sellar la placa con Film 6ptico y dar spin para eliminar las posibles burbujas que se pueden haber
formado. En caso de haber burbujas, repetir.

6. Ubicar placa en el termociclador y continuar con el programa descrito para sonda Tagman y gen
especifico.
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Anexo 5

Protocolo extraccion de ADN con fenol cloroformo (Muestras almacenadas en etanol)

L

2

10.

11

14.

16.
17.
18

En gabinete de bioseguridad, tomar las muestras y dejar sobre papel absorbente para eliminar
restos de etanol.
Agregar a un tubo eppendorf de 2 mL, 955uL de Buffer de lisis compuesto por

a. 10mM Tris HCL

b. 400mM NaCL

c. 100mM EDTA
Después de afiadir Buffer, afiadir 40uL. de SDS (10%), seguido de 100uL de Proteinasa K
(1mg/mL) o 5uL de proteinasa K (20mg/mL).
En una placa Petri, cortar las muestras en fracciones pequeias y afiadir al tubo de lisis previamente
preparado.
Incubar a 37°C toda la noche o minimo durante 2 hrs, realizando vortex cada 20 minutos. Para C.
rogercresseyi, incubacion minima de 2 hrs y vortex inmediatamente.
Terminar de lisar las muestras en Tissuelyser, utilizando 1 esfera de ceramica estéril, configurar
equipo con: Frecuencia 24 oscilaciones, durante 5 minutos.
Una vez finalizada la lisis, dejar incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos y transferir a
un tubo nuevo de 2mL rotulado.
En gabinete de bioseguridad, agregar a cada muestra, en relacion 1:1 muestra: fenol-cloroformo,
mezclar con vortex y dejar reposar durante 1 min a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 5 minutos a temperatura ambiente, con una velocidad de 12000 rpm.
Recuperar la fase acuosa y agregar 1 Vol de cloroformo, en relacion 1:1, muestra: cloroformo,
mezclar en vortex.
Repetir paso 9y 10
En un tubo eppendorf nuevo y rotulado, recuperar la fase acuosa y agregar 1 Vol de isopropanol,
en relacion 1:1, muestra:isopropanol, voltear manualmente e incubar a -20°C (minimo 30 min).
Centrifugar durante 20 minutos a 4°C a una velocidad de 12000rpm
Eliminar el sobrenadante y lavar pellet con 1 mL de etanol (75%) y homogenizar suavemente con
micropipeta.
Centrifugar durante 5 minutos a 4°C a una velocidad de 12000rpm
Repetir paso 14y 15.
Eliminar restos de etanol con spin y pipeta, dejar secar entre 5-10 minutos a temperatura ambiente.
Resuspender en 50uL de Agua BM.
Cuantificar en Nanodrop (Analizar concentracion 260/280 y 260/230), finalmente determinar la
integridad mediante electroforesis en gel TAE 1.2% (Gel TAE: 50mL TAE y 0,5g de agarosa) por
pocillo afadir 4uL (2uL de azul y 2puLL de muestra).
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