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RESUMEN

En la acuicultura, el cultivo de salmoénidos y en especifico de la Trucha arcoiris, se basa
en dietas formuladas con harina y aceite de pescado. Para la industria, el iftem
alimentacion tiene un fuerte impacto por su alto costo, debido al uso extensivo de éstos
dos insumos. Actualmente se estan desarrollando dietas remplazando las proteinas y
aceites de pescado por otras de origen vegetal, las cuales han mostrado su viabilidad.
Aun cuando se desconoce la base genética que subyace a la tolerancia u adaptacion al
consumo de dietas con reemplazo de nutrientes, ha sido posible identificar genes
candidatos diferencialmente expresados en respuesta al uso de nuevas dietas que
incorporan proteinas y aceites de origen vegetal. En los cuales a su vez, se han

identificado marcadores moleculares de tipo SNP ("Single Nucleotide Polymorphism").

Utilizando una poblacién genealogizada de 59 familias (n=499), se midi6 el crecimiento en
ejemplares alimentados con dieta de reemplazo de lipidos, proteinas y una dieta control
(sin reemplazo de harina y aceite de pescado por componentes vegetales), durante 60 y
90 dias. Se estimaron ganancia de peso, tasas de crecimiento y valores de cria para
estas variables. Se realizdé un andlisis de asociacion basado en familias para 10
marcadores SNP con los valores de cria para cada una de las variables, usando el
paquete para R: GWAF ("Genome-Wide Association analyses with Family data”). Los SNP
fueron genopificados usando andlisis de HRM ("High Resolution Melting"). Los resultados
muestran que familias alimentadas con la dieta con reemplazo de proteinas muestran
mayor tasa de crecimiento en relacién al reemplazo de lipidos y la dieta control sin
reemplazo (P=0,0124). El andlisis de asociacién muestra que 5 SNP asocian con rasgos

de crecimiento, enconfrandose en los genes: st3gal3 , nudt17, atlll, pgam$s y gcnt4a, los

cuales participan de diversas vias metabdlicas.




ABSTRACT

In Aguaculture, salmonids farming and specific of Rainbow trout, is based on formulated
diets with fish meal and fish oil. For industry, the food item has a strong impact because its
high cost, due to extensive use of these two inputs. Actually, diets are being developed
replacing fish meal and fish oil, by plant-based ingredients, which have been proved
feasible. Although the underlying genetic basis for the adaptation or tolerance of
consumption of diets with nutrient replacement is unknown, it has been possible to identify
candidate genes differentially expressed in response to the use of new diets incorporating

plant-based ingredients. Which in turn have been identified SNP ("Single Nucleotide

Polymorphism") type molecular markers.

Using a population of 59 families (n = 499), growth was measured against nutrient
replacement diets (substitution diet lipids and substitution diet protein) and a control diet
(without replacement of fish meal and fish oil by vegetable components) for 60 and 90
days. Weight gain, growth rates and breeding values (PBV) for these variables were
estimated. An analysis of family-based association for 10 SNP markers with the PBV for
these variables was performed using the package for R: GWAF (Genome-Wide
Association analyzes with Family data). The SNP were genotyped using analysis of HRM

(High Resolution Melting).

The results show that families fed with the diet with replacement of proteins show higher
growth rate than the diet with replacement of lipids and diet control without replacement (P
= 0.0124). The association analysis shows that five SNPs are associated with growth
traits, found in the following genes: st3gal3, nudt17, atlil, pgam5 and gcni4a, which

participate in various metabolic pathways.




INTRODUCCION

1.1 Acuicultura de Salmonidos y Nutricion

Dentro de la salmonicultura nacional encontramos que la trucha arcoirs
(Oncorhynchus mykiss) es la segunda especie en importancia econémica después
del salmoén del Aflantico (Salmo salar), y estando por sobre el salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) y el salmén rey (Oncorhynchus tshawyischa) especies que

le siguen en orden de importancia (SalmonChile, 2012).

La Trucha arcoiris, al igual que el resto de las especies de salménidos cultivados en
el pais es una especie carnivora, siendo alimentada con dietas basadas en
proteinas y lipidos de origen animal. La que tradicional y mayoritariamente, se
compone de harina y aceite de pescado. Ambos insumos son altamente
demandados y consumidos a nivel mundial por no solo por la industria acuicola. En
especifico, para el afo 2008 la acuicultura demandé el 60.8% y el 73.8% de la
produccién mundial de harina y aceite de pescado respectivamente (Tacon y col,
2011). Slendo la industria asociada a la preduccién de salmones y truchas uno de
los mayores consumidores de aceite y harina de pescado, utilizando un 53.5% de
estos insumos la industria de salmones y un 19.2% la de trucha arcoiris. Esta
situacion vuelve a la industria altamente dependiente de estos insumos. Siendo
también, el item alimentacion uno de los mayores costos para este rubro (Naylor y

col, 2009).




et

De igual modo, si entendemos a la industria de salmoénidos como una consumidora de
peces mas que una productora de estos, sumado al hecho de que eventualmente la
demanda por aceite y harina de pescado puede superar la produccién anual de estos
productos, se vuelve necesario encontrar alternativas viables en pos de suplir suusoen la
dieta (Hardy, 2010). Como reaccion a este escenario, es que durante las Ultimas décadas
se han desarrollado dietas alternativas a partir de diversos insumos derivados de la
industria ganadera y agricola o el uso de productos sintéticos con el fin de disminuir la

utilizacioén de aceite y harina de pescado (Deutsch y col, 2007).

El empleo de aceites de origen vegetal ha sido ampliamente probado y estudiado como
alternativa de reemplazo al uso de aceite de pescado. Teniendo como principal ventaja su
alta disponibilidad, costo y un aumento progresivo de su produccion (Nasopoulou &
Zabetakis, 2012). El uso de diversos tipos de aceites como: soja y palma (Caballero y col,
2002), colza (Pettersson y col, 2009), canola (Turchini y col, 2013), sésamo, maravilla y
lino (Kése & Yildiz, 2013) han mostrado su viabilidad, indicando que pueden reemplazar el
uso de aceite de pescado en distintas especies de salmoénidos como la trucha arcolris o el
salmoén del Atlantico sin afectar el crecimientos de estos. Sin embargo, estos mismos
estudios muestran que dietas con un reemplazo sobre el 50% pueden generar una
variacion en la composicion de écidos grasos, mosfrando una variacién en la proporcion
de EPA y DHA (&cidos grasos poli-insaturados Omega-3); con mayores niveles de acidos
grasos de 18 carbonos como el acido oleico, linoleico y a-linoleico, afectando la calidad de
estos peces para consumo humano (Turchini y col, 2009). Observandose también, una
preferencia en trucha arcoiris por dietas que usan aceite de pescado versus aquellas con

algin porcentaje de aceite vegetal (Geurden y col, 2005).




En lo que respecta a la harina de pescado, la prueba de nuevos productos se ha enfocado
principalmente al uso de harina de soya, probando también harina de guisante y canola.
lgualmente se ha ensayado usando concentrados de proteina de soya, canola y guisante.
Ensayos realizados con dietas formuladas con estos seis ingredientes bajo una misma
metodologla muestran que el uso de harina de canola y soya afectan negativamente al
crecimiento de peces alimentados en dietas formuladas con estos insumos (para una
inclusion sobre el 25% de estos nutrientes), situacion no observada para el resto de los

productos (Collins y col, 2012).

Aun asi, los resultados sobre las consecuencias de! uso de estos productos en dietas
formuladas con ellos son variados. Esto debido a las diversas metodologias utilizadas y a
la formulacién y procesamiento de las materias primas para la produccion de las dietas
experimentales. Revisiones meta-analiticas muestran que un incremento en la inclusién
de harina y concentrados de soya y canola disminuye la tasa de crecimiento en
salmonidos, no observando efectos sobre el crecimiento para la harina y concentrados
proteina de guisante (Collins y col, 2013). La principal razon de este efecto negativo sobre
el crecimiento en los peces se debe a la presencia de factores antinutricionales como
inhibidores de proteinasa, lectinas, saponinas y oligosacaridos (Krogdah! y col, 2010). Los
que reducen la ufilizacién de nutrientes afectando distintos procesos digestivos, la
microbiota intestinal (Desai y col, 2012) y las concentraciones de aminoacidos libres en el
plasma (Larsen y col, 2012). Llegando a producir enfermedades como la enteritis
(Chikwati y col, 2013). Ademas, presentan un perfil de aminoacidos esenciales distinto a
la harina de pescado por lo cual deben ser suplementados en la dieta aquellos
aminodcidos esenciales presentes en cantidades deficientes (como lisina, metionina y

treonina) al fin de mantener un crecimiento adecuado (Burr y col, 2012).




Aun cuando el uso de estas dietas ha sido viable, conociendo sus ventajas y imitaciones,
hasta ahora se desconocen los genes involucrados y los cambios a nivel de metabolismo
que subyacen a la tolerancia a estas nuevas dietas, aun cuando distintos estudios han
observado una expresién diferencial de genes relacionados con el crecimiento,
metabolismo y uso energia, tanto a nivel de biosintesis de colesterol y acidos grasos
insaturados (Leaver y col, 2008) como a nivel intestinal (Morais y col, 2012) y hepatico

(Panserat y col, 2009; Morais y col, 2011; Kkurra y col, 2012)

Al desconocer genes involucrados, se desconocen las variantes genéticas o
polimorfismos asociados a estos, [0 que impide estudiar por ejemplo las interacciones
genotipo-dieta, dificultando la posterior seleccidn de genotipos que toleren o mejor
aprovechen las dietas con reemplazo, y limitando la seleccién a individuos o familias que

muestran una mejor tasa de crecimiento (Overturf y col, 2013)

1.2 SNP y Asociacion de Marcadores moleculares

El emplec de marcadores moleculares es un punto de partida que posibilita la realizacion
de estudios genéticos de asociacién basados en poblaciones, esto permite conocer la
contribucidn de las variantes genéticas sobre un determinado fenotipo cuantitativo en
particular (Foulkes, 2009). En este caso, el crecimiento observado como respuesta a
dietas con reemplazo de proteinas y aceite de pescado por proteinas y aceites vegetales.
Actuaimente los marcadores mas utilizados en estudios de asociacién basados en
poblaciones son los polimorfismos de un solo nucleétido ¢ marcadores SNP (Foulkes,
2009). Los SNP muestran una serie de ventajas sobre otros marcadores moleculares
como microsatélites o AFLP. Entre las principales, estdn su mayor frecuencia y

distribucién al azar en los genomas, siendo posible encontrar SNP cerca o dentro de un




gen, ya sea a nivel de exénes o intrones (Ragoussis, 2009). Ademas, SNP ubicados en
exones 0 secuencias cercanas a un gen son de particular interés ya que estos podrian
madificar la funcion o expresion de un gen, pudiendo explicar asi un fenotipo observado
(Kim & Misra, 2007). Este tipo de SNP también son llamados SNP codificantes o cSNP
(Salem y col, 2012). Otra ventaja a nivel metodoldgico, es que existen mdiltiples
plataformas de genotipado que permiten analizar desde uno solo a un millén de SNP
simultaneamente, dependiendo del conocimiento del genoma de la especie estudiada y el
objetivo de aplicar estos marcadores (Kim & Misra, 2007). Es por esto que los SNP se han
usado en diversas areas como biologia de la conservacion, medicina humana y forense,

mejoramiento de cultivos y acuicultura (Kumar y col, 2012).

El uso de SNP ha sido llevado a areas de produccion animal, como por ejemplo: en
ganado vacuno, donde ha sido usado tanto en estudios de validacion familiar (Van
Eenennaam y col, 2007) como en la asociacion de SNP seleccionados a un rasgos de
interés productivo (Gill y col, 2009). En produccion acuicola los SNP se han usado en
diversas aplicaciones. Por ejemplo, en es}udios para identificar genes asociados a mayor
tasa de crecimiento en respuesta a dietas de origen animal en trucha arcoiris (Salem y
col, 2012), en la identificacién de QTL vinculados a crecimiento y respuesta a estrés en
trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) (Sauvage y col, 2012), el desarrollo y
caracterizacién de SNP en trucha arcofiris a partir de bibliotecas de EST (Boussaha y col,
2012), y la identificacién de cSNP obtenidos por RNA-sequencing en genes relacionados

con crecimiento en trucha arcoiris (Salem, Vallejo et al., 2012)

Los SNP pueden asociar con fenotipos de interés mediante el uso de distintos programas
de analisis de asociacion como PLINK (Purcell y col, 2007) o el paquete GWAF (Genome-

Wide association with family data), el cual funciona en el ambiente de analisis matematico




R (Chen & Yang, 2013). Ambos programas usan como base para los andlisis el genotipo y
las relaciones de parentesco entre los individuos (poblaciones genealogizadas), junto las
variables fenotipicas a asociarse con los SNP. Con este tipo de analisis se pueden
asociar uno a mas SNP a un rasgo de interés, identificando asi marcadores que permitan
por ejemplo, clasificar los peces entre los que su crecimiento es afectado al ser
alimentado con dietas con reemplazo de nutrientes y los que no ven afectado su

crecimiento en relacion a una dieta control.
1.3 Identificacién de Genes candidatos

Como punto de partida para analizar la relacioén entre el genotipo y la respuesta a dietas
de reemplazo, es necesaria la identificacion de genes candidatos que participen de este
proceso. En el contexto de este trabajo, esta identificacion fue previamente llevada a cabo
mediante andlisis de micro-arrays a nivel de transcriptoma hepético de trucha arcoiris en
el marco del Proyecto INNOVAChile-CORFO 07CN13PBT-41. Estas truchas fueron
alimentadas con una dieta control sin componentes vegetales y con dos dietas
experimentales, con un 50% de sustitucion de proteinas y aceites animales por vegetales,

respectivamente (Navarrete y col, 2012).

Mediante la aplicacion de estas tres dietas se pudo identificar una serie de EST (genes)
involucrados en la respuesta a las dieta de sustitucion. En resumen, para cada EST de
genes diferencialmente expresados se usoé la base de datos SalmonDB (Di Genova y col,
2011) para disefiar partidores y obtener amplicones entre 200 a 400 pb de tamario. Estos
amplicones fueron secuenciados en 8 individuos no emparentados para realizar la
busqueda de marcadores SNP. Posteriormente, se selecciond un grupo de 58 individuos

de trucha arco iris, padres y progenies de 10 familias, para genotipificado y validacién de

%
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SNP usando espectrometria de masas (MALDI-TOF, Sequenon®), y para descartar algln
otro tipo de polimorfismo asociado al ADN como PSVs o MSVs (Fredman y col, 2004). El
servicio de genotipado de SNP por Sequenom® fue proporcionado por el "Centro
Nacional de Genotipado” (CEGEN-ISCIII)" (www.cegen.org) en Santiago de Compostela,

Esparia. Todos estos analisis se hicieron previo al desarrollo de este Seminario de Titulo.

1.4 HRM

Otro método de genotipado de SNP es la técnica de analisis de HRM. Esta técnica ha
sido desarrollada para detectar SNP en pequefios amplicones, feniendo como principal
ventaja de ser un método de bajo costo y facil de realizar en cualquier laboratorio que
posea un termociclador para tiempo real (Wu y col, 2008). La identificacion de los SNP se
logra gracias al empleo fluorocromos intercalantes que pueden unirse a saturacion al ADN
sin inhibir la reaccién de PCR y el uso de instrumentos capaces de detectar las
variaciones de fluorescencia durante la construccion de la curva de disociacién o “melting”
(Herrmann y col, 2006). Bajo esta técnica, la deteccién e identificacién de un SNP se
produce debido a las distintas curvas de “melting” generadas por la presencia de los
distintos alelos del SNP a ser identificado (Seipp y col, 2010). Con este método los SNP
se clasifican de acuerdo a la diferencia de temperatura necesaria para separar los

distintos alelos/bases (Liew y col, 2004) de la siguiente forma (Tabla 1):

Tabla 1. Clasificacion de SNP segln la técnica de HRM.

Clase Cambio de Diferencia de Tmen la curva Frecuencia SNP enel

Base de Melting genoma humano
1 CTyGIA >0.5°C 0.67
2 GMmyC/A 0.2-0.4 a2 0.5°C 0.18
3 C/G 0.2a04°C 0.09
4 AT ~0.1°C 0.07




1.5 Hipdtesis

Con todos los antecedentes expuestos anteriormente, se platea la siguiente hipétesis:

Genes diferencialmente expresados en respuesta a sustitucion de nutrientes en la dieta

presentan polimorfismos que tendrian asociacion con la tasa de crecimiento en trucha

arcoiris (Oncorhynchus mykiss).




1.6 Objetivos

Evaluar la asociacion de polimorfismos de un solo nucledtido identificados en genes
diferencialmente expresados en respuesta a sustitucion de nutrientes animales por

vegetales en la dieta, con la tasa de crecimiento en frucha arcoiris.

Objetivos especificos

1. Estimar los parametros de crecimiento y valores de cria en familias de trucha
arcoiris alimentadas con distintas dietas de reemplazo de nutrientes animales por

vegetales.

v

2. Validar un panel de SNP identificados en genes diferencialmente expresados en

respuesta a dietas con reemplazo de nutrientes animales por vegetales en trucha

arcoiris.

3. Validar las relaciones de parentesco entre los individuos de las familias a trabajar y
evaluar el potencial para realizar analisis de exclusion de paternidad de un panel

de SNP en trucha arcoiris.

4, Evaluar la asociacién de un panel de marcadores SNP con valor de cria para

variables de crecimiento en trucha arcoifris.




MATERIALES Y METODOS

2.1 Dietas

Las dietas fueron producidas con las siguientes especificaciones: La primera dieta
experimental, de sustitucion de proteinas, fue creada un 100% de aceite de pescado y
un 50% de sustitucién de harina de pescado por una mezcla de harinas vegetales
(girasol, gluten de maiz y soya desgrasada). La segunda dieta experimental, de
sustitucion de aceites, fue disefiada con un 100% de harina de pescado y un 50% de
reemplazo de aceite de pescado por aceite de raps. La dieta control no consideraba
sustitucién alguna (100% harina y aceite de pescado) y fue utilizada como base de
comparacién de los resultados frente a los tratamientos experimentales en los ensayos
de expresion génica realizados en el Proyecto INNOVAChile-CORFO 07CN13PBT-41
(Tabla 2).

Tabla 2. Dietas usados en el ensayo experimental.

Control Protelna Aceile

Ingredientes (g/100 g)

Harina de Pescado 40 20 40
Aceite de Pescado 23,5 24,5 11,3
Aceite de Raps 0 0 11,3
Trigo 16,6 14 16,8
Harina de Plumas 7 7 7
Harina de Visceras 7,3 7,3 7,3
Gluten de maiz 0 13 0
Girasol 0 6 0
Soya Desgrasada 0 6,2 0
Mcronutrientes 2,3 2,7 2,5
Proteina 39 39,2 39
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Continua de tabla anterior

Lipidos 29,6 29,1 28,8
Cenizas 71 5,3 7.1
Fibra 0,6 1,7 0,6
Humedad 10,5 7 11
Proteina Digestible (DP) 33,1 33,1 33,1
Energia Digestible (DE) 18,8 18,8 18,8

2.2 Peso individuos

Se registrd el peso de 499 juveniles de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) los
cuales tenian un peso inicial promedio de 268,41 + 72,51 g, perteneciendo estos a 59
familias distintas. Siendo conocidas las relaciones de parentesco (padres, hijos y
hermanos) entre estos. Se conté ademas con el registro de peso de estos individuos a
los 680 y 90 dias, desde que se inicio el ensayo con las dietas experimentales. Todos
los peces estaban identificados con un marcaje electronico (PIT-tag). Los individuos de
cada una de las familias fueron agrupados de manera que cada familia estuviera !
representaba en cada una de las 3 dietas de trabajo (Dieta Control y dietas con
reemplazo de proteinas y aceites animales, por vegetales), con un ntmero similar de

peces (Tabla 3).

Tabla 3. N° de peces por dieta y peso promedio al iniciar el ensayo. i
Dieta N° total de Peces Peso promedio * D. estandar (g)
Control 158 270,79 + 68,09
8. Proteina 162 269,13+ 77,28
8. Aceite 179 265,66 + 72,17

Total 499 268,41 £ 72,51
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2.3 Genes

Mediante la aplicacion de estas tres dietas se pudo identificar una serie de EST
(genes) involucrados en la respuesta a las dieta de sustitucion. Se trabajé con 38 EST,
en los cuales fueron identificados 58 SNP (Proyecto INNOVAChile-CORFO
07CN13PBT-41, datos sin publicar). Se contdé con la secuencia de cada EST v la

ubicacion de cada SNP presente en estas secuencias (Anexo 6).

2.4 Variables de Crecimiento

Para realizar el andlisis de crecimiento, se utilizd el peso inicial (Peso1), el peso a 60
dias de iniciados los ensayos (Peso02) y el peso a 90 dias de iniciados los ensayos de
alimentacion (Peso3). Con los datos de peso mencionados para los tres periodos de
tlempo se estimaron las siguientes variables de crecimiento usados en salménidos
(Cho, 1992). ganancia de peso (AP), tasa de crecimiento especifica {SGR) y

coeficiente de crecimiento por unidad térmica (TGC).

Ganancia de peso (AP): se calculd como la diferencia entre el peso inicial y el peso

final de la siguiente forma:

AP = PesoF — Pesol

Este muestra el incremento de peso en un periodo dado.




13

Tasa de crecimiento especffica (SGRY): fue calculada usando la siguiente formula (Cho,

1992);

InPesaoF —In Peso 1
* 100

SGR = Dias

Este la cual muestra el porcentaje de crecimiento diario de los peces.

El coeficiente de crecimiento por unidad térmica (TGC): fue calculado seglin formula de

Cho (Cho, 1992):

/PesoF — i/ Pesol

TGC =
2.°C * Dias

Este corresponde al aumento de peso por cada unidad de temperatura.

En todas las formulas precedentes, el PesoF corresponde al Peso3 o el Peso2, siendo
calculados los parametros calculados para ambos periodos, de 0 a 60 dias y de 0 a 90

dias.

2.5 Analisis estadistico

El analisis estadistico se desarrolld utilizando los datos de peso de todos los individuos
de las distintas familias. Para los datos de peso ya mencionados, se verificé la
distribucion normal por medio del test de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965). Una vez

realizado y solo de ser necesario, los datos se nomalizaron usando alguna de las

siguientes transformaciones: logaritmica (x” = logypx), ralz cuadrada (x"= x) o




14

reciproco (x" = 1/x) (Zar, 2010). La homogeneidad de varianza se evalué usando el

test de Fligner-Killeen (Fligner & Killeen, 1576).

Para las variables que no pudieron ser normalizadas, se utilizé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952), en caso de encontrarse
diferencias significativas (P<0.05) estas fueron identificadas usando el test de
comparaciones multiples de Dunn (Dunn, 1964) o de Gao (Gao y col, 2008). En caso
contrario se utilizé un modelo factorial de analisis de varianza (ANDEVA). Diferencias
significativas (P<0.05) entre los promedios fueron determinadas usando el test de
comparaciones multiples de Tukey (Zar, 2010). Todos los analisis estadisticos fueron
realizados usando los paquetes stats, graphics y gao del ambiente de andlisis

matematico R para Windows (R Core Team, 2014).

2.6 Prediccion de Valores de Cria y Estimacion Parametros Genéticos

Se predijeron los valores de cria y estimaron los distintos componentes de varianza y
correlaciones genéticas para los distintos parametros de crecimientos calculados (AP,
SGR y TGC) en cada dieta. Se trabajdé con un modelo animal disefiado de la siguiente
manera, usando el peso inicial como una co-variable para corregir las posibles

diferencias familiares en el inicio del estudio:

Yijk = pu+ SXi+ DAj+ BPEk + aijk + eijk
Dénde:

Y« El valor por individuo de cada uno de las variables de crecimiento calculados.
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{1 Promedio de la poblacion para cada variable medida.

SX:: Efecto fijo del sexo (i = 1, macho; i = 2, hembra).

DA;: Efecto fijo de las distintas dietas con los cuales los peces fueron alimentados (j =
1, dieta control; j = 2, dieta reemplazo aceite; j = 3, dieta reemplazo proteinas)

PE,: Peso de los individuos a los 0 dias de iniciado el ensayo.

B: Coeficiente de regresion del peso a los 0 dias de los individuos de la muestra
respecto a las variables de crecimiento.

a: Valor de cria de cada individuo para las variables de crecimiento.

ey Efecto no estimado por la constitucion genotipica del ijk-ésimo salmoén (residual)

La estimacion de los valores de cria para cada uno de los distintos parametros de

crecimiento, se obtuvo al resolver la siguiente ecuacién matricial:

XX
[T zreag] x B

Donde: A es la matriz de parentesco, 0,” es la varianza genética aditiva y a.2 es la
varianza residual. La matriz de parentesco (A) fue construida a partir de las relaciones
de parentesco provenientes entre ios distintos individuos y verificada por métodos

moleculares.

La estimacion de los componentes de la varianza y la heredabilidad fue calculada
utilizando el set de programas MTDFREML (Van Tassell & Van Vleck, 1996) sobre [a

base del modelo animal presentado anteriormente.
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2.7 Seleccidn de familias de Trabajo

La seleccion de las distintas familias a genotipar y con las cuales posteriormente
desarrollar el analisis de asociacion de marcadores, fue realizada a partir de los valores
de cria obtenidos para cada una de las variables de crecimiento analizados. Se
seleccionaron 40 individuos con valores de cria mas alto para la variable de
crecimiento usada y 40 individuos con valores de cria mas bajos. Finalmente sobre la
base de estos individuos se seleccionaron las familias mejor representadas, es decir,
con cuatro hijos o mas, en ambos extremos de la distribucion de los valores de cria
para realizar los subsecuentes analisis de asociacion. Seleccionando 5 familias de alto

PBV y 5 de bajo PBV.
2.8 Extraccion y medicion de ADN

La extraccion de ADN de los individuos seleccionados se realizo a partir de muestras
de aleta, en total de 113 individuos (90 hijos y 23 padres). La extraccion de DNA se
realizé mediante el protocolo desarrollado para salménidos por Taggart (Taggart y col,
1992). El protocolo detallado de extraccion se describe en el Anexo 1. La visualizacion
del ADN extraido se realizé en geles de agarosa al 1,2% cargando 3pL de cada
muestra, con bromuro de etidio usando un transiluminador UV (Fotodyne modelo 3-

3002).

El ADN fue cuantificado usando un espectrofotdmetro NanoDrop® (Modelo: ND-1000)
ubicado en el Laboratoric de Ecologia Molecular de la facultad de Ciencias de la

Universidad de Chile. Una vez obtenida la concentracion de ADN por muestra, estas

o
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fueron diluidas en agua ultra pura a una concentracién de 10 ng-ul” para su uso
posterior en las pruebas con los partidores disefiados para analisis de HRM, asi como

también en el posterior genotipado de los distintos individuos.

2.9 Seleccién EST de trabajo y Diserfio partidores

Se trabajdé sobre un grupo inicial de 35 EST en los cuales se habia identificado
previamente la presencia de un total de 58 SNP. El disefio de los partidores se llevo a
cabo usando como base la secuencia conocida para cada uno de los distintos EST en
los cuales se encontrd la presencia de uno o mas SNP. El disefio de [os partidores se
realizé utilizando los programas AmplifX 1.6.2 {(Jullien, 2013) y Primer 3 (Rozen &
Skaletsky, 2000). Los criterios para seleccionar los EST con los cuales trabajar tuvieron
relacién con la generacion de productos de PCR adecuados para la técnica del HMR v

fueron los siguientes:

1. Presencia de SNP clase 1 0 2 (ver Tabla 2, pagina 9).

2. Tamafio del Amplificado de 100-150 pb.

3. Temperatura de unién de los partidores entre 58-61°C.

4. Partidores disefiados para capturar solo un SNP en la secuencia del EST.

5. Tamafio partidores entre 18-24 pb.

Para las reacciones de prueba de los partidores disefiados se utilizd un termociclador
Bio-Rad MJ Mini usando Platinum® Taq ADN polimerasa (Invifrogen). Todas las
pruebas realizadas incluyeron el control negativo respectivo. De ser necesario, se

realizé gradiente de temperatura en la etapa de hibridacion a aquellos partidores que
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presentaron amplificados inespecificos. El protocolo de PCR usado fue el mismo usado
posteriormente durante la etapa del genotipado y consistié en: una fase de activacion
de la ADN polimerasa por 2 minutos a 96°C y luego 45 ciclos de amplificacion
compuesios de; una denaturalizacién de 15 segundos a 96°C y posterior union de

partidores por un minuto a 60°C, sin etapa de extension.

El tamafio de los fragmentos amplificados se estimo utilizando en cada gel de agarosa
un estandar de nOmero de pares de bases de 50 pb o 100 pb (Invitrogen). Los
productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa (2%) usando buffer TBE con
bromuro de etidio. Para la visualizacion de los amplicones bajo luz ultravioleta se usé
un transiluminador UV (Fotodyne modelo 3-3002). Se tomaron iméagenes de cada gel

de prueba las cuales fueron registradas con una camara fotografica Nikon Coolpix 990,

2.10 Genotipado

El genotipado se llevd a cabo usando el equipo Eco™ Real-Time PCR (llumina). Tanto
el protocolo de PCR y HRM, la disposicion de las muestras y el posterior analisis de
resuliados, fue disefiado y establecido usando el programa ECO™ Real-Time PCR
System 4.0 (lllumina). Se utilizo la mezcla Fast EvaGreen® gPCR Master Mix (Biotium)
que contiene EvaGreen®, Cheetah™ Taq ADN polimerasa, dNTPs y buffer necesarios
para la reaccion PCR, asi como para la lectura y creacion de la curva de disociacion. El
perfil de temperatura programado para el desarrollo de la reaccion de PCR con HRM
fue el siguiente: Activacion de Cheetah™ Taq ADN polimerasa por 2 minutos a 96°C,
45 ciclos de amplificacion con 15 segundos de denaturacion a 96°C y unién de

partidores por un minuto a 60°C, finalizando con un ciclo extra para la construccion de
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la curva de disociacion (denaturacion a 95°C per 15 segundos, hibridacion por 15

segundos a 55°C y denaturacion a 95°C por 15 segundos).

El genotipado se dividio en tres etapas: validacion y genotipado de individuos control,
genotipado de hijos y genotipado de padres. Para la etapa de genotipado y validacion
se trabajo con duplicados y triplicados de los individuos control cuyo genofipo fue
obtenido previamente por Sequenom® durante el desarrolio del Proyecto

INNOVAChile-CORFO 07CN13PBT-41.

2.11 Validacién relaciones de Parentesco

La validacion de las relaciones de parentesco enire los distintos individuos, analisis de
exclusion de paternidad y maternidad, fue realizada mediante el programa de analisis
familiar Cervus 3.0 (Kalinowski y col, 2007). Con este programa se obtuvo también los
estadisticos de diversidad genética a partir de todos los individuos genotipados en el
estudio. Estos fueron: heterocigosidad promedio por locus observada (H,) y esperada
(He), contenido de informacién polimérfica (PIC), ademas de las probabilidades de
exclusion de paternidad/maternidad para cada uno de los distintos marcadores usados.
Ademas, el programa puso a prueba el equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) para cada

uno de los loci marcadores utilizados.

2.12 Desequilibrio de Ligamiento
La estimacion del desequilibrio de ligamiento mediante Ia estimacion de D’ y r%; y la
obtencién del mapa de LD entre los marcadores usados se obtuvo con el uso de ios

paquetes para R: genetics (Warnes y col, 2013) y LDheatmap (Shin y col, 2006).
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2.13 Analisis de Asociacion

El analisis de asociacion fue llevado a cabo usando el paquete GWAF (Chen & Yang,
2013) para R. Este paquete utiliza funciones de paquetes ya existentes en R para
modelar adecuadamente la correlacion residual dentro de las familias en la prueba de
asociacion fenotipo-genotipo. Permite utilizar un panel de SNP bajo distintos modelos
genéticos especificados por el usuario (aditivo, recesivo, dominante o general). En este
trabajo se uso un modelo general, el cual supone que cada genotipo proporciona un
aporte diferente y no aditivo. Se comparan heterocigotos y homocigotos por separado
respecto al homocigoto para el alelo mas frecuente. También, para algunos SNP
debido a las frecuencias alélicas, el programa determino usar un modelo dominante.
Esie modelo supone que una unica copia de uno de los alelos es suficiente para
modificar | aporte del gen y que el ser portador de dos copias, modifica de igual
magnitud. Es decir, heterocigotos y homocigotos tienen la misma probabilidad, y se
comparan estos dos genotipos respecto con el homocigoto restante (Iniesta y col,

2005).

Para tener en cuenta la correlacién que se da entre las familias, GWAF usa un modelo
de ecuaciones de estimacion generalizadas (GEE, Generalized Estimation Equation)
para testear la asociacion entre un rasgo continuo como el crecimiento y cada SNP
bajo alguno de los modelos genéticos ya mencionados. El paquete requiere de tres
archivos de entrada: archivo de genotipo (Anexo 2), archivo de fenotipo (Anexo 3) y
archivo de parentesco (Anexc 4). La linea de comandos usada para llevar a cabo este

modelo de muestra en el Anexo 5.




RESULTADOS

3.1 Pesoy Variables de Crecimiento

Para el Peso1, Peso2 y Peso3 en cada dieta, se verifico la distribucién normal y la
homogeneidad de varianzas. Las variables Peso2 y Peso3 presentaron distribucion
normal, mientras que Peso1 fue normalizada usando la transformacion logaritmica.

Todos los datos mostraron homogeneidad de varianza.

Una vez comprobada la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos de
peso se construyeron las variables de crecimiento (AP, SGR y TGC) para la poblacién
de trucha arcofris tanto a 60, como a 90 dias de iniciado el ensayo, nuevamente fueron
realizadas pruebas de nommalidad y homogeneidad de varianza. Solo las ganancias de
peso cumplieron con los supuestos normalidad y homocedasticidad (AP..; y APs4). Las
restantes variables (SGR y TGC) no cumplieron estos supuestos a pesar de utilizar
transformaciones, por lo que se utilizd una prueba no paramétrica (Kruskal-Wallis) para

comparar estos promedios. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 4.

21




i

22

Tabla 4. Comparacion de variables de crecimiento {media + desviacion estandar) de
peces alimentados con dietas de reemplazo de proteinas, de lipidos y dieta control.

Control Dieta R. Proteina Dieta R. Aceite F&6x2 P-value
n 158 162 179
Peso1 270,79+68,09a  269,13+77,28a  265,66:72,17a 0,222 0,801
Ensayo a 60 dias
Peso2 476,73£119,03a  485,39+132,62a 466,33+123,22a 0,993 0,371
APz 205,94+62,69a  216,25¢67,72a  200,88+72,51a 2,282 0,103
SGR;z 0,94+0,18a 0,99+0,19a 0,94+0,26a 5238 0,073
TGC1.2 2,73t0,57a 2,87+0,58a 2,69+0,76a 5004 0,078
Ensayo a 90 dias
Peso3 644,11£163,43ab  674,64+171,1b  622,71%149,68a 4,432  0,0124
APy 373,32£109,91a  405,50+111,79b 357,64+102,83a 8,76  1,82¢-4
SGR;; 0,96+0,15a 1,030,17b 0,95:0,20a 16,751 2,3e-4
TGCi.3 2,84+0,52a 3,060,52b 2,78+0,50a 25262 3,26e-6

Letras distintas en filas indican diferencias significativas entre los valores analizados
(P<0.05).

No hubo diferencias en el peso inicial de las truchas (Peso1) previo a la aplicacion del
ensayo de alimentacion con las tres dietas experimentales (Tabla 4). A 60 dias de
iniciado el ensayo, no hubo diferencias significativas en el crecimiento de los peces ni
tampoco para las variables de peso calculadas (Tabla 4). Si se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de los peces alimentados con la dieta con sustitucion de
proteinas a los 90 dias de iniciado el ensayo experimental contra la Dieta de sustitucion
de Aceite, no asi con la dieta Control (Tabla 4). En cambio, se observa una diferencia
significativa en las variables de crecimiento, donde para las tres variables calculadas

(AP35, SGR13 y TGC,3) la dieta de reemplazo de proteinas mosfré un rendimiento
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significativamente mayor. En funcion de lo anterior, se decidié trabajar solo con los
datos de peces de la poblacién en estudio a los 90 dias de iniciado el ensayo, dado
que estos mostraron diferencias significativas en el crecimiento de los peces
analizados. Subsecuentemente se analizd el efecto del sexo sobre las variables de
crecimiento de las truchas usadas en el estudio (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacioén de variables de crecimiento (media * desviacion estandar) entre
las truchas machos y hembras incluidas en el estudio.

Sexo

Machos Hembras Fox* P-value
n 248 251
Peso1 278,43 +77,24a 258,38 £ 66,02b 9,829 1,82e-3
Peso3 674,4 + 174,68a 619,86 £ 150,66b 14,06 1,88e-4
AP13 395,12 £112,67a 361,22+ 104,12b 11,98 5,83e-4
SGR3 0,99 +0,18a 0,97 £0,18a 0,767 0,382
TGCy3 2,95+ 0,55a 2,84 £ 0,55b 5,052 0,025

Letras distintas en filas indican diferencias significativas entre los valores analizados
(P<0.05).

Se observa claramente un efecto del sexo sobre la poblacién analizada. Donde tanto al
iniciar el ensayo experimental como el finalizar este, los machos mostraron un. peso
mayor que las hembras, pesando en promedio un 7.7% mas al iniciar el ensayo y 8.8%
mas a los 90 dias respectivamente. Esto también se manifestd en las variables de
crecimiento calculadas, donde los machos presentan un AP y TGC significativamente

mayor que las hembras. Solo la variable de SGR mostr6 ser igual para ambos sexos

(Tabla 5).

Al analizar en la interaccién de sexo y dieta (Tabla 6, pagina 27) vemos que para los
individuos ubicados en [os estanques de la dieta control, existia una diferencia en sus

pesos iniciales (Peso1), situacion que no ocurre con los individuos ubicados en los
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estanques que posteriormente fueron alimentados con dietas de reemplazo. Esta
misma situacioén ocurre con el peso final (Peso3). Para las variables de peso, en el
caso de la AP;, existen diferencias significativas en las tres dietas usadas. Situacion
no observada para la variable SGRj.; donde no hubo diferencias significativas. En el

caso de la variable TGC;., solo se encontraron diferencias significativas para las dietas

de sustitucion.
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3.2 Prediccion de Valores de Cria y Estimacion Parametros Genéticos

Una vez obtenidos los valores de las distintas variables de peso y crecimiento para
cada individuo de la poblacién analizada, se procedio a estimar los componentes de
varianza y heredabilidad (Tabla 7), para predecir los valores de cria respectivos para
cada uno de ellos. Esto fue hecho con el fin de poder seleccionar a los individuos y las
familias a las cuales pertenecen, para genotipar los distintos SNP presentes en su

genoma.

Tabla 7. Componentes de varianza y heredabilidad para cada variable de Crecimiento.

Variable VA VR h* e’
APa4 3109,7896 4595,6394 0,4036 0,5764
SGR;.4 0,0112 0,0154 0,4209 0,5701
TGCa, 0,1218 0,1682 0,4200 0,5800

VA varianza genética aditiva. VR, varianza residual. h*, heredabilidad. e*, proporcién
de variacién ambiental.

Los valores de cria para cada variable fueron correlacionados con valores fenotipicos
de la variable original desde la cual se obtuvieron estos valores de cria. Se observa
una mejor correlacion de datos para las variables SGR3., (r = 0,8056) y TGCs4 (r =
0,8233) en comparacion con la AP (r = 0,6415), por lo cual se determind trabajar con

los valores de cria en funcion de los resultados obtenidos para el SGR3 4 y TGCj..

La Tabla 8 muestra la seleccion de individuos y familias realizada a partir de los
valores de cria para SGR;.; de los 40 individuos con valores mas altos y los cuarenta
con valores mas bajos. Ademas, se muestra el nimero total de individuos analizados

en cada familia.
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Tabla 8. Distribucion de Individuos y familias seleccionados para andlisis de asociacion
segtn valores de cria para SGR34

Valores de cria mas altos

Valores de cria mas bajos

Total Total
familia N individuos % Familia _Familia N individuos % Familia

5 4 10 11 10 7 175 11
32 1 2,5 11 12 4 10 14
40 5 12256 10 16 10 25 15
44 6 15 13 20 2 5 10
46 1 25 13 21 1 25 11
52 1 25 15 24 1 2,5 13
54 13 325 13 36 7 175 16
55 9 225 13 39 6 156 9

49 1 25 12

58 1 25 8
Total 40 100 99 Total 40 100 119
Selec. 37 925 60 Selec. 34 85 65

per lo tanto el valor promedio poblacional tedrico es cero (Tabla 9).

Se seleccionaron un fotal de diez familias a incluir en los andlisis de asociacion
(marcadas en negrita en la Tabla 8). Cinco con valores de cria para las tres variables
de crecimiento estudiadas sobre el promedio de la poblacién y otras cinco con valores

de cria bajo el promedio. El valor de cria (PBV) se mide como un desvi6 del promedio,
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Tabla 9. Valores de cria familias seleccionadas v/s valores promedio poblacionales.

Familia n PBVAP;; PBVSGR;: PBVTGC,,
54 13 91,14 0,18 0,58
55 13 59,26 0,12 0,39
40 10 43,12 0,11 0,32
44 13 59,69 0,11 0,37
5 11 64,36 0,09 0,34

Promedio 11,34 2,82 0,01 0,02
12 14 -63,96 -0,09 -0,34
16 15 -63,56 -0,11 -0,38
36 16 -44,75 -0,11 -0,34
39 9 -60,76 -0,15 -0,48
10 1 -78,05 -0,15 -0,50

3.3 Seleccion EST de trabajo y Diserio partidores

A partir de los 58 SNP en 37 EST se disefiaron y seleccionaron partidores para 15
SNP en igual cantidad de EST. El resto fue descartado por las siguientes razones: 1)
No se pudo generar partidores sobre la secuencia del EST o el par de partidores
generados se solapa con oiro SNP presente en la secuencia (23 casos). 2) El SNP
presente es de clase 3 o0 4 (3 casos). 3) El SNP presenta tres alelos posibles (2
casos). 4) El EST cuenta con ofro(s) SNP en su secuencia (9 casos). 5) Los

partidores disefiados presentaron una Tm fuera de rango 6ptimo recomendado {9

casoes).
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El grupo de SNP seleccionados cumple con todos los criterios de seleccion, saivo dos
de ellos los cuales no cumplen alguno de los criterios, situacion generada a propésito
con ¢l fin de contrastar la informacion tedrica sobre los criterios dptimos sobre los
cuales se debe desarrollar el genotipado de SNP por HRM. En la tabla 10 se muestran
las caracteristicas de los EST y SNP seleccionados, en Anexo 6 la secuencia de cada

EST y de los partidores disefiados.
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Una vez sintetizados los partidores, se trabaj6 en la prueba de los mismos. El objetivo
de esto es obtener una reaccion de PCR o6ptima, es decir un fragmento con un tamario
dentro de lo esperado y sin la presencia de fragmentos inespecificos. Este Ultimo
punto es de primordial importancia dada que la presencia de estos y el
desconocimiento de la presencia de SNP en su secuencia, puede atentar con los

resultados del HRM.

Del grupo de 15 SNP, en general se obtuvo buenos resultados con una reaccion de
PCR limpia (ver Anexo 7). Aun asl, los SNP 166_2B y 41_8A presentaron amplificados
inespecificos, por lo cual se realizd gradiente de temperatura en [a fase de hibridacién
con el fin de buscar eliminar la presencia de estos. Lograndose resultados positivos al

aumentar la temperatura de Tm a 61°C (ver Anexo 8).

3.4 Genotipado

Una vez estandarizadas las reacciones de PCR, se validaron los genctipos de los
individuos control. A estos individuos se les conocia de antemano el genotipo (por
secuenciacion) y es necesario al menos conocer dos de los tres genotipos posibles
(homocigoto1, heterocigoto y homocigoto2) obtenido en la etapa de identificacién de
SNP en los distintos EST. En las figuras 1 y 2 (pagina siguiente) se muestran a modo

de ejemplo los resultados de la validacion de los controles para el SNP 108_3A.
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Figura 1. Curva de disociacion normalizada, EST 108 3A SNP T/C, validacion de
controles homocigoto TT, heterocigoto CT y homocigoto CC. U, individuo de genotipo
desconocido asignado a genotipo CC.
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Figura 2. Curva de diferencia en relacion al genotipo TT, EST 108 3A SNP T/C,
validacion de controles homocigoto TT, heterocigoto CT y homocigoto CC. U, individuo
de genotipo desconocido asignado a genotipo CC.
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Para dos SNP (55_2B y 120_1) no se pudo discriminar los genotipos entre los
individuos control por lo cual se descartaron. Una vez validado el genotipo de los
controles, se realizd el genotipado tanto de padres como hijos de las familias
seleccionadas. A modo de ejemplo, en las Figuras 3 y 4 se muestran los resultados del
HMR para de genotipado de los peces parentales de todas las familias seleccionadas

(Ver tabla 8, pagina 29) incluidas en los analisis de asociacion para el SNP 108 _3A .

Cc/C

ns e "y ™e " 83 (2] na (1%} e 533
Teroarase (T

Figura 3. Curva de disociacion normalizada, EST 108_3A SNP T/C, genotipado de
padres (U) junto con controles de genotipo conocido (TT, CT y CC).
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Figura 4. Curva de diferencia en relacion al genotipo TT, EST 108 _3A SNP T/C,
genotipado de padres (U) junto con controles de genotipo conocido (TT, CT y CC).

En las Figuras 5 y 6 se muestran los resultados del genotipado de las progenies de las

familias seleccionadas incluidas en los andlisis de asociacion para el SNP 108 3A

C/T

s s s ne 3 e " G =3 s 13 = us
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Figura 5. Curva de disociacion normalizada, EST 108 _3A SNP T/C, genotipado de
progenies (U) junto con controles de genotipo conocido (TT, CT y CC).
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Figura 6. Curva de diferencia en relacion al genotipo TT, EST 108_3A SNP T/C, para
el genotipado de progenies (U) junto con controles de genotipo conocido (TT, CT y

CC).

El genotipado se pudo realizar con éxito en 10 SNP de los 15 SNP. En los restantes

cinco, en dos SNPs (89 1 y 110_2B) se observaron problemas en las curvas de

melting, impidiendo asignar de manera clara un genotipo a los distintos individuos

estudiados. En dos (120_1 y 55_2B) no se pudo encontrar los controles suficientes

para realizar el analisis. Por ultimo el SNP 180_1 resulto ser monomoérfico para la

poblacion en estudio por lo que fue descartado. Los genotipos con sus respectivas

frecuencias genotipicas y alélicas se muestran en el Anexo 9.
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3.5 Validacion relaciones de Parentesco

Las probabilidades de exclusion de paternidad, junto con las medidas de diversidad
genética y las pruebas para el equilibrio de H-W de los distintos SNP se muestran en
la Tabla 11, siguiente pagina. La Figura 7, muestra el incremento en las distintas
probabilidades de exclusion de paternidad/maternidad al aumentar el nimero de SNP

usados para el calculo de las mismas.

Las relaciones de parentesco (padre/madre-progenie) fue confirmada para 82 (91.1%)
individuos incluidos en el estudio, donde ocho individuos (8.9%) resultaron estar mal
asignados en las distintas familias y que por lo tanto fueron descartados para analisis

posteriores (Tabla 12).

1.0

08

06

Probabilidad de Exclusion
04
1

02
I

N° de Marcadores usados

Figura 7. Probabilidad de exclusion v/s nimero de marcadores SNP usados, en negro
(PE-1P) rojo (PE-2P), azul (PE-PP), naranjo (PE-SI) y verde (PE-I
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Tabla 12. Individuos que presentaron diferencias en su genotipo con alguno de sus
padres conocidos.

ID Progenitor
Locus D Individuo Genotipo Conocido Genotipo
45_1 255 TT Madre F6 GG
45 1 TT Padre N4 GG
41_8BA ccC Padre N4 TT
25 1 411 TT Madre F10 ccC
25 1 TT Padre macho 4 ccC
108_3A 491 TT Madre F5 ccC
166_2B 583 A A Padre N2-3 GG
41_8A CcCC Padre N2-3 TT
108_3A 596 TT Madre F3 CcCcC
108_3A TT Padre N2-3 cCC
41_8A cCcC Padre N2-3 TT
166_2B 604 AA Padre N2-3 GG
45 1 TT Madre F3 GG
45_1 TT Padre N2-3 GG
41_BA ccC Madre N2-3 TT
108_3A 665 ccC Padre N4 TT
41_8A ccC Padre N4 TT
25 1 746 TT Padre macho 1 CO ccC
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3.6 Desequilibrio de Ligamiento y Analisis de Asociacién
La Figura 8 muestra el mapa de desequilibrio de ligamiento, obtenido con el paquete

LDheatmap. Los valores estimados para los estadisticos de LD, D' y R? se pueden ver

en el Anexo 10.

Figura 8. Mapa de Desequilibrio de ligamiento (D) para los 10 marcadores SNP
usados en el estudio.

El andlisis de asociacién de los marcadores usados toma en cuenta las relaciones de
parentesco entre la poblacion analizada esto con el fin no obtener falsos positivos gue
pueden aparecer debido al uso de individuos no emparentados. La asociacion se puso
a prueba usando el crecimiento alcanzado por los individuos de la poblacion estudiada
a los 90 dias de iniciado el ensayo, con el peso inicial como covariable, y los valores
de cria obtenidos de los tres parametros de crecimiento utilizados. Los resultados se

muestiran en las siguientes tablas: Tabla 13 (pagina 43) y Tabla 14 (pagina 44).




Todos los andlisis de asociacion se llevaron a cabo usando un modelo genético
general debido al desconocimiento del aporte e influencia de los distintos SNP sobre el
rasgo de crecimiento. Aun asi el paquete GWAF puede discriminar cual modelo es
mejor usar para cada SNP, lo que ocurrid en algunos casos (SNP 25_1 y 41_8A)
donde se usé un modelo genético dominante. Ademas, el SNP 100_1 fue descartado
por el paquete GWAF para el andlisis de asociacion. Esto debido a que fue

practicamente monomaorfico en la poblacion de estudio.
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En general se observa que tres SNP: 175_2A, 25_1 y 41_8A ubicados en los genes para
Quimotripsina B (EGB07447), Haptoglobina (CAD39257) y Apoliproteina A-1 (CK990692),
respectiva}nenie, no muestran asociacion con ninguno de los rasgos de crecimiento

evaluados, ni con el peso a los 90 dias de edad (Tablas 13 y 14, paginas anteriores).

Por otro lado, hubo un grupo de seis SNP que mostraron asociacion entre significativa (P-
value <0,05) a altamente significativa (P-value < 0,001) para las cuatro variables
evaluadas (Peso3, PBV AP34, PBV SGR;., y PBV TGCs,). De estos seis, destacan los
SNP 103_2B y 157_2B los cuales siempre mostraron asociacion altamente significativa
con todas las variables evaluadas (P-value < 0,001). Estos dos SNP se encuentran en los
genes serinefthreonine-protein phosphatase PGAMS5 (CA060716) y pB-1,6-N-

acetylglucosaminyitransferase 4 (CB488504), respectivamente,

Del resto de los SNP, vemos que ios SNP 108_3A y 166_2B muesfran asociacién
significativa (0,001 < P-value < 0,05). Con el SNP 91_4B vemos que alcanza valores
altamente significativos (P-value < 0,001) para las variables basadas en el valor de cria,
situacion gue no ocurre con el peso donde se observa una significancia menor (0,01 < P-
value < 0,05). Situacién inversa a la que ocurre en el SNP 45 1 donde vemos una alta
significancia (P-value < 0,001) para la variable de pesoy PBV APi, y una asociacion
significativa (0,01 < P-value < 0,05) con el resto de las variables basadas en el valor de

cria (PBV SGRy, y PBV TGC3;.,4).




DISCUSION

4.1 Variacién fenotipica del crecimiento

En este estudio, como primera parte, se analizé el crecimiento de una poblacién de
trucha arcoiris alimentada con una dieta control compuesta de harina y aceite de
pescado; y dietas de sustitucion def 50% de estos componentes por aceites y proteinas
vegetales. El crecimiento fue evaluado en funcion del peso el cual fue medido iniciado
el ensayo experimental, a 60 y 90 dias de empezado este. Ademés de evaluar
variables de crecimiento como [a diferencia de peso (AP), la tasa de crecimiento

especffica (SGR) y el coeficiente de crecimiento por unidad térmica (TGC).

Al comparar [a dieta control y la de sustitucion de proteinas, en la cual se reemplazo un
50% de harina de pescado por una combinacion de harina de girasol (25%), gluten de
maiz (50%) y soya desgrasada (25%), respecto a los pesos promedios finales
alcanzados no hubo una diferencia significativa entre las dietas a 60 dias de iniciado el
ensayo experimental, situacion similar a lo observado en otros estudios llevados a cabo
en trucha arcoiris con dietas de sustitucién de proteinas donde la harina de pescado
fue reemplazada por mezclas de harina de soya (25%) y gluten de maiz (75%) (Gomes
y col, 1995), mezclas de harina de soya (25%), gluten de maiz (37.5%) y trigo (37.5)
(Cheng y col, 2003) o mezclas de harina de soya (35%}) y trigo (65%) (Romarheim y
col, 2006) donde no se observd diferencias entre los pesos finales, la ganancia de peso
(AP), la tasa de crecimiento especifico (SGR) y para el coeficiente de crecimiento por

unidad térmica (TGC).
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A 90 dias no se observd diferencias significativas en los pesos finales. En
experimentos similares, con una tasa de sustitucion del 50% de harina de pescado por
proteinas vegetales (25% harina de soya, 25% gluten de trigo y un 50% de gluten de
maiz), por un periodo de tiempo similar (~90 dias) en trucha arcoiris, fue observado el
mismo resultado (Lansard y col, 2009). También en este mismo estudio se observaron
diferencias significativas en las variables de crecimiento SGR y AP, donde para ambas
es menor el crecimiento en la dieta de sustitucion comparado con la dieta control. En
cambio en el presente estudio se observé un patron distinto, los valores de SGR y AP
para la dieta de reemplazo son mayores a la dieta control. Lo que se puede deber a
que las truchas arcoiris usadas en el estudio desde el cual se obtuvieron los datos para
el presente seminario tenian algin grado de adaptacion al consumo de dietas con
ingredientes vegetales. Algo que ya ha sido observado en otros experimentos, donde
un uso temprano de dietas con ingredientes vegetales favorece una posterior

aceptacion de éstas, en etapas tardias de la vida del pez (Geurden y col, 2013).

Es importante notar que la dieta de sustitucién de proteinas tiene una inclusion de
harina de soya del 25%, de acuerdo a lo recomendado por algunos autores que

mencionan que la inclusién de harina de soya no debe superar el 20-25% con el fin de
evitar problemas en el crecimiento de los peces, esto debido a la presencia de factores

antinutricionales (Hardy 2003; Barrows y col, 2007).

Por otro lado, al contrastar la dieta control con la dieta de sustitucion de aceites (50%
de reemplazo de aceite de pescado por aceite de Raps) tanto a 60 como 90 dias no
hubo diferencias con el peso final alcanzado y las variables de crecimiento calculadas.

Situacion ya observada en otros estudios realizados en trucha arcoiris reemplazando el

60% del lipido por aceite de raps durante 27 semanas (Turchini y col, 2013}, usando un
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30% de aceite de raps por 60 dias (Stone y col, 2011) o con un 50% de aceite de

canola por 84 dias (Yildiz y col, 2013).

Dentro de las familias seleccionadas para genofipado, encontramos que estas
muestran un comportamiento claramente diferenciado. Familias con alto PBV
mostraron significativamente un mayor peso final, mayor ganancia de peso (AP;.4), una
mayor tasa de crecimiento (SGR3.4) ¥ un mayor coeficiente de crecimiento por unidad

térmica (TGC;.) (Tabla 15).

Tabla 15. Crecimiento y variables de crecimiento para las 5 familias con alto PBV v/s
las 5 menores.

Familias Bajo PBV  Familias Alto PBV Fox* P-Value

n 65 60
Peso1 268,7 £82,38 244,28 + 64,47 3,366 0,06900
Peso2 435,38 + 136,17 478,68 £ 116,67 3,618 0,05950

Peso3 568,02 = 174,71a 671,68 + 153, 32b 12,32 0,00063

AP34 299,32 + 113,15a 4273+ 97,77b 45,44 5,43e-10
SGR34 0,83+0,21a 1,13+ 0,12b 65,36 6,24e-16
TGC3, 2,39+ 0,65a 3,31 £0,35b 63,63 1,67e-15

Letras distintas en filas indican diferencias significativas entre los valores analizados
(P<0.05).

Las familias seleccionadas con alto PBV tienen entonces una mayor capacidad para
crecer con las nuevas dietas suministradas, teniendo una mejor respuesta ante los
nutrientes presentes en las dietas vegetales, tanto a nivel de proteinas como aceites.
Esto, marca una diferencia con las familias seleccionadas para bajo PBV las que

muestran una menor capacidad de respuesta, reflejado en su menor crecimiento.




47

4.2 Genotipado y Parentesco

El genotipado de los individuos seleccionados de cada familia fue realizado por el
andlisis de HRM. El cual ha sido aplicado con éxito en la deteccibn de SNP
identificados en EST (Ujino-lhara y col, 2010), siendo utilizado también en acuicultura
tanto para detectar y descubrir SNP en distintas especies de salménidos como trucha
arcoiris (Hansen y col, 2011), trucha degollada "cutthroat” (Oncorhynchus clarkii)

(McGlauflin y col, 2010) y salmén chum (Oncorhynchus keta) (Seeb y col, 2011).

En algunos de los estudios mencionados, se encuentran problemas similares a los que
surgieron en la presente investigacion durante la implementacién de la técnica de
HRM. Entre los problemas comunes se encueniran la incapacidad de asignar un
genotipo aun teniendo los controles para los distintos genotipos esperados, debido ala
aparicion de multiples curvas de disociacion (“‘melting”) una vez realizado el
experimento, como fue observado por Seeb y colaboradores (2011). Esto supone la
pérdida del SNP al ser genotipado, por la presencia de aigun otro polimorfismo cercano
al SNP de interés, lo cual genera una mayor cantidad de curvas e impide asignar
correctamente los genotipos. Igualmente, se observa como limitante para esta técnica
la poca capacidad de resolucién que ofrece al trabajar con SNP clase Il (C/G) o IV

(AVT) (Liew y col, 2004).

Con el panel resultante de SNPs se evalud su uso para parentesco. Una ventaja que
se tenfa a la hora de hacer el analisis es que ya se conocian de antemano los padres
de cada familia. Con este panel se pudo eliminar individuos que no correspondian a las

familias alas que fueron asignados al inicio del experimento de acuerdo a los registros




genealdgicos, esto se logrd determinar en funcion de los “mistmaches” resultantes al
comparar los genoctipos de los padres con estos hijos. Debido a la cantidad de SNP
usados y al ser estos marcadores bi-alélicos, la probabilidad de exclusion obtenida fue
baja (60%) en comparacion con el uso de otros marcadores moleculares multi-alélicos,
como los microsatélites que son ampliamente usados para pruebas de paternidad

(Pierce y coi, 2008; Le Boucher y col, 2011; Sae-Lim y col, 2013).

Diversos estudios siguieren aumentar el nimero de SNP empleados en el analisis en
torno a 20 0 30 (Baruch & Weller 2008; Karniol y col, 2009} o usar conjuntamente SNP
y microsatélites, donde es posible reemplazar estos Ultimos afiadiendo de dos a tres
SNP por microsatélite, para alcanzar probabilidades de exclusion equivalentes (Weller
y col, 2006). Esto, con el fin de lograr una probabilidad de exclusién similar al 99%,
valor minimo aceptado en humanos (Araneda y col, 2004) y que hubiese sido
necesario alcanzar para dar como valido el panel de SNP utilizado para pruebas de

exclusion de paternidad.

4.3 Asociacién de marcadores con crecimiento

Con el andlisis de asociacion realizado se obtuvieron un total de seis SNP (45_1,
91 _4B, 166_2B, 103_2B, 108_3A y 157_2B) proveniente de genes diferencialmente
expresados que se asocian con el rasgo de crecimiento para los valores de cria de las
variables de crecimienfo (PBV APs4, PBV SGRy4, PBV TGC3.4} y usando también el
peso a 90 dias de cada individuo (Tablas 13 y 14, paginas 42 y 43 respectivamente).
Ademas los SNP seleccionados no mostraron desviacion del equilibrio de Hardy-

Weinberg (Tabla 11, pagina 38).
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La mitad de los SNP que llegaron a la fase de asociacion resultaron estar
significativamente asociados con algiin rasgo de crecimiento. Esta situacion tambien se
observa en estudios similares como los llevados a cabo por Salem y colaboradores
(Salem v col, 2012) donde de un total de 54 SNP validados, en peces alimentados con
dietas de origen animal, se asociaron con el crecimiento 22 SNP. Al comparar con este
mismo estudio los genes en los cuales se encuentran los SNP seleccionados no se
observan similitudes, siendo genes distintos que participan de procesos metabdlicos
como la glicolisis, componentes mitocondriales (Citocromo b o NADH deshidrogenasa)

o se relacionan con proteinas musculares.

4.4 Relevancia Bioldgica SNP seleccionados en Andlisis de Asociacion

Con el grupo de SNP obtenidos del analisis de asociacion y conociendo en que genes
se ubican (Tabla 10, pagina 31), es relevante conocer en los posible, la funcion que
cumplen y los procesos biologicos de los cuales participan. Caracteristicas que pueden
dar cuenta de la respuesta frente al uso de dietas de sustitucién de nutrientes
vegetales por animales ejercida por estos genes. Por lo cual se realiz6 una revision en
bases de datos como Gene Ontology (Ashburner y col, 2000), UniProt (Apweiler y col,

2013) y KEGG {(Kanehisa & Goto 2000).

El SNP 91_4B se encuentra en €l gen atlll (Antitrombina lll), el cual participa de una
serie de procesos biolégicos como la coagulacidn de la sangre, hemostasis y
regulacion de la respuesta inflamatoria y proteolisis. Su actividad ocurre en el espacio

extracelular. Su funcién molecular ocurre por su actividad de inhibicion de proteasas y
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endopeptidasas del tipo serina, ademas de unirse a otras proteinas como la heparina y

proteasas

Los SNP 157 2B (gen gcnt4a) y 108_3A (gen st3gal3), que codifican para las
proteinas B-1,6-N-acetylglucosaminyl transferase 4 y N-acetyllactosaminide a-2,3-sialyl

transferase respectivamente participan de la bios intesis de O-Glicoproteinas.

El SNP 103_2B (gen pgam5) es parte de la via de sefializacion de TNF (Factor de
necrosis Tumoral). EI SNP 166_2B (gen nudt17), a nivel de Gene Ontology,
encontramos que solo se encuentra conocida su funcion molecular, la cual

corresponde a actividad hidrolasa y unién a iones metalicos.

El SNP 45 1 se encuentra asociado a un EST de nombre, descripcion y funcion
desconocida. Al realizar blastn de esta secuencia en NCB| a EST de distintas especies
modelo emparentadas con trucha arcoiris, como pez cebra (Danio reiro), medaka
(Oryzias latipes) o pez globo (Fugu rubripes) junto con trucha arcoiris y salmon del
Atlantico solo se obtiene similitud para estas dos Ultimas especies en secuencias de
cDNA sin clasificar. Al realizar este mismo ejercicio sobre el genoma no se obtiene
resultado alguno. Sin embargo, al realizar blastn en una base de datos mas actualizada
como Animal Genome' para trucha arcoiris, se obtiene resultados positivos tanto para
genoma como EST. Aun asi, estas secuencias no estan anotadas por lo cual no se
puede determinar a qué gen esta asociado este EST. Al usar la herramienta de blastx,
en NBCI para este EST, no se detectan dominios asociados a alguna proteina.

Observandose match con dos proteinas pero, con valores de identidad y cobertura

bajos.

! http ://www.animalgenome.org/blast/ (Ultima revisién: 26 de noviembre de 2014)
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Al estar los SNP que se asociaron con el rasgo de crecimiento, en genes identificados
de un andlisis de expresion diferencial a partir de micro-arrays, podemos conocer la
correspondencia de la expresion de cada uno respecto de cada dieta. Para la dieta de
susfitucion de aceites tenemos que todos los genes que continen estos EST
mantuvieron su expresion, mientras que para la dieta de reemplazo de proteinas todos
los genes la aumentaron (Datos no publicados. Gentileza Dra. Verénica Cambiazo y

Dr. Rodrigo Pulgar. Laboratorio de Bioinformatica y Expresion Génica, INTA).

Aun cuando se tiene un pane! de genes con SNP seleccionados por el andlisis de
asociacion llevado a cabo, es necesario filtrar estos datos. En esta clase de estudios
puede ocurrir que los mecanismos de accion por los cuales los genes asociados
afectan al rasgo de interés no sean del todo claro. Esto debido a que se desconoce la
funcion del gen o que con la informacion actual aun no hay una clara conexion enire el

geny el rasgo de interés (McCarthy & Hirschhorn 2008).

De los cinco genes asociados, tres resultan de interés (atfll, gcni4a y pgam$5) ya que se
puede establecer una posible relacién del gen con la tolerancia o adaptacion a dietas
que presentan proteinas de origen vegetal, en especial por el uso de harina de soya.
Diversos estudios en distintas especies de peces como salmon del atlantico, trucha
arcofris, pez cebra y carpa comun (Cyprinus carpio) muesfran que la inclusion de
harina de soya en la dieta influencian de manera negativa la absorcion de nutrientes,
sistema inmune y morfologia (Hedrera y col, 2013); tanto intestinal caracteriza por una
infiltracion de distintas células del sistema inmune como macréfagos, linfocitos o
neutrofilos en la lamina propia, disminucién en la altura del plegamiento e integridad de
la mucosa intestinal, anormal vacuolizacidn y ampliacion del estroma central

(Baeverfiord & Krogdahl 1996; Heikkinen y col, 2006) llegando a desencadenar una
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inflamacion en la zona distal del intestino denominada enteritis (Merrifield y col, 2009;
Hart y col, 2010; Krogdahl y col, 2010); o hepatica caracterizada por una atrofia en los
hepatocitos y en el aumento en la actividad enzimética de algunas enzimas como la

cystathionine g-lyase (Yamamoto y col, 2007).

Los tres genes mencionados (atlll, gcntda y pgam5) pueden estar involucrados en la
respuesta al proceso de inflamacién en el intestino. La Antitrombina ! {(gen atill}
ademas de ser parte de procesos relacionados con la coagulacion de la sangre,
participa en la regulacion de procesos inflamatorios, afectando la activacion de
leucocitos (Wiedermann & Romisch 2002), aun cuando en inflamacion aguda la
antitrombina Il se encuentra consumida y/o inactivada (Esmon 2005). La posible
relacion entre este gen y el uso de dietas de sustitucion surge, como se menciono
anteriormente, en que durante los procesos de enteritis existe una infiliracion leucocitos
en el intestino en respuesta a estas dietas. Ademas, como ya se comento, este gen
sufre un alza de su expresion lo que estarfa dando cuenta de una respuesta a las
nuevas dietas y de cierto modo, una muestra de la capacidad de la adaptacién del pez

a estas.

El gen pgamb se encuentra en la via de sefializacion de TNF (Factor de Necrosis
Tumoral, via de sefializacion en Figura 9, pagina siguiente). TNF es una citocina pro-
inflamatoria que juega un rol importante en inmunidad e inflamacién controlando
también proliferacion celular, diferenciacion celular, apoptosis y necreosis (Baud & Karin
2001; Chu 2013). PGAM5, en especifico, forma parte de la via que conduce a la
necrosis via DRP1, en donde “knockdown” para esta proteina muestran una necrosis
atenuada (Wang y col, 2012) también junto a KEAP1 promueve la degradacion

proteinas antiapoptéticas como BCL2 . TNF muestra un alza en su expresién durante
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procesos de inflamacién inducidos por el uso de proteina vegetal, como la harina de
soya (Uran y col, 2008). De la misma forma como muestran los resultados de
expresion génica, pgam5 aumenta su expresion por el uso de proteinas de origen

vegetal en la dieta, lo cual muestra una correlacion con el aumento en la expresion de

TNF descrito en la literatura.
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Figura 9. Via de Sefalizacion de TNF. Resaltado en rojo, gen pgam5.

Por ultimo, tenemos el gen gcnt4a. Este participa de la sintesis de O-glicanos en
especifico en la biosintesis de las Mucinas (Figura 10, pagina siguiente). Las mucinas
son un diverso grupo de proteinas altamente glicosiladas, siendo uno de los principales
componentes de la mucosa intestinal, teniendo como funcién lubricar superficies y ser
una primera linea de defensa contra patogenos (Hunt y col, 2005). Se ha encontrado
que el uso de harina de soya (proteina vegeta) induce cambios en la composicion de

las mucinas en carpa comun, algo similar a lo encontrado en humanos (Van der Marel

y col, 2014).

Defectos en las mucinas puede producir brechas en el epitelio intestinal que pueden

ser aprovechadas por patégenos lo que resulta en inflamacion de la zona afectada,




ademas las mucinas juegan un papel importante para la microbiota intestinal al ser un
importante sustrato y componente de adhesion (Sheng y col, 2012), donde cambios en
la composicion de estas afectan a la microbiota intestinal algo observado durante |a
alimentacion con harina de soya (Merrifield y col, 2009). Los resultados de expresion
diferencial muestran una sobreexpresion de este gen, o que puede estar dando cuenta

de los eventos mencionados anteriormente, mostrando como este gen participa de la

tolerancia a las dietas con proteina vegetal.
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Figura 10. Via de Biosintesis Mucinas. En rojo resaltado gen gcnt4a.

4.5 Desequilibrio de Ligamiento (LD)

Debido a la complejidad y duplicaciones presentes en el genoma de trucha arcoiris, el

ensamble de su genoma y respectivos cromosomas ha sido complejo. Si bien se han
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realizado acercamientos en pos de cumplir este objetivo con la generacidn de mapas
de ligamiento (Guyomard y col, 2012) o integrados (Palti y col, 2012). Ademas, dado
que los marcadores SNP del presente frabajo son néveles, no es posible conocer la
ubicacion a nivel de cromosomas de los genes de interés, o si se encuentran en algtn
grupo de ligamiento conocido en cercania unos de otros. Sin embargo, fue posible

estimar el LD a partir de los valores obtenidos de D'y R?, para los distintas parejas

SNP estudiados.

La comparacion de los niveles de LD enfre genes individuales solo se pudo hacer
usando el genoma de referencia del pez cebra, que se ha propuesto como modelo para
estudios de nutricién en salmones {Ulloa y col, 2011) y ademas se ha descrito sintenia
entre los marcadores de este pez y los de frucha arcoirls (Guyomard y col, 2012)
Interesantemente, se observa que dos parejas de genes estudiados se encuentran en
ubicadas en dos cromosomas de este pez modelo. En primer lugar se observa que el
gen pgam5 se encuentra duplicado en pez cebra, ubicandose en los cromosomas 22 y
5. El resto de los otros genes no se encuentran duplicados. Se observa que los genes
atllly pgam5 (una de sus copias) se encuentran en el cromosoma 22 de pez cebra. En
tanto, se observa a los genes pgam$5 (su otra copia) y gcnt4a en el cromosoma 5. Esto
supondria una situacion similar en trucha arcoiris donde se encontrarian proximos uno
de otros. En el caso de la pareja atlll y pgam5b se obtienen valores de D'=0,8017 y
R?=0,0948. Obteniéndose, con la pareja pgam5 y gcntda valores de D'=0,3292 y
valores de R*=0,0369 respectivamente. Que explicaria los niveles de LD presentes por
alguin grado de proximidad geogréfica entre estos genes, especialmente la pareja atllf y
pgamb. Aun asi, estos resultados se deben contrastar por alguna técnica de mapeo

clasica.




CONCLUCIONES

Existe una diferencia de crecimlento en truchas arcolris alimentadas con la
dieta de sustitucion de proteinas animal por una vegetal. Esta diferencia
también se da en relacién al sexo, donde los machos tuvieron un crecimiento

significativamente mayor a las hembras.

Las pruebas de exclusion de paternidad permitieron la identificacion de
individuos mal asignados a familias a pesar que mostraron bajas probabilidades

de exclusién debido al uso de solo 10 SNP,

Los SNP que asocian para las variables de crecimiento PBV SGR;, y PBV
TGC,,, corresponden a genes que participan en procesos bioldgicos como:
glicosilacion de proteinas (st3gal3 y gcni4a), regulacion de la respuesta
inflamatoria (atlll), procesos de muerte celular (pgamb) y actividad hidrolasa

(nudt17).

De acuerdo a los valores de D' y R los genes pgam5-atiif podrian estar en un mismo
grupo de ligamiento. Esto puede ser contrastado usando alguna técnica de mapeo
fisico como Fish (Fluorescence in situ hybridization), mapeo genético por
recombinaddn o integrando 1os marcadares identificados en estos genes a algtin grupo

de ligamiento conocido en trucha arcoiris.
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ANEXO

Anexo 1. Protocolo de Extraccion ADN.

Modificado por Taggart et al. (1992). A simplified protoco! for routine total DNA isolation
from salmonid fishes. Journal of Fish Biology, 40: 963-965

Materiales requeridos. -

Soluciones

1. 0.2 M EDTA pH 8.0; 0.5% sodium lauroylsarcosine (SIGMA L-5125) o 50 mM Tris
HCI pH 8.0; 100 mMEDTA pH 8.0; 100 mMNaCl; 1% SDS

2. Proteinasa K 20 mg / ml

3. RNAsa (libre de DNAsa) 20 mg / ml

4. Fenol equilibrado pH 8.0

5. Cloroformo

6. Etanol 92%

7. Etanol 70%

8. Buffer TE (1/4 TE; % Agua PCR)

Tubos Eppendorff con tapa estériles
Puntas de micropipetas estériles
Barfio de agua / incubador a 55° C y 37°C

Dia 1

1. Agregar a cada tubo Eppendorff 375 ul de la Solucién 1y 10 ul de Proteinaza K

2. Agregar tejido a cada tubo (por ejemplo 70 mg musculo, 10 mg higado), secar con
un papel absorbente el exceso de Etanol en el tejido,

3. Agitar vigorosamente e incubar (bafio de agua) durante la noche, con movimiento, a
una temperatura de 55° C.

Dia 2

4. Agregar 10 ul de RNAsa a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10 segundos e
incubar por 60 minutos a una temperatura de 37° C.

9. Agregar 400 ul de Fenol a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10 segundos y
luego agitarla por 20 minutos.

6. Agregar 400 ul de Cloroformo a cada tubo. Agitar vigorosamente durante 10
segundos y luego agitarla por 20 minutos.

7. Centrifugar los tubos (ej. 10.000 rpm) durante 5 minutos

8. Cuidadosamente remover 300 ul de la fase acuosa superior (usando una punta de
micropiteta de boca ancha) a un tubo Eppendorff nuevo. Nota: No tocar el material
de la interfase. Usar solo las fases acuosas libres de desechos residuales.
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9. Agregar 900 ul de Etanol 92%. Mezclar mediante vigorosa inversion de los tubos 6
veces. El ADN debiera precipitar (condensarse). Dejarlo reposar durante 3 minutos.
Extraer el Etanol.

10. Agregar 1000 ul de FEtanol 70%. Agitarlo suavemente por 30 minutos
(preferiblemente durante la noche a temperatura ambiente). Cuidadosamente
extraer el Etanol.

11. Cuidadosamente extraer el Etanol restante (50 a 100 ul) usando una micropipeta.

12. Permitir que el ADN se seque parcialmente a temperatura ambiente (5 minutos),
NO permitir que se seque completamente. Resuspender el pellet en el Buifer TE
(aleta en 100 ul). Permitir que el ADN se disuelva a temperatura ambiente por dos
dias. Luego congelar el ADN a —70° C.

Anexo 2. Archivo genotipo paquete GWAF.

Tabla de archivos que contiene el ID de cada individuo y seguido de los datos de
genotipo de cada uno. Los SNP son codificados usando los numeros 1, 2 y 3. Los
cuales representan las copias de cada alelo. Para ver tabla de datos:

https:/fiwww.dropbox.com/sh/arvu36m19wdbw7g/fv6iPzY4a7
Anexo 3. Archivo fenotipo paquete GWAF.

Tabla de archivos que contiene el ID de cada individuo, su fenotipo y las covariables
asociadas. Creandose cuatro tablas distintas para cada una de las variables_de interés
(Peso final, DIF, SGR y TGC). Donde solo se uso una covariable (Peso inicial) en la
tabla de Peso final. Para ver tablas de datos:

https://www.dropbox.com/shfarvu36m 19wdsw7gffv6iPzY4a7
Anexo 4. Archivo Parentesco paquete GWAF.

Tabla de archivos que contiene la asignacién familiar de cada individuo: Familia a la
cual pertenecen, Padre, Madre, sexo individuo y ID de cada individuo. Para ver tabla
de datos:

Anexo 5. Linea de Comando usada en el paquete GWAF para el andlisis de
asociacion.

>geepack.quant.batch(phenfile="Phenotype file.csv’, genfile="Genotype file.csv",
pedfile="Pedigree file.csv", phen="phen1", covars=T, model="a", ouffile="simout.csv",
sep.ped=",", sep.phe=",", sep.gen=",")

Donde:

Geepack.quant.batch: Corresponde a la funcién utilizada.
phenfile="Phenotype file.csv": Archivo de fenotipo.
genfile="Genotype file.csv": Archivo de genotipo.

pedfile="Pedigree file.csv": Archivo de parentesco.

phen="phen1”: Nombre columna de fenotipo en archivo de fenotipo.
covars=T: Se acepta el uso de covariable.




e

model="a": Modelo usado; “a” aditivo, “r" recesivo, “d” dominante y “g” general
outfile="simout.csv”: Archivo de salida de datos.
sep.ped=",", sep.phe=",", sep.gen=",": Corresponde al separador usado los tres

archivos de entrada.

Anexo 6. Secuencia EST y partidores de SNP seleccionados.

La secuencia de cada EST y partidor disefiado para cada SNP se encuentra disponible
en formato Excel en la siguiente direccion:

https://www.dropbox.com/sh/arvu36m19wd5w7g/fv6iPzY4a7

Anexo 7. Resultados prueba de partidores.

Figura 11. Prueba partidores SNPs 25 1,41 _8A, 89 1y 91 4C.

Figura 12. Prueba partidores SNPs 108_3A, 166_2B y 175 2A.
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Figura 13. Prueba partidores SNPs 55_2B, 100_1, 110_2B y 120 1.

Figura 14. Prueba partidores SNPs 45_1, 157_2B y 103_2B.

Figura 15. Prueba partidores SNP 180 _1.
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Anexo 8. Gradiente de Temperatura para los partidores 41_8Ay 166_2B.

Figura 16. Gradiente de temperatura (63-55°C) en fase anneling para SNP 41 _8A.

Figura 17. Gradiente de temperatura (61-53°C) en fase anneling para SNP 166_2B.

Figura 18. Prueba partidores 41_8A y 166_2B con nueva temperatura de anneling
(61°C)




Anexo 9. Genotipo, frecuencia genotipica y alélica por SNP.

Frecuencia Frecuencia
SNP Genotipo N Genotipica Alelo Alélica
108_3A CcC 47 0.568 C 0.76
1T 5 0.06 T 0.24
CT 29 0.36 - -
166_2B AA 3 0.04 A 0.30
GG 34 0.44 G 0.70
AG 40 0.52 - -
175_2A CC 22 0.27 C 0.44
TT 32 0.40 T 0.56
CT 27 0.33 - -
25 1 CcC 54 0.67 C 0.83
TT 0 0.00 T 0.17
CT 27 0.33 - -
91_4B T 68 0.85 T 0.92
CC 1 0.01 C 0.08
CT 11 0.14 - -
41_8A CcC 53 0.67 C 0.84
1T 0 0.00 T 0.16
CT 26 0.33 - -
45 1 GG 44 0.56 G 0.77
TT 1 0.01 T 0.23
GT 34 043 - -
103_2B TT 24 0.30 T 0.61
GG 6 0.07 G 0.39
GT 51 0.63 - -
157 2B GG 55 0.70 G 0.84
AA 2 0.03 A 0.16
AG 22 0.28 - -
100_1 TT 77 0.95 T 0.98
cC 0 0.00 C 0.02
TC 4 0.05 - -
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