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RESUMEN

Necrosis pancreatica infecciosa (IPN) es una de las enfermedades mas
prevalentes y econdmicamente devastadoras en la cria de trucha arcoiris
(Oncorhynchys mykiss) en todo el mundo. La vacuna como medida de control
convencional ha mostrado resultados inconsistentes en las condiciones de
produccion. Por lo tanto, la mejora genética para resistencia a IPN representa
una alternativa para la prevencion de los brotes. El objetivo del presente trabajo
fue estimar la heredabilidad y correlacion genética para los caracteres de
resistencia al virus IPN y peso corporal a cosecha (PC) en truchas arcoiris. Para
determinar la resistencia genética al virus IPN se utilizaron datos de un total de
2.278 individuos de 58 familias de hermanos completos (descendencia de 30
padres y 58 madres), con una representacion de 17 a 58 peces por familia en
etapa de pre-smolt. Los peces fueron desafiados con virus IPN para inducir la
enfermedad. También se registr6 PC en 13.241 individuos genéticamente
relacionados de los peces desafiados de la misma poblacién de cria. El pedigri
incluyd 20.529 individuos. El analisis se realiz6 definiendo la sobrevivencia a la
enfermedad como dia de muerte. Para el analisis genético se aplic6 un modelo
lineal mixto bivariado incluyendo resistencia al virus IPN y PC como variables
dependientes; tanque:afio:sexo como factor y edad a cosecha como covariable
para PC y como covariable de peso final para resistencia a IPN, respectivamente.
El efecto del animal, asociado al pedigri de los individuos, fue incluido como
efecto aleatorio para ambos caracteres. Para el peso de PC se incluyé ademas
un efecto aleatorio asociado al ambiente comun. El modelo fue ajustado mediante
el procedimiento de maxima verosimilitud restringida. La heredabilidad estimada
para resistencia a IPN fue de 0,39 + 0.08 y para PC fue de 0,35 + 0,06. La
correlacion genética entre resistencia a IPN y PC fue de 0,05 + 0,25. Los
resultados indican que la heredabilidad para ambos caracteres en esta poblacién

es moderada, y que no existe correlacion genética significativa entre los
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caracteres estudiados. La presencia de variacién genética significativa tanto para
resistencia a IPN como para PC y la no existencia de correlacién genética entre
ambos rasgos de interés productivo indica la posibilidad de mejorar ambos

caracteres mediante seleccion artificial de forma simultaneo.

Palabras claves: Oncorhynchus mykiss, Peso corporal a cosecha, IPN,

heredabilidad, correlacion genética.
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SUMMARY

Infectious pancreatic necrosis (IPN) is one of the most prevalent and economically
devastating in breeding rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) worldwide
diseases. The vaccine as conventional control measure has shown inconsistent
results in production conditions. Therefore, breeding for resistance IPN
represents an alternative for preventing outbreaks. The aim of this study was to
estimate the heritability and genetic correlation for resistance characteristics virus
IPN and harvest body weight (HW) in rainbow trout. To determine genetic
resistance to the virus IPN data from a total of 2,278 individuals from 58 families
of full siblings (offspring of 30 fathers and 58 mothers), with a representation of
17-58 fish per family in pre-smolt were used. Fish were challenged with virus IPN
to induce disease. HW was also recorded in 13,241 genetically related individuals
challenged fish of the same population breeding. The pedigree includes 20,529
individuals. The analysis is done by defining disease survival as a day of death.
For genetic analysis bivariate linear mixed model including resistance to IPN virus
and HW as dependent variables was applied; Tank: year: sex as a factor and age
as covariate harvest for HW and as a covariate end weight for resistance to IPN,
respectively. The effect of the animal, associated with the pedigree of individuals,
was included as a random effect for both characters. For weight of HW also it
includes a random effect associated with the common environment. The model
was fitted by restricted maximum likelihood procedure. The estimated heritability
for resistance to IPN was 0.39 + 0.08 and HW was 0.35 + 0.06. The genetic
correlation between resistance to IPN and HW was 0.05 = 0.25. The results
indicate that the heritability for both traits in this population is moderate, and there
is no significant genetic correlation between the traits studied. The presence of
significant genetic variation for both resistance to IPN and HW and the absence
of genetic correlation between the traits of productive interest indicates the

possibility of improving both characters simultaneously by artificial selection form.
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Keywords: Oncorhynchus mykiss, harvest weight, IPN, heritability, genetic

correlation
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1. INTRODUCCION

La acuicultura juega un papel importante en la produccion mundial de alimentos,
llegando a generar 73,8 millones de toneladas en 2014 (FAO, 2016). Dentro de
la producciéon acuicola, la trucha arcoiris es una de las especies mas
ampliamente cultivadas y genera un importante retorno econémico. La trucha
arcoiris constituye la segunda especie de salménidos con mayor produccion,
estimandose en el afio 2014 una produccion mundial de 812.940 toneladas, con
un valor de US$ 3.933 millones (FAO, 2016). Chile, dentro de la produccion
mundial de truchas arcoiris, tiene un importante aporte llegando a producir 152
mil toneladas en el afio 2015 (SERNAPESCA, 2016). Uno de los factores clave
gue afectan la rentabilidad y sostenibilidad de esta industria es el estado sanitario
del sistema productivo, el cual depende en gran medida del control de las
enfermedades infecciosas que afectan a los peces en cultivo (Yafiez y Martinez,
2010).

En la ultima década, Chile ha reportado con frecuencia brotes de necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) en pisciculturas de salmon del Atlantico (Salmo
salar), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y salmon coho (O. kisutch),
estimandose asi 30,2% de casos de centros de cultivo positivos al diagndstico
para el afio 2015 (SERNAPESCA, 2016). IPN es una enfermedad viral de curso
agudo, la cual genera una alta mortalidad en alevines de primera alimentacion
(Ozaki et al., 2001) y smolts en los primeros seis meses después de la
transferencia a agua de mar (Wolf et al., 1960; Sano, 1976). Los peces que
sobreviven a la infeccion pueden convertirse en portadores sanos, los cuales
pueden infectar animales susceptibles (Wolf et al., 1960; Wolf, 1988), ya sea por

transmision vertical y/o horizontal.

Desde una perspectiva de sostenibilidad y bienestar animal, para reducir los

efectos negativos de esta enfermedad, se puede apuntar a incrementar la
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resistencia a IPN por medio de la mejora genética. Esta estrategia constituye una
alternativa viable para el control de enfermedades infecciosas y parasitarias en
animales domésticos (Stear et al., 2001; Yafnez y Martinez, 2010; Yarfiez et al.,
2014a). El mejoramiento genético aumenta el potencial intrinseco de los animales
para resistir a la infeccion, y constituye una herramienta complementaria en el
control de enfermedades infecciosas y parasitarias. Sin embargo, para que el
mejoramiento genético para la resistencia frente a IPN tenga éxito, debe existir

variacion genética aditiva de este caracter en trucha arcoiris.

En trucha arcoiris se ha detectado variacion genética aditiva para la resistencia
a otras enfermedades viricas, como el sindrome hemorragico viral (Dorson et al.,
1995; Henryon et al., 2002; Henryon et al., 2005). Estos resultados son
alentadores, puesto que permiten que el mejoramiento genético para la
resistencia a esta enfermedad sea factible. Ademas se ha observado que existe
un componente genético asociado con la resistencia a IPN en salmoén del
Atlantico (Guy et al., 2006; Houston et al., 2008). Por ejemplo, se ha reportado
un valor de heredabilidad (h?) para la resistencia a IPN de 0,38 a 0,43 en la fase
marina (Houston et al., 2008) y de 0,31 en la fase de agua dulce (Houston et al.,
2010) en salmon del Atlantico. Ademas, se ha demostrado que la variacion
genética para IPN en salmén del Atlantico esta controlada por un locus de efecto
mayor (Houston et al., 2008; 2012; Moen et al., 2009; 2015). Sin embargo, a la
fecha existe escasa evidencia sobre la variacion genética de la resistencia a IPN
en truchas arcoiris. Okamoto et al. (1993) demostraron que la progenie de una
cepa de trucha arcoiris mostré resistencia genética después de un brote
espontaneo a IPN. Ademas, utilizando marcadores moleculares de baja
resolucién se ha demostrado la presencia de regiones gendémicas asociadas a la
resistencia y susceptibilidad frente a IPN en trucha arcoiris (Ozaki et al., 2001).
No obstante, a la fecha no existen reportes de heredabilidad para resistencia a

IPN en truchas arcoiris disponibles en la literatura cientifica.
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Las posibilidades de mejorar la resistencia a IPN dependen simultdneamente de
las correlaciones genéticas entre la resistencia y otros rasgos de interés
econdémico, como rasgos asociados a crecimiento corporal. Mientras mas
favorables son las correlaciones genéticas, mas facil es mejorar los rasgos al
mismo tiempo. Estimaciones de correlaciones genéticas para resistencia a IPN y

otros rasgos de interés son nulos en la actualidad.

El objetivo del presente estudio, es estimar el nivel de variacion genética para la
resistencia contra el virus de la IPN en truchas arcoiris a partir de datos de
sobrevivencia obtenidos de desafios de forma experimental. Ademas se propone
estimar la correlacion genética entre resistencia a IPN y peso corporal al
momento de la cosecha. Esta informacion sera util para la planificacion de
estrategias de control de la enfermedad mediante el mejoramiento genético para

resistencia a IPN en truchas arcoiris.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Salmonicultura

La industria salmonicultura chilena ha tenido un rapido crecimiento y un exitoso
proceso de tecnificacion, por lo que ha llevado al pais a transformarse en uno de
los principales productores mundiales de estas especies. Se estima que la
produccion de salmones alcanz6 sobre 800.000 toneladas en el afio 2015
(SERNAPESCA, 2016). Las principales especies cultivadas a nivel nacional son

el salmon del Atlantico, la trucha arcoiris y el salmén coho.
2.2. Necrosis pancreatica infecciosa (IPN)

Entre las enfermedad virales mas relevantes que afectan la salmonicultura se
encuentran la necrosis pancreética infecciosa (IPN), septicemia hemorragica
viral (VHS) y virus de anemia infecciosa del salmén (ISA). Sin embargo, de las
enfermedades mencionadas, IPN merece ser destacada debido a su elevada
prevalencia y actual impacto en la salmonicultura nacional. El virus IPN (género
Acuabirnavirus; familia Birnaviridae) es resistente a las condiciones ambientales,
pudiendo permanecer infectante a 4°C por meses en presencia de materia
organica (Malsberger y Cerini, 1963). A temperatura ambiente no pierde
infectividad hasta los 27 dias (Tisdall y Phipps, 1987). Ademas es termoestable
siendo inactivado completamente luego de 16 horas a 60°C (Gosting y Gould,
1981). Asimismo es resistente a solventes lipofilicos como éter (Malsberger y
Cerini, 1963) y cloroformo y relativamente resistente a los cambios de pH (Tisdall
y Phipps, 1987). IPN se encuentra en distintos huéspedes silvestres y de cultivo
(Munro et al., 2011). Entre estos se encuentran el salmon del Atlantico, trucha
arcoiris, trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis), trucha marrén (Salmo trutta) y
salmon del Pacifico, siendo los dos primeros los mas susceptibles. Ademas,

pueden ser huéspedes de este virus moluscos y crustaceos (Hill, 1982), asi como
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también aves silvestres que se alimentan de peces (McAllister y Owens, 1992)
las cuales siendo asintomaticas, podrian influir en la diseminacién de la

enfermedad.

El virus IPN se propaga principalmente a través de la convivencia de los peces
infectados (portadores asintomaticos) y sanos. La principal forma de infeccion es
mediante la transmision horizontal via heces (Billi y Wolf, 1969). Ademas puede
ser transmitido de forma vertical via ovarica (Wolf et al., 1963; Fijan y Giorgetti,
1978) y mediante fluidos seminales (Mulcahy y Pascho, 1984). Generalmente,
IPN afecta al salmoén tanto en la etapa de agua dulce (alevin) como en la etapa
de engorda (post-smolt), posterior a la transferencia al agua de mar (Houston et
al., 2008). Para evitar pérdidas ocasionadas por las mortalidades en alevines
infectados via vertical a través de las ovas, es que los reproductores son
chequeados para su positividad al virus en forma rutinaria mediante el andlisis de
muestras de riidn o fluidos gonadales (OIE, 2015). La susceptibilidad a la
enfermedad depende de la especie, condiciones ambientales, edad del pez

(Dorson y Touchy, 1981) y genética de los individuos (Houston et al., 2008).

Las estrategias para disminuir el impacto de la enfermedad involucran el uso de
vacunas, de las cuales varias de ellas son aplicadas en Chile (Bravo y Midtlyng,
2007). Las vacunas disponibles estdn compuestas por virus inactivados o
recombinantes, las cuales no han demostrado generar una proteccion completa
de la enfermedad, prueba de esto es que el afio 2015 se reporta 30,2% de centros
de cultivo positivos para IPN (SERNAPESCA, 2016).

2.3. Mejoramiento genético de la resistencia a la enfermedad

Debido a la importancia econdmica de las enfermedades, se ha comenzado a
establecer programas de mejora genética en salmonidos que incluyen entre otras
caracteristicas, la resistencia a enfermedades en los indices de seleccion

(Henryon et al., 2002; Rye et al., 2010; Yafiez et al., 2015). La mejora genética
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de la resistencia a enfermedades, ademas de disminuir las pérdidas econdmicas
por brotes infecciosos, indirectamente también vela por el bienestar animal,
mitiga problemas ambientales y éticos que surgen como efectos del control por
el uso de vacunas y otros farmacos (Stear et al., 2001; Wetten et al., 2007). La
utiidad potencial de mejorar los caracteres de resistencia a enfermedades
depende en parte de la heredabilidad del rasgo utilizado para medir la resistencia.
En peces, la resistencia se mide tipicamente como la sobrevivencia de un grupo
de peces sometidos a un brote 0 a un desafio experimental (Yafez et al., 2014).
Diversos trabajos indican la presencia de variaciébn genética y heredabilidades
significativas para resistencia a diferentes patdgenos en poblaciones de truchas
arcoiris (Rye et al., 1990; Dorson et al., 1995; Slierendrecht et al., 2001; Henryon
et al., 2002; Perry et al., 2004; Henryon et al., 2005) y salmonidos en general
(Yafez et al., 2014a). En relacién a resistencia de enfermedades de origen viral,
en el salmén del Atlantico se han obtenido estimaciones de h? para IPN, cuyos
valores varian de 0,31 a 0,55 (Guy et al., 2006, 2009; Storsed et al., 2007; Wetten
et al., 2007; Kjgglum et al., 2008; Gheyas et al., 2010), asimismo para ISA se han
reportado valores de h? que varian entre 0,13 y 0,40 (Gjgen et al., 1997; Olesen
et al., 2007; @degard et al., 2007a, 2007b; Kjgglum et al., 2008; Gjerde et al.,
2009). Para VHS en truchas arcoiris la h? estimada ha sido de 0,63 + 0,26 (Dorson
et al., 1995), 0,13 (Henryon et al., 2002) y 0,57 (Henryon et al., 2005). Ademas,
Okamoto et al., 1993 reportaron que una progenie de truchas arcoiris adquirié
resistencia genética frente a IPN luego de un brote espontaneo, y cuya mortalidad
promedio en la cepa resistente fue de 4,3% en comparacion con 96,1% en una
cepa altamente sensible. Sin embargo, a la fecha no existe estudios especificos
sobre la variacion genética para la resistencia a IPN, ni de estimaciones de

correlacion genética entre éste y otros rasgos de interés productivo.
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2.4. Mejoramiento genético para crecimiento

En salmdnidos, la seleccion para tasa de crecimiento ha sido muy exitosa, con
estimaciones de ganancia genética que superan el 10% por generacion (Gjedrem
et al., 2012). Esto se debe principalmente a la elevada intensidad de seleccion
gue se puede aplicar debido a la alta tasa reproductiva y a los niveles de variacion
genética presente para los caracteres de crecimiento en estas especies. En la
tabla 1 se presentan valores de h? estimados para peso corporal en truchas
arcoiris. Se han reportado valores de h? para peso corporal en truchas arcoiris a
distintas edades. Por ejemplo, se han estimado valores de h? de 0,16 para peso
corporal a los 150 dias, de 0,32 a 280 dias (Aulstad et al., 1972) y 0,35 a 215 dias
(Henryon et al., 2002). Al incluir dentro del modelo estadistico el efecto aleatorio
asociado al ambiente comun las heredabilidades estimadas para caracteres de
crecimiento corporal fluctan entre 0,10 + 0,02 a 0,35 + 0,05 (Pante et al. 2002;
Janhunen et al. 2012; Sae-Lim et al. 2015).

TABLA 1. Valores de heredabilidad (h?), efecto ambiente comun (c?), y su

error estandar (z), estimados para peso corporal en truchas arcoiris.

Especie h?+ EE c?+ EE Autores

Trucha arcoiris 0,17y 0,32 Aulstad et al., 1972
0,17 Gunnes y Gjedrem 1981
0,19-10,32 Gjerde y Gjedrem 1984
0,21 Gjerde y Schaeffer 1989
0,13 Su et al., 1996
0,35 Henryon et al., 2002
0,16 +0,02 0,04 +0,005 Pante etal., 2002
0,10+ 0,02 0,06 £ 0,006
0,18+ 002 0,06 £ 0,006
0,37 £ 0,04 Haffray et al., 2012
0,35+0,05 0,056+0,000 Janhunen etal., 2012
0,26 + 0,03 0,04 £0,007 Sae-Lim etal., 2015
0,22 +0,03 0,04 £ 0,006
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2.5. Correlacion entre peso corporal y resistencia a enfermedades

La correlacion entre dos caracteres obtenidos directamente a través de las
observaciones de un individuo es la correlacion fenotipica (Falconer y Mackay,
1996). Esta correlacion fenotipica puede tener una base genética. La principal
causa genética de correlacion entre dos caracteres es la pleiotropia, propiedad
gue posee un gen de afectar a dos 0 mas caracteres. Ademas una correlacion
genética significativa entre dos caracteres puede ser explicada por el fen6meno

de ligamiento entre los genes que explican su variacion.

Los antecedentes bibliograficos que se presentan a continuacion, sugieren que
la relacién entre peso corporal y resistencia varia segun el tipo de enfermedades
infecciosas en truchas. En el caso de las enfermedades bacterianas, parece
haber una correlacion genética positiva entre peso corporal y resistencia;
mientras que para las enfermedades virales dicha relacion parece ser negativa.
Perry et al. (2004), reportaron una correlacion genética positiva de 0,15 + 0,06
entre peso corporal y resistencia a furunculosis en trucha de arroyo, lo que indica
gue al seleccionar peces para un mayor tamafio corporal, se selecciona
indirectamente también por una mayor sobrevivencia a furunculosis. En relacion
a enfermedades virales, se puede indicar que la resistencia frente a VHS
presenta correlaciones genéticas negativas con diferentes caracteristicas de
interés productivo (longitud y peso corporal a diferentes edades, y eficiencia de
conversion alimenticia en diferentes periodos). Los valores de estas
correlaciones varian desde —0,01 hasta —0,33 (Henryon et al., 2002). Por lo tanto,
es posible concluir que seleccionar peces para un mayor peso corporal y mayor
tasa de crecimiento, lleva a obtener resultados desfavorables en el plano de la
resistencia a esta enfermedad en particular. En cuanto a la correlacién genética

de resistencia a IPN y rasgos productivos la informacion es nula.

24



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Estimar la co-variacion genética entre resistencia a la necrosis pancreatica
infecciosa (IPN) y peso corporal a cosecha en truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) a partir de datos de supervivencia obtenidos de desafios de forma

experimental, provenientes de un nucleo genético de Chile.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar heredabilidad para resistencia frente a necrosis pancreatica
infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

2. Estimar heredabilidad para peso corporal a cosecha en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

3. Estimar correlacion genética entre resistencia a necrosis pancreética
infecciosa (IPN) y peso corporal a cosecha en truchas arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).
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4. HIPOTESIS

Existe variacion genética aditiva para resistencia frente a necrosis pancreatica

infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Existe asociacion genética entre la resistencia de necrosis pancreética infecciosa

(IPN) y peso corporal a cosecha en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Peces

Para el presente estudio, se analizaron datos obtenidos del Centro de
Investigacion y Transferencia Acuicola de Aquainnovo (Puerto Montt, Chile). Los
datos fueron obtenidos a partir de 58 familias de hermanos completos de truchas
arcoiris, con una representacion de 17 a 50 peces por familia provenientes de la
clase anual 2014 de la empresa Aguas Claras SA. Los datos fenotipicos
corresponden a un total de 2.278 y 13.241 peces que poseen registros para
resistencia a IPN y peso corporal a cosecha, respectivamente. El pedigri cuenta
de 3 generaciones (2008, 2011 y 2014) con un total de 20.529 peces registrados
(Tabla 2). Los peces fueron identificados con PIT-tag (Passive Integrated
Transponder), en base a los cuales se cre0 la base de datos para identificar las
familias. Las variables registradas para el caracter de resistencia a IPN dias de
muerte posterior a la inoculacion y peso al final del desafio. Las variables
registradas para el caracter de crecimiento corresponden a peso a cosecha, edad

a cosecha, tanque, afio y sexo.
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TABLA 2. Resumen de informacion de pedigri de la poblacion
correspondiente al nucleo genético de truchas arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) por afio.

Numero de hijos

Afno Numero de Numero de Numero total Promedio/

padres madres familia
2008 18 48 4.946 103
2011 48 106 13.305 126
2014 30 58 2.278 46
Total 96 212 20.529 101
5.2. Desafio experimental

Previo al desafio se evaluo la condicion sanitaria de los peces a través de RT-
PCR para determinar la presencia de IPN y Flavobactirum psychrophilum,
obteniendo resultados negativos sobre dichos patégenos. Al momento de la
inoculacion con IPN, los peces presentaron un peso promedio de 6,51 (DS=2,06)
gry edad de 194 (DS=17) dias.

El desafio se realiz6 con un aislado de virus IPN, en 1 tanque de 0,25 m® con
agua dulce en un sistema de recirculacién a temperatura promedio de 11°C,
saturacion de oxigeno de 95,74% y salinidad de 3,46 ppt. El desafio se realiz6 en
dos etapas; i) inoculacién via intraperitoneal a razén de 0,05 mL/pez de inoculo,
en concentracion de 10782 TCID50/mL, determinada a través del método Karber-
Spearman. ii) posteriormente se procedio a llevar a cabo la inmersion, la cual
consistio en mezclar el inéculo en agua del estanque a flujo retenido por 4 h'y
17°C. Al término de la inmersion se ingresé agua fresca a 10°C produciendo asi
un shock térmico. La mortalidad fue retirada del estanque en forma diaria y cada
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vez que se produjo, registrdndose de esta forma el rasgo fenotipico de dia de
muerte para cada uno de los peces. Al término del periodo de evaluacion (dia

63), todos los peces sobrevivientes fueron sacrificados.
5.3. Analisis estadistico descriptivo y de sobrevivencia

Se realiz6 un analisis descriptivo mediante la obtencion de valores maximos,
minimos, media y desviacion estandar para los registros obtenidos de las 58
familias evaluadas durante el periodo experimental. Del mismo modo, se estimo
la mortalidad y la curva de sobrevivencia de las familias de la poblacion de
estudio. La velocidad de mortalidad de los peces se representa por el trazado de
la estimacién de Kaplan-Meier de la funcion de sobrevivencia para los dias post
desafio (Kaplan y Meier, 1958), Cuya funcion matemética es:

~ n; — d;
S = H;
t;<t i

Donde, S(t) es la funcién de sobrevivencia para la poblacion, d; es el nUmero de
muertos en el momento t; y n; es el numero de individuos en riesgo justo antes

de ti'
5.4. Estimacién de componentes de co-varianza

Para estimar los componentes de varianza y co-varianza para peso corporal a
cosecha (y,) y resistencia a IPN (y,), se utiliz6 el siguiente modelo lineal mixto

bivariado.
Vi1 _ [X41 0] [b1] [Z1 O] uy w; 0711C4 €1
yz]_ 0 x,]||b, *lo Zy [u2]+[0 o][o]+[e2]
Donde, y, e y, son vectores de registros fenotipicos medidos en los animales

para peso corporal a cosecha y resistencia a IPN, respectivamente; b, es el

vector de efectos fijos para peso corporal a cosecha, incluyendo grupo
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contemporaneo como factor (tanque:afio:sexo) y como covariable la edad a la
cosecha; b, es un vector de efectos fijos para resistencia a IPN, incluyendo como
covariable el peso corporal al final del experimento; u; y e; son vectores del
efecto genético aleatorio del animal y efectos residuales, respectivamente para
peso corporal a cosecha y resistencia a IPN; €4 es el vector de efecto aleatorio
de ambiente comin asociado a familias de hermanos completos para peso
corporal a cosecha; X; y Z; son las matrices de disefio para peso corporal a

cosecha y resistencia a IPN; y w4 es la matriz de disefio para peso corporal.

Para ambos rasgos los efectos aleatorios asociados al animal, ambiente comun

y residual, se asumen:
u = [uju;]'~ N(0,Gp ® A)
¢ =[c1]'~N(0,Co ® I¢)
e = [eje;]'~N(O,Ry ® Iy)

Donde, A es la matriz de parentesco genético aditivo entre todos los peces
incluidos en el pedigri; I. e Iy son matrices de identidad de dimension Cy N;y &
indica el operador directo de los productos; Go Yy Ry denotan las matrices de
varianzas y covarianzas de 2x2 de los efectos genético aditivo animal y residual,
respectivamente; y C, representa un escalar de 1x1 del efecto de ambiente

comun para peso corporal a cosecha.

Los parametros del modelo lineal mixto bivariado seran estimados utilizando el
método de maxima verosimilitud restringida (REML) implementada en el software
estadistico ASREML version 3.0 (Gilmour et al., 2009).
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5.5. Heredabilidades y correlacién genética

Para el célculo de h? de los caracteres de peso corporal a cosecha y resistencia

a IPN, la formula utilizada es la siguiente:

2
nZ — OGi

2 2 2
O¢i T 0¢ + 0

Donde, i representa el peso corporal a cosecha o la resistencia a IPN; a2; es la

varianza genética aditiva de la matriz Gy, a%,- es la varianza explicada por el
efecto del ambiente comun asociado con las familias de hermanos completos de

Co y 0%; es la varianza residual de la matriz Ry.

La correlacion genetica (ry,) entre los dos rasgos, peso corporal a cosecha y
resistencia a IPN se calculé mediante la siguiente formula (Falconer y Mackay,

1996);

OapPCalPN

Ypcipn = T7——
f 2 2
O42pcOalPN

Donde; d,pcqpy COrresponde a la covarianza genético aditiva entre peso
corporal a cosecha y resistencia a IPN, aﬁpc corresponde a la varianza genético

aditiva para peso corporal a cosechay ofl,PN corresponde a la varianza genético

aditiva para resistencia a IPN.
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6. RESULTADOS

Prueba de desafio experimental

6.1.
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0O a un
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El porcentaje de mortalidad acumulada total correspondi

muertos/dia.

13,77%. El porcentaje de mortalidad acumulada por familia vario entre 0% y

47,62% (Figura 1). La mortalidad acumulada presento alta variacion entre

familias, demostrando variacion fenotipica para el caracter de resistencia frente

a IPN.

FIGURA 1. Mortalidad acumulada por familia después de 63 dias de desafio

experimental contra el virus IPN en alevines de truchas arcoiris.
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6.2. Anélisis de sobrevivencia

La curva de sobrevivencia de Kaplan-Meier se traz6 graficamente para la mejor
y peor familia, de acuerdo al porcentaje acumulado de mortalidad, asi como
también para la media de todas las familias (Figura 2). Estos resultados
confirman la presencia de variacion fenotipica significativa (P < 0,05) para
resistencia a IPN, basado en el analisis de sobrevivencia de Kaplan-Meier (Log-

rank).

FIGURA 2. Curva de sobrevivencia de Kaplan-Meier de un promedio de 58
familias de hermanos completos, la mejor y la peor familia, posterior a un

desafio experimental contra el virus IPN en truchas arcoiris.
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6.3. Variacién fenotipica para peso a cosecha e IPN

La tabla 3 muestra las estadisticas de resumen para las variables de peso
corporal a cosecha y resistencia a IPN. El peso corporal a cosecha present6 una
media general de 2,63 kg (DE = 0,89 kg) y un coeficiente de variacion de 32,15%.
Los valores minimos y maximos para peso corporal a cosecha fueron de 0,20 kg
y 6,90 kg, respectivamente. Por otra parte, la resistencia a IPN, medida en dias
de sobrevivencia a la prueba de desafio, presenté una media de 57 dias (DS =9
dias), un coeficiente de variacion de 16,52%, un valor minimo de 13 dias y un

maximo de 63 dias.
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TABLA 3. Medidas de resumen para la resistencia contra IPN y peso corporal a cosecha por cada tanque

en trucha arcoiris (£ desviacion estandar).

Variable Tanque na n/familia ® X +DE° Cvd Min Max
Resistencia IPN¢ (d) 1A 2.278 39,28 = 8,85 57 £ 9 16,52 13 63
Peso a cosecha' (kg) 2A 940 20,00 £ 4,37 1,89 + 0,43 23,01 0,73 3,02

2B 4006 83,46 = 14,03 2,65+1,25 47,27 0,20 6,90
3C 4162 39,26 + 4,17 3,24 +0.94 29,08 0,30 5,76
3D 4113 38,80 + 3,83 3,35+ 0,95 29,27 0,30 5,76

2 nimero de peces analizados, ® nimero promedio de peces por familia, ¢ dias promedio de resistencia y su desviacion estandar
respectivamente, 9 coeficiente de variacion, © virus de Necrosis Pancreatica Infecciosa, f peso a cosecha segun tanque del afio 2008 y

2011.
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6.4. Heredabilidades y correlacion genética

La tabla 4 muestra los componentes de varianza, heredabilidades y correlacion
genética para los caracteres de peso corporal a cosecha y resistencia a IPN. Se
identificé variacion genético aditiva significativa para ambos caracteres. Los
valores estimados de heredabilidad fueron moderados para resistencia a IPN
(0,39 + 0,08) y peso corporal a cosecha (0,35 £ 0,06). El efecto del ambiente
comun asociado a las familias de hermanos completos represent6 el 7,9% de la
varianza fenotipica de peso corporal a cosecha. La correlacién genética entre
resistencia a IPN y peso corporal a cosecha no es significativamente diferente de
cero. La correlacion fenotipica no fue estimable debido a que ambos caracteres

se midieron en diferentes individuos.

TABLA 4. Componentes de varianza fenotipica, genético aditiva, de
ambiente comun y residual (63, 6%, 62 y 65 respectivamente), heredabilidad
(h?) y correlaciéon genética (rg) para resistencia a necrosis pancreatica

infecciosa (IPN) y peso corporal a cosecha (PC) en una poblacion comercial

de trucha arcoiris (error estandar entre paréntesis).

Componentes IPN PC
o3 83,94 + 4,32 0,63 + 0,02
o2 32,81 +7,80 0,22 + 0,04
o¢ - 0,05 + 0,01
o2 51,13 + 4,47 0,36 + 0,02
h? 0,39 + 0,08 0,35+ 0,06
T, PC 0,05 % 0,23 -
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7. DISCUSION

Estudios previos en truchas arcoiris han reportado variacion genética significativa
para peso corporal. Por ejemplo, se han estimado valores de heredabilidad bajos
a moderados para peso corporal, las cuales oscilan entre h? = 0,16 + 0,02 a 0,37
+ 0,04 (Aulstad et al., 1972; Gunnes y Gjedrem 1981; Gjerde y Gjedrem 1984,
Gjerde y Shaeffer 1989; Su et al., 1996; Henryon et al., 2002; Pante et al., 2002;
Haffray et al., 2012; Janhunen et al., 2012; Sae-Lim et al., 2015). En el presente
estudio la estimacion de heredabilidad para peso corporal a cosecha fue
moderada (0,35 + 0,06) y se encuentra dentro del rango de reportes previos.
Ademas, Pante et al. (2002) demostraron significancia de efecto ambiente comun
sobre peso corporal en tres poblaciones de trucha arcoiris, donde estimaron que
las heredabilidades decrecen de 0,37 a 0,16; 0,36 a 0,10 y 0,46 a 0,17 en las
distintas poblaciones, cuando se incluy6 el efecto ambiente comun en el modelo.
Por otro lado, por Janhunen et al. (2012) reportaron una heredabilidad de 0,35 *
0,05 y Sea-Lim et al. (2015) reportaron heredabilidades de 0,26 + 0,03 y 0,22 +
0,03 para peso corporal, incluyendo el efecto de ambiente comun en el modelo
estadistico. En el presente estudio, también se detect6 un efecto ambiente comun
significativo para peso corporal a cosecha, el cual se asocia a la crianza comdn
de grupo de hermanos completos en tanques familiares antes del marcaje
mediante PIT-tags. La magnitud de efecto ambiente comun se puede expresar
como una proporcion de la variacion fenotipica, la cual es ligeramente superior
(c? = 0,079) a los valores reportados por Pante et al. (2002) (c? = 0,038 — 0,062),
Janhunen et al. (2012) (c? = 0,05 + 0,009) y Sae-Lim et al. (2015) (c? = 0,04 +
0,006). En el presente estudio la importancia relativa de los componentes de
varianza estimados sugiere una menor variacion residual y una mayor variacion
genético aditiva para peso corporal a cosecha, en comparacion a estudios
previos. De esta forma, la varianza genético aditiva representa el 34,92% vy la

varianza residual representa 57,14% del total de la varianza fenotipica para el
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caracter de peso corporal a cosecha en la poblacion. La magnitud de los
componentes genético aditivos y residual que explican la variacion fenotipica total
del peso corporal a cosecha en una poblacion particular puede variar segun las
condiciones ambientales, y en consecuencia la heredabilidad puede cambiar de
una poblacién a otra (Falconer y Mackay, 1996; Visscher et al., 2008).

De acuerdo a nuestros conocimientos, el presente estudio constituye el primer
reporte sobre el nivel de variacion genético aditiva para la resistencia a IPN en
una poblacion de trucha arcoiris, cuya estimacion de heredabilidad fue moderada
(0,39 + 0,06). Estudios previos han reportado variacion en la resistencia frente a
IPN entre distintas variedades cultivadas de truchas arcoiris. De esta forma,
Okamoto et al. (1993) demostraron que la progenie de una poblacién de cultivo
de trucha arcoiris adquirioé resistencia genética frente a IPN luego de un brote
espontaneo, y cuya mortalidad promedio en la cepa resistente (YN-RT201) fue
de 4,3% en comparacion con el 96,1% de una cepa altamente sensible (YK-
RT101). Recientes estudios han demostrado heredabilidades significativas para
resistencia contra IPN en salmoén del Atlantico (Guy et al., 2006; Storsed et al.,
2007). Utilizando la misma definicidn para el caracter (dia de muerte) y similares
modelos de andlisis genético. Se han reportado valores de heredabilidad de 0,31
y 0,43 en salmoén del Atlantico, mostrando una correspondencia con el valor
estimado en el presente trabajo. Ademas, se han reportado valores de
heredabilidad para resistencia a IPN entre 0,26 a 0,55 en esta misma especie,
estimadas a partir del rasgo de sobrevivencia binaria mediante modelos umbrales
(Wetten et al., 2007; Kjgglum et al., 2008; Guy et al., 2009; Gheyas et al., 2010;
Houston et al., 2010). Valores similares de heredabilidad se han reportado para
resistencia frente a otras enfermedades virales. Por ejemplo, para resistencia a
ISA en salmén del Atlantico se han reportado valores de heredabilidad entre 0,13
+0,03y 0,40 £ 0,04 (Gjgen et al., 1997; Olesen et al., 2007; @degard et al., 2007a
y 2007b; Kjgglum et al., 2008; Gjerde et al., 2009). Ademas, valores entre 0,13 y

0,63 £ 0,26 se han reportado para resistencia a VHS en truchas arcoiris (Dorson
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et al., 1995; Henryon et al., 2002; 2005). La heredabilidad indica que la seleccion
para mejorar la resistencia a IPN en trucha arcoiris es factible y permitira generar

animales intrinsecamente resistentes al virus.

Diferentes mecanismos moleculares subyacen resistencia del huésped a
patdgenos especificos (Glass, 2012). Si existe un cambio en la cepa viral,
podemos suponer que la seleccion por resistencia frente a una cepa viral
especifica se puede perder o mantener en funcién a los mecanismos moleculares
implicados en el caracter. Por ejemplo, si los mecanismos que generan la
resistencia son generales y no especificos, la resistencia se puede mantener. Sin
embargo, si los mecanismos de resistencia son cepa-especificos, podemos
suponer que la resistencia genética del huésped se puede revertir. Estudios
recientes han determinado la base molecular de la resistencia a IPN en trucha
arcoiris y salmén del Atlantico utilizando técnicas gendmicas. Por ejemplo,
analisis de QTL (Quantitative trait loci) se han llevado acabo para el caracter de
resistencia a IPN en truchas arcoiris (Zimmerman et al. 2004; Ozaki et al. 2001,
2007; Barroso et al. 2008; Baerwald et al. 2011) y en salmon del Atlantico
(Houston et al. 2007; 2008; 2009; 2012; Storset et al. 2007; Moen et al. 2009;
2015; Gheyas et al. 2010a,b). Estos estudios han determinado regiones
genomicas involucrados en la resistencia frente a IPN en ambas especies. Sin
embargo, en salmén del Atlantico se ha realizado un mayor progreso en la
determinacion de los genes causales de la resistencia en comparacion a trucha
arcoiris. La resistencia a IPN en salmon del Atlantico se encuentra determinada
por gran locus de efecto mayor ubicado en el cromosoma 26, el cual esta
probablemente generado por variaciones en un gen codificante para la caderina
epitelial (Moen et al., 2015). Sin embargo, en truchas arcoiris se necesitan mas
estudios para realizar el mapeo fino de las regiones gendmicas y genes
asociados a la resistencia a IPN. Esta informacién sera Gtil para entender mejor
los mecanismos biologicos entre huésped — patdégeno asociados a la resistencia

y prever si ésta se puede mantener o revertir después de la exposicion ante
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nuevas cepas patdogenas. Con el advenimiento de las nuevas tecnologias
gendmicas, tales como la secuenciacién de nueva generacién (“NGS” Next-
generation sequencing) y los métodos de genotipado de SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) de alto rendimiento (Houston et al., 2014; Palti et al., 2015;
Yafiez et al., 2014b; 2016), una mejor comprensién de la base genémica de los
caracteres resistencia a enfermedades se espera en un futuro para las especies

salmonidas (Yafez et al., 2015).

Resultados de estudios previos en trucha arcoiris han reportado que la
correlacion genética entre el crecimiento y resistencia a F. psychrophilum no es
diferente de cero (Silverstein et al.,, 2009). Resultados similares se han
encontrado entre la resistencia a dos enfermedades bacterianas, enfermedad
columnaris (F. columnare) y enfermedad bacteriana de agua fria (F.
psychrophilum) y peso corporal medido 9 y 12 meses, con correlaciéon genética
que van desde r, =-0,15+ 0,08 a—-0,19 + 0,24 (Evenhuis et al., 2015). Al evaluar
las correlaciones genéticas entre la resistencia a septicemia hemorragica viral
(VHS) y caracteres relacionados al crecimiento (peso corporal, longitud corporal
o la eficiencia de conversion alimenticia) en truchas arcoiris, los valores
reportados varian desde r, = -0 ,01 hasta — 0,33, sugiriendo una relacion
levemente negativa entre crecimiento y resistencia frente al virus (Henryon et al.,
2002). En la misma especie se ha reportado una relacion fenotipica positiva entre
peso corporal y resistencia a las enfermedades causadas por F. psychrophilumy
Yersinia ruckeri. Sin embargo, la relacion fenotipica entre VHS y peso corporal
fue negativa para una poblacién y positiva para otra (Henryon et al., 2005). En
general, no existe un patron en la relacion entre las caracteristicas de crecimiento
y resistencia a patdégenos especificos en términos genéticos. El presente estudio
demuestra que no existe correlacion genética significativa entre el caracter peso
corporal a cosecha y resistencia a IPN en truchas arcoiris. Estos resultados
indican que la seleccion genética para mayor crecimiento, en términos de peso

corporal a cosecha, no tendra un efecto sobre la resistencia genética a IPN en
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esta especie, y viceversa. Se necesitan nuevos estudios para determinar si los
mecanismos implicados en la resistencia a IPN estan genéticamente

correlacionados a otros caracteres de interés productivo en truchas arcoiris.

Desde una perspectiva practica, estos resultados permiten determinar que es
posible incluir de forma simultdnea estos dos caracteres en los programas de
mejoramiento genético en truchas arcoiris mediante el uso de indices de

seleccion.
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8. CONCLUSIONES

Los niveles de variacion genética determinados para resistencia a IPN y peso
corporal a cosecha demuestran la factibilidad de mejorar los caracteres mediante
seleccion artificial en truchas arcoiris, lo cual constituye una alternativa para el
control de la enfermedad viral y el incremento en la eficiencia productiva en los

sistemas de cultivo, respectivamente.

La no existencia de una correlacidbn genética significativa entre estos dos
caracteres de importancia comercial en truchas arcoiris, sugiere que la seleccion
artificial para resistencia a IPN no influira el peso corporal a cosecha de los

animales y viceversa.
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10. ANEXOS

ANEXO 1. Datos de solucién de analisis de sobrevivencia segun el método

de Kaplan-Meier.

Familia Chi-cuadrado para el log rank test=54,532 p=0,000000

Family Caso Tiempo Expuestos Muertos Sobrevida E.E.
Mejor Familia 45 63 45 0 1,0000 0,0000
Peor Familia 3 21 41 3 0,9268 0,0392
Peor Familia 4 22 38 1 0,9024 0,0457
Peor Familia 5 23 37 1 0,8780 0,0504
Peor Familia 7 26 36 2 0,8293 0,0571
Peor Familia 9 28 34 2 0,7805 0,0627
Peor Familia 12 29 32 3 0,7073 0,0676
Peor Familia 14 33 29 2 0,6585 0,0715
Peor Familia 15 35 27 1 0,6341 0,0738
Peor Familia 16 41 26 1 0,6098 0,0747
Peor Familia 17 43 25 1 0,5854 0,0754
Peor Familia 18 50 24 1 0,5610 0,0759
Peor Familia 41 63 23 0 0,5610 0,0775
Todas las familias 2 13 2278 2 0,9991 0,00006
Todas las familias 6 14 2276 4 0,9974 0,0011
Todas las familias 8 16 2272 2 0,9965 0,0012
Todas las familias 15 18 2270 7 0,9934 0,0017
Todas las familias 18 19 2263 3 0,9921 0,0019
Todas las familias 20 20 2260 2 0,9912 0,0020
Todas las familias 33 21 2258 13 0, 9855 0,0025
Todas las familias 40 22 2245 7 0,9824 0,0027
Todas las familias 57 23 2238 17 0,9750 0,0033
Todas las familias 71 24 2221 14 0,9688 0,0036
Todas las familias 77 25 2207 0 0,9662 0,0038
Todas las familias 86 26 2201 9 0,9622 0,0040
Todas las familias 90 27 2192 4 0,9605 0,0041
Todas las familias 98 28 2188 8 0,9570 0,0042
Todas las familias 109 29 2180 11 0,9522 0,0045
Todas las familias 117 30 2169 8 0,9486 0,0046
Todas las familias 121 31 2161 4 0,9469 0,0047
Todas las familias 141 32 2157 20 0,9381 0,0050
Todas las familias 154 33 2137 13 0,9324 0,0052
Todas las familias 155 34 2124 1 0,9320 0,0053
Todas las familias 159 35 2123 4 0,9302 0,0053
Todas las familias 162 36 2119 3 0,9289 0,0054
Todas las familias 170 37 2116 8 0,9254 0,0055
Todas las familias 174 38 2108 4 0,9236 0,0056
Todas las familias 179 39 2104 5 0,9214 0,00506
Todas las familias 181 40 2099 2 0,9205 0,0057
Todas las familias 185 41 2097 4 0,9188 0,0057
Todas las familias 186 42 2093 1 0,9183 0,0057
Todas las familias 195 43 2092 9 0,9144 0,0058
Todas las familias 200 44 2083 5 0,9122 0,0059
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203
208
216
221
224
228
231
235
239
243
248
260
631
1109
1460
1894
2278

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
61
62
63

2078
2075
2070
2062
2057
2054
2050
2047
2043
2039
2035
2030
2018
2010
2006
1999
1998

PP 380 00N D WD WwOU oo w

0,9109
0,9087
0,9052
0,9030
0,9017
0,8999
0,8986
0,8968
0,8951
0,8933
0,8911
0,8859
0,8824
0,8806
0,8775
0,8771
0,8766

0,0060
0,0060
0,0061
0,0062
0,0062
0,0063
0,0063
0,0064
0,0064
0,0065
0,0065
0,0066
0,0067
0,0068
0,0069
0,0069
0,0069
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ANEXO 2. Lista de abreviaturas

BLUP
CVv
DE
EE
FAO

ar.
h2
HW

IPN

ISA

Kg.

m3

mL.

n

PC

pH
PIT-Tag
ppm
REML
RT-PCR
SA
SERNAPESCA
TCID50
VHS

°C

: Mejor predictor lineal insesgado

: Coeficiente de variacion

: Desviacion estandar

: Error estandar

: Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura

: Gramos

: Heredabilidad

: Harvest body weight

: Hora

: Necrosis pancreatica infecciosa

: Anemia infecciosa del salmon

: Kilogramos

: Metros cubicos

- Mililitros

: NUmero de individuos

: Peso corporal a cosecha

: Potencial de hidrogeniones

: Pasive integrated transpoder

: Partes por millén

: Maxima verosimilitud restringida

: Reaccion en cadena de la polimerasa con trans inversa
: Sociedad An6nima

: Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura
: Dosis infectante de cultivo de tejidos

: Septicemia hemorragica viral

: Grados Celsius
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