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RESUMEN

La necrosis pancreatica infecciosa (IPN) es una enfermedad viral con un
impacto negativo considerable en la acuicultura de la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).. El objetivo del presente trabajo ha sido detectar las
regiones gendmicas que explican la resistencia al virus de la necrosis
pancreética infecciosa (IPNV) en truchas arcoiris. Un total de 2.278 peces
provenientes de 58 familias de medios hermanos y hermanos completos
fueron desafiados con virus IPN para inducir la enfermedad. De estos fueron
genotipados 768 peces: 488 resistentes y 280 susceptibles. Para el
genotipado se utilizé un microarreglo Axiom®, Affymetrix® de 57 mil
marcadores de tipo polimorfismo de nucleétido Unico (SNP). Se realiz6 un
analisis de asociacién de genoma completo utilizando los datos fenotipicos y
genotipicos de los peces desafiados. Se utilizaron modelos de regresion
lineal y regresion logistica. La heredabilidad para la resistencia al virus IPN
calculada con informacion de pedigri para el rasgo tiempo de muerte fue
0,39 y para el rasgo de supervivencia binaria fue 0,32, y usando informacién
genomica fue de 0,46 y 0,45, respectivamente. El analisis de asociacion
indico que la resistencia al virus IPN es un rasgo Oligogénico. Se detectd un
SNP asociado de forma significativa al rasgo tiempo de muerte en el
cromosoma 5. La proporcion de la varianza fenotipica y heredabilidad
explicada por este marcador fue de 0,035 y 0,076, respectivamente. El
Sentrin-specific protease 5 (SENP5) podria ser un gen candidato implicado
en la resistencia frente a este patdgeno por encontrarse en las cercanias del
SNP significativo. Debido a la reducida proporcion de la varianza fenotipica
explicada por el marcador detectado, concluimos que la incorporacion de
toda la informacion gendmica, a través de la seleccion gendmica, podria ser
el enfoque mas adecuado para acelerar el progreso genético en el

mejoramiento de la resistencia frente al virus IPN en trucha arcoiris.

Palabras claves: Asociacibn gendmica, resistencia a enfermedades,

heredabilidad, genes candidatos



SUMMARY

Infectious pancreatic necrosis (IPN) is a viral disease with a considerable
negative impact on rainbow trout aquaculture. The objective of the present
work was to detect the genomic regions that explain the resistance to
infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). A total of 2,278 fishes from 58 families of complete siblings were
challenged with IPN virus to induce the disease. A total of 768 fishes, 488
resistant and 280 susceptible, were genotyped with an Axiom® microarray,
Affymetrix® of 57,000 single nucleotide polymorphism (SNP) markers. A
complete genome association analysis was performed using the phenotypic
and genotypic data of the challenged fishes. Linear regression and logistic
regression models were used. The heritability for IPN virus resistance
calculated with pedigree information for time of death trait was 0.39 and for
the binary survival trait was 0.32, and using genomic information was 0.46
and 0.45, respectively. Association analysis indicated that resistance to IPN
virus is an oligogenic trait. A SNP was significantly associated with the day-
of-death trait on chromosome 5. The proportion of the phenotypic variance
and heritability explained by this marker was 0.035 and 0.076, respectively.
Sentrin-specific protease 5 (SENP5) could be a candidate gene involved in
resistance to this pathogen because it is found near to the significant SNP.
Due to the reduced proportion of the phenotypic variance explained by the
detected marker, we conclude that the incorporation of all genomic
information, through genomic selection, could be the most appropriate
approach to accelerate genetic progress in the improvement of resistance to

IPN virus in rainbow trout.

Key words:, Genomic association, resistance to diseases, heritability,

candidate genes



INTRODUCCION:

Dentro de la acuicultura una de las principales actividades es la cria de
salmédnidos, la cual genera productos con elevado valor econémico (FAO,
2014). El éxito de la acuicultura depende en gran medida del control de las
enfermedades infecciosas. Un ejemplo claro del impacto que pueden
ocasionar ciertas patologias en el cultivo del salmon es la crisis que afecto a
la industria Chilena durante los afios 2007 y 2009 como consecuencia de los
brotes del virus de la anemia infecciosa del salmon (ISA).

La necrosis pancreatica infecciosa (IPN) es una enfermedad ocasionada por
un birnavirus RNA de doble cadena, del cual varios subtipos se han
caracterizado (Roberts y Pearson, 2005). Este virus afecta a varios
organismos acuaticos silvestres y de cultivo. Los salmoénidos son
principalmente afectados, razén por la que esta enfermedad tiene un gran
impacto en el cultivo de estas especies. Los niveles de mortalidad durante
un brote de IPN estan influenciados por numerosos factores, entre los cuales
se puede mencionar un componente genético que otorga resistencia al virus

en salmon del Atlantico (Salmo salar) (Guy et al., 2006).

El mejoramiento genético apunta a incrementar la rentabilidad de los
sistemas productivos, por lo que las caracteristicas de importancia
econdmica deberian estar incluidas en el objetivo de mejoramiento. Es por
esta razén que en salmones se incluyen caracteres relacionados con el
crecimiento corporal, color y textura de la carne, y en las Ultimas décadas se
ha incluido también la resistencia genética a enfermedades dentro del

objetivo seleccion (Gjedrem, 2000; Gjedrem et al., 2012).

El progreso genético realizado en rasgos que pueden ser facilmente
medibles en los candidatos a la seleccién (tales como el crecimiento o la
maduraciéon sexual) ha sido rapido y sustancial (Gjedrem, 2012), a

diferencia de lo que se espera para los rasgos dificiles de medir (por



ejemplo, calidad de filete o resistencia a enfermedades). La seleccion
asistida por marcadores (MAS) podria aumentar considerablemente la
precision de la seleccion para rasgos dificiles de fenotipificar en los

programas de mejoramiento genético de salmén (Sonesson, 2005).

La resistencia a enfermedades se puede medir utilizando pruebas de campo
o desafios controlados, sin embargo, en cualquier caso, los peces
desafiados no podran ser usados como candidatos a la seleccion. Por lo
tanto, los valores genéticos de los candidatos se basan exclusivamente en
las tasas de supervivencia de los hermanos y otros parientes (Sonesson,
2005; @degard et al., 2011, Yafiez et al., 2014).

Con el desarrollo de las tecnologias genémicas, se puede disponer de mayor
informacion sobre los genes o QTL (loci de efecto cuantitativo) involucrados
en la variacion de los caracteres cuantitativos (Goddard y Hayes, 2009). La
deteccion de QTL es el punto de partida para la aplicacion de MAS, y
también la seleccion asistida por genes. Por otra parte, la identificacion de
los genes que subyacen a los QTLs puede conducir al conocimiento
fundamental de la regulacion genética de la resistencia a enfermedades y de

las interacciones hospedero-virus en los peces (Moen et al., 2009).

QTL para la resistencia contra diversas enfermedades, se han determinado
en salmoén del Atlantico y trucha arcoiris (Kjgglum et al., 2006; Ozaki et al.,
2007; Correa et al., 2016; Correa et al., 2015; Moen et al., 2015; Houston et
al., 2008; Houston et al., 2010; Houston et al., 2012). En el salmén del
Atlantico existen algunos reportes de mapeo de QTL para la resistencia
contra el virus IPN en post-smolts, basado en datos de un ensayo de campo
(Houston et al., 2008) y desafios experimentales (Moen et al., 2009). Sin
embargo, en trucha arcoiris existe limitada informacion sobre la genética
molecular de la resistencia al virus IPN. Esta informacién ser4 de gran
utiidad para determinar la factibilidad de implementar programas de

seleccidn asistida por marcadores moleculares para este caracter.



Il REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.Situacioén de la acuicultura en Chile

Chile cuenta con condiciones favorables para el desarrollo de la acuicultura.
El cultivo de salmones ha presentado un desarrollo notable y sostenido
durante los ultimos, dentro de estos la trucha arcoiris es la segunda especie
de salmoénidos con mayor produccién, estimandose en el afio 2012 una
produccion mundial de 855.982 t. con un valor de US$ 3.631 millones (FAO,
2014). Chile es el primer productor mundial de trucha arcoiris alcanzando un
volumen total de cosecha aproximado de 94.607 t. durante el afio 2015
(Sernapesca, 2015). El estado sanitario de los peces es uno de los
principales factores que afectan el retorno econémico de la industria del
salmon. Las enfermedades infecciosas (virales, bacterianas y parasitarias)
son las patologias que generan las mayores pérdidas econdmicas en los
sistemas de cultivo de salmonidos a nivel nacional (Sernapesca, 2015).
+56993644977

2.2.IPN y su efecto en la acuicultura.

Entre las enfermedades virales mas relevantes que afectan al cultivo del
salmoén en Chile se encuentran el IPN, la necrosis eritrocitica viral (VEN)
(Smith et al., 2001) y el virus ISA (Sernapesca, 2015). El virus IPN puede
afectar a la trucha arcoiris, al salvelino (Salvelinus fontinalis), a la trucha
comdn (Salmo trutta), al salmén del Atlantico, salmones del Pacifico
(Oncorhynchus spp) y otras especies. Esta enfermedad es altamente
contagiosa y tiene la caracteristica de afectar el salmon de cultivo durante la
etapa de agua dulce y agua de mar (Roberts y Pearson, 2005). El primer
signo de un brote de la enfermedad en los alevines salmoénidos es a menudo
un aumento progresivo en la mortalidad diaria. Los sintomas clinicos
incluyen pigmentacion oscura, abdomen abultado y prominente y natacién
giratoria en espiral. Las mortalidades acumuladas pueden variar desde
menos del 10% hasta mas de un 90%, dependiendo de la combinacion de
varios factores tales como la cepa virica, el hospedador y el ambiente



(Callister y Owens, 1995; Obos y Roberts, 1983). En la fase de agua dulce
del ciclo de vida se reportan mortalidades de hasta 70%. Mientras que en
ambientes marinos, la apariciéon de brotes de IPN alcanzan una mortalidad
de hasta un 40%, (Roberts y Pearson, 2005).

Segun el informe sanitario del 2012 del Servicio Nacional de Pesca y
Acuicultura (SERNAPESCA), del total de diagnosticos reportados, el virus
IPN tuvo el segundo lugar de las enfermedades notificadas en Chile.
Ademas, este virus no sélo es de importancia para Chile, sino que esta
ampliamente diseminado y es reconocido como uno de los agentes causales
de las enfermedades mas importantes por su impacto en la produccién
salmonidea en paises de la Union Europea y Noruega (Ariel y Olesen,
2002). El control de esta enfermedad se ha llevado a cabo principalmente
con vacunas, medidas de bioseguridad y minimizacion del estrés. La
vacunacion puede proporcionar cierta proteccion contra la enfermedad de
los peces juveniles (Ramstad y Midtlyng, 2008) pero esta proteccion en

muchos casos es variable y no es completa (Mikalsen et al., 2004).

2.3.Variacion genética y resistencia a enfermedades

Un requisito para mejorar una caracteristica mediante seleccién artificial es
que ésta presente variacion genética aditiva. La heredabilidad (h?) expresa la
proporcion de la variacion fenotipica total que es atribuible a la variacion
genética aditiva (Falconer y Mackay, 1996). Existen diversos trabajos en los
cuales se han estimado valores de heredabilidad para resistencia a diversas
enfermedades virales y bacterianas en salmonidos (Yafez et al., 2015). En
enfermedades virales, por ejemplo, se ha determinado varianza genética
aditiva significativa para resistencia a enfermedades virales tales como VHS,
ISA e IPN en salmén del Atlantico (Gjedrem y Gjgen, 1995; Gjedrem et al.,
1991; Guy et al, 2006). Sin embargo, en trucha, los reportes de
heredabilidades para resistencia frente a enfermedades virales son mas

escasos.



La seleccion genética se basa en la obtencion de los valores genéticos
estimados de los animales a partir de los registros fenotipicos e informacién
de la genealogia. Sin embargo, el progreso genético es lento si el rasgo solo
se puede medir en un sexo (por ejemplo, la produccién de leche) o después
de la muerte (por ejemplo, calidad de la carne), o si medir el rasgo es caro
(por ejemplo, la produccibn de metano o resistencia a enfermedades).
(Goddard y Hayes, 2009). La mayor parte de los caracteres de interés en
produccion son de naturaleza cuantitativa, es decir, muestran distribuciones
fenotipicas continuas. Estos caracteres estan controlados por una importante
cantidad de genes sujetos, ademas a la influencia del ambiente (Martinez,
2012).

La resistencia a enfermedades se define como la capacidad del hospedero
para iniciar y mantener respuestas dirigidas a prevenir el establecimiento de
un agente infeccioso pudiendo también eliminarlo del organismo (Bishop y
Woolliams, 2014). La resistencia a enfermedades se ha convertido en un
rasgo importante y de interés en los programas genéticos en acuicultura.
Esta se mide cominmente utilizando informacion de supervivencia frente a
la infeccidn experimental de hermanos completos de los candidatos a la
seleccion (@degard et al., 2011; Yafiez et al., 2014; Yafiez y Martinez, 2010).
Los desafios experimentales controlados son mas apropiados que las
pruebas de campo, ya que permiten manejar las condiciones ambientales y
lograr obtener heredabilidades de mayor magnitud (Gjgen et al., 1997,
@degard et al., 2011). En los desafios experimentales, peces con genealogia
conocida y marcados individualmente son expuestos al patégeno, con
in6culos mediante inmersion, cohabitacion o inyeccion intraperitoneal (IP),

con el objetivo de registrar las curvas de mortalidades (Nordmo et al, 1997).

2.4.Marcadores moleculares

En los dltimos afios, el desarrollo de nuevas estrategias gendmicas junto con
la progresiva disminucién de los costos de secuenciacion esta propiciando
un cambio de escenario en el campo de la mejora genética. Estos avances

han permitido la identificacion de mdaltiples genes o marcadores genéticos



asociados a los genes que afectan caracteristicas de interés en especies
domésticas. Consecuentemente, la identificacion de estos marcadores ha
proporcionado oportunidades para mejorar la respuesta a la seleccion para

diversos rasgos de interés (Dekkers, 2004).

Dentro de los marcadores de DNA mas ampliamente utilizados se
encuentran los microsatélites y SNPs (Polimorfismos de nucledétido Unico)
(Yafiez y Martinez, 2010). Los SNPs, corresponden a un polimorfismo
causado por la mutacion de un solo nucleétido en un locus especifico en la
secuencia de DNA. Este polimorfismo puede representar transiciones,
transversiones, inserciones y deleciones de una sola base (Lander, 1996), y
la frecuencia del alelo menor en la poblacion deberia ser 1% o mayor. En la
actualidad, los marcadores SNP forman parte de los métodos de genotipado
preferidos, ya que son abundantes en el genoma, genéticamente estables, y
aptos para el analisis de alto rendimiento automatizado (Vignal et al., 2002).
Siendo asi ideales para la construccibn de mapas genéticos densos, los
cuales pueden ser utilizados en el mapeo fino de QTL y asi facilitar la
identificacion de genes causales de la variacion genética para determinados

caracteres (Hayes y Goddard, 2010).

En la acuicultura se han ido incorporando herramientas para el mapeo
gendmico mediante mapas genéticos, microarrays para el analisis de
expresion masiva de genes y recientemente la utilizacion de las nuevas
tecnologias de secuenciacién masiva que estan incrementando los recursos
gendémicos de forma exponencial. Estos métodos de secuenciacibn masiva
han facilitado el descubrimiento de marcadores genéticos abundantes, los
cuales tienen multiples aplicaciones potenciales para el desarrollo del cultivo
de especies acuaticas (Yafiez et al.,, 2014; Yafez et al., 2015). En la
actualidad se cuenta con chips de genotipado de SNPs de alta densidad
para especies salmonideas (Houston et al., 2014; Palti et al., 2015; Yafiez et
al., 2014), los cuales vienen siendo utilizados para la identificaciéon de QTL y
genes asociados a caracteres complejos en estas especies. Ademas, esta

densidad de marcadores SNP pueden ser utilizados para predecir los



valores genéticos-gendmicos para diversos rasgos de importancia
econdmica en los programas de mejoramiento genético en estas especies
(@degard et al., 2014).

2.5.Asociacion gendmica (GWAS) para resistencia a IPN en salmoénidos
Los estudios de asociacion de genoma completo (GWAS) han sido posibles
gracias a la identificacion y disponibilidad de miles de polimorfismos de
nucledtido Unico (SNP) distribuidos a través del genoma en diversas
especies terrestres y recientemente, especies acuicolas. La disponibilidad de
paneles de SNPs de elevada densidad en las especies domésticas ha
permitido la busqueda de las mutaciones que subyacen a la variacion en los
rasgos complejos mediante el uso de estudios de asociacién gendmica
(GWAS). Este tipo de estudios se han utilizado para analizar la arquitectura
genética de los rasgos cuantitativos en animales de interés productivo
(Goddard y Hayes, 2009). Es posible disectar la base genética de la
resistencia a enfermedades a través del uso de estudios de asociacion
(GWAS), donde un grupo de individuos en los cuales se observa un fenotipo
determinado para un rasgo se genotipa utilizando un panel denso de SNPs,
para posteriormente determinar la asociacion entre un marcador y el rasgo

mediante andlisis genético estadistico (Goddard y Hayes, 2009).

A la fecha se han realizado estudios de mapeo gendémico para resistencia a
diversas enfermedades en salmones. Por ejemplo, utilizando marcadores
microsatélites se encontraron dos QTL significativos para la resistencia
frente al virus IPN en salmén del Atlantico. EI mas significativo fue descrito
en el cromosoma 21 (Houston et al., 2008) siendo confirmado en un estudio
posterior (Houston et al.,, 2010). Posteriormente utilizando métodos de
secuenciacion masiva para el descubrimiento y genotipado de marcadores
SNP se corroboro lo descrito anteriormente (Houston et al., 2012). Ademas,
para la misma enfermedad y especie se confirmé un QTL de efecto mayor
que explica un 29% y 83% de la variacion fenotipica y genética,
respectivamente (Moen et al., 2009). En el mismo estudio los autores

reportan un QTL sugestivo en el grupo de ligamiento 4 (Moen et al., 2009).



En un estudio reciente, se encontré una variante en el gen que codifica a la
cadherina epitelial (cdhl) considerandose como la principal determinante de
la resistencia a IPN por ser responsable de la internalizacion del virus (Moen
et al., 2015).

Dado los antecedentes mencionados esta tesis pretende detectar regiones
genomicas que expliquen la resistencia al virus IPN en truchas arcoiris. Esta
informacion sera de gran utilidad para determinar la factibilidad de
implementar programas de seleccion asistida por marcadores moleculares

(MAS) para este caracter.



.  OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Detectar regiones gendmicas que expliquen la resistencia al virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) utilizando un chip de 57.000 SNPs.

3.2.Objetivos especificos

Determinar la heredabilidad para la resistencia al virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) utilizando informacién gendémica en

truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Identificar SNPs asociados a la resistencia frente al virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus

myKkiss).

Identificar genes asociados a resistencia del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus

myKkiss).



IV. HIPOTESIS

4.1. Hipotesis general
Es posible detectar las regiones gendémicas que explican la resistencia al

virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPN) en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

4.2. Hipotesis especificas
La heredabilidad calculada con informacion genémica para la resistencia al
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPN) en truchas arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) es superiorr a 0,39.

Existen SNPs asociados a la resistencia frente al virus de la necrosis

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

Existen genes asociados a la resistencia frente al virus de la necrosis

pancreética infecciosa (IPN) en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Peces

Para el presente estudio, se analizaron datos obtenidos desde el Centro de
Investigacion y Transferencia Acuicola de Aquainnovo (Puerto Montt, Chile),
a partir de 20 machos y 58 hembras de la cepa NLA que formaron 58
familias de medios hermanos y hermanos completos de trucha arcoiris de la
clase anual 2014 de la empresa Aguas Claras S.A. Los datos fenotipicos
para resistencia al virus IPN fueron obtenidos en un total de 2287 peces. Los
peces seran identificados con PIT-tag (Passive Integrated Transponder),

para mantener la trazabilidad de las familias.

5.2. Desafio experimental

El desafio se realizé con un aislado de virus IPN, a una concentracion de
10”% TCID50/mL, determinada a través del método Karber-Spearman
(Hamilton et al., 1977). La aplicacion del inoculo fue por via intraperitoneal, a
razon de 0.05 mL/pez. Los peces muertos fueron retirados del estanque en
forma diaria y cada vez que se produzca. Se confirmé la causa de muerte
mediante diagnosticos moleculares usando RT-PCR. Se tomaron muestras
de aleta de todos los animales los cuales se conservaron en etanol al 98% a

-80 ° C hasta proceder a la extraccion de ADN.

5.3. Genotipado

DNA gendmico fue extraido de muestras de aleta de 768 peces (estos fueron
escogidos de forma que cada familia desafiada esté representada) utilizando
el kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los peces fueron genotipados usando el DNA
previamente extraido, el cual fue hibridado en un microarreglo Axiom,
Affymetrix de 57K SNPs, este se disefi6 en colaboracion The National
Center for Cool and Cold Water Aquaculture, EE.UU., y AquaGen,
Trondheim, Noruega. (Palti et al., 2015).
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Posterior al genotipado se us6 el Software AXIOM Analysis Suite de
Affymetrix, (pardmetros por defecto) para hacer el control de calidad (QC),
se elabord una matriz seleccionando los SNP con el tipo de conversién “Poly
High Resolution”, se asigno también el cromosoma y la distancia genética de

cada SNP seleccionado.

El control de calidad se realiz6 para los genotipos utilizaron el software Ry el
paquete GenAbel (GenAbel, 2015). Usando los siguientes parametros:
Equilibrio de Hardy Weinberg (p <1 x 10™°), frecuencia de alelo menor (>
0,01) y tasa de llamada para SNPs y muestras (> 0,95).

5.4.Definicion de rasgos y analisis de asociacion gendmica (GWAS)

Los fenotipos de resistencia se definieron como el tiempo de muerte (TM),
medido en dias con valores que van de 1 a 63, dependiendo del tiempo de
muerte; y como la supervivencia binaria (SB), registrado como 1 si el
individuo murié durante el desafio y 0 si el individuo sobrevivié hasta el final
del ensayo. Al final del experimento se registr0 el peso para ser incluido
como covariable dentro del modelo. Para identificar la asociacion entre SNPs
y la resistencia a IPN, se utiliz6 un modelo de regresion lineal para TM y
regresion logistica para el rasgo de supervivencia binaria SB. Se construy6
una matriz de parentesco genomico usando los datos de SNP para corregir
por el efecto de tener individuos emparentados (Aulchenko et al., 2007;
GenAbel, 2015). Los valores de heredabilidad se estimaron a partir de datos
de genotipos, usando un modelo lineal mixto implementado en la funcién
“polygenic” (GenAbel, 2015).

El modelo de regresién lineal que se utilizé para analizar el tiempo de muerte

TM el siguiente:

Yl=ﬂ0+ﬁ1*SNP+ﬁ2*W+ el‘
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Doénde, Y;: Es el fenotipo registrado TM, B,: Intercepto, fB;: Efecto de cada

SNP, B,: Efecto del peso (W), y e;: el efecto residual.

Y la formula general para el modelo de la regresion logistica para SB:

eﬁ0+ﬁ1*SNP+ﬁ2*W
P(Y - 1) - 1+ eﬁ0+ﬁ1*SNP+ﬁ2*W

Donde, AY = 1): es la probabilidad de la variable aleatoria de tomar un valor

igual a 1, B,: Intercepto, B1: Efecto de cada SNP, y B,: Efecto del peso (W)

Se calculo el -logl0 (p-valor) para cada SNP a través de todo el genoma
para resumir los resultados GWAS. El umbral de significancia se determind
para genoma completo y a nivel de cromosoma a través de la correccion de
False Discovery Rate (Benjamini y Hochberg, 1995). Esta correccion se hizo
como sigue: (1) Se ordenaran los p-valores de p; < p, < ... < px donde, k es el
namero de marcadores de la prueba. (2) A partir del p valor mayor,
encontramos el primer valor individual de p (p;) que satisfaga: p; < i/k*0.05,
donde i = observacioén i-ésima. (3) El p; que satisface la condicién anterior se

convirtié en el valor critico para la significancia a nivel genémico.

La proporcion de la heredabilidad explicada por cada marcador significativo
se obtuvo mediante la comparacion de la heredabilidad estimada con la
funcioén poligénica y la heredabilidad estimada con la inclusidon del genotipo
SNP significativo como factor (Korte y Farlow, 2013). La proporcion de la
varianza fenotipica explicada por cada marcador para ambos caracteres se
estim6 multiplicando la heredabilidad por la proporcion de la heredabilidad

explicado por cada marcador. El efecto aproximado de cada marcador se
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obtuvo utilizando el paquete estadisctico GenABEL (Aulchenko et al., 2013;
GenAbel, 2015).

5.5.Genes candidatos

Las secuencias de nucleétidos circundantes a los SNPs que muestren una
asociacién significativa para la resistencia al virus IPN fueron interrogadas
mediante BLASTx (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1997)
para evaluar la presencia de genes anotados, utilizando la informacion

disponible para trucha arcoiris y otras especies salmonideas.
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VI. RESULTADOS

6.1. Desafio experimental

Durante los 63 dias de experimento se alcanzé un nimero maximo de 23
muertos/dia y un promedio de 6 peces muertos por dia (DE = 4). El
porcentaje de mortalidad acumulado fue de 13.77%, el cual varié 0 a 47,6%

entre las 58 familias.

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. Estadisticas generales y heredabilidad para resistencia a IPNV

De los 2.278 peces desafiados, 768 peces fueron genotipados (488 peces
eran resistentes y 280 susceptibles). Los peces genotipados se
seleccionaron de forma que cada familia estuviera representada, teniendo
asi en promedio 13,2 (DE = 1,5), un maximo de 18 y minimo de 12 peces por

familia. La Tabla 1 muestra estadisticas de resumen de los animales
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seleccionados para el genotipado. En promedio hubo 5 individuos

susceptibles por familia.

Tabla 1. Estadisticas generales de los peces genotipados para las variables
utilizadas en el estudio.

o ~ Desviacibn  Error . o
Descripcion n Media i i Minimo Maximo
estandar estandar

Peso al marcaje

768 2,12 0,74 0,03 0,8 5,8
(9)
Supervivencia
o 768 0,36 0.48 0,02 0 1
binaria
Tiempo de

768 51,46 13,98 0,51 13 62,00
muerte

750 individuos y 40.150 SNP (70,4%) pasaron el control de calidad realizado
con el software AXIOM Analysis Suite de Affymetrix, de los cuales un total de
38,296 marcadores y 721 individuos pasaron los criterios de control de
calidad realizados mediante el paquete GenABEL. El nimero de marcadores
SNP promedio por cromosoma fue de 1277 (DE = 384), y vario entre 594 y
1818.

Las heredabilidades estimadas utilizando la matriz de parentesco genémico
y matriz de parentesco genético aditivo para los caracteres en estudio se

muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Valores de heredabilidades para la resistencia a IPNV en truca

arcoiris. Error estdndar entre paréntesis.

Heredabilidad
Tiempo de muerte  Supervivencia
Matriz G* 0,46 0,45
Matriz A 0,39 (0,08) 0,32(0,07)

'Heredabilidad estimada usando matriz de parentesco genémico

’Heredabilidad estimada usando matriz de parentesco genético aditivo

6.3.Asociacion gendmica

El resultado del analisis de asociacion genémica muestra un SNP (AX-
89921775) significativo a nivel de genoma (p-value = 1.99e-08), ubicado en
el cromosoma 5, y un SNP significativo a nivel de cromosoma para el
fenotipo tiempo de muerte (Figura 3). No se detecté ningun SNP significativo
a nivel de genoma completo para el rasgo de supervivencia binaria (Figura
4). Sin embargo, para este rasgo se detectaron, 8 SNP significativos a nivel

de cromosoma (Tabla 3).
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Figura 2. Manhattan plot del GWAS para resistencia a IPNV medido como
tiempo de muerte, la linea roja indica el umbral de significancia a nivel

genomico.
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Figura 3. Manhattan plot para GWAS para resistencia a IPNV medido como

supervivencia binaria, la linea roja indica el umbral de significancia a nivel

genomico.
o
&
o
©
3
© < - H
|> ] r " . .
n . - . - . i
-] » " ] ) . o
8, ™ — Lok LI " . ; 21 [ K . %
T . & . S AR R i
o~ - . = -_.,z., CiE Fan" P 1
. -t ;oo il 'l!\_;.".__--. "§3" yas
ii 'ﬁi i ﬁii |
o
T T T T T T T T T

T B L E L L L
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 17 19 21 28 26 27 29

Chromosome

18



El SNP significativo para tiempo de muerte se encuentra ubicado en el
cromosoma 5 (AX-89921775) en la posicién 184,65 cM.. El mismo SNP es

significativo a nivel de cromosoma para el rasgo de supervivencia binaria.

Tabla 3. SNP significativos para resistencia a IPNV detectados para tiempo

de muerte y supervivencia binaria.

Tiempo de Supervivencia

SNP_ID Cromosoma Posicion (cM) Scaffold

muerte binaria
AX-89921775 5 184,65 34.359 1,99e-08%°  4.54e-06°
AX-89964133 13 86,66 374 4,45e-05" 1.14e-04
AX-89949295 5 117,55 2,494  4,68e-03 1,44e-06"
AX-89938762 23 70,46 35 1.48e-03 2,89e-06"
AX-89946704 5 185,87 60,286 5.52e-04 7,32e-06"
AX-89938909 15 136,44 - 2.64e-02 9,64e-06"
AX-89960431 5 110,5 226 8.71e-03 3,01e-05"
AX-89928391 21 24,61 4,103 1.60e-04 3,43e-05"

¥Significativo después de la correccién de FDR a nivel de genoma completo
®Significativo después de la correccion de FDR a nivel de cromosoma

La frecuencia de alelo menor y el efecto de cada SNP significativo a nivel de
genoma y cromosoma se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Frecuencia de alelo menor de cada marcador y efecto de cada alelo
para resistencia a IPNV para supervivencia binaria (SB) y tiempo de muerte
(TM).

SNP_ID A A,  MAF Efecto (A)) SB Efecto (A;) TM
AX-89921775 G T 0,186 0,25 -2,09
AX-89964133 T G 0,339 -0,15 1,23
AX-89949295 C A 0,062 -0,46 1,76
AX-89938762 G A 0,483 0,22 -0,97
AX-89946704 C T 0372 0,22 -1,10
AX-89938909 C T 0,209 -0,25 0,81
AX-89960431 G T 0137 -0,28 1,14
AX-89928391 A C 0438 0,19 -1,11

A1y A, son alelo menor y mayor, respectivamente. MAF: Frecuencia del alelo

menor.

La proporcién de la varianza fenotipica y heredabilidad explicada por los
SNP significativos a nivel de genoma y de cromosoma se muestran en la
Tabla 5. La proporcion de la varianza fenotipica explicada por el marcador
significativo para tiempo de muerte fue de 0,035 mientras que la proporcion
de la heredabilidad fue de 0,076.
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Tabla 5. Proporcion de la heredabilidad y varianza fenotipica explicada por

cada marcador para tiempo de muerte y supervivencia binaria.

Heredabilidad

Varianza Fenotipica

SNP_ID Tiempo de Tiempo de Supervivencia
Muerte Supervivencia Muerte

AX-89921775 0,076* 0,030 0,035* 0,014
AX-89964133 0,026 0,018 0,012 0,008
AX-89949295 0,012 0,036 0,006 0,017
AX-89938762 0,015 0,034 0,007 0,016
AX-89946704 0,018 0,031 0,008 0,014
AX-89938909 0,008 0,031 0,004 0,014
AX-89960431 0,010 0,028 0,005 0,013
AX-89928391 0,021 0,027 0,010 0,012

* SNP significativo a nivel de genoma

6.4.Genes asociados aresistencia a IPNV

En relacion a los SNP asociados de forma significativa tanto para genoma

completo y cromosoma se identificaron 8 scaffold. La Tabla 6 muestra los

marcadores asociados a sus respectivos scaffolds. . EI SNP AX-89938909

aln no cuenta con su posicion en un determinado scaffold.
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Tabla 6. Marcadores asociados a la resistencia a IPNV ubicados en scaffold

en el genoma de trucha arcoiris.

Tamanfo del Posicién en

SNP_ID Cromosoma Scaffold scaffold (pb)  scaffold
AX-89921775 5 34.359 3.772 203
AX-89964133 13 374 901.544 782.041
AX-89949295 5 2494 97.962 7.003
AX-89938762 23 35 2.347.512 508.734
AX-89946704 5 60286 2.455 1.692
AX-89938909 15 -- -- -
AX-89960431 5 226 1.215.296 70.571
AX-89928391 21 4103 55.510 30.222

Al realizar la consulta de los scaffold con blastx se encontraron genes
candidatos, los cuales podria jugar un papel importante en la resistencia
frente a IPN. Estos genes se presentan con mayor detalle en la Tabla 7.
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Tabla 7. Resumen de la localizacion y funcion de genes candidatos

asociados a scaffolds conteniendo SNPs significativos a nivel de genoma y

cromosoma.

SNP_ID

Cromosoma Gen

Funcién/descripcion

Referencia

AX-89921775

AX-89960431

AX-89964133

AX-89964133

AX-89946704

AX-89960431

5

13

13

Sentrin-specific

protease 5

Sphingosine 1-
phosphate
receptor 4

Secretory
phospholipase
A2 receptor-like
(sPLA2-IB)

Mucin-17-like

isoform X2

Vesicle
transport
protein USE1

Unconventional

myosin-1Xb-like

Participa en la ruta SUMO,
involucrado en procesos
apoptosis, ciclo celular y

transcripcion genética

Pueden estar involucrados en
procesos de migracion celular

especificos para los linfocitos.

Puede estar implicado en
respuestas en producciones de
citoquinas proinflamatorias

durante choque endotdxico.

Probablemente desempenfia un
papel en el mantenimiento de la
homeostasis en las superficies

mucosas

Involucrado en el transporte de
vesiculas, transporte retrégrado
de reticulo de Golgi-reticulo
endoplasmico.

Involucrado en el transporte de
vesiculas, melasonomas,
tendria implicancia en la
formacion de los Centros

Melano Macrofagos.

(Di Bacco et al.,
2006) (Gong y Yeh,
2006) (Pinto et al.,
2012)

(Lee et al., 1998),
(Yamazaki et al.,
2000)

(Granata et al.,
2005)

(Malmberg, et al.,
2008)

(Dilcher et al., 2003)

(Post et al., 1998)
(Kong et al., 2015)
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VIl. DISCUSION

A nuestro entender, este es el primer trabajo donde se reporta la deteccion y
posicion de un QTL involucrado en la resistencia a IPNV en truchas arcoiris
utilizando marcadores tipo SNP.

La mortalidad encontrada en ensayos de IPNV es muy variable dependiendo
asi de diversos factores, como la cepa del virus, las poblaciones evaluadas,
el tamafio de los peces, las condiciones ambientales, entre otros. Por
ejemplo de forma natural en zonas endémicas se han reportado
mortalidades superiores a 40% (Robert y Pearson, 2005; Houston et al.,
2008). Otros autores para la misma enfermedad en salmén del Atlantico
reportaron mortalidades de 70,5y 77,8% (Moen et al., 2009). Mientras que
en truchas arcoiris se han reportado mortalidades entre 36 a 54% en
diferentes familias (Ozaki et al., 2007). Estudios previos han demostrado
variacion en la resistencia frente a IPN entre distintas variedades cultivadas
de truchas arcoiris. También Okamoto et al. (1993) demostraron que la
progenie de una poblacién de cultivo de trucha arcoiris adquirié 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-RT101l). La mortalidad
acumulada promedio reportada en el presente ensayo fue de 13.77%, la cual
es considerada una mortalidad reducida en comparacién con estudios

previos.

Los primeros intentos de utilizar marcadores moleculares para la evaluacion
del parentesco y estimacion de la heredabilidad de rasgos cuantitativos se
originan en el andlisis de ciertas poblaciones naturales hace mas de medio
siglo (Li y Horvitz, 1953; Toro et al.,, 2002). Varios de estos estudios
indicaron que, para parientes distantes, la proporcion de alelos que
comparten varia sustancialmente entre los segmentos cromosémicos y, en
consecuencia, la precision de los estimadores usando marcadores es baja si

el nimero de marcadores es reducido, sin embargo estas estimaciones
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incrementan si el nUmero de marcadores es cada vez mayor (de los Campos
et al.,, 2015). Esto podria explicar la diferencia en el calculo de la
heredabilidad al usar informacién gendmica en comparacién al célculo con
informacion de pedigri. Algunos trabajos mostraron poca diferencia en el
calculo de heredabilidad usando informacion gendémica e informacion de
pedigri para peso y longitud en salmon del atlantico (Tsai et al., 2015; 2016),
para resistencia a Piscirickettsia salmonis (Correa et al., 2015), Caligus
rogercresseyi (Correa et al.,, 2016) y Lepeophtheirus salmonis (Tsai et al.,
2016). La diferencia en la estimacion de la heredabilidad usando informacion
gendmica y de pedigri aumentara o disminuird dependiendo de los rasgos en
estudio y el tamafio de la poblacién, dando una menor diferencia entre las
estimaciones de los rasgos altamente heredables en poblaciones grandes
(Loberg et al., 2015). Los animales genotipados, corresponden a 768 y
representan una poblacion de tamafio moderado y las heredabilidades
calculadas son moderadas a altas, lo que también se ha demostrado en un
estudio previo que contribuye cambios leves en las estimaciones de
heredabilidad (Forni et al., 2011).

Algunos estudios han demostrado heredabilidades significativas para
resistencia contra IPN en salmén del Atlantico (Guy et al., 2006; Storset et
al., 2007), utilizando la definicién para el caracter como tiempo de muerte y
modelos de andlisis genético con informacion de pedigri. Los valores de
heredabilidad reportados varian de 0,31 a 0,43 en salmon del Atlantico,
siendo similares a los reportados en el presente trabajo al utilizar informacién
de pedigri. También se han reportado en esta misma especie valores de
heredabilidad entre 0,26 a 0,55 para resistencia a IPN medida como
supervivencia binaria y analizada mediante modelos umbrales (Wetten et al.,
2007; Kjgglum et al., 2008; Guy et al., 2009; Gheyas et al., 2010; Houston et
al., 2010). La magnitud de los componentes genético aditivos y residual que
explican la variacion fenotipica total para algunos caracteres en una
poblacién particular puede variar segun las condiciones ambientales, y en

consecuencia la heredabilidad puede cambiar de una poblacion a otra
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(Falconer y Mackay, 1996). La heredabilidad calculada en esta investigacion
nos indica que la seleccion para mejorar la resistencia a IPN en trucha
arcoiris es factible y permitira generar progenies de animales

intrinsecamente resistentes al virus.

Se encontraron marcadores asociados a la resistencia a IPNV con
significancia a nivel de genoma y cromosoma, pero la proporcion de la
varianza y heredabilidad explicada por cada marcador es relativamente baja.
Estudios anteriores en salmon del Atlantico han determinado dos QTL
significativos para la resistencia frente al virus IPN en esta especie. El mas
significativo fue descrito en el grupo de ligamiento 21 (Houston et al., 2008;
2010; 2012). Siendo confirmado el mismo QTL de efecto mayor que explica
un 29% y 83% de la variacion fenotipica y genética, respectivamente, en una
poblacion de peces provenientes de un ndcleo genético en Noruega por
Moen et al. (2009). En el mismo estudio los autores reportan un QTL
sugestivo en el grupo de ligamiento 4 (Moen et al., 2009). Sin embargo, en
un estudio reciente se demostré que la resistencia a IPN en salmén del
Atlantico se encuentra determinada por un locus de efecto mayor ubicado en
el cromosoma 26, el cual esta probablemente influenciado por variaciones
en un gen codificante para el gen de la caderina epitelial (Moen et al., 2015).
Ademas en truchas arcoiris usando el mapa de ligamiento elaborado por
Sakamoto et al. (2000) y en base a marcadores tipo microsatélites Ozaki et
al. (2001) encontré 2 QTL asociados con la resistencia al IPNV. El primero
fue encontrado en el grupo de ligamiento 3 y el segundo en el grupo de
ligamiento 22, cada uno de estos explica cerca del 17% de la varianza
fenotipica. Los mismos QTLs fueron confirmados en otro estudio posterior
(Ozaki et al., 2007). En este ultimo estudio encontraron otro QTL significativo
ubicado en el grupo de ligamiento 12. Estos tres fueron considerados como
los QTLs de mayor efecto. Usando el mapa de ligamiento elaborado por Palti
et al., (2012) estos marcadores significativos fueron ubicados en el
cromosoma 14 y 16 respectivamente (Zhi-Liang et al., 2016). Sin embargo,

en el presente estudio no se encontré alguna region similar asociada a la
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resistencia al IPNV en dichos cromosomas. Adicionalmente, el genoma de la
trucha arcoiris muestra una gran homologia con el salmén del Atlantico
(Phillips et al., 2009). Sin embargo, los QTLs reportados por Ozaki et al.,
(2001; 2007) en trucha arcoiris no se encuentran en regiones homologas en
salmon del Atlantico (Danzmann et al., 2005; Phillips et al., 2009).

Los resultados obtenidos de este estudio indican que los QTLs involucrados
en la resistencia a IPN contribuyen en una baja proporcion a la varianza de
este caracter, por lo que la implementacion de esta informacion en MAS
probablemente no sea la aproximacion mas eficiente (Correa et al., 2015).
Sin embargo, la informacién molecular que resulta de un genotipado con
paneles de alta densidad de SNPs puede ser incorporada de forma eficiente
en programas de mejoramiento para acelerar el progreso genético de ciertos
rasgos mediante la aplicacion de seleccibn gendémica (Goddard y Hayes,
2007).

El SNP localizado en el cromosoma 5 que fue significativo a nivel de genoma
esta ubicado en una regidén que contiene un gen de importancia que codifica
a Sentrin-specific protease 5. Esta proteina participa en la ruta SUMO
(small ubiquitin-like modifier) y principalmente su funcion esta relacionada
con la actividad de isopeptidasa (eliminacion de las cadenas SUMO) (Pinto
et al., 2012). La modificaciéon por SUMO esta implicada en la regulacién de
procesos biol6gicos entre los que se incluyen la transcripcidén
genética, el ciclo celular, la apoptosis, trafico intracelular e intranuclear y
estabilidad de las proteinas, mecanismos fundamentales para la replicacién
viral. Por otra parte, se identificaron scaffolds albergando SNPs que fueron
significativos a nivel de cromosoma, en los cuales se identificaron genes
involucrados en procesos de respuesta inmune u otros procesos celulares
como los genes Mucin-17-like isoform X2, Vesicle transport protein USE1 y
miosinas no convencionales. Es interesante indicar que Mucin 17 like y las
mucinas en general se encuentran en las superficies epiteliales donde son

los componentes dominantes de la proteina del mucus, protegiendo la
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superficie de los 6rganos luminales (Malmberg, et al., 2008). No existe
bibliografia referente a esta proteina en especifico para especies
salmonideas, pero mantener la homeostasis de las mucosas se consideraria

relevante en la transmision de este y otros patégenos.

Por otro lado, dos genes implicados en la inmunidad propiamente tal del
individuo, como son Sphingosine 1-phosphate receptor 4 (S1P4) y Secretory
phospholipase A2 receptor-like (sSPLA2-IB) se han identificado en scaffolds
asociados a SNPs significativos a nivel de cromosoma. El primero se
encuentra involucrado en los procesos de alteraciones rapidas y transitorias
en la migracion y el trafico de linfocitos, migracion de mastocitos y secrecion
de mediadores quimicos (Lee et al., 1998; Yamazaki et al., 2000). Las
fosfolipasas A2 (sPLA2) son enzimas liberadas en plasma y fluidos
extracelulares durante enfermedades inflamatorias; El SPLA2-IB induce la
liberacion de TNF-a e IL-6 de una manera dependiente de la concentracion
de sPLA2 (Granata et al., 2005), estas citoquinas participan en la
diferenciacion de linfocitos B y activan a los linfocitos T citotdxicos, ademas
el TNF-a participa en reclutamiento de inmunoglobulinas de vital importancia

en la accion de controlar la infeccion.
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VIIl. CONCLUSIONES

La heredabilidad calculada con informacion gendmica fue ligeramente
superior a la heredabilidad calculada con informacion de pedigri, puesto que
al utilizar informacion gendmica este célculo es mas preciso al utilizar
informacion de alta resoluciéon. Los niveles de variacion genética
determinados para resistencia a IPN demuestran la factibilidad de mejorar
este caracter 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.

La resistencia al IPNV se puede describir como un rasgo oligogénico, ya que
existen varios loci involucrados, cada uno con un efecto pequefio o
moderado. Por lo que el mejor enfoque seria utilizando los marcadores
mediante seleccion gendmica. Estos marcadores explicaron una proporcion
relativamente pequefia de la varianza y heredabilidad para el rasgo y se
encuentran cercanos a genes que podrian estar potencialmente involucrados

en los mecanismos de resistencia frente al patdgeno.
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