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RESUMEN

Se realizé un desafio experimental con el objeto de dilucidar si existe variacion en la
susceptibilidad/resistencia frente a piscirickettsiosis entre familias de la especie salmén del
Atlantico (Salmo salar).

Para este fin, se emplearon 4.955 salmones del Atlantico, de edad aproximada 10
meses, en estadio de “pre-smolt” pertenecientes a 29 familias, cada una compuesta por propios
hermanos. EI nimero de peces inoculados por familia varié desde un minimo de 80 hasta un
maximo de 87 ejemplares. Los animales fueron infectados con Piscirickettsia salmonis
mediante inyeccion intraperitoneal (0,2 x 10*® DICTso/pez). A su vez, otros 86 individuos de
cada familia fueron utilizados como control, siendo inyectados por la misma via y en volumen
equivalente, con solucion “buffer” fosfato salino (PBS) pH 7,2 estéril. Los peces inoculados se
mantuvieron cohabitando con los controles en dos estanques de 2,5 m* de modo de tener una
réplica experimental.

El ensayo tuvo una duracion de 52 dias post-inoculacién. Durante este periodo, se
efectuaron registros diarios de mortalidad. Mediante el método estadistico de Kaplan-Meier,
se obtuvieron los valores de supervivencia de cada familia y posteriormente estos datos fueron
comparados usando la prueba de Log-rank.

Hubo mortalidades atribuibles a la enfermedad en todas las familias inoculadas con la
bacteria y los porcentajes finales de mortalidad acumulada, ordenados por familia, variaron
entre 10,5% y 70%. Las probabilidades de supervivencia fueron significativamente diferentes
entre las distintas familias (p < 0,05). Los resultados muestran que hay variaciones en la
susceptibilidad/resistencia a piscirickettsiosis entre familias de salmon del Atlantico y que

estos rasgos dependen, al menos en parte, de las caracteristicas genotipicas de estos peces.



SUMMARY

In this work, susceptibility to piscirickettsiosis among some Atlantic salmon (Salmo
salar) families was compared by challenging them with Piscirickettsia salmonis. Juvenile fish
belonging to 29 different full sibling families were used. Per family, a minimum of 80 and a
maximum of 87 fish were infected by intraperitoneal injection with a P. salmonis suspension
(0.2 x 1038 TCIDso/fish) and 86 individuals were sham-inoculated with sterile PBS. Fish were
held in two identical tanks supplied with fresh water. They were pit-tagged and allotted in
such a way that every family had half of its inoculated (n~43) and half of its sham- inoculated
fish (n=43) cohabiting in each tank. Trial lasted 52 days after the inoculation time. Final
cumulative mortalities ranged from 10.5 to 70%. Kaplan-Meier analysis and Log-rank
comparison tests showed that survival likeliness was different among all the families (p<
0.05). Same comparison between specific pairs of families exhibited survival differences in a
high number of them too. Results show that there are significant variations in the degree of
susceptibility/resistance to P. salmonis among families of Atlantic salmon and strongly

suggest that this outcome is in its turn associated with differences in fish genotypes.



1. INTRODUCCION

La salmonicultura en Chile despegd en la década de los ochenta y se ha desarrollado
con tal rapidez que actualmente nuestro pais es el segundo productor del mundo de salmdnidos
de cultivo después de Noruega (Buschmann et al., 2009). Esta industria es considerada
econdmicamente consolidada, esta concentrada principalmente en las regiones de Los Lagos
y de Aysén (X y XI), ain cuando ha logrado expandirse a otras regiones aledafias. EI progreso
de esta actividad se ha debido a la presencia de ventajas comparativas importantes que posee
Chile frente a otros paises productores. Entre éstas se encuentran la disponibilidad de extensas
zonas costeras, lacustres y fluviales con ambientes adecuados para el desarrollo de especies
salmonideas, la produccién de alimentos de alta calidad y la existencia de capital humano
capacitado (Anonimo, 2001; Olson y Criddle, 2008; Buschmann et al., 2009).

No obstante la excelente condicidn ictiosanitaria que caracterizaba a nuestro pais, ésta
se deterior6 notoriamente a partir del afio 1989 con el surgimiento de brotes epidémicos de
piscirickettsiosis, enfermedad causada por Piscirickettsia salmonis (Fryer et al., 1990; Fryer et
al., 1992). Esta condicion ha tenido un gran impacto econémico para la produccién salmonera
de nuestro pais, llegando a generar pérdidas de hasta 100 millones de ddlares anuales (Bravo y
Midtlyng, 2007).

Una de las estrategias de control que pudiese usarse en el futuro contra la
piscirickettsiosis podria basarse en el uso de familias de peces con mayor resistencia genética
contra esta enfermedad. Como un paso para avanzar en tal sentido, en esta investigacion se
pretende develar si existe diferencia en la susceptibilidad/resistencia a contraer la
piscirickettsiosis por parte de diferentes familias de la especie salmon del Atlantico (Salmo

salar).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Antes del advenimiento de la anemia infecciosa del salmén, cuya primera deteccion
ocurrio el mes de Junio del afio 2007 (Godoy et al., 2008), la pisciricketisiosis, en fase de
engorda, era la principal causa de mortalidades entre los salmonidos de cultivo en Chile
(Larenas, 2005; Bravo y Midtlyng, 2007; Leal y Woywood, 2007). Se estima que las mermas
econdmicas originadas por esta enfermedad bacteriana para la economia de nuestro pais
superan los 100 millones de dolares anuales (Anonimo, 2007; Bravo y Midtlyng, 2007).

Los primeros brotes de piscirickettsiosis se presentaron en Chile en el afio 1989 (Bravo
y Campos, 1989; Cvitanich et al., 1990), en la zona de Calbuco, X Region (Alvarado et al.,
1990; Cubillos et al., 1990). Posteriormente, esta condicién se extendio a los centros costeros
ubicados en las areas de Puerto Montt y de Chiloé insular y continental (Bravo y Campos,
1989; Alvarado et al., 1990).

Esta enfermedad se describié originalmente solo en el salmén coho (Oncorhynchus
kisutch) (Bravo y Campos, 1989; Cubillos et al., 1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991,
Cvitanich et al., 1991) por lo que fue denominada “sindrome del salméon coho” (Bravo y
Campos, 1989; Cubillos et al., 1990). Sin embargo, en los afios que siguieron afecté a todas
las especies de salménidos producidas en nuestro pais, describiéndose en salmon del Atlantico
(Salmo salar), salmén chinook (O. tshawytscha) y trucha arco iris (O. mykiss) (Alvarado et al.,
1990; Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991; Garcés et al., 1991; Fryer et al., 1992; Fryer y
Mauel, 1997). Por la mayor amplitud de hospederos, entre otras razones, se propuso el nombre
de “septicemia rickettsial salmonidea” (SRS, por su sigla en inglés) para designar a esta
afeccion (Cvitanich et al., 1991). Finalmente, esta enfermedad fue denominada como
“piscirickettsiosis” en concordancia con la nomenclatura cientifica de su agente causal (Fryer
etal., 1992; Fryer y Mauel, 1997).

El primer aislamiento de P. salmonis se realizd desde un salmén coho con signos
clinicos de la enfermedad en cultivos celulares de la linea CHSE-214 (Fryer et al., 1990). Este
microorganismo fue denominado con la sigla LF-89 y corresponde a la cepa tipo de P.
salmonis (Fryer et al., 1992). Esta cepa es la que se encuentra mejor caracterizada (Mauel y
Miller, 2002) y esta depositada en la “American Type Culture Collection” como ATCC VR
1361 (Fryer et al., 1992; Lannan y Fryer, 1993).



El rango de temperatura 6ptimo para el crecimiento de P. salmonis esta entre los 15 y
18 °C, disminuyendo significativamente su replicacion bajo los 10 °C y sobre los 20 °C y no
visualizandose sobre los 25 °C (Fryer et al., 1992). Los cultivos de células CHSE-214 que
presentan ECP completo alcanzan titulos del orden de 10° a 10" dosis infectantes de cultivo de
tejidos 50% por mL (DICTso/mL) (Fryer et al., 1990). Esta multiplicacion bacteriana se
evidencia por la presentacion gradual de un ECP tipico, que comienza entre los dias 5 a 6 post-
infeccion (p.i.) y que se caracteriza por la aparicion de grupos de células globosas que
aumentan en nimero, hasta que la monocapa celular es destruida completamente a los 14 dias
p.i. (Fryer et al., 1990; Garcés et al., 1991).

Los peces afectados con esta enfermedad presentan signos inespecificos tales como un
nado cerca de la superficie, erratico, incoordinado, lento, y a veces en tirabuzon, lo que refleja
alteraciones de tipo nervioso en los peces (Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995; Larenas
et al., 2000). Ademas, se ha descrito letargia, anorexia, choque contra las mallas de las balsas-
jaulas y orillamiento (Alvarado et al., 1990; Cubillos et al., 1990; Schafer et al., 1990;
Cvitanich et al., 1991; Olsen et al., 1997; Larenas et al., 2000).

Las alteraciones macroscopicas externas mas relevantes incluyen oscurecimiento y
descamacion de la piel (Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995, Monasterio, 2008),
ademas de lesiones en este tejido que comprenden desde pequefias areas de solevantamiento
hasta Ulceras hemorragicas (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991). También se describe la
presencia de hemorragias petequiales y equimoticas en la piel de la base de las aletas, del
vientre y en la zona perianal y en algunos casos, hemorragias perioculares, que generalmente
son bilaterales (Alvarado et al., 1990; Cubillos et al., 1990). Otro hallazgo importante es la
aparicion de palidez branquial, lo que refleja una anemia severa, corroborada por los bajos
niveles de hematocrito los que varian entre 2 a 27% (Bravo y Campos, 1989; Branson y Nieto
Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991). Ademas, se ha observado neutrofilia, con niveles
10 a 20 veces mas altos que los rangos normales (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991).

Al examen anatomo-patolégico de drganos internos, se aprecia que la mayoria de los
peces afectados presenta diferentes grados de ascitis y de peritonitis (Branson y Nieto Diaz-
Mufioz, 1991). En relacion al primer hallazgo, Larenas et al. (1995) sefialan que la ascitis solo

se observa en peces moribundos y por lo tanto, sugieren que podria considerarse mas bien



como una alteracion de tipo terminal. Por otra parte, se aprecian frecuentemente hemorragias
petequiales en estdbmago, intestino, ciegos piloricos, vejiga natatoria, grasa visceral (Cvitanich
et al., 1991), musculatura abdominal (Larenas et al., 1995) y peritoneo (Branson y Nieto Diaz-
Mufioz, 1991). Conjuntamente, se describe la presencia de hepatomegalia (Branson y Nieto
Diaz-Mufioz, 1991); el higado ademas puede mostrar un aspecto “moteado”, debido a que se
aprecian pequefios nddulos subcapsulares blanquecinos a amarillentos distribuidos
difusamente en toda su superficie (Bravo y Campos, 1989; Alvarado et al., 1990; Cubillos et
al., 1990; Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995; Olsen et al., 1997).
Al respecto, se sefiala que la presencia de estos nodulos puede ser sefial de un grado mas
avanzado de cronicidad del cuadro clinico (Almendras et al., 2000). Ocasionalmente, este
organo se ve palido y hemorragico (Cvitanich et al.,, 1991). La vesicula biliar esta
generalmente pletdrica (Alvarado et al., 1990; Cubillos et al., 1990), evidenciando que los
peces no han comido por un tiempo prolongado (Alvarado et al., 1990). En tanto, el rifion
exhibe pérdida de su apariencia brillante, torndndose café-grisdceo opaco (Alvarado et al.,
1990) y aumento de su tamafio (Fryer et al., 1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991). A
nivel del bazo, se presenta esplenomegalia en diferentes grados, observandose en reiteradas
ocasiones, las mismas lesiones blanquecinas descritas en el higado (Alvarado et al., 1990;
Cubillos et al., 1990; Fryer et al., 1990). En el estomago, se encuentra un liquido transparente
seromucoso (Alvarado et al., 1990; Schafer et al., 1990), lo cual confiere la impresion de que
el pez ha tragado agua (Alvarado et al., 1990). El intestino generalmente no posee alimento
(Alvarado et al., 1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991), evidenciandose enteritis en el
tercio distal (Alvarado et al., 1990); adicionalmente, este drgano se observa lleno, con un
contenido mucoso amarillento (Schafer et al., 1990). El corazon, en ocasiones, también
presenta focos necroéticos y hemorragias petequiales de tipo difuso (Cubillos et al., 1990) y en
un 2% de los peces moribundos se observa la presencia de una pseudomembrana que lo cubre,
sugiriendo pericarditis (Cvitanich et al., 1991). Ademas, se aprecia un aumento en el volumen
del liquido cefalorraquideo, acompafiado en muchos casos de congestion de las meninges
(Larenas et al., 1995).

La naturaleza sistémica de esta enfermedad es evidente (Fryer y Hedrick, 2003) y las
alteraciones histologicas se aprecian principalmente en higado, bazo, intestino y tejido

hematopoyético del rifion (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991);



también pueden observarse cambios en cerebro, corazén, ovarios y branquias (Cvitanich et al.,
1991). Al respecto, Larenas et al. (1995) han descrito la escasa especificidad de este agente
patogeno por diferentes tipos celulares, ya que éste ha sido encontrado en el citoplasma de
células presentes en el higado, rifién anterior y posterior, bazo, branquias, encéfalo, corazon,
intestino y ciegos pildricos. Sin embargo, independiente del tipo celular afectado, esta bacteria
se localiza generalmente en vacuolas intracitoplasmaticas de macrofagos asociados a las
células de higado, de rifién, bazo y sangre periférica (Cubillos et al., 1990; Cvitanich et al.,
1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991; Fryer y Hedrick, 2003). La
capacidad de sobrevivir y multiplicarse en el citoplasma de macrdfagos de peces salmonideos
ha sido demostrada también en condiciones in vitro (McCarthy et al., 2008).

Las lesiones histologicas mas relevantes de esta enfermedad son necrosis, proliferacién
del tejido conectivo y alteraciones vasculares. Estas Ultimas se caracterizan por hemorragias,
congestion y formacion de trombos. También se observan fenémenos inflamatorios, aunque se
distinguen por ser leves y con predominio linfocitario, los cuales son concomitantes a una
proliferacion de tejido conectivo en diferentes grados (Larenas et al., 1995; Monasterio, 2008).
Especificamente, en higado se describe necrosis multifocal de los hepatocitos (Larenas et al.,
1995; Olsen et al., 1997; Fryer y Hedrick, 2003), perivascular y endotelial (Larenas et al.,
1995) y coagulacion intravascular, producto de la formacion de trombos en vasos mayores
(Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995; Fryer y Hedrick, 2003); en rifién, se observa
glomerulonefritis (Monasterio, 2008), necrosis glomerular (Branson y Nieto Diaz-Mufioz,
1991; Larenas et al., 1995), tubular (Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995; Olsen et al.,
1997), endotelial y del tejido hematopoyético (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Larenas et
al., 1995; Olsen et al., 1997), ademas de la presencia de trombos en este drgano (Branson y
Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995) y dilatacién de vasos
linfaticos (Monasterio, 2008). En el bazo, se aprecia necrosis perivascular y del tejido
hematopoyético (Larenas et al., 1995), asi como trombosis multifocal (Monasterio, 2008).

Las lesiones de la piel consisten en areas extensas de necrosis de la epidermis y de la
dermis con algin grado de degeneracion de la musculatura sub-dérmica (Branson y Nieto
Diaz-Mufioz, 1991). Ademas, a nivel histoldgico, en lesiones macroscopicas de apariencia
nodular se evidencia infiltracion de leucocitos y proliferacion de tejido conectivo (Smith et al.,

1999b). Las branquias usualmente muestran una hiperplasia epitelial multifocal (Monasterio,



2008), algunas bastante severas con consolidacion de las laminillas secundarias. Ademas,
ciertas veces se evidencia necrosis dentro de este tejido hiperplésico (Branson y Nieto Diaz-
Mufioz, 1991). Otra alteracion es la fusion laminillar, la que se considera una lesion de tipo
cronica (Larenas et al., 1995). En el corazon, se describe pericarditis y endocarditis (Branson y
Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991) y necrosis focal del miocardio (Cvitanich et
al., 1991). La severidad de lesiones miocardicas sugieren que la muerte de los peces por esta
enfermedad es de base cardiogénica (Rojas et al., 2009).

En el intestino, se observa inflamacion difusa en la lamina propia (Branson y Nieto
Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich et al., 1991), necrosis focal del estrato compacto e incremento
del nimero de células granulares del estrato granuloso (Cvitanich et al., 1991). Con respecto
al sistema nervioso central, se evidencia necrosis del endotelio vascular encefélico y meningeo
que estd asociada a una infiltracion leve de tipo linfocitaria (Larenas et al., 1995).
Congruentemente, se ha descrito la presencia de una alta carga de P. salmonis en tejido
encefélico de salmén coho, lo que explicaria la signologia nerviosa de la enfermedad
(Skarmeta et al., 2000).

La transmisién de P. salmonis es fundamentalmente de tipo horizontal (Fryer y
Hedrick, 2003). Resultados de diferentes ensayos han demostrado que esta via de contagio se
presenta tanto en agua dulce (Cvitanich et al., 1991; Almendras et al., 1997; Salinas et al.,
1997) como salada (Cvitanich et al., 1991; Smith et al., 1999a).

Ensayos in vitro han demostrado que la capacidad de supervivencia extracelular de P.
salmonis en el ambiente marino es de alrededor de 14 dias, resultado que contrasta con lo que
ocurre en agua dulce donde la bacteria es rapidamente inactivada, lo que explicaria el escaso
namero de brotes de piscirickettsiosis que se han descrito en agua dulce (Lannan y Fryer,
1994).

Con respecto a la transmision vertical, ésta se ha demostrado experimentalmente en
truchas arco iris, detectandose la presencia de P. salmonis, tanto en ovas al “estado de 0jo”
(Larenas et al., 1996b), como en alevines (Larenas et al., 2002; Larenas et al., 2003),
obtenidos de la progenie de machos y/o hembras infectados previamente mediante inyeccion
intraperitoneal (IP).

Respecto del diagnostico de esta enfermedad, en terreno se hace en forma presuntiva

mediante los signos clinicos y las alteraciones macroscépicas que exhiben los peces enfermos,



esta bacteria (Marshall et al., 1998; Heath et al., 2000; Corbeil et al., 2003; Karatas et al.,
2008).

En cuanto a las medidas de control, diferentes antibidticos administrados via oral o por
inyeccion IP (Almendras y Fuentealba, 1997; Groff y LaPatra, 2000; Larenas et al., 2000) son
usados en el tratamiento in vivo de piscirickettsiosis; no obstante, en la préctica, la terapia con
estas drogas no ha tenido un éxito efectivo en el control de esta enfermedad (Smith et al.,
1995; OIE, 2000). Se ha sugerido que la localizacion intracelular de esta bacteria puede hacer
posible que un ndmero considerable de microorganismos esté fuera del alcance de las
concentraciones bactericidas y de esta manera la infeccion puede persistir (Lannan y Fryer,
1993). Mas aun, las pérdidas debido a este agente patdgeno se han incrementado
progresivamente y aparentemente se debe a la resistencia de las cepas actuantes a los
antibidticos (Smith et al., 1996b). Antibidticos como oxitetraciclina, acido oxolinico y
flumequina, han sido utilizados ampliamente por varios afios en Chile para el tratamiento de
piscirickettsiosis y por lo tanto, una seleccion genética de cepas resistentes puede ser la razon
de la pérdida de la susceptibilidad de P. salmonis a estas drogas. Por otro lado, debido a las
marcadas variaciones en los patrones de sensibilidad de los diferentes aislados de P. salmonis
estudiados, no se recomienda el uso de un régimen Unico para el tratamiento de todos los
brotes (Smith et al., 1996b).

Debido a las limitaciones existentes en la eficacia y en el uso excesivo de los
antibidticos, varios grupos de investigacion han dirigido sus esfuerzos en el desarrollo de una
vacuna efectiva contra piscirickettsiosis (OIE, 2000; House y Fryer, 2002; Bravo y Midtlyng,
2007; Olson y Criddle, 2008). En el caso de varias enfermedades, la vacunacion ha
demostrado ser una herramienta eficiente para ayudar a prevenir la presentacion de brotes
infecciosos en peces (Bravo y Midtlyng, 2007; Gjedrem y Baranski, 2009) y ademas, es
considerada la principal causa de la notoria reduccién en el uso de drogas bactericidas que ha
experimentado la salmonicultura (Bravo y Midtlyng, 2007). Ensayos iniciales que utilizaron
bacterinas producidas con la bacteria completa mostraron resultados variables e inconsistentes
(Smith et al., 1995; Smith et al., 1997; Fryer y Hedrick, 2003). Posteriormente, en un ensayo
efectuado en salmones coho, se incremento el porcentaje de supervivencia relativa de éstos al
ser inyectados con bacterinas acompafadas con adyuvantes acuosos u oleosos (Kuzyk et al.,
2001a).



Por otro lado, se han realizado varios estudios de la caracterizacion antigénica de P.
salmonis (Kuzyk et al., 1996; Barnes et al., 1998; House y Fryer, 2002; Henriquez et al.,
2003; Yuksel et al., 2006b), lo cual podria permitir eventualmente el desarrollo de una vacuna
recombinante contra P. salmonis (Kuzyk et al., 1996).

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevos productos vaccinales se ha basado en la
tecnologia del DNA (Miquel et al., 2003) y de las proteinas recombinantes (Kuzyk et al.,
2001a; Kuzyk et al., 2001b; Sommerset et al., 2005; Wilhelm et al., 2006). Este nuevo
enfoque puede ofrecer una solucién para prevenir enfermedades, para las cuales el efecto de
las bacterinas ha sido ineficiente, aunque el rendimiento a largo plazo de estas nuevas vacunas
aun no esta bien documentado (Sommerset et al., 2005). Por otra parte, se describe que la
vacuna desarrollada para prevenir la enfermedad bacteriana del rifion (BKD, por su sigla en
inglés), compuesta por células vivas de una bacteria no patégena de peces llamada
Arthrobacter davidanieli, es efectiva para reducir las mortalidades en salmones coho
desafiados experimentalmente con P. salmonis, tanto en condiciones de laboratorio como de
campo. En terreno, los brotes de BKD frecuentemente son seguidos por los de
piscirickettsiosis (Salonius et al., 2005). Esta vacuna ha sido autorizada para su uso en
salmonidos cultivados en Norteamérica y Chile (Sommerset et al., 2005), no obstante, ha
tenido una aceptacion limitada en el mercado chileno (Bravo y Midtlyng, 2007).

Ademas de la vacunacion, es importante implementar préacticas de manejo para
disminuir la incidencia de esta enfermedad (OIE, 2000; Yuksel et al., 2006a; Olson y Criddle,
2008). En este sentido, se recomienda realizar “screening”, eliminando las ovas fertilizadas de
reproductores positivos (Cassigoli, 1994; Fryer y Hedrick, 2003; Toranzo et al., 2005). Al
respecto, Larenas et al. (2003) proponen, ademas de tomar muestras de tejido renal de los
reproductores, extraer muestras de sus fluidos seminal u ovarico para descartar con mayor
seguridad la infeccion en éstos, puesto que se describe que un mismo individuo puede resultar
negativo a la presencia de P. salmonis en el analisis de su tejido renal y positivo al de sus
fluidos. Conjuntamente, se aconseja un conjunto de medidas tales como: desinfectar la
superficie de las ovas con yodoforos (Groff y LaPatra 2000; OIE, 2000; Fryer y Hedrick,
2003), seleccionar “stocks” o familias de peces que hayan demostrado mayor resistencia a
brotes y menor mortalidad (Cassigoli, 1994), disminuir los manejos (vacunaciones, cambios

de redes, tratamientos inyectables, etc), para asi aminorar el estrés (Bravo y Campos, 1989;



Bravo y Gutiérrez, 1991; Larenas et al., 2000; Leal y Woywood, 2007), evitar altas densidades
de biomasa por jaula, centro y por area geografica (Cassigoli, 1994; Olson y Criddle, 2008),
ingresar los peces a los centros marinos a numero final (el nimero de individuos que se
destina a una jaula se mantiene hasta la cosecha), trasladando los “smolts” directamente desde
agua dulce a salada, sin pasar por estuarios (Leal y Woywood, 2007), extraer rapidamente los
peces enfermos y muertos desde las balsas-jaulas (Cassigoli, 1994; Almendras et al., 1997;
Larenas, 1999), realizar pruebas diagndsticas para detectar la presencia temprana de la bacteria
(Marshall et al., 1998), evitar que la sangre de las cosechas llegue al mar (Cassigoli, 1994),
fomentar el descanso sanitario de los centros previo al ingreso de nuevos peces (Cassigoli,
1994; Fryer y Hedrick, 2003), evitar la presentacion de factores primarios que produzcan
lesiones de la piel (erosiones y Ulceras), ya sea de origen traumatico (ej: redes) (Larenas et al.,
2000) o por ectoparasitos (Smith et al., 1999b; Larenas et al., 2000; Fryer y Hedrick, 2003).
También, se aconseja limpiar las redes de las balsas-jaulas, retirando algas y “fouling”, para
facilitar el recambio de agua (Olson y Criddle, 2008). Ademas, se sugiere regular las tasas de
alimentacion o trabajar al 80% de la saciedad alimenticia a objeto de minimizar el estrés
fisiolégico que se produce durante la alimentacion, lo cual afectaria especialmente a los peces
mas dominantes (Garcias et al., 2005).

Considerando los costos y dificultades de implementar las practicas de prevencion y
de control de enfermedades acuéticas, se estima que el método mas efectivo en el largo plazo
para contrarrestar el efecto detrimental de las enfermedades puede ser el mejoramiento
genético de la resistencia natural de los peces a éstas (Fjalestad et al., 1993; Kettunen y
Fjalestad, 2006; Storset et al., 2007). Numerosos estudios han mostrado la existencia de
variacion significativa de esta caracteristica, en términos genéticos, en diferentes salmonidos,
lo cual abre la posibilidad de lograr un incremento de la resistencia a enfermar mediante
cruzamiento selectivo (Chevassus y Dorson, 1990; Midtlyng et al., 2002; Rged et al., 2002).

Aunque la acuicultura como sistema de produccion biologica tiene una larga historia,
los programas de reproduccion sistematicos y eficientes para mejorar caracteristicas
econdémicamente importantes en especies cultivadas son de utilizacion reciente (Gjedrem,
2000; Gjedrem, 2005). En salmonidos vy tilapias, por ejemplo, éstos comenzaron a principios

de las décadas de 1970 y 1990, respectivamente (Gjedrem y Baranski, 2009). Esto significa



que la mayor parte de la produccion acuicola estda basada en ‘“stocks” no mejorados
genéticamente (Gjedrem, 2005).

Los programas de seleccion genética tienen como meta principal la produccion de
animales biologicamente eficientes (Gjedrem y Baranski, 2009). Los objetivos de éstos deben
ser definidos para cada especie y para cada poblacion. Idealmente, todas las caracteristicas
econodmicas importantes deberian ser incluidas en dicho objetivo y cada una de ellas debe ser
exactamente definida con respecto a su medicion. Algunas de las caracteristicas que
normalmente se consideran son tasa de crecimiento, resistencia a enfermedades, calidad de la
carne y edad de maduracion sexual (Gjedrem, 2000

En especies con alta fecundidad existe la ventaja que se puede practicar una intensidad
de seleccion alta (Fjalestad et al., 2003; Gjedrem y Baranski, 2009), una estrategia que resulta
en una elevada respuesta al proceso de seleccion. Existen varios métodos de seleccion que
pueden ser aplicados para mejorar la productividad de los animales (Gjedrem y Baranski,
2009). En especies acudticas, las estrategias usadas mé&s cominmente son las selecciones
basadas en individuos y en familias (Gjedrem, 2000; Gjedrem y Baranski, 2009). En el
segundo tipo de seleccidn, las familias son ordenadas de acuerdo a un rendimiento promedio
de cada familia y familias enteras son conservadas o descartadas. Los individuos de cada
familia son mantenidos como reproductores para la generacién siguiente y corresponden a
todos los individuos de la familia seleccionada o bien a individuos escogidos al azar obtenidos
equitativamente desde las familias seleccionadas. Debido a que la seleccién es entre familias
completas, la seleccion es una funcion de diferencias entre familias y no entre individuos. Los
valores individuales no son usados, excepto en la medida que ellos determinen el promedio de
la familia (Fjalestad, 2005). Las familias pueden ser de hermanos completos (todos los
animales que componen la familia tienen el mismo padre y la misma madre) o de medios
hermanos ya sea por parte de madre o padre (Fjalestad, 2005; Gjedrem y Baranski, 2009). En
acuicultura de peces, la produccion de familias de hermanos completos o de medios hermanos
es relativamente facil gracias a la fecundidad alta y a la fertilizacion externa, condiciones que
son favorables para un programa de seleccién genética. Cada tipo de familia puede ser
repartido en subgrupos para probar distintas caracteristicas bajo condiciones ambientales
diferentes. Otra ventaja que tienen los peces para estos procedimientos es que los gametos

pueden ser transportados facilmente y ademas son factibles de ser desinfectados contra la



mayoria de los patdgenos que se encuentran en la superficie de las ovas (Fjalestad et al.,
1993).

Inicialmente la resistencia a enfermedades se evaluaba usando el nivel de
supervivencia de los animales acuaticos bajo condiciones productivas, y con ese método se
obtenian bajas variabilidades y heredabilidades genéticas, debido al fuerte componente
ambiental que incide en esta medicién (Gjedrem, 2000; Gjedrem y Baranski, 2009). Sin
embargo, cuando posteriormente la supervivencia se empez6 a medir usando pruebas de
desafio, en familias infectadas con patdgenos especificos, se encontraron heredabilidades
relativamente altas (Fjalestad et al., 1993; Gjedrem, 2000). Un gran avance, entonces, en la
aplicacion de reproduccion selectiva para resistencia de enfermedades fue el desarrollo de
estas pruebas, bajo condiciones controladas y estandarizadas, para estudiar y registrar la
variacion genética en resistencia en las enfermedades mas graves. Varios estudios han
encontrado niveles relativamente altos de variacién genética en resistencia a algunas
enfermedades por la aplicacion de tales pruebas de desafio (Gjedrem y Baranski, 2009). En
este escenario, la heredabilidad de cada enfermedad registrada en una prueba de desafio es
relativamente alta, indicando que el mejoramiento por seleccion es posible (Fjalestad et al.,
1993; Gjedrem y Baranski, 2009).

Las pruebas de desafio deben ser llevadas a cabo en instalaciones cerradas sin riesgo de
infeccion para el “stock” de reproduccion, las piscifactorias comerciales aledafias o las
poblaciones silvestres. Para reducir los costos, tales pruebas normalmente son efectuadas con
peces pequefios y en un periodo de tiempo corto (Fjalestad et al., 1993).

En la medida que los animales empiezan a morir, éstos son removidos, identificados y
la data de su muerte se registra. En algunos casos, las pruebas de desafio finalizan cuando la
mortalidad acumulada alcanza 50%, mientras que en otras, las mortalidades son registradas
hasta que éstas cesan. Los resultados obtenidos son usados para ordenar las familias, de
acuerdo a su resistencia a las enfermedades (Gjedrem y Baranski, 2009).

En la dltima década, varios grupos de investigacion han realizado estudios con el
propdsito de determinar la variacion en resistencia genética en familias de salmén del
Atlantico contra diferentes patdgenos bacterianos, virales y parasitarios, concentrdndose en los
agentes infecciosos que afectan la salmonicultura en el hemisferio norte como la bacteria

Aeromonas salmonicida subsp salmonicida, los virus de la necrosis pancreatica infecciosa, de



la enfermedad del péancreas y de la anemia infecciosa del salmon y el ectoparasito
Lepeophtheirus salmonis (Gjgen y Bentsen, 1997; Gjedrem, 2000; Midtlyng et al., 2002;
Kolstad et al., 2005; McLoughlin et al., 2006; Storset et al., 2007; Wetten et al., 2007;
Kjgglum et al., 2008). En esta tesis, se desafiaron un conjunto de familias de salmon del
Atlantico con P. salmonis con el propdsito de establecer si existen diferencias en cuanto a la
susceptibilidad a piscirickettsiosis, generando informacion que puede ser Util para obtener
finalmente peces con una mayor resistencia genética para usarlos como una herramienta de

control de esta enfermedad en el sistema productivo nacional.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar experimentalmente si existen diferencias en la susceptibilidad / resistencia
frente a la infeccidon con P. salmonis entre distintas familias (factor genético) de salmén del

Atlantico (Salmo salar).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las curvas de supervivencia de 29 familias de la especie Salmo salar

desafiadas experimentalmente con P. salmonis.

e Comparar las curvas de supervivencia de las familias desafiadas.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Peces.

4.2. Inoculo.

Para la infeccion de los peces, se utilizé un aislado de P. salmonis, el cual habia
probado ser virulento en ensayos previos. El inoculo fue preparado en la Unidad de Patologia
de Animales Acuaticos del Departamento de Patologia Animal de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. La bacteria fue multiplicada en cultivos
celulares de la linea CHSE-214 (ATCC CRL 1681), de acuerdo al método descrito por Fryer
et al. (1990). Para mantener las células, se utiliz6 medio esencial minimo (MEM) de Eagle con
sales de Earle, en ausencia de antimicrobianos, y suplementado con 10% de suero fetal bovino
(MEM-10), L-glutamina y bicarbonato de sodio (7,5% p/v) para conservar un pH entre 7,3 y
7,4. Las botellas fueron incubadas a 17 °C. Una vez alcanzado un 90% de ECP en la
monocapa celular, se utiliz6 el sobrenadante como indculo, el cual fue titulado en microplacas

y posteriormente diluido hasta obtener una concentracion de 0,2x10*8 DICTso/mL.

4.3. Instalacion.

El ensayo fue llevado a cabo en la piscicultura experimental antes mencionada en una
sala habilitada para dicho fin. Esta dependencia estaba acondicionada con dos estanques
iguales de fibra de vidrio con 2,5 m® de capacidad total cada uno. Estos fueron usados con 2
m® y abastecidos permanentemente con agua de vertiente. A lo largo del experimento se
mantuvo un flujo de agua, en paralelo, de aproximadamente 12,5 L/min/estanque.

El ingreso a la sala experimental era restringido y se dispuso un pediluvio con solucién
yodada desinfectante (yodigen ® 30 y -plus, Veterquimica) para cuya preparacion se
siguieron las instrucciones del fabricante para su dilucion (1:300). El agua de salida de los

estanques fue tratada mediante irradiacion con luz ultravioleta (Biolight, Santiago, Chile).



4.4. Esquema de desafio.

El nimero de peces inoculados de cada familia varié desde un minimo de 80 hasta un
maximo de 87 ejemplares, segun se detalla en la Tabla N°1. Los animales fueron infectados
mediante inyeccion IP (0,1 mL/pez). A su vez, otros 86 individuos de cada familia fueron
utilizados como control, siendo inyectados por la misma via y en volumen equivalente, con
solucion “buffer” fosfato salino (PBS) pH 7,2 estéril.

Los individuos inoculados y controles de cada familia fueron distribuidos lo mas
equitativamente posible (en cuanto al ndmero de peces) en los dos estanques antes
mencionados, los que se denominaron A y B, segln se especifica en la Tabla N°1. De esta
manera, los peces inoculados y controles se mantuvieron cohabitando en los dos estanques ya
sefialados.



Tabla N°1: Distribucion de peces por estanque.

Identificacion N° de peces Estanque Estanque N° peces Estanque Estanque
Familias inoculados A B controles A B
A 85 43 42 86 43 43
B 82 41 41 86 43 43
C 86 43 43 86 43 43
CH 84 42 42 86 43 43
D 86 43 43 86 43 43
E 80 40 40 86 43 43
F 87 44 43 86 43 43
G 82 41 41 86 43 43
H 84 42 42 86 43 43
| 84 42 42 86 43 43
J 85 43 42 86 43 43
K 86 43 43 86 43 43
L 86 43 43 86 43 43
LL 85 42 43 86 43 43
M 86 43 43 86 43 43
N 84 42 42 86 43 43
N 86 43 43 86 43 43
o) 85 43 42 86 43 43
P 85 42 43 86 43 43
Q 86 43 43 86 43 43
R 84 42 42 86 43 43
S 85 43 42 86 43 43
T 86 43 43 86 43 43
u 86 43 43 86 43 43
V 84 42 42 86 43 43
W 84 42 42 86 43 43
X 86 43 43 86 43 43
Y 86 43 43 86 43 43
Z 86 43 43 86 43 43
Totales 2461 1232 1229 2494 1247 1247




Con el objeto de poder identificar a los peces inoculados de las distintas familias
colocados en un mismo estanque, éstos fueron marcados en forma individual. Para ese fin,
siete semanas antes del inicio del ensayo, se les incorpord via IP un dispositivo de
identificacion electronica llamado “pit-tag” (passive integrated transponder tag). Tanto el
marcaje como la inoculacién de los peces se efectud bajo sedacidn con etil p-aminobenzoato
(BZ20®, Veterquimica, Chile). Los animales estuvieron en ayunas por 24 horas antes de estos
eventos.

Las mortalidades se registraron hasta 52 dias post-inoculacion.

4.5. Registro de datos y toma de muestras.

4.5.1. Parametros de calidad de agua:
Se registraron, tres veces al dia, los valores de temperatura y de concentracion de

oxigeno disuelto del agua de cada estanque.

4.5.2. Registros y muestras desde los peces durante el ensayo:

Al momento de la inoculacion, se obtuvo una medicion individual de peso y longitud
de horquilla (“fork length”) de cada individuo. Durante el ensayo, se llevod un registro diario
de los signos clinicos y de las mortalidades en los peces. Asimismo, a cada pez muerto se le
realiz6 un examen de necropsia y se obtuvo un frotis desde rifién anterior. Cada frotis fue
debidamente identificado (fecha y codigo del “pit-tag”), fijado en metanol absoluto, mediante
inmersion por 5 min y preservado a temperatura de congelacion (-20°C). Estas muestras
fueron analizadas por medio de inmunofluorescencia indirecta contra P. salmonis, de acuerdo
a lo descrito por Lannan y Fryer (1991).

Todos los peces que resultaron sobrevivientes al finalizar el experimento, fueron
sacrificados con una sobredosis con el anestésico antes mencionado y también fueron

analizados mediante examen de necropsia.



4.6. Analisis estadistico.

A partir de los registros diarios de mortalidad, se obtuvieron los valores de
supervivencia de cada familia, mediante el método estadistico de Kaplan-Meier y
posteriormente estos datos fueron sometidos a la prueba de Log-rank (Carrasco, 1986),
discriminando si las diferencias entre las mortalidades de cada familia fueron estadisticamente
significativas. Los promedios de pesos Y tallas de los peces de cada familia fueron comparados
usando analisis de varianza y luego entre pares mediante la prueba de Tukey (Wayne, 2002).
El anélisis de correlacion entre estas variables y la mortalidad acumulada se realizé usando el
método de Pearson (Infostat, 2004).



5. RESULTADOS

5.1. Temperatura del agua.
La temperatura promedio diaria del agua de los estanques se muestra en la Figura N°L1.

Los valores de este parametro en ambos estanques fueron iguales a lo largo de toda la

experiencia, por lo cual se ensefia una sola curva.
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Figura N°1l: Temperatura promedio diaria del agua de los estanques de todo el

experimento.



5.2. Oxigeno disuelto en agua.
El promedio diario de las mediciones de oxigeno disuelto en el agua se muestra en la
Figura N°2.

11,50

11,00 -
10,50

10,00 -

3 o | el bl o
O T T T 0 O O O W W g W W W W W
- 8

g AN/al A% ’

9,50 A

Oxigeno disuelto (ppm)

9,00

8,50 -

8,00 L L L L L L L L

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53

Dias Post Inoculacion

——~PROMEDIO/DIA ESTANQUE A ——PROMEDIO GENERAL ESTANQUE A
——PROMEDIO/DIA ESTANQUE B ——PROMEDIO GENERAL ESTANQUE B

Figura N°2: Promedio diario de oxigeno disuelto (ppm) en el agua de cada estanque.



5.3. Mortalidades.

5.3.1. Peces inoculados:

Entre los peces inoculados con P. salmonis (n=2.461) se registr0 una mortalidad
acumulada total de 862 individuos al finalizar el experimento, equivalente al 35% de éstos. A
su vez, las mortalidades atribuibles a piscirickettsiosis en estos animales, que se presentaron
desde el dia 14 post-inoculacién, corresponden a 854 ejemplares lo que corresponde al 34,7%.
Anteriormente al dia 14 post-inoculacién murieron ocho individuos por causas inespecificas
asociadas al proceso de inyeccion. Estas muertes ocurrieron los dias 0 (familia LL), 1 (familia
K), 3 (familia P), 4 (murieron dos peces este dia; uno de la familia K y otro de la N), 5
(murieron dos peces este dia; uno de la familia B y otro de la familia Z) y 6 (familia F) post-
inoculacion.

Desde el dia 14 post-inoculacion en adelante, los peces antes de morir presentaron
signos clinicos y lesiones caracteristicas de la enfermedad tales como anorexia, letargia
marcada, oscurecimiento de la piel, nado erratico cerca de la superficie en los bordes de los
estanques. A la necropsia, la mayoria evidencid pérdida de escamas, zonas de petequias en la
piel del area ventral, branquias palidas y distension abdominal. Internamente, se presentaron
zonas hemorrégicas a lo largo de toda la mucosa del sistema digestivo con un contenido sero-
mucoso, espleno, reno y hepatomegalia y nédulos subcapsulares blanquecinos en higado.

Los porcentajes de mortalidad acumulada finales atribuibles a la enfermedad,
ordenados por familia fluctuaron desde 10,5% al 70%, mostrando una gran variabilidad en la
susceptibilidad entre éstas. El registro de mortalidades acumuladas finales atribuibles a la
enfermedad indica que las familias mas susceptibles al desafio con P. salmonis
corresponderian a la E, LL y H, las cuales presentaron un porcentaje de mortalidad de 70%,
64,7% y 64,3%, respectivamente. Por el contrario, las familias mas resistentes al desafio
fueron la Q que registro un 10,5%, la R con un 11,9% y la U con un 15,1% de mortalidad
acumulada atribuible a la enfermedad. Los valores finales (%) para cada familia se muestran
en las Figuras N°3, N°4 y en la Tabla N°2.
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Figura N°3: Mortalidad acumulada total (%), por familia, en Salmo salar inoculados con

Piscirickettsia salmonis.
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Figura N°4: Mortalidad acumulada final (%), por familia, atribuible a piscirickettsiosis

en Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis



Figura N°5: Mortalidad acumulada (%) atribuible a piscirickettsiosis en Salmo salar

inoculados con Piscirickettsia salmonis en las familias A a I.
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Figura N°6: Mortalidad acumulada (%) atribuible a piscirickettsiosis en Salmo salar

inoculados con Piscirickettsia salmonis en las familias J a Q.
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Figura N°7: Mortalidad acumulada (%) atribuible a piscirickettsiosis en Salmo

salar inoculados con Piscirickettsia salmonis en las familias R a Z.



Finalmente se observd que la dinamica general de mortalidades se presentd en forma

homdloga entre ambos estanques (Figuras N°8a, N° 8b y Tabla N°2).

40

m

35

30

25

20

15

10

Mortalidad acumulada (%)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T
0 3 5 14 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51
DIAS POST INOCULACION
[ -~ ESTANQUEA B ESTANQUEB |

Figura N°Ba: Mortalidad acumulada total (%) de Salmo salar inoculados con

Piscirickettsia salmonis por estanque.
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Figura N°8b: Mortalidad acumulada (%) atribuible a piscirickettsiosis en Salmo salar
inoculados con Piscirickettsia salmonis por estanque.
5.3.2. Peces Controles.

La enfermedad se transmitié a los peces controles que cohabitaban, observandose

comportamientos, signos clinicos y peces muertos con lesiones compatibles con



piscirickettsiosis desde el dia 27 post-inoculacion en adelante. Dicho fendmeno se evidencio
en ambos estanques en forma muy similar, en cuanto al tiempo de presentacion de la
enfermedad, como en el nimero de individuos muertos. La mortalidad acumulada total de los

peces controles alcanz6 aproximadamente 4,1% (Figura N°9).

5.4. Andlisis de supervivencia (Kaplan-Meier).

Los analisis de supervivencia y sus comparaciones (Prueba de Log-rank) demostraron
gue hubo diferencias significativas, tanto en la comparacion multiple entre todas familias en su
conjunto como entre pares de ellas, las que en numero importante presentan diferencias
significativas entre si (Figuras N°10 a 94 y Tablas N°3 y 4). La Figura N°10 ensefia las curvas
de supervivencia de todas las familias en conjunto. Desde la Figura N°11 a la 39 se ilustran las
curvas de supervivencia individuales de cada familia, y, desde la N°40 a la 94 se muestran las
comparaciones de la curvas de supervivencia entre pares de familias. Las Figuras desde la

N°11 hasta la 94 se encuentran en el Anexo 2.
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Figura N°10: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de todas las familias (n=29) de Salmo
salar inoculadas con Piscirickettsia salmonis. Las Tablas N°3 y 4 muestran las comparaciones



de supervivencia entre las familias con menor y mayor supervivencia, es decir la N°6 y la
N°20, respectivamente, con las demas familias desafiadas.
Tabla N°3: Comparacion de probabilidad de supervivencia entre pares de familias

(Prueba de Log-rank).

Comparacion Interpretacion de las
entre familias diferencias
E-A SIGNIFICATIVO
E-B NO SIGNIFICATIVO
E-C SIGNIFICATIVO
E-CH NO SIGNIFICATIVO
E-D SIGNIFICATIVO
E-F SIGNIFICATIVO
E-G SIGNIFICATIVO
E-H NO SIGNIFICATIVO
E-I SIGNIFICATIVO
E-J SIGNIFICATIVO
E-K SIGNIFICATIVO
E-L SIGNIFICATIVO
E-LL NO SIGNIFICATIVO
E-M SIGNIFICATIVO
E-N SIGNIFICATIVO
E-N SIGNIFICATIVO
E-O SIGNIFICATIVO
E-P SIGNIFICATIVO
E-Q SIGNIFICATIVO
E-R SIGNIFICATIVO
E-S SIGNIFICATIVO
E-T SIGNIFICATIVO
E-U SIGNIFICATIVO
E-V SIGNIFICATIVO
E-W SIGNIFICATIVO
E-X SIGNIFICATIVO
E-Y SIGNIFICATIVO
E-Z SIGNIFICATIVO

NO SIGNIFICATIVO: No existe diferencias estadisticas significativas entre las
curvas de mortalidad (p > 0,05).
SIGNIFICATIVO: Existe diferencia estadisticamente significativa p < 0,05.



Tabla N°4: Comparacion de probabilidad de supervivencia entre pares de familias
(Prueba de Log-rank).

Comparacion Interpretacion de las
entre familias diferencias
Q-A SIGNIFICATIVO
Q-B SIGNIFICATIVO
Q-C NO SIGNIFICATIVO
Q-CH SIGNIFICATIVO
Q-D SIGNIFICATIVO
Q-E SIGNIFICATIVO
Q-F SIGNIFICATIVO
Q-G SIGNIFICATIVO
Q-H SIGNIFICATIVO
Q- SIGNIFICATIVO
Q-J SIGNIFICATIVO
Q-K SIGNIFICATIVO
Q-L NO SIGNIFICATIVO
Q-LL SIGNIFICATIVO
Q-M SIGNIFICATIVO
Q-N NO SIGNIFICATIVO
Q-N NO SIGNIFICATIVO
Q-0 SIGNIFICATIVO
Q-P SIGNIFICATIVO
Q-R NO SIGNIFICATIVO
Q-S SIGNIFICATIVO
Q-T SIGNIFICATIVO
Q-U NO SIGNIFICATIVO
Q-Vv SIGNIFICATIVO
Q-W SIGNIFICATIVO
Q-X SIGNIFICATIVO
Q-Y SIGNIFICATIVO
Q-Z SIGNIFICATIVO

NO SIGNIFICATIVO: No existe diferencias estadisticas significativas entre las
curvas de mortalidad (p > 0,05).
SIGNIFICATIVO: Existe diferencia estadisticamente significativa p < 0,05.



5.5. Peso y talla de los peces.

Los datos estadisticos de estas tres variables se muestran a partir de la Tabla N°5 hasta

la N°11, las que se encuentran en el item denominado Anexo 3 de Resultados.



6. DISCUSION

Las condiciones generales en que se mantuvieron los peces durante el experimento
fueron adecuadas para cumplir los requerimientos fisioldgicos de la especie en estudio. Asi, la
temperatura promedio diaria del agua fluctu6 entre un minimo de 9,97 °C y un maximo de
14,7 °C. Por otra parte, los niveles de oxigeno disuelto en el agua tuvieron un rango entre 8,1 y
10,9 mg/L. Ambos parametros se consideran en valores apropiados para el salmén del
Atlantico durante la etapa fisioldgica que se usé para este ensayo (Klontz, 1993). En este
mismo contexto, la frecuencia de recambio de agua empleado, que fue de aproximadamente 9
veces por dia, supera ampliamente los requerimientos minimos y permite la adecuada
eliminacién de productos nitrogenados de desecho, tanto de proteinas, como de acidos
nucleicos (Laird y Kennedy, 2002). La densidad de la biomasa fue bastante alta, ya que al
momento de iniciarse el ensayo alcanzé los 54,3 kg/m® de agua, lo cual excede lo
recomendado para una explotacion comercial (Pillay, 1993). No obstante lo anterior, y
probablemente por la elevada tasa de recambio de agua, los niveles de oxigeno disuelto se
mantuvieron en niveles suficientes, por lo cual esta alta densidad no habria tenido efectos
directos sobre los peces experimentales. Sin embargo, se debe mencionar que una densidad
alta de biomasa puede actuar como estresor y ademas, incrementar la tasa de contacto y por
tanto, favorecer la transmision de patogenos entre los peces (Salinas et al., 1997). Un elemento
favorable es que el agua que abastecid los estanques proviene de una vertiente; esto es
importante en cuanto a que provee una alta seguridad de no estar contaminada con patdégenos

de peces (Roberts, 2001) que podrian interferir en los resultados del experimento.



Las experiencias realizadas por Cvitanich et al. (1991), Almendras et al. (1997) y
Salinas et al. (1997) han demostrado la existencia de transmision horizontal en condiciones de
agua dulce, la cual se ve favorecida por el contacto entre los peces (Almendras et al., 1997) y
por el aumento de la densidad poblacional (Salinas et al., 1997). La infeccidn se transmite a
pesar de que se ha demostrado en forma in vitro una viabilidad baja de P. salmonis en agua
dulce (Lannan y Fryer, 1994). Experimentalmente, se ha observado que el agente es eliminado
mediante heces, orina y bilis, que podrian constituir las vias de diseminacién de este patdgeno
en el ambiente acuatico (Salinas et al., 1997).

De acuerdo a Salinas et al. (1997), la magnitud de la transmision horizontal de
piscirickettsiosis en condiciones de agua dulce depende directamente de la densidad
poblacional. En sus investigaciones, lograron mortalidades acumuladas de un 4% con una
densidad de 20 kg /m* y 14% con 40 kg/m?®, en truchas arco iris mantenidas en cohabitacion
con otras inoculadas con P. salmonis via IP. Estos resultados son congruentes con los
obtenidos por Garcés et al. (1991), quienes demostraron que P. salmonis no se transmite entre
salmones coho mantenidos en cohabitacion cuando la densidad poblacional es muy baja (3
kg/m®) en agua dulce. Como se menciond anteriormente, en la presente tesis se usé una
densidad aproximada de 54 kg/m? lo cual probablemente favorecié la transmisién horizontal
entre los peces inoculados y los controles. En todo caso, esta densidad fue disminuyendo en el
tiempo a medida que las mortalidades acumuladas de los peces de las diferentes familias
fueron aumentando. Cabe sefialar que no hubo mortalidades en los peces controles por causas
distintas a piscirickettsiosis, lo cual contribuye a dar robustez a los resultados obtenidos.

En cualquier caso, el uso de “pit tags” fue de gran utilidad en esta investigacion, ya que
al tener la capacidad de identificar a cada ejemplar inoculado permitié mantener cohabitando

peces de distintas familias en un mismo estanque y por lo tanto, en un mismo ambiente. Cabe



sefalar que la eliminacion del denominado “efecto estanque” es importante, puesto que puede
ser un factor de variacion en este tipo de ensayos confundiendo la interpretacion de resultados.

El uso de “pit tags” se inici6 a mediados de la década de 1980 como una nueva
estrategia para la identificacion de animales y se ha convertido en una poderosa herramienta
para desarrollar investigaciones que requieran marcar grandes cantidades de individuos
(Gibbons y Andrews, 2004). En el caso de peces, el empleo de “pit tags” ha tenido gran
importancia en diferentes tipos de estudios como los de monitoreo del uso del habitat, de
movimientos espaciales y de comportamientos migratorios de estos animales acuaticos
(Gheorghiu et al., 2010). Este método tiene la ventaja sobre otras técnicas de identificacion en
cuanto a que provee millones de cddigos alfanuméricos Unicos en pequefias capsulas de vidrio
biocompatibles que pueden ser implantadas en tejidos o en cavidades organicas (Acolas et al.,
2007).

AUn cuando el salmén coho es la especie mas susceptible a P. salmonis (Smith et al.,
1996a), en este estudio se trabajo con salmoén del Atlantico debido a que el impacto econémico
de la enfermedad es mayor en esta ultima especie. Esto es en razon a que de todos modos el
salmén del Atlantico cursa con elevadas tasas de mortalidad (Mauel y Miller, 2002) y su
volumen de produccion histéricamente ha sido el méas grande entre las especies salmonideas
producidas en Chile.

En pruebas de desafio en peces, la exposicion a agentes patdgenos generalmente se
realiza, ya sea directamente mediante inyeccion IP o por cohabitacion con animales infectados
previamente. El primer método garantiza la entrega de una dosis infectante homogeénea, pero
no tiene en cuenta el papel de las barreras mucosas epiteliales (piel, branquias y el intestino)
en los mecanismos de defensa. EI segundo método, en cambio, se asemeja mucho méas a una

infeccion natural, pero la exposicion al patogeno puede ser muy variable en los animales



desafiados (Antonello et al., 2009). En el caso de este ensayo, el desafio con P. salmonis se
hizo por via IP debido a que, a pesar de las desventajas que podria tener, es el unico método
disponible que permite reproducir esta enfermedad especifica en forma consistente.

El desafio experimental resultd apropiado por tres razones. En primer término, la
enfermedad se reprodujo exitosamente; en segundo lugar, los resultados en ambos estanques
fueron similares mostrando consistencia entre réplicas (Fig. N°8b) y finalmente, el promedio
de mortalidad acumulada general fue moderado (Tabla N°2), permitiendo diferenciar la
susceptibilidad entre las diferentes familias a la piscirickettsiosis (Figs. N°5, 6 y 7), que era el
fendmeno que se pretendia caracterizar en esta investigacion. Por lo anteriormente expuesto, la
dosis y via de exposicion usadas resultaron adecuadas y en consonancia con lo esperado para
este ensayo.

En este estudio, la mortalidad acumulada atribuible a piscirickettsiosis alcanzd un
promedio general de 34,7%. Esto es concordante con informes de terreno que sefialan que las
mortalidades ocasionadas por P. salmonis alcanzan valores que fluctian entre 20 a 50%
(Bravo y Campos, 1989), incluso llegando al 90% en algunos centros de cultivo (Fryer et al.
1990).

Las mortalidades se presentaron en todas las familias inoculadas con la bacteria, pero
los porcentajes de mortalidad acumulada finales atribuibles a la enfermedad, ordenados por
familia, fluctuaron desde 10,5% a 70%, mostrando una gran variabilidad en la susceptibilidad
entre éstas. Las lesiones macroscopicas de los peces inoculados con P. salmonis, moribundos
0 muertos, fueron similares a las descritas previamente para esta enfermedad tanto en su
presentacion en condiciones de campo (Bravo y Campos, 1989; Branson y Nieto Diaz-Mufioz,
1991; Cvitanich et al., 1991; Larenas et al., 1995) como inducida en forma experimental

(Smith et al., 1996a; Monasterio, 2008).



Consistentemente con la gran variacion en las mortalidades acumuladas entre las
familias inoculadas, se presentd una diferencia estadistica de la probabilidad de supervivencia
entre ellas (Fig. N°10; Tablas N°3 y 4), lo que sugiere que el nivel de resistencia a la
piscirickettsiosis depende, al menos en parte, del genotipo de los peces de las distintas
familias.

Cabe sefialar que la metodologia aqui usada para evidenciar resistencia a enfermedades
ha sido empleada en numerosas ocasiones anteriores para otras afecciones y se expresa como
tasa de supervivencia durante la vida o supervivencia después de la infeccion con un patégeno
especifico en una prueba de desafio (Gjedrem, 2000; Kettunen y Fjalestad, 2006). Tal
supervivencia es consecuencia de una baja susceptibilidad al agente patégeno o una alta
tolerancia a éste (Kettunen y Fjalestad, 2006).

Es necesario hacer notar que las familias no eran estadisticamente homogéneas en las
variables peso y talla (Anexo 3: Tablas N°5, 6, 7, 8 y 9), siendo particularmente el peso la
caracteristica con mayor variacion (Anexo 3: Tabla N°7). En este sentido, la familia E que
tuvo la menor supervivencia coincidentemente también tiene un bajo peso, lo que sugiere que
esta variable pudo haber influido en el resultado de las mortalidades en este caso en particular.
Sin embargo, en el resto de las familias se observa una asociacion aleatoria entre estas
variables (peso y talla) respecto a los valores de supervivencia. Asi, como se ilustra en la
Tabla N°11 del Anexo 3, no existid correlacion (coeficiente de correlacion de Pearson) entre
las medias de pesos y de talla respecto de la mortalidad acumulada obtenida con cada familia.
Estos andlisis estadisticos sugieren que la variacion en la resistencia a la enfermedad en este
ensayo estuvo dada principalmente por el efecto genético y no por otras variables entre las
familias, al menos en la mayoria de los casos, indicando una base genética de la resistencia a

P. salmonis.



El uso de métodos de desafio experimental en condiciones controladas, como el
realizado en el presente estudio, ha sido una herramienta de gran importancia para establecer
las bases de programas recientes de mejoramiento genético en acuicultura. En numerosos
casos, se ha observado que hay diferencia en relacién a la resistencia genética entre familias o
cepas de peces frente a diferentes patdgenos. En este contexto, el repertorio de agentes
infecciosos que se han usado para desafiar peces es bastante amplio, incluyendo bacterias,
virus y parasitos. Las respuestas a patdgenos bacterianos han sido las méas estudiadas e
incluyen A. salmonicida (Gjgen et al., 1997; Cipriano et al., 2002; Midtlyng et al., 2002;
Glover et al., 2006; Kettunen y Fjalestad, 2006; @degard et al., 2007; Kjeglum et al., 2008),
Vibrio anguillarum (Kettunen y Fjalestad, 2006), V. salmonicida (Gjedrem y Gjgen, 1995),
Yersinia ruckeri (Midtlyng et al., 2002; Henryon et al., 2005), Flavobacterium psychrophilum
(Henryon et al., 2005; Leeds et al., 2010), A. hydrophila (ddegard et al., 2010) y
Renibacterium salmoninarum (Gjedrem y Gjgen, 1995). En cuanto a agentes virales, se han
descrito investigaciones con los virus causantes de la necrosis pancreatica infecciosa
(Midtlyng et al., 2002; Rgnneseth et al., 2007; Storset et al., 2007; Wetten et al., 2007), de la
anemia infecciosa del salmon (Midtlyng et al., 2002; @degard et al., 2007), de la septicemia
hemorragica viral (Kaastrup et al., 1991; Slierendrecht et al., 2001; Midtlyng et al., 2002) y de
la enfermedad del pancreas (McLoughlin et al., 2006). Finalmente respecto de parésitos, la
literatura registra estudios con dos tipos de ectoparasitos, uno de ellos correspondiente al
copépodo L. salmonis (Kolstad et al., 2005) y el otro al protozoo Neoparamoeba perurans
(Taylor et al., 2009), aunque en este Ultimo caso los peces se desafiaron en condiciones
naturales.

Este tipo de desafios experimentales usados para evaluar el potencial de un programa

de mejoramiento genético de resistencia a enfermedades se ha realizado en distintas especies



de peces (Midtlyng et al., 2002; Gjedrem y Baranski, 2009); la mayoria ha sido efectuado en
miembros de la subfamilia Salmoninae y dentro de éstos, el salmon del Atlantico es la especie
que se ha estudiado con mayor amplitud (Gjedrem y Gjgen, 1995; Gjgen et al., 1997; Kolstad
et al., 2005; Glover et al., 2006; @degard et al., 2007; Rgnneseth et al., 2007; Storset et al.,
2007; Wetten et al., 2007; Kjgglum et al., 2008).

La diferencia observada en este estudio entre familias, en cuanto a las mortalidades
acumuladas y a las probabilidades de supervivencia, se ha descrito con otros patégenos usados
para desafiar peces cultivados. Asi por ejemplo, en el caso del virus de la anemia infecciosa
del salmon, al desafiar 50 familias de salmon del Atlantico, se obtuvo un rango de mortalidad
segun familia que varié desde 5,6% a 96,4% (Grimholt et al., 2003). En el mismo sentido, en
un ensayo de desafio para investigar la resistencia a V. anguillarum de 20 familias de bacalao
del Atlantico (Gadus morhua) se obtuvieron porcentajes de sobrevivencia que variaron desde
un 95 a un 86,1% (Kettunen y Fjalestad, 2006), mostrando diferencias estadisticas
significativas entre ellas al usar las mismas pruebas (Kaplan-Meier y Log-rank) empleadas en
la presente tesis.

Hay que considerar que la seleccion genética dirigida a mejorar la resistencia para una
enfermedad en peces puede tener efectos contraproducentes, puesto que se puede correlacionar
negativamente con otras enfermedades u otros rasgos deseables para la produccién de estos
animales (Gjedrem y Baranski, 2009).

La resistencia genética a enfermedades promete ser una herramienta de importancia en
el manejo sanitario de peces cultivados. Si bien es un proceso de mediano o largo plazo, y que
requiere una inversion economica importante, tiene la ventaja que sus caracteristicas son
aditivas y que permanecen en el tiempo. En el caso de piscirickettsiosis, donde otros métodos

de control de la enfermedad, como los terapéuticos y las vacunas, no han tenido el resultado



esperado, la seleccion para mejorar la resistencia frente a esta enfermedad surge como una
alternativa interesante y los resultados de este trabajo que muestran la variabilidad entre

familias entregan el primer paso para este objetivo.



7. CONCLUSIONES

El desafio experimental resulté exitoso en cuanto a que la enfermedad se reprodujo en

los peces inoculados.

Las mortalidades atribuibles a pisciricketsiosis presentaron un amplio rango de

variacion entre las familias inoculadas, fluctuando entre un 10,5 a un 70%.

Hubo diferencias estadisticas altamente significativas entre la supervivencia de las
familias al analizarlas en su conjunto (p< 0,00001), asi como al comparar entre varios pares de
ellas. Estos resultados indican que habria diferencias en la resistencia/susceptibilidad a P.
salmonis, sobre la base de la constitucion genotipica de los individuos que conforman las

distintas familias desafiadas.
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ANEXO 2



Para efectos de esta tesis los numeros originales asignados para la identificacion de cada una
de las familias fueron reemplazados por letras en mayuscula italica del alfabeto espafiol y

agregando los digrafos CH y LL como indica en la siguiente tabla.

IDENTIFICACION LETRA DE
ORIGINAL DE REEMPLAZO
LAS FAMILIAS
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4
5
8
10
11
12
13
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17
21
23
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46
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56
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59
61
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ANEXO 1

Curvas de supervivencia individuales y comparadas entre familias desafiadas.
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Figura N° 11: Familia A. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 12: Familia B. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 13: Familia C. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 14: Familia CH. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 15: Familia D. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 16: Familia E. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 17: Familia F. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 18: Familia G. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 19: Familia H. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 20: Familia 1. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 21: Familia J. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 22: Familia K. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 23: Familia L. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 24: Familia LL. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 25: Familia M. Curva de supervivencia (Kaplan-Meler) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 26: Familia N. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 27: Familia N. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 28: Familia O. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 29: Familia P. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 30: Familia Q. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 31: Familia R. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 32: Familia S. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 33: Familia T. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 34: Familia U. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 35: Familia V. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 36: Familia W. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 37: Familia X. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 38: Familia Y. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 39: Familia Z. Curva de supervivencia (Kaplan-Meier) de Salmo salar inoculados
con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 40: Familias 1 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 41: Familias 2 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 42: Familias 3 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 43: Familias 4 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 44: Familias 7 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 45: Familias 8 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 46: Familias 9 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 47: Familias 10 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 48: Familias 11 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 49: Familias 12 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 50: Familias 13 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 51: Familias 14 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 52: Familias 15 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 53: Familias 16 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 54: Familias 17 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 55: Familias 18 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 56: Familias 19 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 57: Familias 20 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis.
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Figura N° 58: Familias 21 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 59: Familias 22 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 60: Familias 23 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 61: Familias 24 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 62: Familias 25 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 63: Familias 26 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 64: Familias 27 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 65: Familias 28 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 66: Familias 29 y 6. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 67: Familias 1 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 68: Familias 2 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 69: Familias 3 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 70: Familias 4 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 71: Familias 5 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 72: Familias 6 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 73: Familias 7 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 74: Familias 8 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 75: Familias 9 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 76: Familias 10 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 77: Familias 11 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 78: Familias 12 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 79: Familias 13 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 80: Familias 14 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 81: Familias 15 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 82: Familias 16 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 83: Familias 17 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 84: Familias 18 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 85: Familias 19 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 86: Familias 21 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 87: Familias 22 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 88: Familias 23 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 89: Familias 24 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 90: Familias 25 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 91: Familias 26 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis



Curvas de Supervivencia (Kaplan-Meier)

1,00 L|
0,94
.©
(O]
[
@ o0s7-
S
—_
o
Q
>
A 0814 LLI_L
0,74 . . : .
0,00 1365 27,30 4095 54,60

Tiempo de supervivencia
Prueba de Log-rank - Chi Cuadrado=5,587 p=0,018097

Figura N° 92: Familias 27 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 93: Familias 28 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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Figura N° 94: Familias 29 y 20. Comparacion de curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) de
Salmo salar inoculados con Piscirickettsia salmonis
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ANEXO 3

Datos sobre peso y talla de los peces.

La estadistica descriptiva de estas dos variables se expone a continuacion en las Tablas
N° 5y 6. Los resultados de los analisis de varianza, las comparaciones (Prueba de Tukey) y las

correlaciones respectivas (Método de Pearson) se describen entre las Tablas N° 7 y la 11.

Tabla N° 5: Estadistica descriptiva general de las variables peso y talla de Salmo salar
registradas al momento de la inoculacién.

Variable n Media D.E. cv Min Max Mediana

PESO INOCULACION 2461 43,97 11,14 25,34 17,00 108,00 42,50

TALLA INOCULACION 2461 15,70 1,24 7,93 12,00 21,00 15, 60




Tabla N° 6: Estadistica descriptiva por familia de las variables peso y talla de Salmo salar,
registradas al momento de la inoculacion.

FAM Variable n Media D.E. Ccv Min Max Mediana
A PESO INOCULACION 85 42,40 8,69 20,49 26,00 72,00 41,00
A TALLA INOCULACION 85 15,56 1,02 6,54 13,50 18,20 15,50
B PESO INOCULACION 82 40,08 11,40 28,45 23,00 108,00 38,00
B TALLA INOCULACION 82 15,22 1,23 8,07 13,00 20,60 15,10
C PESO INOCULACION 86 49,24 10,24 20,80 29,00 73,00 47,50
C TALLA INOCULACION 86 16,14 1,07 6,06 14,00 18,50 16,00
CH PESO INOCULACION 84 45,39 9,19 20,25 29,00 70,00 44,00
CH TALLA INOCULACION 84 16,26 1,11 6,85 14,00 19,00 16,05
D PESO INOCULACION 86 37,26 8,10 21,73 23,00 65,00 36,00
D TALLA INOCULACION 86 15,01 0,92 6,10 13,50 17,50 15,00
E PESO INOCULACION 80 29,49 6,98 23,66 17,50 59,00 29,00
E TALLA INOCULACION 80 14,02 0,95 6,79 12,00 17,00 14,00
F PESO INOCULACION 87 44,18 9,35 21,16 29,00 68,00 43,00
F TALLA INOCULACION 87 15,91 1,03 6,48 14,00 18,20 16,00
G PESO INOCULACION 82 42,88 8,42 19,63 24,00 64,00 42,50

G TALLA INOCULACION 82 15,71 0,94 5,96 13,50 18,20 15,75



FAM Variable n Media D.E. Ccv Min Max Mediana
H PESO INOCULACION 84 43,82 9,85 22,47 25,00 78,00 42,75
H TALLA INOCULACION 84 15,79 1,08 6,81 13,20 19,00 16,00
I PESO INOCULACION 84 41,306 7,81 18,89 26,00 63,00 40,00
I TALLA INOCULACION 84 15,26 0,84 5,53 13,50 17,00 15,20
J PESO INOCULACION 85 44,21 8,37 18,92 27,00 77,00 43,00
J TALLA INOCULACION 85 15,76 1,04 6,62 13,50 19,00 15,70
K PESO INOCULACION 86 45,04 7,97 17,69 30,00 62,00 45,00
K TALLA INOCULACION 86 15,89 0,96 6,06 13,50 18,20 16,00
L PESO INOCULACION 86 42,74 8,56 20,02 24,00 66,00 42,00
L TALLA INOCULACION 86 15,56 0,97 6,22 12,50 18,00 15,50
LL PESO INOCULACION 85 44,96 9,44 21,01 28,00 70,00 43,50
LL TALLA INOCULACION 85 15,89 0,94 5,95 13,90 18,00 16,00
M PESO INOCULACION 86 38,88 8,37 21,54 23,00 65,00 38,00
M TALLA INOCULACION 86 15,21 0,92 6,04 13,50 18,00 15,20
N PESO INOCULACION 84 45,31 7,55 16,66 29,00 64,00 45,00
N TALLA INOCULACION 84 15,85 0,97 6,14 13,50 18,50 16,00
N PESO INOCULACION 86 34,47 6,54 18,98 24,00 54,00 33,00
V TALLA INOCULACION 86 14,93 1,10 7,40 12,50 18,20 14,75



FAM Variable n Media D.E. Ccv Min Max Mediana
O PESO INOCULACION 85 46,59 11,14 23,91 27,00 84,00 46,00
o} TALLA INOCULACION 85 15,98 1,22 7,63 14,00 19,20 16,00
P PESO INOCULACION 85 50,16 9,71 19,35 31,00 79,00 50,00
P TALLA INOCULACION 85 16,09 0,94 5,86 14,00 18,20 16,00
0 PESO INOCULACION 86 43,69 6,64 15,21 29,00 66,00 43,50
0] TALLA INOCULACION 86 15,81 0,86 5,43 14,00 19,00 15,90
R PESO INOCULACION 84 48,36 8,95 18,51 30,00 75,00 48,00
R TALLA INOCULACION 84 15,98 1,23 7,69 12,70 19,00 16,20
S PESO INOCULACION 85 53,31 12,63 23,69 29,00 86,00 54,00
S TALLA INOCULACION 85 16,52 1,44 8,70 13,00 19,00 16,50
T PESO INOCULACION 86 35,65 8,03 22,53 21,00 69,00 36,00
T TALLA INOCULACION 86 14,88 1,20 8,07 12,20 17,70 15,00
U PESO INOCULACION 86 37,62 6,82 18,14 22,00 56,00 36,50
U TALLA INOCULACION 86 15,31 1,08 7,03 13,20 17,80 15,20
\% PESO INOCULACION 84 51,27 10,02 19,54 30,00 78,00 50,00
\% TALLA INOCULACION 84 16,33 1,10 6,71 13,50 19,70 16,20
W PESO INOCULACION 84 52,40 9,32 17,78 38,00 78,00 52,00
w TALLA INOCULACION 84 16,34 1,16 7,11 14,00 19,60 16,35



Variable n Media D.E. Min Max Mediana
PESO INOCULACION 86 37,27 21,00 56,00 37,00
TALLA INOCULACION 86 14,83 12,90 18,50 14,80
PESO INOCULACION 86 43,19 27,00 58,00 44,00
TALLA INOCULACION 86 15,57 12,50 18,50 15,70
PESO INOCULACION 86 63,44 17,00 95,00 64,50
TALLA INOCULACION 86 17,45 12,00 21,00 17,50



Tabla N° 7: Andlisis de varianza de la variable peso, registrada al momento de la inoculacion, entre familias de Salmo salar.

Variable N R2 R2 Aj CV

PESO INOCULACION 2461 0,34 0,34 20,64

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 105074, 98 28 3752,68 45,55 <0,0001
FAM 105074, 98 28 3752,68 45,55 <0,0001
Error 200365, 83 2432 82,39

Total 305440,81 2460

Tabla N° 8: Comparacion de la variable peso, registrada al momento de la inoculacion, entre familias de Salmo salar.

Prueba de Tukey Alfa:=0,05 DMS:=5,37234

Error: 82,3873 gl: 2432

FAM Medias n

E 29,49 80 A

N 34,47 86 A B

T 35,65 86 B C

D 37,26 86 B C D
X 37,27 86 B C D

FAM Medias n




U 37,62

M 38,88
B 40,08
I 41,36
A 42,40
L 42,74
G 42,88
Y 43,19
0 43,69
H 43,82
F 44,18
J 44,21
LL 44,96
K 45,04
N 45,31
CH 45,39
o) 46,59
R 48,36
c 49,24

FAM Medias

86

86

82

84

85

86

82

86

86

84

87

85

85

86

84

84

85

84

86

p 50,16

85



v 51,27 84

W 52,40 84
S 53,31 85
Z 63,44 86

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)



Tabla N° 9: Andlisis de varianza de la variable talla, registrada al momento de la inoculacion, entre familias de Salmo salar.

Variable N R?2 RZ Aj CV

TALLA INOCULACION 2461 0,26 0,25 6,86

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 986,05 28 35,22 30,35 <0,0001
FAM 986,05 28 35,22 30,35 <0,0001
Error 2821,67 2432 1,16

Total 3807,72 2460

Tabla N° 10: Comparacion de la variable talla, registrada al momento de la inoculacion, entre familias de Salmo salar.

Prueba de Tukey Alfa:=0,05 DMS:=0, 63754

Error: 1,1602 gl: 2432

FAM Medias n

E 14,02 80 A

X 14,83 86 B

T 14,88 86 B

N 14,93 86 B C



FAM

Medias

15,01
15,21
15,22
15,26
15,31
15,56
15,56
15,57
15,71
15,76
15,79
15,81
15,85
15,89
15,89
15,91
15,98
15,98

16,09

86

86

82

84

86

85

86

86

82

85

84

86

84

86

85

87

85

84

85



FAM Medias n

c 16,14 86
CH 16,26 84
v 16,33 84
W 16,34 84
S 16,52 85
Z 17,45 86

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)



Tabla N° 11: Coeficientes de correlacion (Pearson) entre las variables mortalidad acumulada,
peso y talla de los peces.

Correlacidén de Pearson: Coeficientes\probabilidades

Mortalidad (%) Peso promedio Talla
Mortalidad (%) 1,00 0,72 0,72
Peso promedio -0,07 1,00 0,00

Talla -0,07 0,97 1,00






