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Resumen

Los piojos de mar (Caligus rogercresseyi) son los ectoparasitos que causan las
mayores pérdidas productivas en la industria de la acuicultura, especialmente en
Chile. El salmon del Atlantico (Salmo salar) y la trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) son las especies de salménidos mas susceptibles a su infestacion, una
situacion que ha promovido la busqueda de estrategias para resolver el problema.
Este estudio tiene como objetivo determinar genes candidatos en el salmén del
Atlantico y la trucha arcoiris que pueden participar en el mecanismo de resistencia
contra el piojo de mar, y determinar la ortologia entre los genes obtenidos en ambas
especies. Para esto, 2.626 individuos de salmon del Atlantico y 2.643 de trucha
arcoiris de poblaciones comerciales fueron desafiados con piojos de mar y se les
realiz6 un genotipado con un panel de SNP 50k. Se obtuvieron heredabilidades
moderadas a bajas con valores de 0,19 para S. salar y 0,08 para O. mykiss para el
logaritmo de la densidad del caligus (como medida de resistencia del huésped).
Mediante un estudio de asociacion gendémica identificamos una serie de genes
presentes las regiones gendémicas asociadas al caracter en ambas especies, tales
como Serine/ threonine kinase y Tripartite motif-containing protein 16-like. El analisis
de ortologia nos permitié identificar dust8 y dust10 como genes que participan en la
respuesta inmune activando los leucocitos, favoreciendo la migracion, como
también al receptor de &cido lisofosfatidico junto a un receptor acoplado a proteina
G los cuales pertenecen a regiones sinténicas asociadas al caracter en ambas
especies. Este es un primer enfoque para comprender los genes involucrados en la
resistencia contra el piojo de mar utilizando genémica comparativa en salménidos.
Sin embargo, se necesitan investigaciones adicionales en ambas especies para

validar los genes identificados como candidatos.

Palabras clave: Caligus rogercresseyi, Salmo salar, Oncorhynchus mykiss,

Acuicultura, GWAS, Genes candidatos, Gendmica comparativa.



Abstract

Sea lice (Caligus rogercresseyi) are the ectoparasites that cause the greatest
productive losses in the aquaculture industry, especially in Chile. Atlantic salmon
(Salmo salar) and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) are the salmonid species
most susceptible to their infestation, a situation that has promoted the search for
strategies to solve the problem. This study aims to determine candidate genes in
Atlantic salmon and rainbow trout that can participate in the mechanism of resistance
against sea lice, and determine the orthology between the genes obtained in both
species. For this, 2,626 individuals of Atlantic salmon and 2,643 of rainbow trout
from commercial populations were challenged with sea lice and genotyped with a
SNP 50k panel. Moderate to low heritabilities were obtained with values of 0.19 for
S. salar and 0.08 for O. mykiss for the logarithm of sea lice density (as a measure of
host resistance). By means of a study of genomic association we identified a series
of genes present the genomic regions associated with the character in both species,
such as Serine / threonine kinase and Tripartite motif-containing protein 16-like. The
orthology analysis allowed us to identify dust8 and dust10 as genes that participate
in the immune response activating the leukocytes, favoring migration, as well as the
lysophosphatidic acid receptor together with a G protein-coupled receptor which
belong to syntenic regions associated with the character in both species. This is a
first approach to understand the genes involved in resistance against sea lice using
comparative genomics in salmonids. However, additional research is needed in both

species to validate the genes identified as candidates.
Keywords: Caligus rogercresseyi, Salmo salar, Oncorhynchus mykiss,

Aquaculture, GWAS, Candidate Gene, Comparative Genomics.



1. Introduccion

La acuicultura es la industria primaria de mas rapido crecimiento para la produccién
de proteina animal, con una tasa de crecimiento del 6% al 7% por afio (FAO, 2016).
Dentro de la acuicultura mundial, una de las principales actividades es la produccion
de salmonidos, la cual genera un elevado retorno econémico ademas de ser de gran
foco de importancia para la seguridad alimentaria (FAO, 2016). En esa linea, la
produccion a gran escala se ve afectada por diversos factores que pueden impactar
la rentabilidad de los sistemas acuicolas, tales como agentes infecciosos, asi como
también parasitarios, siendo uno de los mas relevantes en Chile el piojo de mar

(Caligus rogercresseyi) (Bravo et al., 20014).

En relacion a ello, se han buscado métodos que apunten a disminuir las pérdidas
en la industria. Uno de ellos ha sido el mejoramiento genético, el cual ha sido
ampliamente aplicado a especies de ganaderia y acuicultura, buscando incrementar
la rentabilidad de los sistemas productivos, por lo que las caracteristicas de
importancia econdmica son elementos que estan incluidos en el objetivo de
mejoramiento. Es por esto que se consideran caracteres relacionados con el
crecimiento corporal, color y textura de la carne, siendo incorporado en las ultimas
décadas, dentro del objetivo de seleccion, la resistencia genética a enfermedades

infecciosas y parasitarias (Gjedrem, 2015).

En relacién a lo anterior, estudios recientes han permitido estimar heredabilidades
significativas frente al rasgo de resistencia a piojo de mar en Salmo salar (Correa et
al., 2015; @degard et al., 2014, Tsai et al., 2016), y en trucha arcoiris (Bassini et al.,
2017). Sin embargo, las variantes genéticas y genes que explican la variacién en la
resistencia frente a piojo de mar en salménidos, permanecen relativamente

desconocidas hasta ahora.



2. Revision Bibliografica

2.1 Situacion de la acuicultura en Chile

En los ultimos afios la acuicultura ha desempefiado un papel cada vez mas
importante en la produccion mundial de alimentos y se espera que esta tendencia
continde (Chavanne et al., 2016; FAO, 2016). En el caso de Chile, la industria del
salmon comenz6 a establecerse a principios de 1980, creciendo rapidamente y
transformando al pais en uno de los principales productores de salmén del mundo.
A mediados del 2018, la cosecha de salmoén del Atlantico alcanzo las 424 mil
toneladas, mientras que para trucha arcoiris alcanz6 un estimado de 50 mil

toneladas (Sernapesca, 2018).

Constantemente se ha buscado mejorar la eficiencia econémica en la industria de
la salmonicultura, la cual depende en gran medida de la prevenciéon y control de
enfermedades infecciosas y parasitarias (Asche & Roll, 2013), por lo que es
imprescindible desarrollar estrategias eficaces y sostenibles para enfrentar estas

patologias en el tiempo (Yafiez et al., 2014).

Actualmente, los programas de mejoramiento genético en Chile buscan realizar
seleccion por rasgos de ganancia de peso, color de la carne y resistencia a
enfermedades, lo que indica que existe interés de la industria en avanzar en esta

area (Barria et al., 2018).

2.2 El piojo de mar y su impacto en la acuicultura

Lepeophtheirus salmonis y Caligus rogercresseyi son las dos especies de parasitos
mas perjudiciales para la cria de salmon a nivel mundial (Costello, 2009). En Chile,
la especie Caligus rogercresseyi, fue descrita en 1997 por Boxshall & Bravo (2000),
y es el principal parasito que afecta a salmonidos en el pais. Las pérdidas

econdmicas son el resultado de la reduccidn de la conversion alimenticia, el
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crecimiento de los peces, la mortalidad indirecta, pérdida de valor del producto y los
costos de tratamiento. El costo mundial del control de este parasito en la industria
salmonera se estimo6 en US $ 178 millones (Costello, 2009).

En consideracion de lo anterior, es importante tener presente el ciclo de vida del
piojo de mar, el cual estd constituido por ocho etapas de desarrollo (Carvajal,
Gonzalez, & George-nascimento, 1998), dos estados de nauplios, un estado
copépodo, cuatro estados chalimus y el estado adulto. Las etapas de nauplio (nl1-
2) y la etapa de copépodos (etapa infecciosa) son etapas planctonicas. Por su parte,
las cuatro etapas de chalimus (1-4) son etapas sésiles, dando paso, finalmente, al
estado adulto, la cual corresponde a una etapa mévil (Lhorente et al., 2012). Tanto
las etapas fijas de chalimus como los piojos adultos causan dafios graves en la piel
del huésped, y constituyen una amenaza para la salud del salmon criado en agua
de mar en Chile (Bravo et al., 2014; Carvajal et al., 1998). Se ha observado que el
piojo de mar afecta primariamente al salmon del Atlantico (Salmo salar) y a la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), mientras que el salmén coho (Oncorhynchus
kisutch) presenta resistencia a este parasito (Hamilton-West et al., 2012).

Los piojos de mar pueden causar lesiones en la piel, desequilibrio osmoético y mayor
susceptibilidad a infecciones bacterianas y virales a través de la supresion de las
respuestas inmunitarias por el dafio a la piel del huésped (Correa et al., 2017).
Ademas, Lhorente et al.,(2012) demostr6 que el piojo de mar reduce
significativamente la resistencia del salmén del Atlantico ante la infeccién por parte
de la bacteria Piscirickettsia salmonis. Esto explica la frecuente asociacién entre
ambos patdégenos, los cuales constituyen los dos principales agentes patogénicos

para el salmon cultivado en Chile (Bravo et al., 2014; Sernapesca, 2018).

Tradicionalmente, la investigacion sobre el piojo de mar se ha centrado en la
comprension de la biologia y la efectividad de los agentes quimioterapéuticos
utilizados para su control (Bravo et al., 2014); incluyendo variadas alternativas
farmacoldgicas para controlar este parasito, como la emamectina benzoato (EMB),
deltametrina, cipermetrina, diflubenzuron y azamethiphos, que son los productos

guimicos autorizados para su uso en Chile (Sernapesca, 2018). Sin embargo, la



falta de especificidad y efectividad de estos es una preocupacion para la
sostenibilidad de la acuicultura (Weis et al., 2010), la cual busca disminuir la

cantidad de antiparasitarios utilizados.

Entre 1999y 2007, el piojo de mar fue controlado exclusivamente con EMB en Chile.
Sin embargo, después de 8 afios de tratamientos quimicos, se determind la pérdida
de eficacia de EMB (Bravo et al., 2013), dado que el parasito desarroll6 mecanismos
de resistencia contra este farmaco (Valenzuela et al., 2016), significando el fracaso
de los tratamientos con EMB asociados a la pérdida de sensibilidad para C.
rogercresseyi, registrado desde 2005 (Bravo et al., 2013).

2.3 Mejoramiento Genético de la resistencia al piojo de mar

Debido a lo planteado anteriormente, es necesario buscar alternativas para
controlar al piojo de mar. La seleccion a la resistencia a enfermedades es una
estrategia utilizada para mejorar la salud, la productividad y la sostenibilidad en la

produccion acuicola (Bishop et al., 2014; Yafez, et al., 2014).

La resistencia a enfermedades puede ser definida como la habilidad de un huésped
a limitar una infecciébn mediante la reduccion de la replicacion del patégeno (Yafez
et al., 2014), por lo que el seleccionar animales con mayor resistencia a patogenos
puede significar en un incremento en la productividad y bienestar animal, como
también ofrecer ventajas sobre otros métodos usados para combatir enfermedades
(Bishop & Woolliams, 2014).

De acuerdo a ello, el mejoramiento genético se ha propuesto como una opcion
factible para potenciar la resistencia a enfermedades en varias especies de interés
para la acuicultura (Barria et al., 2018; Correa et al., 2017). Asimismo, es de gran
interés en el ambito cientifico el conocer los genes involucrados con alguna

caracteristica de interés, tal como la resistencia a enfermedades.



Para este estudio, es necesario delimitar el término “gen”, ya que existe una
variedad de definiciones en torno a este concepto, por lo que para efectos de esta
investigacion se utilizara la siguiente definicion: “Un gen es una secuencia de ADN
(cuyos segmentos componentes no necesariamente tienen que ser fisicamente
contiguos) que especifica uno o0 mas ARN relacionados con la secuencia” (Portin &
Wilkins, 2017), lo cual se puede o no traducir en proteinas. Por lo que un “gen”
podria estar vinculado con el rasgo buscado, puede o no ser codificante y a su vez
puede pertenecer al mismo espacio fisico en un cromosoma, como necesitar de

secuencias de ADN gue estén dispuestas en sectores distantes entre ellos.

2.4 Marcadores moleculares (SNPS)

Los SNP (polimorfismos de nucledtidos Unico) corresponden a variantes causadas
por la mutacién de un solo nucleétido en un locus especifico en la secuencia de
DNA. Los SNP son marcadores moleculares muy abundantes que se distribuyen
uniformemente en los genomas de todas las especies. La naturaleza bialélica de los
marcadores SNP los hace menos informativos que los microsatélites, pero esta
desventaja se supera por su gran abundancia, la robustez y automatizacion de los

ensayos de genotipificacion de SNP de alto rendimiento (Palti et al., 2015).

Dado el desarollo de la investigacion en gendmica de salménidos, recientemente se
ha producido un rapido aumento en los SNP disponibles para estas especies,
principalmente para el salmén del Atlantico y la trucha arcoiris (Goddard & Hayes,
2007; Hohenlohe et al., 2011; Houston et al., 2014; Yafiez et al., 2014; Lien et al.,
2011; Palti et al., 2015). Recientemente, se han publicado las secuencias de
referencia del genoma de trucha arcoiris (Berthelot et al., 2014) y salmén del
Atlantico (Liu etal., 2017). Ademas, se han desarrollado paneles de genotipado SNP
de alta densidad para ambas especies (Houston et al., 2014; Yafiez et al. 2014, Palti
etal., 2015). Estos paneles de SNPs permitiran la realizacién de estudios de analisis
de genoma completo (GWAS) y mejoramiento genético basado en la seleccion

genomica en estas especies salmonidas (Abdelrahman et al., 2017).



2.5 Gendmica comparativa

El enfoque gendmico comparativo (Hardisson, 2013) permite identificar similitudes
gendmicas entre especies evolutivamente distantes, como genes conservados
entre ellas, los rastros de duplicacion del genoma o comparar la funcionalidad de
los genes en diferentes especies (Fang et al., 2010). Una aproximacion, mediante
estudio de asociacion de genoma completo (GWAS) en especies relacionadas,
permitiria identificar marcadores moleculares que pueden estar relacionados con la
caracteristica de interés ambas especies. Los marcadores asociados se podrian
evaluar desde el punto de vista de la sintenia y ortologia de los genes cercanos.
Los estudios que han comparado estas salmén del Atlantico y trucha arcoiris se han
centrado principalmente en encontrar similitudes evolutivas, el crecimiento
relacionado con QTL o la diferenciacion sexual (Moghadam et al., 2005; Reid et al.,
2005; Woram et al., 2003). Sin embargo, hasta la fecha, no hay estudios dirigidos a
comparar las regiones gendémicas asociadas con la resistencia a enfermedades

parasitarias en salménidos.

2.6 Estudios de Asociacion de genoma completo (GWAS) para

resistencia a piojo de mar

La asociacion entre un genotipo especifico y el fenotipo de resistencia puede
permitir la identificacibn de genes asociados con un caracter en especifico e
identificar las proteinas codificadas por estos (Liu et al., 2017). Avances recientes
en técnicas de biologia molecular, como la secuenciacién de préxima generacion
(NGS) y los métodos de genotipado de alto rendimiento, han ayudado a identificar
variantes genéticas que influyen en la variacion fenotipica de diferentes rasgos en

una amplia gama de organismos (Goddard & Hayes, 2009).



De esta forma, seria posible identificar la base genética de la resistencia a piojo de
mar mediante el uso de estudios de asociacién de genoma completo (GWAS),
donde un grupo de individuos son fenotipados para la caracteristica de interés,
como, por ejemplo, cantidad de parasitos adheridos. A su vez, los peces son
genotipados utilizando un panel denso de SNP, con lo cual se puede analizar la
asociacion entre los marcadores y el rasgo de interés por medio de herramientas
bioinforméaticas (Goddard & Hayes, 2009).

Debido al aumento de la disponibilidad de paneles densos de SNP para especies
salmonidas, se han realizado diversos estudios relacionados con rasgos
productivos, incluyendo la resistencia a agentes patdégenos (Barria et al., 2018;
Correa et al., 2017; Tsai et al., 2016), asi como también como para rasgos de color
y calidad de carcasa (Gonzalez-Pena et al., 2016).

También, se han realizado GWAS para determinar las regiones genomicas
involucradas con caracteristicas de crecimiento en especies acuicolas, incluido el
salmon del Atlantico (Gutiérrez et al., 2015; Tsai et al., 2015; Yoshida et al., 2017),
la trucha arcoiris (Gonzalez-Pena et al., 2016) y el pez gato (Ictalurus punctatus) (Li

et al., 2018), respectivamente.

Existen estudios previos en los cuales se utiliza GWAS para evaluar rasgos de
resistencia, como por ejemplo, el realizado por @degard et al.(2014), donde
analizan por medio de GWAS utilizando como rasgo de resistencia el logaritmo de
la densidad de la carga de C. rogercresseyi en salmén del Atlantico, se obtuvo h? de
0.13, mientras que Tsai et al.,(2016) utilizando los mismos rasgos de resistencia,
obtuvo h? de 0.22 y 0.33, en una poblacion de salmon del Atlantico. A su vez, Correa
et al.,(2015), realizando un estudio de asociacion gendmica con un panel de 50.000
SNP, describe la presencia de un marcador asociado a resistencia a C.

rogercresseyi en el cromosoma 21 en salmén del Atlantico.

El presente estudio tiene como objetivo determinar genes candidatos relacionados
con la resistencia al parasito Caligus rogercresseyi, tanto en trucha arcoiris como

en salmén del Atlantico, mediante un enfoque de gendmica comparativa en tres



niveles: GWAS para determinar genes candidatos ambas especies, identificar
sintenia entre las regiones asociadas en ambas especies y determinacion genes
qgue codifiquen a proteinas ortélogas que puedan participar en la resistencia a C.

rogercresseyi en ambas especies.



3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Determinar genes candidatos para resistencia a Caligus rogercresseyi utilizando

GWAS y gendmica comparativa en salmon de Atlantico y trucha arcoiris.

3.2 Objetivos especificos
Objetivo especifico 1: Identificar regiones gendmicas asociadas a la resistencia a
Caligus rogercresseyi en trucha arcoiris y salmén del Atlantico.

Objetivo especifico 2: Determinar genes ortélogos relacionados con resistencia a

Caligus rogercresseyi presentes entre salmon del Atlantico y trucha arcoiris.

4. Hipotesis de trabajo

Existen regiones gendémicas asociadas a resistencia contra Caligus rogercresseyi
en salmon del Atlantico (Salmo salar) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) las

cuales contienen genes ortélogos entre ambas especies.



5. Materiales y Métodos

5.1 Trucha Arcoiris

Para este estudio se utilizé un total de 2.643 truchas arcoiris correspondiente a 105
familias de hermanos completos del afio 2012, pertenecientes a una poblacién de
reproductores de la empresa Aguas Claras S.A. Los peces fueron marcados con
PIT-tags (Transpondedor Integrado Pasivo) y separados en tres estanques distintos
con 14 ppt de salinidad, de manera que cada familia esté igualmente representada.
La infestacion se realizd con un total de 105.600 copepoditos, considerando una
presion de infestacion de 40 copépodos/pez, los cuales fueron producidos in vitro,
a partir de hembras ovigeras libres de patdgenos, pertenecientes a la empresa
Aquainnovo S.A, en la Décima Region de Chile. La infestacion consistié en depositar
los copepoditos en cada estanque, manteniendo un flujo de agua retenido y
oscuridad por un periodo de 6 horas, a una temperatura constante de 13°C durante
todo el desafio. Al dia seis post infestacion se procedio al conteo de parasitos y a la
toma de muestras desde la aleta caudal. El conteo se realiz6 bajo lupa
estereoscopica, en cada una de las aletas de todos los animales de estudio. Se
registré el peso corporal para cada animal al final del desafio.

5.2 Salmon del Atlantico

Un total de 2.628 smolts de salmén del Atlantico pertenecientes a 118 familias de
hermanos completos de la poblacién reproductora del afio 2010 de Salmones
Chaicas, Décima Region, Chile, fueron desafiados con C. rogercresseyi. Los peces
fueron etiquetados con PIT-tags, aclimatados y distribuidos en tres estanques con
igual representacion de cada familia en cada estanque, como se describio en
estudios anteriores (Lhorente et al., 2012; Yafiez et al., 2014). La infestacién con el
pardsito se llevé a cabo utilizando de 13 a 24 copépodos por pez, deteniendo el flujo
de agua durante 6 horas después de la infestacion. El desafio dur6 6 dias, después

de este periodo, los peces fueron sacrificados y se procedid a contar los piojos en
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las aletas, luego se tomd una muestra de aleta caudal y se midio el peso corporal

de cada pez. El estanque y el peso corporal final se registraron para cada pez. En

Figura 1 estdn representadas las etapas realizadas en el desafio en ambas

especies.

Salmén del Atlantico: 2.628 smolts 118
familias de hermanos completos

Trucha arcoiris: 2.643 peces.
105 familias de hermanos completos

PIT-tag (Transpondedor pasivo)
Separados en 3 estanques

Trucha arcoiris: Desafio con
copepoditos.
13-24 por smolt.

Salmon del Atlantico: 40 parasitos/pez
en cada estanque, producidos in vitro
en X region, para trucha arcoiris.

Genotipificaciéon

Figura 1. Diagrama de etapas para obtencion de muestras para genotipificacion y

1. Mantener flujo de agua
retenida y oscuridad.

2. Periodos de 6 horas por
6 dias.

Conteo manual de parasitos en
todas las aletas de cada pez.

Toma de muestra de aleta caudal

Registro peso corporal final
y nimero de estanque

fenotipificacién en salmén del Atlantico y trucha arcoiris.

Fenotipificacion
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5.3 Definicion de rasgos y analisis de asociaciéon gendmica (GWAS)

La resistencia a C. rogercresseyi fue definida de la siguiente manera, segun ha sido
propuesto por @degard et al.,(2014):

LoalD = L (LC +1

O0gLL = LO0Ye \ 37>

VBW?
Donde “LD” corresponde a densidad de piojo de mar, la cual esta definida como el
conteo de Caligus rogercresseyi en cada pez al final del ensayo (LC) divido por la
raiz cubica del peso corporal al fin del ensayo (BW) al cuadrado. Se utilizara el
logaritmo de LD para aproximar a una distribucion normal (Figura 2). Se agregé un
valor constante 1 para evitar error en la transformacion en caso de valor de conteo
igual a cero. La distribucion del LogLD se puede apreciar en la Figura 2, donde se
observa que la curva adquiere una distribucibn normal aproximada en ambas

especies.

2001
1501

100 1

Especie

S.salar
O.Mykiss

Numero de Observaciones

501

2 -1
Logaritmo de Densidad de caligus

Figura 2. Histograma para la densidad de piojo de mar (LogLD) para S. salar y O. mykiss.
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5.4 Genotipado

El ADN gendmico se extrajo a partir de la aleta caudal de cada pez desafiado
usando el kit comercial DNeasy Blood & Kit de tejido (Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los salmones del Atlantico fueron genotipados usando
un Affymetrix® de 50 K Axiom® myDesignTM SNP Genotyping Array disefiado por
Aqualnnovo y la Universidad de Chile (Yafiez et al., 2016), mientras que para trucha
arcoiris se utilizé una matriz de 57k SNPs desarrollado por el USDA (Palti et al.,
2015).

El control de calidad de los genotipos se realizé con el programa PLINK (Purcell et
al., 2007). Se utilizo filtro para individuos y SNP (call rate < 0,95), frecuencia de alelo
menor (MAF) < 0,05 y equilibrio de Hardy-Weinberg. Tanto los animales como los
SNPs que pasaron el control de calidad para cada una de las especies, seran

utilizados para los siguientes andlisis.

5.5 BLUP Gendmico

Para identificar la asociacion entre SNP y resistencia a Caligus rogercresseyi se
utiliz6 la metodologia Single Step Genomic Best Linear Unbiased Prediction
(ssGBLUP) y Weighted Single Step Genomic Linear Unbiased Prediction
(wssGBLUP) (Legarra et al., 2014) utilizando programas de la familia BLUPF90
(Misztal et al., 2013).

Para la primera iteracion (ssGBLUP) los valores para cada SNP utilizados fueron
igual a 1. En la segunda iteracion (wssGBLUP), se utilizaron los valores estimados
en el paso anterior para cada SNP (Aguilar et al., 2014; Gonzalez-Pena et al., 2016).

La conexion entre la informacion fenotipica y genotipica en wssGBLUP se realiza
mediante la matriz H, que combina la matriz de relacion gendémica (G) con la matriz

de relacion de pedigri (A) (Aguilar et al., 2010) de la siguiente manera:

H 1= a1 4|0 0 ]

0 G'-A3!
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Donde A~! es la matriz de relacion inversa para todos los animales construida a
. . ’ _1 . . . ’ .
partir del pedigri, A5, es el inverso de la matriz de pedigri solo para animales

genotipados y ¢! es la matriz inversa de relacion genémica.

El analisis de asociacion para ambos rasgos se llevara a cabo utilizando el siguiente
modelo lineal mixto y = Xb + Za + e, donde y es el vector de valores fenotipicos
(LogLD); b es el vector de efectos fijos (Estanque); a es el vector para efectos
aleatorios considerando la estructura de covarianza entre individuos establecida por
la matriz H; y e es el vector para el error residual; X y Z son las matrices de incidencia

para efectos fijos y aleatorios, respectivamente.

Para identificar las regiones del genoma asociadas con los rasgos analizados, se
se consideraron ventanas de 20 SNP adyacentes explicando sobre el 1% de
varianza explicada, la cual se determinara de acuerdo a la metodologia aplicada por
(Gonzalez-Pena et al., 2016). El porcentaje de varianza explicado por cada SNP se
graficard mediante manhattan plots, utilizando cédigos desarrollados para el

programa R (R Core Team, 2018).

5.6 Genes Candidatos

La secuencia de nucle6tidos correspondiente a la ventana principal de las regiones
asociadas para  cada rasgo se identifico mediante BLASTN

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov) utilizando la sonda de cada SNP de 71 pares de

bases, la cual fue alineada contra la secuencia del genoma de referencia de la
trucha arcoiris y salmén del Atlantico, utilizando la dltima version del genoma de
referencia de Oncorhynchus mykiss, que esta disponible publicamente en NCBI
(GenBank Assembly Accession GCA_002163495.1) y el genoma de referencia para
Salmo salar (GenBank Assembly Accession GCA_000233375.4), respectivamente.
A partir de este andlisis se obtuvo las secuencias de nucleétidos en formato FASTA
de cada gen presente en la regién delimitada por la ventana de 20 SNP.
Posteriormente, se realiz6 BLASTx con las secuencias FASTA de nucleétidos para

obtener la secuencia aminoacidica de los genes contenidos en cada una de las
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ventanas de 20 SNP asociadas en ambas especies. Se utilizé paralelamente el
programa Blast2Go (Conesa et al., 2005) con las secuencias FASTA para identificar

genes y clasificarlos segun su funcionalidad.

Para ambas especies se incluyd, al realizar BLASTX, el genoma de referencia de
Dario renio (GenBank Assembly Accession GCA _000002035.4) para la

identificacion de proteinas no caracterizadas.

5.7 Gendmica comparativa

Se descargaron los genomas de trucha arcoiris (GCF_002163495.1) (Pearse et al.,
2018) y salmoén del Atlantico (GCF_000233375.4) (Lien et al., 2016) del NCBI. La
sintenia entre los cromosomas se identifico alineando las secuencias utilizando el
programa Symap v3.469 (Soderlund et al., 2006, Soderlund et al., 2011). Para
visualizar las regiones sinténicas, se construyd un Circos plot (Connors et al., 2009)
el cual permite visualizar las relaciones de homologia entre los cromosomas de la
trucha arcoiris y del salmon del Atlantico, permitiendo trazar las similitud entre las

regiones asociadas a la resistencia al piojo de mar en ambas especies.

Para la determinacion genes que codifican a proteinas ortélogas entre las ventanas
de 20 SNP asociadas a la resistencia entre ambas especies, se utilizé el programa
OrthoFinder (Emms & Kelly, 2015), utilizando las secuencias FASTA obtenidas por
BLASTX.
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5.8 Aprobacidn ética y consentimiento para participar
Para ambos estudios los desafios experimentales fueron aprobados por el Comité

Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile (Certificado
N 17,041-VET-UCH).
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6. Resultados

6.1 Fenotipos y control de calidad de genotipos

Al sexto dia posterior al inicio del desafio experimental, se realizé el conteo de
parasitos y toma de muestras desde la aleta caudal de los peces en ambas
especies. Las estadisticas de resumen del conteo de parasitos para cada uno de
los animales desafiados en ambas especies se muestran en la Tabla 1. Se estim6
un promedio de 5,9 + 6,6, y 6,1 + 4,2 parasitos en salmén del Atlantico y trucha
arcoiris, respectivamente. Sin embargo, en términos de numero méximo de
pardsitos este alcanz6 a 106 parasitos en salmon del Atlantico y 28 en el caso de
trucha arcoiris. Para ambas especies, hubo animales que no presentaron ningun
parasito adherido. El peso promedio al final del desafio fue de experimental fue de
278,1 + 90,3 g (variando desde 104 g hasta 569 g) yde 173,1 + 31,4 (con un minimo

y méximo de 86 g y 265 g), para salmon del Atlantico y trucha arcoiris

respectivamente.
Especie Promedio SD!BW Min.BW Max.BW LC LCSD! LCmin. LC max.
BW (9) ) 9) 9) promedio
S. salar 278.1 90.3 104.0 569.0 5.9 6.61 0 106
O. mykiss  173.1 31.4 86.0 265 6.1 4.22 0 28

Tabla 1. Resumen de estadisticas para peso corporal (BW) y conteo de parasito
(LC) en ambas especies.

1 SD (Desviacion estandar)

En salmon del Atlantico, un total de 2.040 individuos y 45.117 SNP pasaron el
control de calidad, representando un 77,6% y un 96,7% respectivamente. Mientras
que, en trucha arcoiris, un total de 2.466 individuos y 27.146 SNP fueron
seleccionados luego de aplicar filtros de calidad, representando un 93,3% y 67,4%

respectivamente.
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6.2 Estudio de genoma completo (GWAS)

En salmén del Atlantico se estimd una variacidn genética significativa para
resistencia a C. rogercresseyi, siendo la estimacion de heredabilidad de 0,19 + 0,03,
mientras que en Trucha Arcoiris la h? obtenida para el rasgo fue 0,08 + 0,01 (Tabla
2).

Especie Varianza Varianza h?
aditiva residual
Salmoén del
aimon de 0,09 041 0,19+ 0,03
Atlantico
Trucha Arcoiris 0,02 0,27 0,08 £0,01

Tabla 2. Estimaciones de varianza genética aditiva, varianza residual y

heredabilidad (h?) para el rasgo de LogLD en ambas especies.

El resultado del GWAS utilizando el rasgo de logaritmo de la densidad del conteo
de caligus (LogLD) en salmén del Atlantico se muestra en la Figura 3. Fue posible
identificar 7 regiones genomicas asociadas al rasgo de resistencia. En general,
estas regiones asociadas explican un bajo porcentaje de la variaciéon genética total
(menos del 3%). Es asi como dos ventanas de SNP en el Ssa3 explican 1% a 1,4%
de la varianza genética. También en Ssa6 hubo una ventana que alcanzé el 1,9%
de la varianza, mientras en el Ssa9 los resultados muestran dos ventanas que
explican el 1,7% y 3% respectivamente. Igualmente, en el Ssa20 se obtuvo una

ventana que explica el 1,05% y en el Ssa25 1,33%.

A su vez el GWAS realizado en trucha arcoiris para el rasgo LogLD, evidenci6 13
regiones que superan el 1% de la varianza explicada, como se puede observar en
la Figura 3. En general, de forma similar a lo representado en S. salar, se obtienen
ventanas que entregan un bajo porcentaje de varianza explicada (bajo 2,7%) pero
con una gran variedad de cromosomas asociados que explican parte del rasgo
(Tabla 3). En el Omy2 se obtuvo una ventana la varianza explicada de 1,6%, en
Omy3 de 1,7%, Omy4 de 1,03%, en Omy7 de 1,17%, en Omy9 1,6%, Omy10 de

1,2%, en Omy14 alcanzé una varianza de 1,4%, mientras el maximo se obtuvo en
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el Omy15 con un 2,7%. Luego, en el Omy16 se obtuvo 1,07% y en el Omy21 1,3%.

En el Omy26 se obtuvo una varianza de 2,3%y en el Omy28 de 1,7%y en el Omy29
de 1,2 %.

% varianza explicada por ventana

% varianza explicada por ventana

1 2 3 4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 19 20 21 23 25 27 29

Cromosoma

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 21 23 25 27 29

Cromosoma

Figura 3. Manhattan plot de GBLUP ponderado de un solo paso (wssGBLUP) para el rasgo

de resistencia a Caligus rogercresseyi dado como logaritmo de densidad de parasitos en

salmén del Atlantico (A) y trucha arcoiris (B). La linea azul indica mas del 1% de la varianza

explicada.
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Posicién de ventana

Primer y altimo SNP de la

(bp)! Chr® ventana var (%)°
Salmon del Atlantico
111398941-112068765 9 Affx-93376378-Affx-93407247 3,00
46812870-48951308 6 Affx-93402585-Affx-93349216 1,97
38862311-39791664 9 Affx-93301094-Affx-93369286 1,76
21387020-22266613 3 Affx-93351937-Affx-93441285 1,48
13302321-13992142 25 Affx-93449253-Affx-93379811 1,33
53395987-54096750 3 Affx-93397375-Affx-93327854 1,08
47471286-48390124 20 Affx-93269128-Affx-93365186 1,05
Trucha Arcoiris
55155679-55750071 15 Affx-88957834-Affx-88937607 2,77
14742278- 15862261 26 Affx-88926342-Affx-88913419 2,35
35337013- 36760480 28 Affx-88961757-Affx-88909402 1,77
57059237- 57975684 3 Affx-88911532-Affx-88917594 1,73
14313209- 15091943 9 Affx-88944322-Affx-88927798 1,67
10428810- 11808090 2 Affx-88922063-Affx-88937734 1,66
62615440- 63610148 14 Affx-88942436-Affx-88960365 1,43
27521395-28664751 21 Affx-88932888-Affx-88952962 1,31
43708499-44788897 10 Affx-88912735-Affx-88908041 1,29
26370287-27397531 29 Affx-88925775-Affx-88920967 1,25
50072755-50809742 7 Affx-88956194-Affx-88906442 1,17
15571716-16056405 16 Affx-88940047-Affx-88947010 1,07
7055909-8035171 4 Affx-88935786-Affx-88957720 1,03

Tabla 3. Ventanas de 20 SNP adyacentes explicando mas de un 1% de la
varianza genética para la resistencia a Caligus rogercresseyi en salmén del
Atlantico y trucha arcoiris.

Posicion de la ventana en pares de bases(BP).

2Cromosoma(Chr).
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3 Porcentaje de Varianza explicada (Var)

6.3 Genes candidatos

El andlisis de los genes presentes en ventanas de 20 SNP adyacentes que explican

sobre el 1% de la varianza genética para la resistencia a piojo de mar permitio

identificar una serie de posibles candidatos, los cuales fueron clasificados en tres

grupos: genes relacionados con respuesta inmune, citoesqueleto y metaloproteasas

(Tabla 4 y Tabla 5).

Proteina Id Gen? Localizacion Chr3  Funcién
(Bp)?

Tenascin R tnr 22,113,558 - 3 Respuesta
22.312,716 inmune

T-Cell Activation Rho Gtpase-Activating | tagap 47.344,667 - 6 Respuesta

Protein 47.350,357 inmune

Forkhead Box Protein N1-Like Isoform X1 LOC106612922 111.631,268 - 9 Respuesta
111.668,978 inmune

Immunoglobulin Superfamily Member 11-Like | igsfll 47.453,435 - 20 Respuesta
47.570,948 inmune

Tripartite Motif-Containing 45 trim45 31.699,662 - 25 Respuesta
31.705,320 inmune

Pre-B-Cell Leukemia Transcription Factor 1- | LOC106607421 43.977,204 - 6 Respuesta

Like 44.037,235 inmune

Bromodomain-Containing  Protein  4-Like | LOC106600922 53.482,098 - 3 Respuesta

Isoform 53.526,053 inmune

Pappalysin-2 pappa2 21.972,287 - 3 Metaloproteasa
22.050,408

Carboxypeptidase D cdpa 111.778,091 - 9 Metaloproteasa
111.828,613

Gem-Interacting Protein-Like Isoform X3 LOC106600913 53.672,635 - 3 Metaloproteasa
53.709,985

Epidermal Growth Factor egf 55,552,926 - 9 Citoesqueleto
55.584,698

Procollagen Galactosyltransferase 1 LOC106607427 43.820,342 - 6 Citoesqueleto
43.851,337

Heat Shock Protein Hsp 90-Beta hs90b 48.362,362 - 6 Citoesqueleto
48.374,359

Collagen Alpha-1(Xxviii) Chain-Like col28al 13.872,240 - 25 Citoesqueleto

(LOC106586207) 13.923,778

Gap Junction Alpha-4 Protein-Like LOC106611294 39.373,024 - 9 Citoesqueleto
39.373,931

Pleckstrin  Homology = Domain-Containing | LOC106611291 39.101,628 - 9 Citoesqueleto

Family H Member 1-Like 39.165,084

Rho-Related Gtp-Binding Protein Rhob-Like LOC106607565 46.401,032 - 6 Citoesqueleto
46.403,034

Pleckstrin Homology And Rhogef Domain | plekhgl 64.024,693 - 6 Citoesqueleto

Containing G1 64.178,709
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Tabla 4. Genes identificados como candidatos explicando la resistencia a Caligus
rogercresseyi en salmon del Atlantico (Salmo salar).

!ldentificacién del Gen (Gene ID) en base de datos de NCBI GenBank assembly
accession: GCA 000233375.4.

2L ocalizacién en pares de base (BP).

3Cromosoma (Chr).

Proteina Id Gen? Localizacion ~ Chr®  Funcién
(Bp)?

Nuclear Factor Of LOC110518416 35.501,191 - 3 Respuesta inmune

Activated T- 35.592,262

Cells,Cytoplasmic 1-Like

Thymocyte Selection- themist2 33.704,133 - 4 Respuesta inmune

Associated Family 33.726,370

Member 2

C-C Motif Chemokine ccrl0 21.961,454 - 16 Respuesta inmune

Receptor 10 21.965,777

T-Box 21 tbx21 15.560,804 - 16 Respuesta inmune
15.578,932

Leucine-Rich Repeat- LOC110539182 11.715,000 - 2 Respuesta inmune

Containing Protein 15- 11.717,281

Like

Toll-Like Receptor 13 LOC110490289 48.117,536 - 15 Respuesta inmune
48.120,927

Adhesion G Protein- LOC110531730 14.279,162 - 9 Respuesta inmune

Coupled Receptor L3 14.524,070

Inhibin Beta A Chain inhba 36.734,061 - 28 Respuesta inmune
36.745,506

Interferon Gammaz2 ifng2 153,268 - Respuesta inmune
183,367

Heat Shock Protein hspa8 17.691,060 - 10 Respuesta inmune

Family A (Hsp70) Member 17.715,579

8

Serine/Threonine-Protein | LOC110500325 28.440,738 - 21

Phosphatase 2a 56 Kda 28.486,597

Tripartite Motif- LOC110489932 24,715,812 - 15

Containing Protein 16- 24,721,400

Like

Fibroblast Growth Factor | fgfi3 26.660,561 - 29 Citoesqueleto
26.715,195

Fibroblast Growth Factor | fgfil 38.417,625 - 10 Citoesqueleto
38.489,806

Alpha-Actinin-3 3a, 3b 43.817,039 - 10 Citoesqueleto
43.841,681

Dipeptidyl Peptidase 3 ddp3 33.026,452 - 29 Citoesqueleto
33.044,218

Elmo/Ced-12 Domain- elmod1 16.419,827 - 10 Citoesqueleto

Containing 1 16.441,415
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Cysteine-Rich Protein 2- LOC106611283 38.639,636 - 9 Citoesqueleto

Like 38.675,313

Coagulation Factor Ix- LOC110534144 43.984,179 - 10 Citoesqueleto

Like 43.991,091

Lysyl Oxidase Homolog 1 | LOC110526332 59.312,382 - 26 Citoesqueleto

Isoform X2 59.352,343

Afg3 Like Matrix Aaa afg3I2 35.488,672 - 28 Metaloproteasa

Peptidase Subunit 2 35.515,514

Afg3-Like Protein 1 LOC110506600 19.946,590 - 26 Metaloproteasa
19.959,716

Tabla 5. Genes identificados como candidatos explicando la resistencia a Caligus
rogercresseyi en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

!ldentificacion de gen (Gene ID) en base de datos de NCBI GenBank assembly accession:
GCA_002163495.1.

2Localizacién en pares de base (BP).

3Cromosoma (Chr).

6.4 Gendmica comparativa

El analisis de ortologia de genes en regiones asociadas a la resistencia a piojo de
mar en salmoén del Atlantico y trucha arcoiris, realizado por el programa Orthofinder
(Emms & Kelly, 2015), determiné la presencia de 23 ortogrupos, de los cuales en
15 estan presentes ambas especies. Por medio de la plataforma Uniprot (Bateman
et al., 2017) se determinoé la clasificacion por ontologia génica (GO) de todos los
ortogrupos que contenian al menos un gen ortélogo entre las dos especies (Tabla
Suplementaria 1). La sintenia entre las especies es visualizada en circos plot
(Figura 4), donde las mayores similitudes se observan entre Omy28 y Ssa03, Omy4
y Ssa06, Omy3 y Ssaz25, y Omyl4 y Ssa09.
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Figura 4. Circos plot de sintenia para los cromosomas albergando regiones explicando
sobre un 1% de la resistencia al piojo de mar en salmén del Atlantico y trucha arcoiris. Las
cintas internas marcan las regiones sinténicas entre los cromosomas de salmon del
Atlantico (Ssa verde) y trucha arcoiris (Omyk naranja). Los valores del andlisis de
wssGBLUP se representan en el anillo exterior, con los marcadores asociados en rojo
(valores 21%).

24



7. Discusion

7.1 Desafio experimental

El promedio de parasitos adheridos en ambas especies resulté ser similar, habiendo
en ambos ensayos peces sin parasitos adheridos (Tabla 1). El nUmero de parasitos
contados en cada especie posterior al desafio estd dentro del rango presentado
previamente por @degard et al.,(2014) quienes obtuvieron un promedio de 12,81 +
9,02. mientras qué Tsai et al.,(2016) en su estudio obtuvieron un promedio de 18,3
+9,1.

La aproximacion para estimar la resistencia a piojo de mar, propuesta previamente
por @degard et al.,(2014), permite corregir el nimero de parasitos en funciéon del
peso corporal de cada pez, la cual también fue utilizada por Tsai et al.,(2016) para

determinacion de resistencia a L. salmonis en salmoén del Atlantico.

Diferencias entre resultados en ensayos que fueron realizados en condiciones
similares se pueden explicar por diversos factores que pueden afectar el resultado
del desafio, como, por ejemplo, diferencias de temperatura, salinidad, oxigeno
disuelto, dieta, caracteristicas intrinsecas del parasito. Gjerde et al.,, (2010)
realizaron un ensayo utilizando una poblacion de salmon del Atlantico, infestandola
con piojo de mar (Lepeophtheirus salmonis) en tres tiempos distintos de vida del
salmon. Este trabajo demostro que, en distintas etapas de vida tanto de peces como
parasitos, la resistencia a piojo de mar (definida como LD), evidencié correlaciones
altas (0,80 + 0,16) y (0,87 £ 0,12) para el rasgo en poblaciones de distinta edad.
Estos resultados que indicarian que la resistencia en el salmén del Atlantico, medida
en diferentes etapas de la vida de los peces, puede considerarse como el mismo

rasgo genetico.

Correa et al., (2017) utilizaron una poblacion de 2.628 smolts de salmon del
Atlantico pertenecientes a Salmones Chaicas, Chile, de la generacion 2010, con un
peso promedio de 274,89 g y una carga de infestacion de 13 a 24 copépodos por
pez, disminuyendo el flujo de agua y luminosidad por 6 horas durante 6 dias. Por

otra parte, Robledo et al.,(2019) utilizé una poblacion de 2.668 smolts de salmén del
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Atlantico de 104 familias de la generacion 2014 de la misma poblacién, con un peso
promedio por pez de 122g. Esta poblacion fue sometida a una presion de infestacion
de 50 copépodos por pez, por 6 horas durante 6 dias. Las condiciones
experimentales no fueron exactamente iguales, pero los resultados obtenidos en
ambos ensayos, utilizando dos generaciones distintas de la misma poblacion,
lograron identificar un QTL comun asociado a resistencia a piojo de mar en el
cromosoma 21, mientras que Robledo et al., (2019) ademas logro identificar QTL

adicionales en otros cromosomas.
7.2 Estudio de Asociacion de Genoma Completo (GWAS)

Utilizando el mismo rasgo de resistencia Tsai et al.,(2016), estimé heredabilidades
de 0,22 + 0,08 y 0,33 + 0,06. Por su parte, @degard et al.,(2014) utilizando como
rasgo LogLD obtuvo valores de 0,14 + 0,03 y 0,13 + 0,03. Ademas, Correa et
al.,(2017) y Yafez et al.,(2014) estimaron valores que varian desde 0,10 hasta 0,12
al definir resistencia como el nimero total de parasitos encontrados en todas las
aletas. Para trucha arcoiris, Bassini et al. (2017) estim6 una heredabilidad de 0,08
utilizando informacion de pedigree, por lo que la heredabilidad obtenida en este

trabajo concuerda con el rango evidenciado anteriormente por otros autores.

Correa et al.,(2017) describe un QTL en el cromosoma 21 de salmén del Atlantico,
relacionado con resistencia a piojo de mar, mientras que recientemente Robledo et
al.,(2019) describié tres QTL para este rasgo en la misma especie, en el cromosoma
3y cromosoma 18 con 7,5% de la varianza explicada en ambos y en el cromosoma
21 explicando un 13,3% de la varianza genética. En el presente estudio se logré
evidenciar 7 y 13 regiones las cuales contienen SNP asociados a la resistencia a
piojo de mar, en salmoén del Atlantico y trucha arcoiris, respectivamente, lo cual
podria sugerir que el rasgo posee una arquitectura genética de tipo poligénica en
ambas especies. Similar arquitectura ha sido previamente sugerida por Correa et
al.,(2017) y Tsai et al.,(2016) para salmén del Atlantico.

7.3 Genbmica comparativa
Como se observa en la Figura 2, existen regiones de sintenia donde estan

presentes SNP que resultaron asociados al caracter, y al realizar el estudio de
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genes ortdlogos se identificd a dual specificity protein phosphatase 10-like en Ssa06
y dual specificity protein phosphatase 8-like en Omy04, las cuales provienen de
regiones sinténicas y qué ademdas cuentan con anotacion similar en ambas
especies. Estas moléculas tienen la funcién de inactivar a p38 (Keyse, 2008) dentro
de la cascada de MAPK (Owens & Keyse, 2007).

Al determinar los grupos ortodlogos, se logré identificar 15 ortogrupos que se
comparten en ambas especies (Tabla Suplementaria 1), los cuales fueron
clasificados de acuerdo con las anotaciones de ontologia de genes (Bateman et al.,
2017). Dentro de los grupos mas interesantes para el enfoque de este estudio se
identifico al ortogrupo 12, el cual contiene Lysophosphatidic acid receptor 2-like de
S. salar y G-protein coupled receptor 12-like en O. mykiss junto a otra proteina no
caracterizada, las cuales comparten entre ellas la misma clasificacion de genémica
ontolégica (GO), por lo tanto, funciones similares (G0O:0004930, GO:0007186,
G0:0016021, GO:0070915, GO:0007165, GO:0016020, Tabla suplementaria 2).
Esta proteina esta relacionada con la via de sefializacién del receptor asociado a
proteina G. Lysophosphatidic acid (LPA) y participa en multiples procesos
bioldgicos, como la modificacion del citoesqueleto a través de la formacion de fibra
de actina (Moolenaar et al., 1997) desempefiando ademas un papel en la activacion
de la adhesién relacionada con la tirosina quinasa focal (RAFTK) (Park et al, 2006),
gue a su vez participa como un factor estimulante para los monocitos y macréfagos
(Hatch et al., 1998).

7.4 Genes candidatos

El SNP que entrega la mayor varianza explicada en salmén del Atlantico se ubica
en el cromosoma Ssa9, en la regién que contiene al gen bcas3, el cual codifica a un
factor de migracion celular asociado a micro tdbulos, descrito por favorecer la
movilidad celular (Berry et al., 2002). La migracion celular generalmente esta
inducida en respuesta a sefiales quimio tacticas, la cual induce cambios en
citoesqueleto y matriz extracelular (Lamalice et al., 2007). A su vez, en trucha

arcoiris en el cromosoma Omy15 identificamos como gen candidato a Tripartite
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motif-containing protein 16-like, que forma parte de la super familia TRIM
relacionadas a diferenciacion celular, apoptosis, regulacion de la transcripcioén y vias
de sefalizacion (McNab, Rajsbaum, Stoye, & O’Garra, 2011), mientras que en
Ssa25 se identifico la presencia del gen que codifica a una proteina similar en
salmon del Atlantico la Tripartite motif-containing protein 45. También en el
Omy1l5se encuentra un gen que codifica para el interferén y2 (ifng2), el cual es una
citoquina que participa en la respuesta inmune tipo 1 favoreciendo la presentacion
de antigenos y activacion de macréfagos (Zou et al.,, 2005). En este mismo
cromosoma también se identificé putative ferric-chelate reductase 1(frrsl1), la cual
se ha descrito que tiene funciones en la fijacién del hierro en teledsteos (Bury &
Grosell, 2003). Robledo et al.,(2019) en un estudio similar identifico en S. salar la
heme binding protein 2 (HEBP2) la cual tiene funcién de fijacion del hierro. Distintos
autores (Fast et al., 2007; Valenzuela-Muioz et al.,, 2017) han planteado que
disminuir la disponibilidad de hierro puede ser parte de un mecanismo de defensa

nutricional frente a la infestacion de piojo de mar.

La reaccion frente a parasitos estéa mediada principalmente por linfocitos T-helper 1
y T-helper 2 en salmonidos (Wiegertjes et al., 2016). Entre los genes identificados
en las ventanas de interés, se pudo encontrar algunos que tienen relacién en alguna
etapa de la respuesta inmune, ya sea promoviendo el crecimiento de leucocitos,

como favoreciendo su migracion o activacion.

Otros genes candidatos propuestos para S. salar son T-cell activation Rho GTPase-
activating protein, los cuales participan en la activacion y reclutamiento de células T
del sistema inmune por medio de citoquinas (Tamehiro et al., 2017), y Tenacin R la
cual es una proteina de la matriz extra celular, presente en medula ésea, timo, bazo
y linfonodulos. Se ha descrito que tiene una funcion de adhesina, favoreciendo la
movilidad de linfocitos y linfoblastos ( Ruegg et al., 1989; Erickson & Springer, 1997).
En O. mykiss se encontré el gen de T-box 21 (tbx21), o también descrito como T-
bet (T-box expresado en células T), presente en Omy16, el cual pertenece a la sub
familia Tbrl ( Fast, 2014), necesario para generar inmunidad tipo 1. Estas moléculas

participan en la maduracién y migraciéon de células T-helper 1 (Th-1), cuya citoquina
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caracteristica es interferon-gamma (IFN-y). Estudios previos han descrito (Berry et
al., 2002; Townsend et al., 2004) la expresion de T-bet en células NK (natural killer),
células dendriticas y células T CD8+. También activan IFNG en células T CD4+ y
aumentan la expresion del receptor 3 de IL-12 en células activadas (Graham et al.,
2005) en la mayoria de las células involucradas tanto en la inmunidad innata como
adaptativa (Wang et al., 2010).

Forkhead box protein N1-like (FOXN1) presente en Ssa9 es parte de una familia de
genes ampliamente estudiados en humanos, a los cuales se les atribuyen diversas
funciones relacionadas con crecimiento celular, desarrollo de linfon6dulos vy
diferenciacion de células T (Coffer et al., 2004). Ademas, se ha propuesto que
FOXNL1 tiene un papel en la activacion de receptores de factores de crecimiento de
fibroblastos (Coffer et al., 2004). En Omy21 se identificd a serine/threonine protein
phosphatase 2A 56 kDa, a la cual se le describe participacion en crecimiento celular
y sefalizacion (Veerle & Jozef, 2001). Robledo et al.,, (2019), en un estudio
transcriptémico evaluando piel sana y piel post exposicion a piojo de mar indicé que
esta proteina mostré el cambio mas significativo en la relacion de piel sana y
adhesiéon al piojo de mar, atribuyéndole un rol de importancia en un QTL de
resistencia descrito por el estudio en salmén del Atlantico, ademas Skugor et al.,
(2009) realiz6 un estudio transcriptomico con L. salmonis, en el cual también

describe una sobre-expresién de esta proteina.

En peces de aguas céalidas como pez zebra (Dario renio) y bagre (Rita rita), se
observa una reaccion ante la infestacién de piojo de mar, similar a los salménidos
pero con una menor infiltracién de neutrofilos, favoreciendo el cerrado de la herida
por medio del crecimiento acelerado de la epidermis que cubre la herida en unas
pocas horas (Fast et al., 2006). En salmén coho (Oncorhynchus kisutch) se ha
observado que ocurre una infiltracion de neutréfilos hasta el segundo dia post
infestacion, junto a una reaccion inflamatoria e hiperplasia de la zona (Skugor et al.,

2008), la cual presenta un rapido reclutamiento y migracion de leucocitos.

También se logré identificar varias metaloproteasas en ambas especies, pero para

el interés de este estudio, seleccionamos GEM-interacting protein la cual interactia
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con Rab27a o su efector en leucocitos. Rab es una gran familia de GTPasas
responsables del transporte celular de vesiculas (Stenmark et al., 2009). La
deficiencia de esta molécula en humano se correlaciona con deficiencias inmunes
debido al mal funcionamiento de la actividad citotoxica de los linfocitos T, células

natural killer y neutrdfilos (Johnson et al., 2012).

Teniendo en cuenta la importancia del crecimiento y el movimiento celular en
respuesta a la infestacion de piojos de mar, el citoesqueleto también puede
desempeiiar un papel considerable en los mecanismos de resistencia. Epidermal
growth factor (egf) observado en Ssa9, es parte de una super familia de receptores
con actividad de tirosin kinasa que se ha descrito en una gran variedad de érganos
con funciones de promotor de crecimiento y diferenciacién celular (Chen et al.,
2016). Asi, el egf podria ser parte del mecanismo de reparacion de tejidos al
promover el crecimiento celular (Fast et al., 2014) En trucha arcoiris destaca
Fibroblast growth factor (fgfll,fgfl3) presentes en Omyl0 y Omy29
respectivamente, al cual se le atribuye funcion en la angiogénesis y respuesta
inflamatoria (Presta et al., 2005). Por otra parte, ELMO/CED-12 domain-containing
prot 1 fue identificada en Omy10. Esta proteina esta descrita principalmente en C.
elegans como participe en fagocitosis de células apoptoéticas, mientras en
mamiferos, ademas de esta funcion, se les atribuye un rol en la migracién celular
(Brzostowski et al., 2009). Otros genes que pueden representar interés son
Procollagen galactosyltransferase 1 presente en Ssa6, collagen alpha-1(XXVIII)
chain-like en Ssa25 y pleckstrin homology domain-containing family H member 1-

like (Lemmon, Ferguson & Abrams, 2002) como cofactores del citoesqueleto.

8. Conclusion

El analisis desde la gendmica comparativa realizado entre el salmén del Atlantico y
trucha arcoiris permitié evidenciar similitudes en los genes que podrian participar de
la resistencia al piojo de mar en estas especies. Los genes identificados sugieren
que podria haber una respuesta mediada por los leucocitos y, al mismo tiempo, por
el citoesqueleto que promueve la movilidad celular y la reparacion de la herida

causada. Se indicaron genes candidatos, asi como también se evidencio la sintenia
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entre ambas especies, donde regiones de cuatro pares de los cromosomas
asociados presentan similitudes en sus secuencias nucleotidicas. Ademas, el
andlisis de genes ortologos, identificd proteinas con funcionalidades similares en
ambas especies, siendo varias de ellas adun no caracterizadas, por lo cual, se
requiere de investigaciones adicionales para identificar la funcidon de estos genes y
generar avances en la elucidacion de la base genética detras de la resistencia a la
infestacion por Caligus rogercresseyi. Estos resultados sugieren que es posible que
mecanismos similares regulen la resistencia del salmon del Atlantico y la trucha
arcoiris frente a Caligus rogercresseyi, proporcionando un mayor conocimiento

sobre la biologia del caracter.
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9. Anexos

OG! | Especies | Genes Descripcién GO anotacion?® CHR®
01 S. salar ZSCAN29, zinc finger and G0O:0003676 3,20,3,6
2957, ZKSCANS8 | SCAN domain
O. mykiss | ZIC3 zinc finger protein G0:0003676,G0:0010469, | 10
G0:0008083
02 | S.salar LOC106599059 | piggyBac G0:0003677,G0:0006313, |3
transposable G0:0015074
element-derived
protein 4-like G0:0003677,G0:0003779,
O. mykiss | GSONMT00068 | PNC* G0:0006313,G0:0015074, | NAC®
523001 G0:0016192,G0:0045010
03 | S.salar TCB1 Elemento G0:0003677,G0:0006313 | NAC
transponible Tcbl G0:0015074
O. mykiss | CDQ96296 PNC G0:0003677,G0:0006313 | NAC
G0:0015074
04 | S.salar AKP40998 Proteina ORF2 NAC
O. mykiss | GSONMTO00038 | PNC NAC
303001
05 | S.salar LOC106566723 | PNC G0:0003676 13,15,2
LOC106571716 | KO2A2.6-like G0:0015074 3,14
O. mykiss | XP_021412816. | KO2A2.6-like 13
1
06 S. salar ABV31711.1 Transposasa G0:0003677,G0:0006313 NAC
G0:0015074
O. mykiss | CDQ65039 Transposasa G0:0003677,G0:0006313 NAC
G0:0015074
07 | S.salar LOC106600457 | PNC 3
O. mykiss | GSONMTO00080 | ATPasa G0:0045332,G0:0000166 | NAC
454001 transportadora de G0:0000287,G0:0004012
fosfolipidos G0:0005524,G0:0015914
G0:0016021,G0:0016020
08 | S.salar LOC100194703 | Transposasa G0:0003677,G0:0006313 | NAC
G0:0015074
O. mykiss | GSONMTO00052 | PNC NAC
654001
09 | S.salar LOC100380853 | Tf2-1 G0:0003676,G0:0015074 | 9
G0:0016020,G0:0016021
O. mykiss | GSONMT00026 | PNC G0:0003676,G0:0015074 | NAC
139001
10 | S. salar LOC106582599 | PNC G0:0003676,G0:0008270 | 22
GSONMTO00049
O. mykiss | 788001 PNC NAC
11 | S. salar LOC106612089 | PNC G0:0003676 1,14,1
LOC106568774 | PNC G0:0015074 NAC
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https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008083
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003779
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016192
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045010
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045332
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000166
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000287
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004012
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005524
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015914
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008270
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074

LOC106566110 | PNC NAC
O. mykiss | LOC110497478 | PNC 17,19
12 S. salar LOC106600920 | Receptor de acido G0:0004930,G0:0007186 | 3,29
lisofosfatidico 2-like | GO:0016021,G0:0070915
G0:0007165,G0:0016020
O. mykiss | GSONMTO00045 | Receptor acoplado a | GO:0004930,G0:0007186 NAC
328001 G12-like G0:0016021,G0:0016020
G0:0007165
13 S. salar LOC106607590 | dual fosfatasa 10- G0:0000188 6
like G0:0035335
PNC G0:0004725
O. mykiss | GSONMT00014 G0:0006470
913001 G0:0008138
dusp8 dual phosphatase 8/ | GO:0016311 4,2
like G0:0016791
G0:0017017
G0:0016787
14 | S. salar LOC106585798 | PNC G0:0003676,G0O:0003700 | 24
G0:0006355,G0:0008270
G0:0015074
O. mykiss | LOC110514228 | PNC NAC®
15 S.salar LOC106578697 | Factor de 19
transcripcion
general -l repite el
dominio que
contiene proteina 2-
like
O. mykiss | AGL94530.1 Supuesto factor de NAC
transcripcion
general ll-I dominio
de repeticion que
contiene proteina 2-
like

Tabla Suplementaria 1. Listado de ortogrupos identificados.

! Ortogrupos

2 Anotacion ontologia génica

8 Cromosoma

4 Proteina No Caracterizada

5 No asociado a cromosoma
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https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016787
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003676
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003700
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006355
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008270
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074

Anotacién Ontologia

Descripcién

Génica (GO)

G0:0003676 Unidn a &cido nucleico

G0:0010469 Regulacion de sefal actividad de receptor
G0:0008083 Actividad de factor de crecimiento

G0:0003677 Unién a DNA

G0:0006313 Transposicion mediada por DNA

G0:0015074 Integracién de DNA

G0:0003779 Unidn de Actina

G0:0016192 Transporte mediado por vesicula

G0:0045010 Nucleacién de actina

G0:0045332 Translocacién de fosfolipidos

G0:0000166 Unidn a nucledtidos

G0:0000287 Unién a ibn de magnesio

G0:0004012 Translocacion de fosfolipidos con actividad ATPasa
G0:0005524 Unién de ATP

G0:0015914 Transporte de fosfolipidos

G0:0016021 Componente integral de membrana

G0:0016020 Membrana

G0:0008270 Unidn a ion de zinc

G0:0004930 Receptor acoplado a la proteina G

G0:0007186 Via de sefializacion del receptor acoplado a la proteina G
G0:0070915 Actividad del receptor de acido lisofosfatidico
G0:0007165 Transduccion de sefiales

G0:0000188 Inactivacion de actividad MAPK

G0:0035335 Desfosforilacién de peptidil-tirosina

G0:0004725 Actividad de la proteina tirosina fosfatasa
G0:0006470 Desfosforilacién de proteinas

G0:0008138 Actividad de la proteina tirosina / serina / treonina fosfatasa.
G0:0016311 Desfosforilacion

G0:0016791 Actividad fosfatasa

G0:0017017 Actividad de la MAP quinasa tirosina / serina / treonina fosfatasa
G0:0016787 Actividad de hidrolasa

G0:0003700 Actividad de factor de transcripcion de union a ADN
G0:0006355 Regulacion de la transcripcion, con plantilla de ADN

Tabla Suplementaria 2. Descripcién de clasificacion GO
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https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0010469
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008083
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003677
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006313
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015074
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003779
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016192
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045010
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0045332
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000166
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000287
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004012
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005524
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0015914
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016020
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008270
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004930
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007186
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0070915
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007165
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0000188
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0035335
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0004725
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006470
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0008138
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016311
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016791
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0017017
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016787
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0003700
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006355
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