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RESUMEN

La creciente industria salmonicultora nacional se ha visto constantemente amenazada, entre
otros, por diversos patdgenos que causan grandes pérdidas y debilitan, por ende, la
capacidad exportadora nacional. Dentro de los patégenos presentes en nuestro pais destaca
especialmente la bacteria Piscirickettsia salmonis (P. salmonis), por ser una de las
amenazas mas antiguas y persistentes de la industria.

Aunque diversos grupos de investigacion han elaborado formulaciones que ofrecen
proteccion contra P. salmonis, aquellas vacunas comercializadas actualmente han
demostrado baja efectividad a largo plazo, ademas de representar un evento estresante para
el pez.

Una alternativa innovadora a la vacunacién es la seleccion de individuos naturalmente
resistentes a la enfermedad. En esto, el uso de marcadores genéticos que asistan en la
seleccién de especimenes permite acelerar el proceso, y se ha visto que genes del sistema
inmunoldégico del pez, como los del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), serian
los mas indicados, dado que estan estrechamente ligados con la resistencia o susceptibilidad
a enfermedades en diversos animales, incluyendo los peces salmoénidos.

El MHC corresponde a una region de genes muy polimorficos cuyos productos estan
implicados en la generacion de la respuesta inmune. Especificamente los productos de los
genes de MHC clase | y Il son los encargados de presentar en la superficie de algunas
células fragmentos de los antigenos exogenos a los linfocitos T, participando directamente
en la generacion de la respuesta inmune adaptativa.

En salmonidos, los genes del MHC clase | y Il presentan funciones y estructura similares a
los humanos, con la diferencia distintiva de que en peces estos genes no forman un
complejo, ya que carecen de ligadura entre ellos, lo que permite una mayor variabilidad
génica. Estudios de polimorfismos del MHC de salménidos han demostrado que se expresa
principalmente una combinacion singular de locus clasicos alfa y beta de MHC clase Il: DAA
y DAB, y un tnico locus clasico de MHC clase I: UBA.

Dado los antecedentes anteriores, en esta tesis se presenta la identificacion vy
caracterizacion de alelos del MHC de clase | y || como marcadores inmunogenéticos de
resistencia y/o susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis en peces salmoénidos de cultivo.
Para lograrlo, se trabajé con las tres especies salménidas mayormente cultivadas en Chile:
Salmo salar, Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus kisutch, utilizando muestras tanto de
peces expuestos a brotes naturales de piscirickettsiosis en centros de cultivo del pais, asi
como de peces provenientes de ensayos de desafio controlados con la bacteria. Para el
estudio de la diversidad alélica del MHC se utilizaron principalmente técnicas de PCR,
electroforesis en geles de gradiente denaturante (DGGE) y secuenciacion de DNA,
combinado con diversos analisis de bioinformatica, genética de poblaciones y de estadistica.

Nuestros resultados indican que para el MHC clase | se encontrd, junto a nuestro locus de
interés UBA, la presencia de genes no-clasicos y pseudogenes, los que en conjunto
dificultaron el analisis para determinar la eventual asociacién de estos alelos con la
resistencia y/o susceptibilidad a enfermedades. Sin embargo, para el MHC clase |l se logré
una caracterizacion especifica de los locus deseados, encontrando un alto nivel de



diversidad alélica en las muestras estudiadas, muy similar al reportado para poblaciones
naturales. Con estos datos se realizé un analisis evolutivo sobre los origenes de la
diversidad del MHC clase Il alfa y beta en salménidos, concluyendo que tanto la
recombinacion como la seleccién positiva son dos elementos importantes en la generacién
de diversidad de estas moléculas.

Finalmente, la comparacion de individuos sobrevivientes versus las mortalidades a causa del
patogeno, tanto en el escenario de centros de cultivo naturalmente infectados como en los
ensayos de desafio controlado, nos permitieron definir alelos altamente asociados con
resistencia y/o susceptibilidad a la bacteria Piscirickettsia salmonis para las tres especies
analizadas. En este sentido, los resultados obtenidos proyectan el uso de estos alelos del
MHC clase IlI, como potenciales marcadores de seleccion de reproductores salmonidos que
generen progenies resistentes a la enfermedad.



ABSTRACT

The growing national salmon farming industry has been constantly threatened, among others,
by several pathogens that cause large losses and weak the national export
capacity. Between the pathogens currently present in our country particularly underlines the
bacteria Piscirickettsia salmonis (P. salmonis), being one of the oldest and most persistent
threats to the industry.

Although several research groups have developed formulations that provide protection
against P. salmonis, those vaccines currently available in the market have shown limited
effectiveness in the long term, besides of representing a stressful event for the fish.

An innovative alternative to vaccination is the selection of individuals naturally resistant to
diseases. In this, the use of genetic markers to assist in the selection of specimens can
accelerate the process. It has been found that genes of the immune system, such as those of
the Major Histocompatibility Complex (MHC), are the most appropriate ones, because
they are closely linked with resistance or susceptibility to disease in several animals,
including salmonids.

The MHC is a region of highly polymorphic genes whose products are involved in generating
the immune response. Specifically, the gene products of MHC class | and |l are responsible
of presenting at the surface of some cells fragments of exogenous antigens to T cells,
participating directly in the generation of the adaptive immune response.

In salmonids, the genes of the MHC class | and Il present functions and structure similar to
humans. But distinctively in fish these genes do not form a complex, since they are not linked,
allowing greater genetic variability. Studies about salmonids MHC polymorphisms have
shown that a unique combination of MHC class Il alpha and beta classical locus: DAA and
DAB, and a single MHC class | classical locus: UBA, are mainly expressed.

Given the above background, this thesis presents the characterization and identification of
MHC class | and Il alleles as immunogenetic markers for resistance and/or susceptibility to
Piscirickettsia salmonis on farmed salmonids. To achieve this, we worked with the three
mainly salmonids species grown in Chile: Salmo salar, Oncorhynchus mykiss and
Oncorhynchus kisutch, using samples of fish exposed to both natural outbreaks of
piscirickettsiosis in the country's farms and fish from controlled challenge trials with the
bacteria. To study the MHC allelic diversity we use several techniques as PCR, denaturing
gradient gels electrophoresis (DGGE) and DNA sequencing, combined with bioinformatics
analysis, population genetics and statistics.

At the MHC class | our target locus UBA, was amplified unspecifically together with other
non-classical genes and pseudogenes, which hampered the total analysis to determine the
possible association of these alleles with resistance or susceptibility to disease. However, at
the MHC class Il a specific characterization of the desired locus was achieved, founding a
high level of allelic diversity in the studied samples, very similar to those reported for natural
populations. With these data we performed an evolutionary analysis about the origins of
diversity at the MHC class Il alpha and beta in salmon, concluding that both recombination
and positive selection are two important elements in generating diversity at these molecules.
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Finally, the comparison of surviving individuals versus the mortalities due to the pathogen,
both on naturally infected farms as in controlled challenge trials, allowed us to identify alleles
strongly associated with resistance and/or susceptibility to bacteria Piscirickettsia
salmonis for the three analyzed species. In this sense, our results promote the use these
MHC class |l alleles as potential markers for selection of breeding salmon to produce
disease-resistant progeny.
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1. INTRODUCCION

Chile constituye el segundo mayor productor de salménidos a nivel mundial, con cifras
anuales que bordean las 400 mil toneladas y un nivel de exportacion sobre los US$ 2.000
millones FOB (Fuente: Seccion Economia IFOP). Sin embargo, afio tras afio la proliferacion

de diversos agentes patégenos amenaza la industria produciendo pérdidas significativas.

Dichos patégenos se aprovechan de las limitaciones asociadas a cultivos confinados tales
como el hacinamiento y las escasas medidas sanitarias, mientras que la importacién de ovas

también contribuye a la introduccion de nuevos agentes infecciosos.

Entre los patdgenos que estan causando mayores problemas en nuestro pais destacan,
entre otros, los virus IPN e ISA; el parasito Caligus rogercressey, y multiples bacterias, tales
como las del género vibrio, Flavobacterium psychrophilum, Aeromonas salmonicida,
Renibacterium salmoninarum y muy especialmente Piscirickettsia salmonis (P. salmonis)
(Bravo y Midtlyng, 2007).

P. salmonis es el agente causal del sindrome rickettsial salménido (SRS) y uno de los
patégenos mas agresivos y persistentes de la salmonicultura nacional (Fryer y Hedrick,
2003). Este organismo infecta a los peces en jaulas de mar, provocando dafos irreversibles
en la superficie de los mismos y necrosis en diferentes tejidos, lo que no solo dificulta la
eventual comercializacion de los sobrevivientes, sino que también genera altas tasas de
mortalidad, siendo responsable de hasta un 80% de las pérdidas de la industria (Leal y
Woywood, 2007).

Los actuales mecanismos de profilaxis, que incluyen principalmente vacunas y el uso de
diferentes clases de antibiéticos, no han sido eficientes en el control de la enfermedad;
utilizandose actualmente en la salmonicultura nacional mas de 100 toneladas métricas
anuales de antibidticos (Cabello, 2006), con el 70 % de ellos destinado solo al control del
SRS (San Martin et al., 2010). Por otro lado, las vacunas existentes (Smith et al., 1995;
Wilhelm et al., 2006; Marshall et al., 2007) so6lo permiten reducir en un pequefio porcentaje
las mortalidades (Bravo y Midtlyng, 2007) necesitdndose en la mayoria de ellas una

manipulacién individual de los peces que los hace aun mas susceptibles a la infeccion



debido a lesiones superficiales y al stress provocado durante el proceso; todo lo cual va en
contra del bienestar animal requerido por organizaciones regulatorias internacionales
(Midtlyng, 1997).

Teniendo estos antecedentes a la vista, resulta imperativo encontrar un método efectivo para
tratar la enfermedad, que permita no solo reducir las enormes pérdidas de la industria, sino
también que sea inocuo para el ambiente y cumpla asi con las regulaciones internacionales
de comercializacion de este valioso recurso. Asi, dentro de todas las opciones del mercado
actual: vacunas clasicas, vacunas orales, peces transgénicos, pisciculturas con recirculacion
y seleccion natural de peces resistentes (Aqua, 2007b); la mas valida por ser mas
econémica, amigable y la menos invasiva, pareciera ser la Ultima de ellas, es decir la
seleccion de peces reproductores resistentes a la enfermedad, que puedan transferir esta

ventaja a sus progenies.

La seleccion al azar de peces resistentes es un proceso largo, tedioso y de muy baja
eficiencia. Sin embargo, el proceso es facilitado cuando se utiliza un gen o un grupo de ellos
como referente (Meuwissen y Sonesson, 2004). En este marco referencial, los genes del
sistema inmunolégico del pez, y especificamente aquellos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) aparecen como un muy buen candidato para la realizacién de
esta seleccion. Ello se debe a que estos genes participan directamente en la presentacion
antigénica de los patégenos y por ende en la defensa inducida del pez (Klein, 1986). De
hecho, se ha demostrado en peces salmoénidos la existencia de alelos del MHC que
confieren cierto nivel de resistencia tanto para virus como para bacterias patégenas;
condiciéon que ha permitido reducir significativamente los indices de infeccién y mortalidad
(Langefors et al., 2001; Lohm et al., 2002; Grimholt et al., 2003a; Kjeglum et al., 2006;
Kjeglum et al., 2008).

Tomando en cuenta lo anterior, esta tesis pretende identificar alelos del MHC de clase | y |l
de peces salmoénidos en cultivo de las tres especies mayormente cultivadas en Chile: Salmo
salar, Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus kisutch, que sirvan como marcadores

inmunogenéticos de resistencia y/o de susceptibilidad a la bacteria P. salmonis.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Lasalmonicultura en Chile

Los salmoénidos son un tipo de pez teledsteo (peces de esqueleto 6seo) de la familia
Salmonidae oriundos del hemisferio Norte. Son peces en su mayoria con ciclo de vida
anadroma, es decir nacen en agua dulce, migran al océano y vuelven al agua dulce para
reproducirse, y muchos de ellos han sido domesticados para su cultivo. En Chile todas las
especies cultivadas actualmente no son nativas, sino que han sido introducidas
paulatinamente desde principios del siglo XX primero con fines deportivos y luego para su
cultivo, habiéndose producido un crecimiento de hasta 100 veces en la produccion nacional
durante la década de los 90’s (Mufioz Goma, 2009).

Lo anterior ha provocado que la salmonicultura constituya una de las actividades econémicas
con mayor crecimiento en Chile durante las ultimas dos décadas, posicionandonos como el
segundo mayor productor de salmones a nivel mundial con exportaciones que alcanzaron en
el afio 2006 (previo al inicio de esta tesis) las 378 mil toneladas, equivalentes a US$ 2.207
millones FOB. Este valor exportado representé el 60% de la biomasa total de salmén
producido, siendo las principales especies cultivadas el salmoén del Atlantico (Salmo salar), la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el salmén coho (Oncorhynchus kisutch); con
mercados de destino en Japén, Estados Unidos y la Unién Europea (Aqua, 2007a) (Figura
2.1).
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(] Salmén rey 35,9% Unidn Europea
B Salmén s/e B Latinoamérica

Trucha m Otros Mercados

Figura 2.1. Principales exportaciones de salmonidos por especie y pais destino para el Afio
2006 (Aqua, 2007a). Fuente: Salmon Chile.



Durante los dos afios posteriores la produccion total de salmones se mantuvo en crecimiento
llegando a un maximo de 530 mil toneladas en el afo 2008, sin embargo, y debido
principalmente a la aparicién del virus ISA en el afio 2007 (Godoy et al., 2008) se produjo un
descenso en la produccién con valores que llegaron a las 352 mil toneladas en el 2010
(Fuente: Seccién de economia IFOP). A pesar de ello, el valor del producto nacional se ha
mantenido estable, fundamentalmente por la alta calidad del producto apetecido
internacionalmente, la existencia de varias empresas dedicadas a la actividad que estabilizan

su valor, y por el cultivo de variadas especies que diversifican la industria.

A partir de la crisis las autoridades se han visto obligadas a mejorar las normativas
regulatorias de la industria salmonera nacional especialmente en el area sanitaria y
ambiental, gracias a lo cual la produccion ha comenzado a recuperarse (Galilea, 2011). Sin
embargo, aun existe un alto nimero de patdégenos que afecta a la salmonicultura nacional,
para los cuales es necesario encontrar una solucién, destacando particularmente la bacteria
Piscirickettsia salmonis por ser el patégeno mas persistente y agresivo desde hace ya dos
décadas, y el responsable de hasta un 80% de las pérdidas totales de la produccién (Leal y
Woywood, 2007).

2.2. Sindrome Rickettsial Salménido: caracteristicas y posibles soluciones

El sindrome rickettsial salménido (SRS) o piscirickettsiosis, es una agresiva enfermedad
infecciosa causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis (P. salmonis) (Cvitanich y Garate,
1991). Este patégeno fue aislado por primera vez en 1989 de un salmoén coho moribundo en
una salmonicultora del sur de Chile (Fryer et al., 1990), y su infectividad ha sido demostrada
posteriormente para todas las especies de salmones cultivados e incluso para especies no
salmonidas (Mauel y Miller, 2002).

La enfermedad ha sido descrita tanto en agua de mar como de estuario (Bravo y Campos,
1989b; a; Fryer et al., 1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991; Cvitanich y Garate, 1991) y
muy ocasionalmente en agua dulce (Bravo, 1994; Gaggero et al., 1995). Los brotes se
presentan generalmente entre otofio y primavera, semanas después que los alevines son

transferidos desde agua dulce al mar (Bravo y Campos, 1989b; Cvitanich y Garate, 1991) y



han sido asociados a fluctuaciones en la temperatura del agua, presencia de un brote de

algas no-téxicas y/o estrés relacionado con tormentas (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991).

La transmisiéon de la bacteria se produce tanto de forma horizontal como vertical. En la
transmisién horizontal los peces infectados eliminan la bacteria por heces y orina (Almendras
et al., 1997), y luego ésta seria capaz de penetrar las barreras superficiales de la piel y
branquias (Smith et al., 1999). Se ha demostrado que este tipo de transmisién se ve
favorecida por el contacto entre los peces y la alta densidad poblacional (Almendras et al.,
1997; Salinas et al.,, 1997), y que otros agentes marinos como Caligus sp. debilitarian las
defensas del pez actuando también como reservorio del patégeno (Smith et al., 1999).
Ademas, si bien inicialmente se mostré una baja viabilidad in vitro de P. salmonis en agua
dulce (Lannan y Fryer, 1994), estudios recientes han demostrado su sobrevivencia en forma
libre hasta por 40 dias en agua marina (Olivares y Marshall, 2010). Por otra parte, la
transmision vertical de progenitores a las ovas ha sido demostrado tanto in vitro como in vivo

y sus posibles mecanismos han sido propuestos (Larenas et al., 1996; Larenas et al., 2003).

Los primeros signos clinicos de SRS se manifiestan como nado erratico y lento en la
superficie, con orillamiento y choque contra las paredes de la jaula (Larenas et al., 1998). A
nivel macroscépico se pueden observar lesiones externas como descamacion, nédulos y
ulceras en la piel, hemorragias en la base de las aletas, palidez branquial y una severa
anemia. Internamente P. salmonis es capaz de colonizar distintos tejidos del pez incluyendo
rifién, higado, bazo, intestino e incluso cerebro (Skarmeta et al., 2000). Se observa
hemorragia y necrosis en la mayoria de los tejidos, ademas de reno y esplenomegalia,
nédulos amarillos en el higado y mucus amarillento al interior del intestino (Figura 2.2) (Bravo
y Campos, 1989b; a; Fryer et al., 1990; Schafer et al., 1990; Branson y Nieto Diaz-Mufioz,
1991; Cvitanich y Garate, 1991; Larenas et al., 1995). Estas lesiones provocan que el pez

muera o termine tan débil que se vea afectada su eventual comercializacion.

P. salmonis ha sido descrita como una bacteria Gram-negativa no-movil pleomérfica, con
forma predominantemente cocoide y tamafio entre 0,5-1,5 um (Fryer et al., 1992; Rojas et
al., 2008). La filogenia de su rRNA 168S la localiza en una nueva familia Piscirickettsiae en la

clase de y-proteobacteria (Fryer et al., 1992; Mauel et al., 1999).



Figura 2.2. Salmon del Atlantico infectado naturalmente con P. salmonis. Se puede observar
hemorragias en la base de las aletas (a) y en el tejido muscular de la pared abdominal (b).
Ademas se aprecia el higado de aspecto moteado (c) y esplenomegalia (d) (Larenas et al.,
1998)

La bacteria fue descrita primeramente como intracelular obligado, replicandose por division
binaria al interior de vacuolas citoplasmaticas rodeadas de membranas (Fryer et al., 1990;
Fryer et al., 1992; Fryer y Mauel, 1997) (Figura 2.3). Tradicionalmente la bacteria es crecida
in vitro en lineas de cultivos celulares como la derivada de rifion embrionario de salmén
Chinook CHSE-214, donde es capaz de replicarse entre los 15 y 18 °C provocando un efecto
citopatico (Fryer et al., 1990; Fryer et al., 1992). Sin embargo, se ha visto que también infecta
otras lineas celulares, como por ejemplo la linea celular de insectos Sf21 (Birkbeck et al.,
2004); y la linea RTS11 de macréfagos/monocitos de trucha donde la bacteria es capaz de
infectar, sobrevivir, replicarse y propagarse (Rojas et al., 2009), induciendo apoptosis como
una posible estrategia para modular el sistema inmune del huésped y establecer una
infeccion productiva (Rojas et al., 2010).

Recientemente se ha re-postulado a la bacteria como intracelular facultativo, debido a que
distintos grupos de investigacion han logrado crecerla en medio artificial libre de células
(Mauel et al., 2008; Mikalsen et al., 2008; Gomez et al., 2009).



Figura 2.3. P. salmonis al interior de una vacuola citoplasmatica de la linea celular CHSE-214.
Celulas en division a los cuatro dias post inoculacién. Tincién Giemsa. Barra = 1 um (Fryer y
Mauel, 1997).

Como se dijo en un principio, la enfermedad fue inicialmente reportada en salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) (Fryer et al., 1990), pero pronto surgieron evidencias en otros
salmoénidos como Salmo salar (S. salar) y Oncorhynchus mykiss (O. mykiss), donde ha
causado perjuicios tanto en el hemisferio norte como sur, en lugares como Noruega, Irlanda,
Escocia, este de Canada y sur de Chile (Brocklebank et al., 1993; Rodger y Drinan, 1993;
Fryer y Lannan, 1996; Almendras et al., 1997; Olsen et al., 1997, Jones et al., 1998);
registrandose Uultimamente su aparicion en otras especies como el rébalo (Atractoscion
nobilis) en California (Arkush et al., 2005).

En Chile particularmente, la infeccidén por P. salmonis es la principal causa de mortalidad en
salmoénidos cultivados (hasta 80%) (Leal y Woywood, 2007), con pérdidas que se estiman en
cerca de US$150 millones (Wilhelm et al., 2006). Las medidas de profilaxis actuales incluyen
principalmente el uso combinado de antibidticos (San Martin et al., 2010) y de vacunas
clasicas (Sommerset et al., 2005); sin embargo, y a pesar del enorme esfuerzo de
farmacéuticas y de investigadores nacionales (Smith et al., 1995; Wilhelm et al., 2006;
Marshall et al.,, 2007), aun no existe una medida de control 100% efectiva contra la
enfermedad (Bravo y Midtlyng, 2007).

Debido a las estrictas legislaciones ambientales y sanitarias que empezaran a regir en Chile

(Galilea, 2011) resulta imperativo encontrar una solucién al SRS, que sea amigable con el



ambiente y permita sustentar y consolidar la capacidad salmonicultora nacional. De este
modo, entre las opciones mejor consideradas se presenta la seleccion de especimenes
naturalmente resistentes a la enfermedad, la cual ofrece la ventaja de seleccionar una
caracteristica presente naturalmente en los peces, sin la necesidad de recurrir a otras
técnicas como ingenieria genética o mutagénesis al azar (Olesen et al., 2000). Si se dirige
esta seleccién a un grupo de genes en particular esto se denomina seleccion asistida por

marcadores 0 MAS.

2.3. MHC como marcador genético de seleccion

La seleccion asistida por marcadores (MAS) se presenta como una forma ventajosa de
asegurar una progenie que tenga las caracteristicas deseadas, permitiendo reducir el tiempo
y costo de los programas de seleccion vigentes (Meuwissen y Sonesson, 2004). Esto ya que
en la metodologia tradicional de seleccién debe esperarse hasta que el pez alcance la
adultez para observar sus caracteristicas fenotipicas, lo que en salmonidos podria tomar
décadas debido a su tiempo generacional promedio de 5 afos (Hindar et al., 2004).
Actualmente existen estudios preliminares para seleccionar a los reproductores con mejor
conversion alimenticia, mayor tamafo, tasa de crecimiento, resistencia a stress y a
enfermedades, pero en general MAS ha sido raramente aplicada a la acuicultura comercial
(Ferguson y Danzmann, 1999) .

Un marcador genético esta definido como un fragmento de ADN que puede relacionarse con
un rasgo genético. Estos marcadores de tipo polimérfico pueden ser genes Unicos o una
region completa (QTLs) que caracteriza una poblacién, por lo que han sido ampliamente
utilizados en la realizacion de mapas genéticos por ligamiento y en la selecciéon de animales
para un rasgo particular (Dekkers, 2004).

En el intento de establecer un marcador genético que pueda ser utilizado para la seleccion
de resistencia a una enfermedad, los programas de mejoramiento genético de salmén del
Atlantico y trucha en Noruega para resistencia a furunculosis, ISA e IPN; asi como los
programas Danés y Francés para VHS (Olesen et al., 2000), han escogido genes
relacionados con el sistema inmunolégico del pez, siendo los del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) los mas utilizados.



El MHC corresponde a una region de genes cuyos productos estan implicados en la
respuesta inmune. Sus genes de clase | y Il codifican proteinas responsables del
reconocimiento de péptidos propios y no-propios para presentarlos a los linfocitos T,
desencadenando la respuesta inmune adquirida en los vertebrados (Klein, 1986). Dichos
genes constituyen uno de los mas polimorficos conocidos en la naturaleza (Trowsdale y

Parham, 2004) y por ende han sido ampliamente estudiados.

La relacion de los genes del MHC con la resistencia o susceptibilidad a enfermedades ha
sido estudiada en diversos vertebrados (Tabla 2.1). Esto debido a que en teoria, aquellas
moléculas del MHC que presenten gran afinidad por un péptido, permitiran crear resistencia
al patégeno al cual pertenecen, mientras que aquellos péptidos que no puedan ser
presentados por el MHC derivaran en una susceptibilidad al patégeno (Kjoglum ef al., 2005).
El mejor ejemplo de esto son los resultados encontrados para la enfermedad de Marek en
pollos donde un alelo particular (BG21) del MHC clase | es capaz de conferir resistencia total
a un herpesvirus (Briles et al., 1983). En salménidos especificamente, destacan los trabajos
para S. salar donde se han identificado combinaciones de alelos del MHC clase | y Il que
confieren cierto nivel de resistencia al virus ISA o a la bacteria Aeromonas salmonicida (A.
salmonicida) (Langefors et al., 2001; Lohm et al., 2002; Grimholt et al., 2003a; Kjeglum et al.,
2006; Kjeglum et al., 2008). Y aunque algunos prefieren el uso de QTLs, por sobre un gen
especifico en la busqueda de asociacion de caracteristicas, similares resultados se han
obtenido por ejemplo, al intentar encontrar resistencia al virus IHN en trucha ya sea utilizando
QTLs (Barroso et al., 2008) o el MHC clase |l como marcador (Palti et al., 2001).

Ademas, a pesar de la pseudo-tetraploidia presente en el genoma de los salmones, es
sabido que los genes clasicos del MHC clase | y Il se comportan de manera diploide (Shum

et al., 2001), siendo una caracteristica heredable, facil de seguir en la progenie.



Tabla 2.1

Estudios de asociacion entre alelos del MHC vy la resistencia a enfermedades en vertebrados

Referencia Especie Enfermedad o patégeno MHC
(Briles et al., 1983) Pollo Marek (Herpesvirus) I
(Hill et al., 1991) Humanos (Africa) Malaria (Plasmodium) lyll
(Vejbaesya et al., 1998) Humanos (Tailandia) Hepatitis C lyll
(Flores-Villanueva et al., 2003) | Humanos (Francia) SIDA (VIH) |
(Medina y North, 1998) Ratén Mycobacterium tuberculosis I
(Messaoudi et al., 2002) Ratdn Herpesvirus hominis I
(Paterson et al., 1998) Oveja Nematodo intestinal Il
(Bonneaud et al., 2006) Gorrién Malaria I
(Harf y Sommer, 2005) Gerbillurus paeba Helmintos Il
(Wegner et al., 2003) Gasterosteus aculeatus | 15 patdgenos diferentes Il
(Kurtz et al., 2004) Gasterosteus aculeatus | S. solidus +.G anomala [l
(Zhang et al., 2006) Paralichthys olivaceus Vibrio anguillarum Il
(Wedekind et al., 2004) Coregonus sp. Pseudomonas fluorescens Il
(Croisetiere et al., 2008) Salvelinus fontinalis A. salmonicida Il
(Langefors et al., 2001) Salmo salar A. salmonicida Il
(Lohm et al., 2002) Salmo salar A. salmonicida I
(Grimholt et al., 2003b) Salmo salar A. salmonicida + ISAV Iyl
(Miller et al., 2004a) Salmo salar IHNV [yl
(Kjgglum et al., 2006) Salmo salar ISAV lyll
(Kjeglum et al., 2007) Salmo salar A. salmonicida [yl
(Wynne et al., 2007) Salmo salar Amoebic Gill Disease lyll
E_%z:iszl‘,'ezgorgsg Garcia de Salmo salar Anisakis sp. Il
(Dionne et al., 2009) Salmo salar 13 patdgenos diferentes Il
(Palti et al., 2001) Oncorhynchus mykiss IHNV Il
(Barroso et al., 2008) Oncorhynchus mykiss IHNV QTLs

Por todo lo anteriormente expuesto, los genes del MHC parecen ser un candidato perfecto
como marcador de resistencia o susceptibilidad a P. salmonis en salmoénidos. De este modo,
si podemos caracterizar dentro de una poblacién cuéles son los alelos que determinan que
un pez sea resistente, podremos seleccionar reproductores e incluso ovas con dicho
genotipo, creando de esta forma una poblacién que sea naturalmente resistente a P.
salmonis. Sin embargo, los estudios poblacionales pueden ser complicados debido a que es
imposible estudiar una poblacién completa y generalmente lo que se tiene es una muestra de
ella. Por lo mismo, y especificamente al estudiar los genes del MHC en una poblacién, se

debe tener en cuenta lo siguiente:
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a) El principio de Hardy-Weinberg (HW) establece que en poblaciones naturales de gran
tamario y libre apareamiento, donde no existe seleccion, mutacién o migracion; las
frecuencias alélicas y genotipicas se mantienen constantes a través de las
generaciones siguiendo una relacion matematica conocida como equilibrio de HW
(Guo y Thompson, 1992). Por lo que cualquier desvio de dicho equilibrio implica que
alguna de las condiciones iniciales no se esta cumpliendo.

b) En la mantencién de la diversidad del MHC tanto la seleccién natural como sexual
desempefian un papel importante (Bernatchez y Landry, 2003). La seleccion natural,
dirigida por patégenos, puede estar impulsada por una ventaja heterocigética o una
ventaja de alelos raros. Segun la primera hipétesis los individuos heterocigotos se
benefician de tener diferentes moléculas de MHC por ser capaces de presentar una
gama mas amplia de agentes patégenos (Penn ef al., 2002). Mientras que la hipotesis
de ventaja de los alelos raros supone que los agentes patégenos co-evolucionan con
las moléculas MHC mas comunes, y por ello los alelos raros representan una ventaja
(Takahata y Nei, 1990).

De lo anteriormente expuesto se deduce que, primero, cuando hay seleccion no existe
equilibrio de HW y segundo, que para que exista seleccion debiera existir un exceso de
individuos heterocigotos o en su defecto alelos particulares que estén generando una ventaja
adaptativa. Por ende, al intentar estudiar la asociacién de los genes del MHC con la
resistencia a P. salmonis, sera fundamental analizar tanto las frecuencias alélicas como la
proporcién de individuos heterocigotos para los genes del MHC en las poblaciones en
estudio.

2.4. Caracteristicas generales del MHC

La mayor parte de la informacién sobre la estructura y funciéon de los genes del MHC
proviene de estudios en humanos (Hughes y Nei, 1988; 1989; Hughes et al., 1994, Parham y
Ohta, 1996; Consortium, 1999) y especies modelo como raton, rata y pollo (Steinmetz y
Hood, 1983; Bartl et al., 1994; Kaufman et al., 1999; Gunther y Walter, 2001; Hurt et al.,
2004). Y aunque hace algunos afios poco se conocia en vertebrados inferiores como peces,

reptiles y anfibios, los estudios que existen a la fecha han demostrado tanto similitudes como
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diferencias respecto a los vertebrados superiores, siendo los peces teledsteos, a los cuales
pertenecen los salménidos, uno de los mas estudiados (revisado en Bernatchez y Landry,
2003). Esto debido a que: a) son utilizados para el cultivo a gran escala; b) algunas de sus
especies son utilizadas como modelo de estudio (medaka y pez cebra); c) solo existen dos
especies totalmente secuenciadas (Takifugu rubipres y Danio rerio); y d) representan uno de

los vertebrados mas primitivos en que los genes MHC han sido identificados.

Como se dijo anteriormente, el MHC corresponde a una regién de genes cuyos productos
estan implicados en el reconocimiento y presentacion de antigenos y en la generacién de la
respuesta inmune (Klein, 1986). En humanos el procesamiento y presentacion antigénico se
encuentra bien caracterizado, llevandose a cabo en células presentadoras de antigeno
(APC) via MHC (Figura 2.4). En términos generales, si hablamos de antigenos endégenos,
propios o de origen viral, estos seran degradados por el proteosoma y los péptidos
generados seran transportado al reticulo endoplasmico (RE), donde se uniran a moléculas
de MHC clase-l, para luego migrar a través de las vesiculas de Golgi hasta la superficie
celular y presentar sus péptidos. Por el contrario, si hablamos de antigenos extracelulares,
por ejemplo de origen bacteriano, éstos seran endocitados al interior de la APC mediante
vesiculas que verteran su contenido en endosomas primarios donde los antigenos seran
degradados a peptidos y unidos a moléculas MHC clase-Il para su posterior exposicién en la
superficie celular. Generalmente este tipo de presentacion ocurre en células APC
profesionales de tipo célula dendritica o macréfago, sin embargo, los antigenos proteicos
pueden ser alternativamente reconocidos directa o indirectamente por los linfocitos B en sus
receptores BCR; siendo capaces de internalizarlos, degradarlos y presentarlos también por la
via del MHC clase-Il (Abbas et al., 2008).
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MHC Class | MHC Cilass Il

Figura 2.4. Procesamiento y presentacién antigénica por el MHC clase | y II. (Imagen
obtenida de www.biocarta.com).

Luego, para que una respuesta inmune especifica pueda ser montada frente a un patégeno
es requerido que los antigenos presentados por el MHC sean reconocidos por los linfocitos T
(Figura 2.5). El tipo de respuesta generada dependera del tipo de interaccion MHC-antigeno-
linfocito. Los antigenos virales unidos a moléculas MHC clase | son presentados en la
superficie de las APCs a linfocitos T citotéxicos (CD8") los cuales reconocen los antigenos
extrafios mediante su receptor TCR, al tiempo que reciben sefiales de la APC que los
estimulan funcional y proliferativamente. Si dichos linfocitos encuentran células del
organismo infectadas con el mismo virus (que estdn exponiendo los antigenos en un
contexto MHC clase 1), entonces produciran la destruccion de la célula infectada. Por otro
lado, los antigenos presentados por el MHC clase Il son reconocidos por linfocitos T
colaboradores (CD4"), los cuales liberan citoquinas que ayudan en la intercomunicacion
celular y en la coordinacion de la respuesta inmune. En el caso de antigenos presentados
por los linfocitos B, la interaccion TCR-MHC libera sefiales que estimulan la diferenciacién de
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los linfocitos B a células plasmaticas productoras de anticuerpos especificos contra el
patégeno en cuestion (Abbas et al., 2008).

Antigeno .
. externo (bacteria) Linfocito

Ju ©

Macréfago
monocito

de sintesis
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{virus)
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Figura 2.5. Presentacion antigénica via MHC y generacién de la respuesta inmune
celular y humoral. (Imagen modificada de: www.montpellier.com.ar).

En humanos el MHC comprende una region de alrededor de 4 millones de bases de alta
densidad ubicados en el cromosoma 6, la cual generalmente es subdividida en tres regiones
denominadas como clase |, Il y lll (Figura 2.6) (Consortium, 1999). Las regiones de clase | y
Il contienen los genes del MHC clase | y Il respectivamente, ademas de los componentes del
proteosoma y transportadores asociados al procesamiento de antigenos (TAP), todos
participando en la presentacién antigénica y estrechamente ligados (Hughes y Yeager,
1998). Mientras que la regién de clase Ill (denominacién poco utilizada) codifica para genes
que no participan en la presentacion de antigenos, como algunas citoquinas y proteinas del
complemento (Abbas et al., 2008), los cuales son altamente conservados y también se
encuentran presentes en peces teledsteos (Revisado en Tort et al., 2003).
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Figura 2.6. Mapa simplificado de la organizacién del MHC en humanos. Se excluyen genes de
funcion desconocida y pseudogenes (Abbas et al., 2008).

La estructura del MHC en humanos ha sido predicha mediante estudios cristalograficos de
las moléculas tanto de clase | como clase Il (Bjorkman et al., 1987a; Brown et al., 1993; Stern
et al., 1994), demostrando que ambas presentan estructuras funcionales muy similares. Las
moléculas de clase | constan de dos cadenas polipeptidicas separadas: la cadena a, cuyo
dominio amino terminal (alfal y alfa2) es el encargado de interactuar con el antigeno
peptidico en el sitio de unién de péptidos o PBR (del inglés Peptide Binding Region),
representando la zona mas variable; y la cadena B, o B, microglobulina, no codificada dentro
del MHC e invariable para la mayoria de las moléculas. Mientras que las moléculas de clase
Il estan compuesta de 2 cadenas polipeptidicas (a y B) unidas covalentemente y similares en
estructura, siendo ambas polimérficas en su dominio N-terminal (alfal y beta1)
correspondiente al PBR (Figura 2.7) (Abbas et al., 2008). Aunque para peces no existe un
modelo cristalografico del MHC, la semejanza evolutiva del MHC de mamiferos y peces
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permite asumir que el plegamiento global de la molécula debiera estar preservado (Stet et
al., 1996; Ruiz et al., 2003). Asi, un estudio biocinformatico del modelo estructural para el
MHC clase | y Il de S. salar basado en las moléculas humanas y de ratén confirmé las
semejanzas en la estructura global que forma el bolsillo de unién de péptidos, pero encontrd
diferencias puntuales en aquellos residuos participando directamente en el reconocimiento
del antigeno, tanto entre mamiferos y peces, como entre diferentes alelos para la especie
(Cardenas et al., 2010) (Figura 2.8).

Class | MHC z Class Il MHC Sl
eptide-binding Pepti eptide-binding cle
{_ cloft N 5 / eptide /’ —\

Bl

Peptide
2. / r

® 31

P o2 al

a2

NN

pr-

ricroglobulin
microg Transmembrane

region

Transmembrane
region

Disulfide bond ----- Disulfide bond -----

lg domain Ig domain

Cc C C

O Oiyevste Abtis ot & Ciflutar and Mobscular Imeunclogy e - v stustentconuill.com O Elrvier. Abtas @ al: Cesiotar and Molecular Inwnunclogy e - www.studentc onsult.com

Figura 2.7. Estructura de las moléculas MHC. Se muestra el MHC Clase | a la izquierda y el
MHC Clase Il a la derecha, indicando el sitio de union de péptidos (peptide binding cleft)
(Abbas et al., 2008).

La mayor parte del polimorfismo de los genes MHC en humanos se concentra en los
aminoacidos responsables de la presentacion de antigenos (PBR) (Hughes y Nei, 1988;
1989), siendo esta variabilidad generada principalmente por mutacién puntual en conjunto
con recombinacion y conversion génica (Belich ef al., 1992; Watkins et al., 1992; Parham y
Ohta, 1996; Martinsohn et al., 1999), y mantenida por seleccién balanceada (Edwards y
Hedrick, 1998; Hedrick, 2002; Penn et al., 2002). Y aunque los productos de ambos MHC,
clase | y clase Il, son altamente polimérficos en la mayoria de las especies (Bernatchez y
Landry, 2003; Horton et al., 2004; Piertney y Oliver, 2006), los genes de clase Il o pueden
mostrar niveles muy diferentes de variabilidad entre especies (Bontrop et al., 1999; Stet et
al., 2003) (Tabla 2.2).
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Figura 2.8. Representacion de mutaciones puntuales en el PBR del MHC clase |l de S. salar
respecto a humanos, segun el modelo tridimensional propuesto por Cardenas et al. (2010). Las
etiquetas se refieren a los residuos en la molécula HLA-DRB humana, seguido del aminoacido
en la molécula de salmoén.

Tabla 2.2
Diversidad y ligamiento de los genes del MHC en diferentes especies. Se muestra el nimero de locus
clasicos (LC), no-clasicos (LNC), de alelos por locus clasico y ligamiento entre locus clasicos.

Oigorlsmo MHC-I MHC-ll a MHC-II B Ligamiento
LNC LC Alelos/LC LNC LC Alelos/LC LNC LC Alelos/LC LC
Humano ® 3 3 3134 2 3 66 2 3 1100 I-lla-1Ig
Polio ® Vv 2 24 0 1 2 Vv 2 29 I-lIB
Pez zebra © 2 1 ND 3? 1 ND 5 1 ND la-lIB
Salvelinus © ND ND ND ND 1 47 ND 1 59 ND
Salmén Atléntico® 8 1 33 3 1 30 1 1 42 la-lg
Trucha arcoiris ’ 8 1 35 3 1 3 1 19 ND
Salmén coho ? ND ND ND ND ND ND 1? 1 21 ND

ND— No disponible; ?=Incerteza
(Reche y Reinherz, 2003); Base de datos EBI: http:/iwww.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html
(Kaufman et al., 1999; Salomonsen et al., 2003; Miller et al., 2004b)
(Sultmann et al., 1994; Graser et al., 1996 Bmgulac—Popowc et al., 1997; Sambrook et al., 2005)
? Incluye S. a-'pmus S. Malma y S. namagush. Refs: (Dorschner et al 2000; Noakes et al., 2003
Conejeros et al., 2008; Kekaldinen ef al., 2009); Base de datos nucleotldlca NCBI.
&f (Miller et al., 2006 Harstad et al., 2008); Base de datos nucleotidica NCBI.
. (MlllerththIer 1996)

17



Actualmente la mayoria de las conclusiones sobre la evolucién del MHC se basan en
especies modelo como humanos o ratén, en los cuales: a) los genes del MHC | y |l estan
estrechamente ligados (Hughes y Yeager, 1998), y b) la totalidad o la mayor parte del
polimorfismo de la clase Il se concentra en el gen de la cadena beta (Kaufman et al., 1999;
Reche y Reinherz, 2003; Salomonsen et al., 2003) (Tabla 2.2). Sin embargo, estudios
recientes en especies no-modelo han aportado interesantes conocimientos sobre la
evolucion del MHC (revisado en Bernatchez y Landry, 2003), resultando muy atractivo
estudiar lo que ocurre en el primitivo MHC presente en los peces teledsteos, quienes
excepcionalmente presentan genes MHC de clase | y clase Il no ligados fisicamente (Hansen
et al., 1999; Grimholt et al., 2002).

2.5. MHC en teleosteos: especificaciones en salmoénidos

Los peces teledsteos al igual que todos los vertebrados cuentan con un sistema inmune
tanto innato como adquirido (Watts et al., 2001). En vertebrados inferiores la respuesta
inmune innata posee gran relevancia como primer mecanismo de defensa del organismo,
debido a que la respuesta inmune adquirida o especifica, se desarrolla lentamente tras una
infeccion (Tort et al., 2003). Sin embargo, en peces se ha comprobado la existencia de
respuesta inmune adquirida tanto de tipo celular como humoral, y es en este tipo de

respuesta donde el MHC juega un rol fundamental (Tort et al., 2003).

Como se pudo apreciar en la seccion anterior, la presentacion antigénica via MHC es
bastante conocida en humanos (Figuras 2.4 y 2.5), y aunque en peces los estudios
funcionales son escasos, existe una similitud de procesos, tipos celulares y componentes
génicos que hacen presumir que el proceso es bien preservado (Vallejo et al., 1992; Miller et
al., 1998).

En teledsteos esta corroborada la existencia de células presentadoras de antigeno (APC) de
tipo macréfago-monocito (Vallejo et al., 1992), y aunque se desconoce si existen células
dendriticas similares a las de mamifero, recientemente se ha clonado en peces el marcador
CD83 caracteristico de células dendriticas activas (Ohta et al., 2004). Sus linfocitos B son
morfolégicamente similares a los humanos, pero con la capacidad de producir diferentes
tipos de inmunoglobulinas (Ig); existiendo un repertorio circulante capaz de producir IgM y un
sub-repertorio capaz de producir una IgT con funcién especializada en mucosa intestinal
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(Zhang et al., 2010), teniendo excepcionalmente ambos tipos de linfocitos B, IgM™ e IgT",
capacidad fagocitica (Li et al., 2006). Respecto a los linfocitos T existe clara evidencia de su
existencia y actividad en teledsteos, y aunque solo existen marcadores celulares disponibles
para robalo y carpa, los genes para los co-receptores CD8 y CD4 ya han sido clonados en
diversas especies teledsteas incluyendo trucha, carpa, fugu y salmén (Revisado en Randelli
et al., 2008). Adicionalmente se ha comprobado la existencia de memoria inmunolégica,
fundamental en los procesos de vacunacion (Arkoosh y Kaattari, 1991), siendo esta

susceptible a multiples factores tanto fisiolégicos como ambientales.

Respecto a los genes del MHC, los genes clasicos de MHC clase | y Il han sido descrito para
todas las especies teledsteas estudiadas (Tabla 2.2), y aquellas proteinas accesorias como
TAP y componentes del proteosoma también han encontrado su simil en teledsteos
(Grimholt, 1997; Takami et al., 1997).

La organizacién génica del MHC en teledsteos es diferente a la de humanos, y posee
caracteristicas que han sido atribuidas a dos procesos de duplicacion durante la evolucion, el
primero ocurrido por un proceso de autoploidizacion que tiene como consecuencia que
dentro del genoma humano existan tres regiones paralogas al MHC en los cromosomas 1, 9
y 19 (Kasahara, 1997), y un segundo proceso de duplicacién que permite separar a los

peces cartilaginosos de los de hueso (teledsteos).

La mayor diferencia del MHC de los teledsteos respecto a los mamiferos es la carencia de
ligadura entre los genes de clase | y clase Il (Hansen et al.,, 1999; Grimholt et al., 2002),
siendo conocidos simplemente como los genes MH (Stet et al., 2003). En teledsteos, al igual
que en otros vertebrados inferiores, sélo se ha encontrado ligamiento entre genes de clase |
y otros que participan en la carga del péptido como subunidades del proteosoma (PsmB,
LMP) y transportadores (TAP2) (Kulski et al., 2002); habiéndose sugerido recientemente un
ligamiento entre un linaje de genes “L” de clase | y clase Il (Dijkstra et al., 2007), y entre el
MHC clase Il alfa y beta de Salmo salar (Stet et al., 2002). Aunque aun faltan evidencias que

avalen dichos resultados.
Para el MHC de clase | existen dos regiones en el genoma de los salménidos debido a los

eventos de duplicacién génica: la regién IA ubicada en el cromosoma 18 de O. mykiss y en el

27 de S. salar; y la regién duplicada |IB ubicada en el cromosoma 14 de ambas especies
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(Shiina et al., 2005; Lukacs et al., 2007). En O. mykiss la regién IA contiene el locus clasico
UBA, mientras que la regién IB contiene los locus no-clasicos UCA, UDA y UEA y el
pseudogen UFA (Shiina et al.,, 2005). En S. salar el numero y distribucion de los genes
cambia, con la regién IA conteniendo el gen clasico UBA y el gen no-clasico ULA ; y la region
IB conteniendo un gene similar a Onmy-UCA pero que resulté en pseudogen (Figura 2.9)
(Lukacs et al., 2007). Para ambas especies los estudios de diversidad han demostrado un
alto polimorfismo en el locus clasico UBA (Grimholt et al., 2002).

La mayoria de las moléculas del MHC clase-| reportadas en salménidos y de las cuales se
hablé anteriormente pertenecen al denominado linaje “U”, conteniendo al locus clasico UBA y
otras moléculas MHC no-clasicas (Grimholt et al., 2002; Miller et al., 2006). Sin embargo
existen otros 2 linajes de clase | denominados “Z" y “L” encontrados en diversos teledsteos
(Stet et al., 2003). Los linajes tipo “Z", “ZE" y “TC-16" corresponden a locus clasicos
singulares para diferentes especies, carentes de ligadura, pero que no han sido encontrados
en salménidos (Hashimoto et al., 1990; Van Erp et al., 1996; Kruiswijk et al., 2002). Mientras
que el linaje de tipo “L”, Unica evidencia de ligadura entre genes de clase | y clase Il, ha sido
encontrado en salménidos y ciprinidos, presentando en O. mykiss genes con caracteristicas
tipicas de MHC Clase | (Onmy-LAA), y otros que son procesados y carecen la mayoria de
sus intrones (Onmy-LBA like) (Dijkstra et al., 2007).

Sasa MHC IB region
522617bp

e Chitin synthase Chitin synthase  Chitin synthase_~~
DAXX ~ PSMB10 PSMBS-like .
PSMBY HSD17B8

ZBTB22 PSMBY e
TAPBP e
KIFCT | vea Tap2  BRD2} coLiiaz RXRB SLC39A7
Sasa MHC IA region
502869bp
PVRL2 Tcrwl TuBB| ZNF mm\uu uBA I ITAPz BRD2  COL11A2 AxRe | RT RING1| |vhsv
Unknown |  KIFCT TAPBP psmes || psmas SLC39A7 VsP52
FLOT1  ZBTB22 PSMB10 PSMBO-like RPS18

Figura 2.9. Organizacién génica de las regiones IA y IB del MHC clase | de S. salar. La
designacién de los locus se basa en homologia con bases de datos y se utiliza la nomenclatura
del MHC humano (Modificado de Lukacs et al., 2007).
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Para el MHC clase Il se ha demostrado que los salmonidos de los generos Salvelinus
(Conejeros et al., 2008; Croisetiére et al., 2008), Salmo (Grimholt et al., 2000; Stet et al.,
2002) y Oncorhynchus (Grimholt et al., 2000) responden a los patégenos expresando un set
unico de genes clasicos de clase Il, contrario a lo que ocurre en mamiferos, aves y otros
peces como “sticlebacks” (Reusch ef al., 2001) que expresan varios genes de clase |l. Estos
genes, codificando para las cadenas a y B de las moléculas de clase Il se encuentran en
salménidos en los denominados locus clasicos DAA y DAB, los cuales han demostrado un
alto nivel de polimorfismo en O. mykiss (Aguilar y Garza, 2006), Salvelinus alpinus
(Conejeros et al., 2008) y S. salar (Landry y Bernatchez, 2001; Stet et al., 2002; Consuegra
et al., 2005a).

Estudios iniciales con especies del género Oncorhynchus habian sugerido la existencia de
mas de un locus de MHC clase Il-beta en algunas especies al encontrase 3 o mas alelos en
un individuo (Miller y Withler, 1996). Consecuentemente, un estudio reciente en S. salar
reveld la existencia de una nueva region de clase Il, no ligada a las anteriores, conteniendo 3
genes no-clasicos de tipo ll-alfa denominados Sasa-DBA, DCA y DDA; y un gen no-clasico
de tipo ll-beta denominado Sasa-DBB. Dos de estas secuencias (DCA y DDA) también
fueron encontradas en O. mykiss, y nuevamente su patron de expresion y la carencia de
polimorfismo de todas ellas las clasificé como genes no-clasicos (Harstad et al., 2008). Por lo
tanto, esta establecido en salménidos la existencia de un solo locus clasico para cada MHC

clase |l alfa y beta.

Debido a que la respuesta inmune adaptativa depende principalmente de la capacidad del
MHC para unir péptidos patogénicos, estas moléculas han co-evolucionado con los
patégenos convirtiéndose en una de las mas polimérfica de la naturaleza, aumentando asi la
posibilidad de sobrevivencia frente a una infeccion (Grimholt et al., 2003a; Reche y Reinherz,
2003). Dicho patréon de polimorfismo se encuentra establecido en la especie como un todo,
con cada individuo portando un conjunto Unico de alelos MHC responsables de conferirle
resistencia o susceptibilidad frente a un patégeno particular. Dado lo anterior, nosotros
proponemos que el estudio del polimorfismo del MHC en una poblaciéon expuesta a un
patogeno, nos llevara al conocimiento de aquellos alelos asociados con la resistencia o

susceptibilidad a dicho agente.
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2.6. DGGE como herramienta de deteccion de diversidad alélica

Dentro de todas las metodologias existentes para la deteccion de mutaciones o variantes
alelicas acopladas a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la mas conveniente
hasta el momento es el DGGE, ya que permite analizar un gran numero de muestras al
mismo tiempo, es bastante sensible, relativamente rapido, y bastante mas econémico que su

competidor mas directo: la secuenciacion a gran escala.

La técnica de Electroforesis en Geles de Gradiente Denaturante (DGGE) fue descrita
inicialmente por Fischer y Lerman en 1983, y corresponde a una metodologia de rastreo
molecular que permite separar dos fragmentos de ADN de similar longitud, pero diferente
secuencia en funcién de sus propiedades de fusion (Myers et al., 1987).

La propiedad de fusion del ADN permite que las dos hebras de una cadena puedan ser
separadas por medios fisicos, como temperatura, o quimicos, como un agente denaturante.
La desnaturalizacion de |la hebra se produce al alcanzar su temperatura de fusién (Tm) o la
concentracién correspondiente de agente denaturante, la cual dependera del tamafio del

fragmento y de su composicién GC.

En la técnica de DGGE se utiliza un gradiente de denaturante en conjunto a una temperatura
base, emulando asi diferentes temperaturas de fusion, a modo de provocar un retraso en la
migracion de un fragmento cuando éste alcanza su Tm. Esto se observa experimentalmente
en las dos modalidades en que se utiliza el DGGE, la primera denominada “DGGE
perpendicular” crea un gradiente de denaturante en direccién perpendicular a la de corrida
del gel, permitiendo visualizar el perfil de fusion de la secuencia y determinar el rango de
concentracion de denaturante entre los que se produce la desnaturalizacién (Figura 2.10-A).
La segunda modalidad, denominada “DGGE paralelo” utiliza un gradiente de denaturante en
la misma direccién de la electroforesis, permitiendo observar tanto las formas de doble hebra
como de cadena simple a diferentes alturas de migracién para fragmentos de igual tamafio, y

es la que tradicionalmente se conoce como DGGE (Figura 2.10-B) (Knapp, 2005).
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Figura 2.10. Modalidades de DGGE. Se esquematiza A. DGGE perpendicular, con gradiente
de denaturante horizontal, B. DGGE paralelo, con gradiente vertical de denaturante. En ambas
figuras cada linea representa un alelo particular (Modificado deKnapp, 2005).

Para realizar el muestreo de una poblacién de individuos suelen disefiarse partidores
especificos que amplifiquen una zona variable de la secuencia de un largo entre 50 y 500 pb.
Estos fragmentos son amplificados por PCR y luego corridos en un gel DGGE consiguiendo
detectar el o los alelos que contiene el individuo en ese locus particular (Miller y Withler,
1998).

Tradicionalmente solo 50% de los cambios de base en una secuencia son detectables por
DGGE, ya que las secuencias suelen presentar uno o mas dominios de fusion y esta técnica
no separa fragmentos de ADN con diferencias de base en el dominio de alta Tm. Sin
embargo, se descubridé que creando un dominio alto de fusién y bajando la Tm del resto de la
secuencia mediante |la adicion de una secuencia rica en GC, llamada cola-GC, de unos 30-
40 pb a uno de los partidores, se puede detectar hasta un 100% de las mutaciones en una
secuencia (Sheffield et al., 1989).

Variados grupos han utilizado la técnica DGGE para detectar polimorfismos en el MHC de
diversas especies, describiéndolo como un método rapido y sensible para la detecciéon de
variaciones nucleotidicas en muestreos poblacionales masivos (Miller et al, 1999), y
apreciando su gran utilidad en el rastreo de mutaciones a través de todo un exén o varios de
ellos, y no sélo en un lugar particular del ADN (Knapp, 2005). Adicionalmente, analisis
comparativos con las técnicas de secuenciacion y RFLPs en el analisis de la diversidad del

MHC de S. salar demostraron que aunque la técnica de RFLPs es capaz de analizar
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secuencias de mayor longitud, ella solo lo fue capaz de diferenciar el 88% de los haplotipos
presentes en la poblacién, mientras DGGE logré identificar el 94% de ellos (Langefors et al.,
2000). Y aunque la metodologia requiere de varias técnicas anexas como PCR y
secuenciacion, si se pone cuidado en cada etapa, los resultados debieran ser 100%

confiables

Algunos ejemplos del uso de DGGE en la caracterizacion del MHC es la tipificacion del HLA-
DRB y el HLA-B en humanos (Knapp, 2005), y la asociacién de alelos del MHC Clase Il con
resistencia o susceptibilidad a A. salmonicida en la especie S. salar (Langefors et al., 2001;
Lohm et al., 2002). Ademas, el grupo de Miller ha utilizado esta técnica para identificar el
nimero y distribucion de alelos del MHC Clase IA en poblaciones de Oncorhynchus
tshawytscha (O. tshawytscha) (Miller et al., 1999), y para rastrear variaciones en la
distribucion geografica de esta especie y de O. kisutch (Miller et al., 1997) (Figura 2.11).

Figura 2.11. Caracterizacion de una poblacion de O. tshawytscha mediante DGGE. Fotografia
de un gel tefido con Bromuro de Etidio, mostrando 20 individuos. Los carriles con multiples
bandas corresponden a controles conteniendo todos los alelos conocidos (Miller et al., 1997).

Por lo anteriormente expuesto, creemos que DGGE constituye la herramienta ideal para
analizar la diversidad del MHC en poblaciones de peces salménidos expuestos al patégeno
P. salmonis con el fin de encontrar alelos posiblemente asociados a resistencia o

susceptibilidad a esta bacteria.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La caracterizacion del polimorfismo de los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) en salmoénidos expuestos a Piscirickettsia salmonis, permitira identificar alelos que

constituyan marcadores de seleccion de resistencia y/o susceptibilidad a este patégeno.

OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar y seleccionar alelos del MHC, principalmente de clase Il, como eventuales
marcadores de resistencia y susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis en salménidos en

cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el polimorfismo del MHC clase | y Il en las especies en cultivo Salmo salar,
Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus kisutch.

2. Caracterizar y definir los alelos del MHC clase |l asociados a resistencia ylo
susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis.

3. Corroborar la asociacion de resistencia o susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis

mediante ensayos de desafio.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Diseno de partidores

Secuencias de la region a1y a2 del MHC clase | (locus UBA) y de la region a1y $1 del MHC
clase Il (locus DAA y DAB) para las especies Salmo salar (S. salar) y Oncorhynchus mykiss
(O. mykiss) provenientes de la Base de Datos de Polimorfismos Inmunolégicos del EBI
(http://www.ebi.ac.uk) fueron utilizadas para el disefio de partidores. Las secuencias
correspondientes al segundo o tercer exon de estos genes fueron alineadas utilizando la
herramienta ClustalW del EB (http://www.ebi.ac.uk/tools/msalclustalw2/) y partidores que
amplificaran estas regiones altamente polimérficas fueron disefiados en las zonas
conservadas del inicio o final del exon (Tabla A.1, Anexo |). En cada caso una cola-GC de 30
pb (5-GCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCC-3') fue agregada al partidor sentido
o al anti-sentido para mejorar su resoluciéon mediante DGGE (Sheffield et al., 1989). El
criterio de adicion de esta cola-GC se basé en la estabilizacion de los perfiles de fusion de
las secuencias, simuladas mediante el programa WinMelt (Bio Rad Laboratories, CA, US).

Los partidores utilizados para amplificar los genes MHC de S. salar comprendian una region
de 246 pb para el locus UBA, 303 pb para el locus DAA y 311 pb para el locus DAB. Mientras
que para las especies Oncorhynchus kisutch (O. kisutch) y O. mykiss un mismo juego de
partidores pudo ser utilizado para cada locus, abarcandose regiones de 249, 213 y 241 pb
para los locus UBA, DAA y DAB, respectivamente (Tabla A.1, Anexo |).

4.2. Origen de las muestras

Las muestras utilizadas durante este trabajo corresponden a salmonidos provenientes de
dos origenes diferentes. Para las dos primeras etapas del trabajo se utilizd muestras de las
especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch provenientes de centros de cultivos expuestos
naturalmente a Piscirickettsia salmonis (P. salmonis); mientras que para la tercera etapa se
utilizd soélo muestras de individuos S. salar desafiados con la bacteria en condiciones

controladas.
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4.2.1. Muestras provenientes de centros de cultivo

Juveniles de tres especies salmonidas fueron colectados al azar desde diferentes centros de
cultivos expuestos a epizootias de P. salmonis entre la X y Xl region de Chile durante los
anos 2008-2010. Se esperaba colectar un total de 150 individuos para la especie S. salary
50 individuos para cada una de las otras dos especies; sin embargo, debido a los brotes del
virus ISA que afectaron a S. salar a partir del afio 2007 (Godoy et al., 2008), fue imposible
conseguir el numero de muestras propuesto inicialmente. Finalmente, un total de 57
individuos S. salar, 44 individuos O. mykiss y 88 individuos O. kisutch provenientes de 5, 3 y

9 centros de cultivo respectivamente, fueron analizados.

Los individuos fueron clasificados como sanos o enfermos basandose en sus sintomas
clinicos y mediante confirmacion de la presencia del patégeno. Cortes de tejido de rifion,
higado y cerebro fueron utilizados para la identificacién del patégeno en la empresa ADL
Diagnostics (Puerto Montt, Chile) mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFAT)
utilizando un anticuerpo monoclonal especifico contra P. salmonis y un anticuerpo
secundario anti-lgG de ratdén conjugado a isotiocianato (FITC) (Bios Chile 1.G.S.A., Chile)
(Ferguson y Danzmann, 1999; Grimholt et al., 2003a). Los tejidos de higado, bazo o musculo

colectados desde los peces fueron mantenidos en etanol 95% a -20 °C hasta su utilizacién.

4.2.2. Muestras provenientes de ensayos de desafio

Ensayos de desafio controlados fueron llevados a cabo en la empresa SGS Chile Ltda.
(Puerto Varas, Chile). 200 peces de la especie S. salar pertenecientes a dos grupos
experimentales A y B (Fanad Yagan 3w y AGASAGN208) permanecieron en aclimatacion
durante 14 dias, presentando una buena respuesta. Los individuos de cada grupo fueron
marcados con un corte en |a aleta caudal superior (grupo A) o en la aleta dorsal (grupo B).
Cada individuo fue inyectado via intraperitoneal con una dosis de 0,2 ml de una dilucion de
1:100 de inoculo de P. salmonis. Posteriormente cada grupo experimental (A y B) fue dividido
en dos subgrupos, de 50 peces cada uno, y colocados en dos tanques (1 y 2) para permitir la

convivencia entre los grupos iniciales (Figura 4.1).
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Las mortalidades fueron registradas diariamente, y muestras de branquia y musculo fueron
tomadas de cada individuo tras su muerte o sobrevivencia posterior al ensayo. Los tejidos
fueron preservados en etanol 95% a -20 °C hasta su utilizacion.

Tanque 1 Tanque 2

: 50 Salargrupo A~
e
. 50 Salar '»lgrl'l";pof”-r_l?«’

Figura 4.1. Disefio experimental del ensayo de desafio de individuos S. salar con la
bacteria P. salmonis.

4.3. Extraccion de ADN

Las muestras de tejido preservadas en etanol fueron colocadas durante 1 hora en agua
estéril a 4 °C para eliminar el exceso de etanol. Luego se procedié a la extraccion del ADN
utilizando la resina Chelex 100 (Bio Rad Laboratories, CA, USA). Para ello se agreg6 200 pL
de Chelex 7% a aproximadamente 30 mg de tejido, se maceré con varilla pellet pestle y se
hirvio las muestras a 100 °C durante 15 min. Se centrifugé la muestra a 14.000 rpm durante
10 min y se traspasé el sobrenadante a un tubo limpio. El ADN fue almacenado a 4 °C hasta
su posterior uso.

4.4. PCR en tiempo real

Un analisis inicial de las curvas de fusion de los genes del MHC de algunas muestras fue
realizado mediante PCR en tiempo real. Cada reaccién contenia: 1X tampén de PCR, 2 mM
de MgCl, 0,25 mM de dNTPs, 0,1 uM de cada partidor sin cola-GC, 3 U de Taq polimerasa
(Invitrogen, CA, US), 0,1X de SYBR-green y 20-30 ng de ADN, para un volumen final de 30

ML.
El PCR se llevd a cabo en un equipo MJ Research PTC-200 (MJ Research Inc.,

Massachusetts, USA) con una denaturacién inicial a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de:
denaturacion a 95 °C por 30 seg, unién del partidor a la temperatura de “annealing”
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correspondiente (Tabla A.1, Anexo |) por 30 seg, extension a 72 °C por 45 seg y medicion de
fluorescencia a 74 °C por 2 min. Al finalizar el ultimo ciclo se analizo la curva de fusién de las
muestras entre 70 y 95 °C mediante un incremento de temperatura de 0,2 °C cada 5 seg, y

monitoreo continuo de la fluorescencia.

Los productos de PCR fueron corridos en un gel de Agarosa 2% junto a un marcador de
peso molecular de ADN 100 pb (Winkler Ltda, Santiago, Chile) para comprobar su

amplificaciéon y tamarios.

45. PCR

La amplificaciéon de las regiones variables de los alelos de interés se llevo a cabo mediante
PCR utilizando los partidores previamente disefiados en la seccién 4.1 (Tabla A.1, Anexo ).
Para ello cada reaccién contenia: 1X tampén de PCR GoTag® Flexi, 2 mM de MgCl,, 0,25
mM de dNTPs, 0,1 uM de cada partidor con Cola-GC, 2 U de GoTaq® Flexi DNA Polimerasa
(Promega Corporation, Madison, US) y 400 ng de ADN, para un volumen final de 40 L.

Las condiciones de amplificacién fueron: denaturacion inicial a 94 °C durante 5 min; 30 ciclos
de: denaturacion a 94 °C por 30 seg, union del partidor a la temperatura de “annealing”
(Tabla A.1, Anexo I) por 30 seg y extension a 72 °C por 45 seg; seguido de una extensién
final a 72 °C por 8 min (Tabla A.2, Anexo ).

Los productos de PCR fueron corridos en un gel de Agarosa 2% junto a un marcador de
peso molecular de ADN 100 pb (Winkler Ltda, Santiago, Chile) para comprobar su
amplificacién y tamafios.

4.6. DGGE

Los fragmentos de PCR con la cola-GC adicionada, correspondientes a los alelos MHC clase
| y Il de cada muestra, fueron resueltos mediante una electroforesis en geles de gradiente
denaturante (DGGE) utilizando el equipo DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio-
Rad laboratorios, CA, US). Para ello 35-40 pL de cada reaccion de PCR junto a 7 uL de
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tampén de carga 6X fueron cargados en un gel 8% acrilamida/bis-acrilamida (37,5:1) en
tampén TAE 1X con un rango denaturante urea-formamida especifico para cada locus y
especie (Tabla A.2, Anexo |) (Myers et al., 1987). Posteriormente el gel fue corrido en
tampén TAE 1X a 150 V y 65 °C durante aproximadamente 2 horas o hasta que el frente de
migracién cayera.

La visualizacion de las bandas se realizdé mediante tincion del gel en solucién TAE 1X-
Bromuro de Etidio (50 pg/mL) durante 10 min o tincién en solucién TAE 1X-Gel Red™ 3X
(Biotium Inc., CA, USA) durante 30 minutos, y posterior captura fotografica en un equipo

transiluminador UV.

4.7. Purificacion de alelos y secuenciacién

Bandas caracteristicas del patron de migracion de cada individuo en el DGGE fueron
cortadas del gel, molidas en 100 pL de agua libre de nucleasas con varilla pellet pestle y
dejadas a 4 °C por 15 horas para la extraccion del ADN. Estas muestras fueron centrifugadas
a maxima velocidad durante 5 min, y 10 pL del sobrenadante fueron utilizados como
templado para 40 pL de reaccion de re-amplificacién por PCR en las condiciones descritas
en el punto 4.5 de esta secciéon. El tamafio del fragmento amplificado fue corroborado

mediante su analisis en gel de agarosa 2%.

La purificacion del producto de PCR re-amplificado se llevd a cabo mediante el kit MSB
PCRapase (Invitek, Berlin, Alemania) o el kit Gel/PCR DNA Fragments Extraction (Geneaid
Biotech Ltda., Taiwan) segun instrucciones del fabricante, obteniéndose una concentracién
final de 40-50 ng/uL de ADN por muestra. Finalmente estos productos fueron secuenciados
por la empresa Macrogen Corporation (Seul, Corea), utilizando los partidores especificos
para cada locus, tanto en el sentido “forward” como “reverse”.

4.8. Edicion de secuencias, analisis de diversidad y analisis filogenético

Las secuencias obtenidas para el MHC clase | y |l fueron alineadas y editadas manualmente
utilizando ClustalW, sub-rutina del programa Bioedit (Hall, 1999). La regioén correspondiente a
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los partidores no fue considerada en los andlisis y sdlo aquellos cambios nucleotidicos
presentes en mas de un individuo fueron tomados en cuenta. Tal como en estudios
anteriores (Consuegra et al., 2005b) los alelos fueron definidos en base a su secuencia
aminoacidica, y todas las secuencias fueron subidas a la base de datos del Centro Nacional

de Informacion Biotecnologica de los Estados Unidos (NCBI) (Anexo ).

El analisis de polimorfismo y diversidad alélica en la poblacién fue realizado mediante los
programas MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) y DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009). Para cada
locus y especie se calculé el nimero de sitios segregantes (S), la diversidad nucleotidica (1),
la diversidad aminoacidica (AD), y la distancia promedio de cambios sinénimos y no-
sinénimos entre alelos (dS y dN) (Nei y Gojobori, 1986).

Los arboles filogenéticos para cada locus fueron realizados mediante el programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007) utilizando el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) con
distancia-p incluyendo todos los aminodcidos. La fiabilidad del arbol fue calculada con la
prueba de bootstrap (Felsenstein, 1985) utilizando 1000 iteraciones; y sélo aquellas ramas

presentando valores mayores a 50% fueron consideradas correctas.

4.9. Analisis evolutivo

4.9.1. Analisis de recombinacion / mutacion

Para buscar evidencias de recombinacién en nuestras secuencias se utilizé primeramente el
método GARD (Genetic Algorithm Recombination Detection) contenido en el paquete
HYPHY v 0.99+ beta (Kosakovsky Pond et al., 2005). Luego se utilizé el programa DnaSP v5
(Librado y Rozas, 2009) para estimar el nimero minimo de eventos de recombinaciéon (Rm)
en la historia de la muestra (Hudson y Kaplan, 1985). A continuacion empleamos el
programa LDhat (McVean et al., 2002) para probar la importancia de la recombinacion con
respecto a la mutacion puntual en cada lote de secuencias. Para ello se calculd, para cada
locus y especie, la tasa de mutacion estimada por sitio de Watterson (8=4Ney) y la tasa
poblacional estimada de recombinacion para la secuencia completa (p=4Ner). Finalmente

una prueba de probabilidades de permutacion para recombinacion fue implementada

31



basandose en el posible efecto de perder el caracter intercambiable cuando ocurria la

recombinacion (p Lkmax<0,05) (McVean et al., 2002).

4.9.2. Analisis de seleccion

Se utilizd tres pruebas distintas de neutralidad: la prueba D* y F* de Fu & Li, la prueba D de
Tajima, y la prueba de McDonald y Kreitman; todas compiladas en el programa DnaSP v5
(Librado y Rozas, 2009). La prueba de Tajima (Tajima, 1989) compara el numero promedio
de mutaciones entre pares de muestras contra una medida estandarizada del niumero de
sitios polimérficos en la muestra. La prueba de Fu & Li (Fu y Li, 1993) se basa en las
diferencias entre el numero de singletones respecto al numero total de mutaciones (prueba
D*) o respecto al numero promedio de diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias
(prueba F*). Finalmente, la prueba de McDonald y Kreitman (McDonald y Kreitman, 1991)
compara las variaciones en sitios sinénimos y no-sinénimos de una especie con respecto a la

divergencia entre especies.

Las evidencias de seleccion positiva fueron probadas utilizando varios modelos basados en
cambio de codon disponibles en PAML v4.2 (Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood)
(Yang, 2007). Cinco modelos permitiendo diferentes niveles de seleccién entre sitios fueron
probados. El modelo MO considera una tasa de sustitucion constante entre todos los sitios
(w), M1 asume dos categorias de sitios (conservado (w=0) y neutral (w=1)), M2 incluye una
nueva categoria de sitios seleccionados (w=>1), mientras M7 y M8 asumen una tasa w
heterogénea con una distribucion beta continua entre sitios, donde sdlo el modelo M8
permite que existan sitios seleccionados positivamente (w>1). Utilizando una prueba de
probabilidades (Likelihood Ratio Test: LRT=2ALnl) pudimos comparar los modelos neutrales
(M1 y M7) contra sus contrapartes que permiten seleccion (M2 y M8). Los valores LRT
fueron comparados contra una distribucién x? con grados de libertad equivalentes al niimero
de parametros diferentes entre ambos modelos. Posteriormente los modelos pre-
seleccionados fueron comparados entre si utilizando el Criterio de Informacion Akaike
(Akaike Information Criteria: AIC= -2 (Lnl) + 2 (nimero de parametros libres del modelo))
(Akaike, 1974) y aquel modelo minimizando este valor fue considerado el mas apropiado.
Finalmente, la aproximacion Bayes Empirical Bayes (BEB) implementada en CODEML fue
utilizada para identificar los sitios bajo seleccion positiva (p>0,99) definidos por el modelo
seleccionado (Yang et al., 2005).
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Dos métodos adicionales, basados en la probabilidad maxima de cambio de codén, fueron
utilizados para identificar sitios bajo seleccion positiva o negativa. El método REL (Random
Effects Likelihood) y el método FEL (Fixed Effects Likelihood) contenidos en el paquete
HYPHY v0.99+ beta (Kosakovsky Pond et al., 2005). El método REL (Nielsen y Yang, 1998)
utiliza una distribucion fija de tasa de sustituciones a través de la secuencia y luego estima
los valores dN/dS para cada sitio utilizando una aproximaciéon empirica Bayesiana. Mientras
el método FEL (Yang y Swanson, 2002) estima los valores dN/dS para cada sitio sin hacer
ninguna presuncion previa. Previamente, un analisis del modelo de sustitucién nucleotidica
llevado a cabo en HYPHY sugirié que el modelo F81 era aquel que se ajustaba mejor a
todos nuestros datos, y por consiguiente éste fue el modelo utilizado para todos nuestros

analisis de seleccion.

4.10. Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg

Para determinar el nivel de heterocigosis en nuestras poblaciones se realizé una prueba de
probabilidades de Hardy-Weinberg basado en un método de cadena de Markov. Las
significancias estadisticas fueron calculadas mediante la prueba de Fisher, teniendo como
hipétesis nula el que nuestras poblaciones tuvieran una proporcién alélica acorde al equilibrio
de Hardy-Weinberg. La hipétesis fue rechazada (p<0,05) cuando el nimero de heterocigotos
resulté ser muy alto o muy bajo. Los parametros de la prueba fueron establecidos a 1000
dememorizaciones, 100 lotes y 1000 iteraciones por lote, utilizando el programa Genepop
v4.0 (Raymond y Rousset, 1995b).

U.T.FS.M.,
BIBLIOTECA CENTRAL

4.11. Analisis de resistencia / susceptibilidad

Este tipo de andlisis sélo fue llevado a cabo para el MHC clase Il y para ello los individuos
fueron subdivididos en dos sub-poblaciones. Aquellos individuos provenientes de centros de
cultivos expuestos a epizootias de P. salmonis fueron clasificados como “sanos” o “enfermos”
tanto por sintomatologia clinica, como por IFAT contra el patégeno (seccion 3.2.1.) Mientras
que aquellos individuos provenientes de los ensayos de desafio con P. salmonis fueron

clasificados como “sobreviviente” o “mortalidad” segun su comportamiento durante el ensayo
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(seccion 3.2.2.). Para evitar confusiones, en los materiales y métodos se denominara
“resistente” a aquellos individuos sanos o sobrevivientes, y “susceptible” a los individuos
enfermos o muertos.

4.11.1. Pruebas de diferenciacion genética

El programa Arlequin 3.01 (Excoffier et al., 2005) y/o el programa Genepop v4.0 (Raymond y
Rousset, 1995b) fueron utilizados para buscar diferencias entre las poblaciones de individuos
‘resistentes” y “susceptibles”, utilizando dos aproximaciones diferentes. Una prueba de
diferenciacion pareada FST (Reynolds et al., 1983) que considera tanto las frecuencias
haplotipicas como la similitud de secuencias entre alelos; y una prueba de diferenciacion
exacta (Raymond y Rousset, 1995a) que solo considera las frecuencias haplotipicas de cada
poblacion y las compara utilizando una prueba exacta de Fischer. Los parametros fueron
ajustados a 5000 permutaciones para la prueba FST y a 6000 pasos de Markov en la prueba
Exacta. Se consider6 los valores de probabilidad con un nivel de significancia de 0,05.

Adicionalmente, el programa DnaSP (Librado y Rozas, 2009) fue utilizado para calcular la
disimilitud del MHC en cada individuo, estimando la tasa de sustituciones no-sinénimas (Ka)
entre los dos alelos pertenecientes a cada individuo y posteriormente calculando el valor
promedio de estos para cada locus y especie (Consuegra y Garcia de Leaniz, 2008). La
significancia de las diferencias en el Ka promedio entre individuos ‘resistentes” y

“susceptibles” fue probada utilizando una prueba-t implementada en Excell (Microsoft corp.).

4.11.2. Analisis de asociacion

Para cada locus y especie las frecuencias alélicas y genotipicas del MHC clase |l alfa y beta
fueron calculadas para los grupos de individuos “resistentes” y “susceptibles” utilizando el

programa Genalex (Peakall y Smouse, 2006).

Para evaluar la asociacion estadistica entre los alelos del MHC clase Il alfa y beta con la
resistencia o susceptibilidad a P. salmonis, utilizamos el estadistico Ly (Hindar et al., 2004).
Este estadistico considera una hipétesis nula en la cual la distribucién alélica es homogénea
entre dos poblaciones, y una hipétesis alternativa en la cual uno o mas alelos tienen la

representacion mas alta en una poblacion particular. EI modelo estadistico realiza una
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comparacion similar a una prueba Bonferroni basada en tablas de contingencia. Después de
cada comparacién el mayor valor Lp obtenido es comparado con el correspondiente valor x°
utilizando 1 grado de libertad y un nivel de significancia del 0,001 o 0,05 (Araneda et al.,
2009).

Adicionalmente se calculd la contribucién de cada alelo a la separacion de las poblaciones

‘resistentes” y “susceptibles” mediante la realizacion de un analisis SIMPER (Clarke, 1993),
utilizando el programa Primer 5 (Plymouth Marine Laboratory, UK).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta tesis pretende caracterizar el MHC de peces salménidos en cultivo e identificar alelos
del MHC que sirvan como eventuales marcadores de resistencia o susceptibilidad a la
bacteria Piscirickettsia salmonis. Por ser un tema complejo y que involucra el andlisis de
poblaciones, para una mayor comprensién hemos decidido dividir los resultados en tres
partes que, en esencia, representan cada uno de los tres objetivos especificos planteados; a

saber:

1.- Determinar el polimorfismo del MHC clase | y Il en las especies en cultivo: Parte |
2.- Definir alelos del MHC asociados a resistencia y/o susceptibilidad a P. salmonis: Parte ||
3.- Corroborar asociacion mediante ensayos de desafio: Parte IlI

Adicionalmente, dado el caracter poblacional de nuestro estudio, el tema evolutivo no podia
ser soslayado y por ende, fue incorporado y discutido principalmente en la parte I, con

incidencia en las partes Il y Ill.

Asi mismo, dada la complejidad particular de cada tema, para cada parte se exponen los

antecedentes preliminares a este estudio y se discuten individualmente de sus resultados.
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5.1. PARTE I:
Diversidad del MHC en salménidos cultivados en Chile y evolucion
del MHC clase Il

5.1.1. ANTECEDENTES PRELIMINARES

Los genes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il codifican para
proteinas involucradas en el procesamiento y presentacién de antigenos para la generacién
de la respuesta inmune (Klein, 1986), constituyendo uno de los grupos de genes mas

polimorficos conocidos en la naturaleza (Trowsdale y Parham, 2004).

A pesar de su origen comun (Flajnik et al., 1999), los genes del MHC clase | y clase ||
evolucionan a ritmos diferentes en distintas especies, posiblemente como consecuencia de
su divergencia en funcion y estructura. La mayor parte del polimorfismo de los genes MHC
se concentra en los amino&cidos responsables de la presentacion de antigenos (PBR)
(Hughes y Nei, 1988; 1989) y por ende, es ésta region la que presenta una mayor presion
selectiva (Edwards y Hedrick, 1998; Hedrick, 2002; Penn et al., 2002).

La informacién existente sobre la estructura y funcién de los genes MHC proviene
principalmente de estudios en humanos y especies modelos en los cuales a) Los genes del
MHC |y Il estan estrechamente ligados (Hughes y Yeager, 1998), y b) la totalidad o la mayor
parte del polimorfismo de la clase Il se concentra en el gen de la cadena beta (Kaufman et
al., 1999; Reche y Reinherz, 2003; Salomonsen et al., 2003) .

Los peces teledsteos por el contrario, presentan genes de clase | y clase Il no ligados
(Hansen et al., 1999; Grimholt et al., 2002), y dentro de ellos, los salmoénidos han sido
utilizados comunmente como modelo para el estudio de la evolucién del MHC, por varias
razones: (1) la estructura molecular de sus genes MHC es bien conocida para la mayoria de
las especies (Grimholt et al., 1993; Hordvik et al, 1993; Dixon et al., 1995; Grimholt et al.,
2000; Stet et al., 2002; Lukacs et al., 2007; Harstad et al., 2008); (2) los genes de clase | y ||
presentan diferentes historias evolutivas, con linajes antiguos muy divergentes para los
genes de clase | y estrechamente ligados para la clase Il (Miller y Withler, 1996: Shum et al.,
2001); (3) existe evidencia de seleccidon balanceada actuando en el potencial PBR de clase |
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(Consuegra et al., 2005b) y de ambos dominios a y B de clase Il (Landry y Bernatchez, 2001;
Consuegra et al., 2005a); y (4) analisis de la evolucion del MHC son relativamente simples
en los salmdnidos porque presentan un Unico locus clasico para el MHC clase | y clase Il a y
B (Grimholt et al., 2000; Stet et al., 2002; Conejeros et al., 2008; Croisetiére et al., 2008).

Adicionalmente, estudios sobre la diversidad del MHC en variadas especies han demostrado
que ésta es un buen indicador de la variabilidad presente en las poblaciones en estudio,
pudiendo conocerse de estos datos si las poblaciones en cultivo han preservado o no sus

condiciones de apareamiento naturales (Consuegra y Garcia de Leaniz, 2008).

En esta primera parte del trabajo de tesis se estudiaron los niveles de diversidad para los
genes del MHC clase | y Il en las tres especies salmoénidas mayormente cultivadas en Chile:
Salmo salar (S. salar), Oncorhynchus mykiss (O. mykiss) y Oncorhynchus kisutch (O.
kisutch), centrandonos en la regién que participa directamente en la presentacién de
antigenos (PBR). Ademas, utilizando las secuencias de los alelos obtenidos se realizdé un
estudio comparativo de la diversidad y los mecanismos moleculares de evolucién del MHC
clase Il a y B. Hasta donde sabemos, este es el primer estudio sobre la diversidad de los
salmoénidos cultivados en Chile, y el primer estudio evolutivo comparando MHC de clase Il a
y B en un mismo organismo.

5.1.2. RESULTADOS

5.1.2.1.  Seleccion de la region polimérfica a estudiar del MHC y disefo de partidores

Considerando que el objetivo principal de esta etapa de la tesis era conocer el nivel de
diversidad existente en el MHC de poblaciones de salménidos cultivados en Chile, el estudio
se centrd en la region correspondiente al putativo PBR (Hughes y Nei, 1988) del MHC clase |
y clase Il, dado que corresponde a la region mas variable de la molécula y una de las mas

polimérficas conocidas en la naturaleza (Trowsdale y Parham, 2004).

Las regiones a amplificar, fueron escogidas utilizando como referente las secuencias

publicadas en la base de datos nucleotidica de polimorfismos inmunolégicos: IPD del EBI
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(http://www.ebi.ac.uk), la cual contiene secuencias alélicas para los locus clasicos del MHC
clase | (locus UBA) y del MHC clase Il alfa (locus DAA) y beta (locus DAB), para las especies
salmon del Atlantico (S. salar) y trucha arco iris (O. mykiss).

Se tomaron todas las secuencias existentes para cada locus y especie, y se realizaron
alineamientos multiples de secuencia utilizando la herramienta ClustalWW del EBI
(http://www.ebi.ac.uk/tools/msa/clustalw2/), tal como se ejemplifica en la Figura 5.1. Se
buscaron zonas altamente conservadas entre secuencias, ubicadas en el extremo inicial y
final del segundo exén de cada gen, abarcando asi la regién polimérfica correspondiente al
PBR (dominio alfa 1 o beta 1); solo en el caso del locus UBA de S. salar se utilizo el exén 3
(dominio alfa 2). Se disefiaron partidores especificos capaces de amplificar todos los alelos
de un locus, y en el caso de posiciones que presentaban mas de un nucleétido posible se
utilizé como referente la base mas comun, ya que al intentar utilizar partidores degenerados
no se logré distinguir alelos individuales mediante DGGE (datos no mostrados).

Para todos los loci se logré disefiar partidores especificos que abarcaran una regién de 200-
300 pb (Figura 5.1). En el caso de O. kisutch y O. mykiss se pudo utilizar un mismo juego de
partidores para cada locus debido a la cercania filogenética que existe entre ambas
especies, sin embargo, para S. salar debieron disefiarse juegos diferentes para cada locus.

Las propiedades fisicas de los partidores disefiados como Tm, %GC y carencia de auto-
complementariedad, fueron calculadas con el programa OligoCalc
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html), procurando que las
caracteristicas de ambos partidores para un mismo gen fueran similares. La temperatura de
“annealing” (Ta) fue calculada inicialmente como 5 °C menor que la Tm de los partidores y
fue ajustada posteriormente mediante PCR en gradiente (Tabla A.1, Anexo |).
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Onmy-DAE 0301
Onmy-DAB 0401
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Onmy-DAB 0801
Onmy-DAB 0901
Onmy-DAB 1001
Onmy-DAB 1101
Onmy-DAEB 1201
Onmy-DAB 1301
Onmy-DAB 1401
Onmy-DAB 1501

Onmy-DAB 0101 AGT

Onmy-DAB 0201
Onmy-DAB_0301
Onmy-DAB_0401
Onmy-DAB 0501
Onmy-DAB 0601
Onmy-DAB 0602
Onmy-DAB 0701
Onmy-DAB 0801
Onmy-DAB 0901
Onmy-DAB 1001
Onmy-DAB 1101
Onmy-DAB 1201
Onmy-DAB 1301
Onmy-DAB 1401
Onmy-DAB 1501

Onmy-DAB 0101
Onmy-DAB 0201
Onmy-DAB 0301
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Figura 5.1. Seleccion de la regién de estudio y disefio de partidores para el MHC. Como
ejemplo se muestra el alineamiento en ClustalW de secuencias de la base de datos IPD-
EBI para el locus DAB de O. mykiss. Se muestran los partidores sentido (verde) y
antisentido (amarillo) disefiados en la regién que comprende al exén 2 (letras en rojo)
elegida para el estudio. Los asteriscos (*) indican similitud de secuencia y los guiones (-)
ausencia del nucledtido. Para poder colocar todo el alineamiento en una pagina se ha

ACAGATGGATATTTTGAA I TGRGACAGTG TACTCCTCAAAGGAC AT
ACAGATGGATATTTTCATCAGAGGGTGACACAGTGTCGATTCTCCTCAGAGGACCTGCAT
_______________ GAACATCGGTTGGCACAGTGTCGATACTCCTCAAAGGACCTGCAT
_______________ CATCATCGGTTGGCACAGTGTCGATACTCCTCAAARGGACCTGCAT
_______________ TATCATCGGTTGGCACAGTGTCGATACTCCTCAAAGGACCTGCAT
_______________ TATCATCGGTTGGCACAGTGTCGATACTCCTCAAAGGACCTGCAT
_______________ TATCATCGGTTGGCACAGTGTCGATACTCCTCARAGGACCTGCAT
_______________ BATCATCGGTTAAGACAGTGTCGATACTCCTCARAGGACCTGCAT
_______________ CATCAGATGATGAGACAGTGTCGATACTCCTCAAAGGACCTGCAT
_______________ GAACAGTCTGTGAGACAGTGTCGATTCTCCTCAGAGGACCTGCAT
_______________ GAACAGAGGGTGACACAGTGTCGATACTCCTCAGAGGACCTGCAT
_______________ CATCAGAGGGTGACACAGTGTCGATACTCCTCARAGGACCTGCAT
............... CATCAGAGGGTGACACARGTGTCGATTCTCCTCAGAGGACCTGCAT
_______________ CATCAGACTGTGARACAGTGTCGATTCTCCTCAAAGGACCTGCAT
_______________ CATCAGACTGTGAGCCAGTGTCGATACTCCTCAGAGGACCTGCAT
--------------- CATCAGACTGTGAGCC TGCAT

* k% kkhkdhhhkhhkd khdkkhhkhk khkrxkhkxhktxhd

TGATGCTGGGATCCTEEST

AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGTGCAGCTGGAGBGTTACTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTGTCTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTAAGCATARC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCARGAGCAGGCGGGGCTGGAGAGTTACTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTARGCATAAC
AGTGATGCTGGGTTGCTGGGTCAAGAGCAGGGGGAGCTGGAGCGTGTCTGTAAGCATARC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCARGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGGGGAGCTGGAGCGTGTCTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGGGGAGCTGGAGCGTTACTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTAAGCCTAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGCAGCTGGAGAGTTACTGTAAGCATAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCAAGAGCAGGCGCAGCTGGAGAGTTACTGTAAGCCTAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCARGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTARAGCCTAAC
AGTGATGCTGGGATCCTGGGTCARGAGCAGGCGGAGCTGGAGCGTTTCTGTARGCATAAC

kkkhkkkkhkhkhhhk * hkkdhkhkkdhkhkhkkkdxtx * Thkkkkkxtd * khkkkkkdkk k*k X

TGCTATCGACTACAG ATACTEGACA)

AGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGCTATCGACTACAGCGCCRTACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGE
GCTGCTAACCACTACAGCGCCATACTGGACARAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGE
GCTGATATTTCCTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
ACTGCTAACCACTACACCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATATCGACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATATCTACTACAGCGCCATACGGGACARGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATATCGACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATATCGACTACAGCGCCATACTGGACRAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGATCTCCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC
GCTGCTAACCACTACAGCGCCATACTGGACAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGC

*kkk & Hhhkkh *hhkdkhhhkdk Fxdkhkdkkhkhhdhhhkhhhhhdhhbrhhr b i bhordt

eliminado la regién comprendida entre los nucleétidos 46 y 165.

40

> 300

300
225
225
225
225
225
225
225
225
225
225
225
228
225
225

360
360
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285



La correcta adiciéon de una cola-GC en el disefio de los partidores, la cual estabiliza la Tm de
la secuencia a estudiar (Myers y col, 1985; Sheffield y col, 1989), fue probada mediante el
programa WinMelt de BioRad, tal como se ejemplifica en la Figura 5.2, donde se opta por
agregar una cola-GC en el extremo 5 la cual crea un alto dominio de fusién al inicio que

consigue emparejar la Tm del resto de la secuencia.

Melting temperature (°C)

100.0

92.0 -

760- ,./‘&q

T S — e ‘

60.0 T T T T 1
1 49 97 145 193 241
Sequence position (bp)
— DAB-0101 — DAB-0801 — DAB-GC5'
DAB-0701 — DAB-0901 — DAB-GC3'

Figura 5.2. Simulacion del perfil de fusion de una secuencia creado por el programa
WinMelt de BioRad. Se muestra el perfil de Tm para 4 alelos del locus DAB de O. mykiss
amplificados con un par de partidores especificos (negro, amarillo, rojo y verde) y luego
una de estas secuencias con los mismos partidores teniendo adicionada una cola-GC en
el partidor §’ (turquesa) o en el partidor 3' (azul).

5.1.2.2.  Amplificacién de los genes MHC clase | y Il

Individuos de las especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch fueron muestreados en distintos
centros salmonicultores de la X y Xl regién de Chile. Muestras de tejido como higado,
musculo o bazo fueron obtenidas y su ADN extraido. Luego, a través de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) se amplificaron las regiones polimérficas de los genes del
MHC utilizando los partidores especificos disefiados y un protocolo estandarizado (Tablas
A1y A2 Anexo ).
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Para todos los juegos de partidores la adicion de la cola-GC no interfirié en la afinidad del
partidor por su regién blanco, y permitié en la gran mayoria de los casos, exceptuando el
locus UBA, la amplificacion de un Unico gen. Los productos de PCR fueron visualizados en
un gel de agarosa 2% dando una amplificacion abundante, limpia y del tamafio esperado
para todos los loci (UBA, DAA y DAB) de las 3 especies (Figura 5.3).

S. salar O. mykiss O. kisutch pb

2686

UBA 2000
1500

1200

1000

900

DAA e bl A Bl e N S B e §€:'_:
800

500

400

300

DAB 200
100

Figura 5.3. Amplificacion por PCR de los loci UBA, DAA y DAB del MHC clase | y Il de S.
salar, O. mykiss y O. kisutch. Cada carril representa un individuo diferente y en la primera
columna de cada gel se muestra el marcador de peso molecular de 100 pb
esquematizado a la derecha.

5.1.2.3.  Andlisis preliminar de la variabilidad alélica del MHC por PCR en tiempo real

Pensando en la posibilidad de utilizar el PCR en tiempo real como herramienta para la
caracterizacion del MHC, se realizé un andlisis previo de la variabilidad alélica de algunos
peces. Para ello se amplificaron las regiones polimérficas de los genes del MHC mediante
PCR en tiempo real, utilizando SYBR-green como sefial y los partidores especificos

previamente disefiados sin colas-GC (Figura 5.4-A).

El analisis se centré en las curvas de fusion (Tm) para cada muestra, representativo de la
diversidad de secuencias presentes. Para cada locus y especie analizada, cada individuo
presentd un pico de temperaturas de fusion diferente, reflejando el alto grado de
polimorfismo génico presente en la poblacién (Figura 5.4-B). Sin embargo para cada pez solo

se logré observar un pico de fusion representativo de uno de los dos alelos posibles a
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encontrar por individuo (Figura 5.4-C). Analisis adicionales con mezclas de secuencias in
vitro permitieron determinar que, en estos casos solo es posible amplificar la secuencia de

mayor Tm (resultados no mostrados).

Por lo tanto esta metodologia sélo sirvié para tener una idea preliminar de la existencia de
variabilidad en los genes MHC de la poblacion analizada, pero al no entregar informacién (til
sobre los haplotipos presentes en cada individuo, no se prosiguié con este tipo de analisis.

L Eyv:le Temperature

Figura 5.4. Andlisis de la variabilidad alélica
del MHC mediante PCR en tiempo real. Se
muestra la amplificacion del locus DAA en
20 individuos O. mykiss. A. Curvas de
amplificaciéon. B. Curvas de fusion. C. Picos
de fusion en dos muestras diferentes. Cada
muestra se presenta en duplicado.

5.1.2.4.  Analisis de polimorfismo del MHC clase |

Los productos amplificados de los genes MHC clase | fueron usados para determinar el
grado de polimorfismo del locus UBA en las poblacién de peces muestreados para las
especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch. Para la primera especie el estudio se centré en el
dominio alfa 2 (ex6n 3), y para las otras dos en el dominio alfal (exén 2), ambas codificantes
para el PBR.

Los amplicones de cada pez fueron resueltos por electroforesis de geles de gradiente
denaturante: DGGE (Fisher y Lerman, 1983), utilizando rangos de concentracién de los
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agentes denaturantes urea y formamida especificos para cada especie (Tabla A.3, Anexo |),
lo que permitié que las secuencias amplificadas migraran a determinadas alturas segun su

temperatura de fusion, pudiendo asi separar los alelos presentes en cada individuo.

Para las tres especies se obtuvo una amplificacion abundante y una banda Unica en el gel
post-PCR; sin embargo, al realizar la separacion alélica mediante DGGE se observaron
hasta ocho bandas migrando a diversas alturas del gel para cada individuo (Figura 5.5).

La secuenciacion posterior de cada banda y una bulsqueda de similitud mediante Blast
permiti6 distinguir que estas secuencias, diferentes entre si, correspondian principalmente a
nuestro locus de interés, el gen clasico UBA, y a genes no-clasicos o posibles pseudogenes.
Para S. salar, 8 de las secuencias encontradas presentaron homologias de un 97-100% con
secuencias caracterizadas como el locus clasico locus UBA, mientras otras 2 presentaron
homologias de 92-94% con el mismo locus siendo denominadas igualmente como Sasa-
UBA (Grimholt et al., 2002; Consuegra et al., 2005b; Miller et al., 2006). Del resto de las
secuencias de S. salar 3 encontraron homologias de 98-100% con el locus no-clasico ULA
(Grimholt et al., 2002; Consuegra et al., 2005b; Miller et al., 2006) y otras 4 presentaron
homologias de tan sélo 70-80% con secuencias descritas previamente para la especie, por
lo que fueron etiquetados como pseudogenes (Sasa-UBA*). Para O. mykiss solo 2
secuencias encontraron homologias de 99-100% con otras descritas previamente para el
locus clasico UBA (Shum et al, 2001, Aoyagi et al., 2002), 6 secuencias presentaron
identidad con el locus no-clasico UDA (Kiryu et al., 2005; Shiina et al., 2005; Miller et al.,
2006), 6 presentaron identidad con secuencias del locus no-clasico UCA (Dijkstra et al.,
2006; Miller et al., 2006) y otras 3 presentaron homologias de 98-100% con secuencias
denominadas Onmy-A* descritas como pseudogenes (Miller y Withler, 1998). En la Unica
especie que se logrd especificamente la amplificacion del locus UBA fue O. kisutch, donde
las 4 secuencias encontradas presentaron homologia de 97-100% con secuencias
previamente caracterizadas como el locus clasico UBA (Miller y Withler, 1998) y las bandas
adicionales correspondieron a artefactos de la técnica misma, denominados heterodimeros
(mezcla de 2 hebras de alelos diferentes de un individuo) (Ruano y Kidd, 1992).

A pesar de que dentro del gel DGGE para cada especie fue posible identificar el lugar donde

se ubica cada uno de estos locus o pseudogenes (Figura 5.5), similar a lo observado por

Miller y Withler (1998), esto no constituyd una aproximacion experimental adecuada para la
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identificacion de ellos, siendo siempre requerida la secuenciacién, que sigue siendo el

referente definitorio.

O. kisutch

S. salar _ O. mykiss

UDA UBA

UCA

UBA UBA
HD

A*

Figura 5.5. Caracterizacion de los genes del MHC clase | presentes en individuos de las
especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch mediante DGGE. Cada carril representa un pez
diferente. Se indican los genes clasicos (UBA), no-clasicos (UCA, UDA, ULA), posibles
pseudogenes (A* UBA*) y heterodimeros de alelos (HD).

Alineamientos de las secuencias realizados en BioEdit (Hall, 1999) mediante ClustalW
(Figura 5.6) demostraron diferencias importantes entre genes clasicos, no-clasicos y
pseudogenes para toda la region amplificada. Sin embargo los extremos de estas
secuencias, cercanos al lugar donde alinean nuestros partidores, presentaban homologias,
consecuencia de lo cual pudieron ser amplificados por los mismos partidores UBA de

manera inespecifica.

Por su parte, los arboles filogenético realizados mediante Neighbor-Joining en MEGA v4.0
(Tamura et al., 2007) (Figura 5.7) demostraron, tanto a nivel aminoacidico como
nucleotidico, que existen diferencias significativas entre locus clasico, no-clasicos y
pseudogenes; lo que permitidé ubicarlos en diferentes ramas del arbol (Figura 5.7). Mientras
que para el gen clasico UBA diferentes alelos, incluso de especies distintas como O. mykiss
y O. kisutch, se ubicaron en una misma rama demostrando la conservacion de su secuencia

y por ende de su eventual funcién (Figura 5.7-B).
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Figura 5.6. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas deducidas para el
MHC Clase I. A. S. salar. B. O. mykiss y O. kisutch. Los puntos (.) indican identidad, y los
guiones (-) falta del aminoacido. Se incluyen secuencias de putativos genes clasicos
(UBA), no-clasicos (UCA, UDA, ULA) y pseudogenes (A* UBA*).

Finalmente, debido a la dificultad de amplificar especificamente el locus clasico UBA y a
que los genes del MHC clase | se encuentran asociados mayormente a la presentacion
de antigenos virales o péptidos endégenos, y no a bacterias como es el caso del
patégeno intracelular facultativo Piscirickettsia salmonis (Gémez et al., 2009), no se
siguié trabajando con estos genes, y el estudio se centré en adelante en el MHC clase
1.
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Figura 5.7. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas deducidas del MHC clase
I. A. S. salar. B. O. mykiss y O. kisutch. Se incluyen las secuencias de putativos genes
clasicos (UBA), no-clasicos (UCA, UDA, ULA) y pseudogenes (A* UBA*). Solo los
valores de bootstrap >60% son mostrados.
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5.1.2.5.  Andlisis de polimorfismo del MHC clase I/

Una region abarcando gran parte de los residuos de unién de péptidos (PBR) contenidos en
el segundo exén de los genes del MHC clase Il alfa (dominio alfa 1, locus DAA) y beta
(dominio beta 1, locus DAB) fue analizada en su diversidad para las tres especies
salménidas S. salar, O mykiss y O. kisutch.

Los productos de PCR previamente amplificados para los locus clasicos DAA y DAB de cada
pez fueron resueltos, al igual que para el MHC clase |, mediante DGGE (Fisher y Lerman,
1983), en los que una combinacién de denaturantes urea y formamida permitio la separacion

de los alelos presentes en cada individuo (Tabla A.3, Anexo |).

Para las tres especies se detectd generalmente 2 bandas por muestra, concordantes con los
dos alelos esperados en individuos heterocigotos, mientras en los homocigotos se observo
solo una banda (Figura 5.8). En aquellos casos en que mas bandas fueron observadas la
posterior secuenciacion determindé que estas correspondian a repeticiones de los mismos
alelos en el formato de heterodimeros derivados normalmente de la técnica de PCR (Ruano
y Kidd, 1992).

S. salar O. mykiss O. kisutch

Figura 5.8. Caracterizacion alélica del MHC Clase 1l (Locus DAA y DAB) de S. salar, O.
mykiss y O. kisutch mediante DGGE. Cada carril representa un individuo diferente. Las
flechas ejemplifican la presencia de heterodimeros.

Debido a que ambos locus del MHC clase |l pudieron ser caracterizados especificamente en

las tres especies, al alto grado de diversidad observado mediante DGGE, a la implicancia del

MHC clase Il en la presentacién antigénica bacteriana, y al hecho que su expresion ha sido
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asociada a la patogenia de P. salmonis (Rise et al., 2004); el resto del trabajo doctoral se
centré en el estudio del MHC clase II.

En las poblaciones estudiadas fue posible encontrar un alto grado de diversidad para el MHC
clase Il en las tres especies. Para el locus DAA se encontraron 9 alelos para S. salar, 10
para O. mykiss y 4 para O. kisutch, mientras que para el locus DAB el nimero de alelos para
cada especie fue de 9, 8 y 11 respectivamente (Tabla 5.1). Para el locus DAB y para el locus
DAA de S. salar, la mayoria de los alelos encontrados habian sido descritos anteriormente
(Hordvik et al., 1993; Grimholt et al., 2000; Landry y Bernatchez, 2001; Langefors et al.,
2001; Shum et al., 2001; Stet et al., 2002; Consuegra et al., 2005a) con la excepcién de los
alelos Onmy-DAB*1403, Onki-DAB*1801, Onki-DAB*2601 y Sasa-DAA*0306 que fueron
descrito en esta tesis. En contraste, todas las secuencias encontradas para el locus DAA de
O. mykiss y O. kisutch son inéditas, con excepcion del alelo Onmy-DAA*0301 que ya habia
sido reportado por el grupo de Grimholt en 1999 (Genbank ID AJ251433).

Tabla 5.1.
Variabilidad del MHC clase Il alfa (DAA) y beta (DAB) en S. salar (Sasa), O. mykiss
(Onmy) y O. kisutch (Onki).

Locus N A S dN ds m DA

Onki-DAA 75 4 4 0,018 0,009 0,016 0,035
Onmy-DAA 40 10 31 0,076 0,048 0,069 0,146
Sasa-DAA 27 9 20 0,067 0,023 0,057 0,109
Todos DAA* 142 23 41 0,091 0,103 0,094 0,157
Onki-DAB 75 8 30 0,061 0,044 0,057 0,114
Onmy-DAB 40 11 28 0,061 0,016 0,051 0,132
Sasa-DAB 27 9 28 0,075 0,027 0,064 0,138

Todos DAB* 142 28 51 0,107 0,065 0,097 0,203

N= numero de individuos; A= nimero de alelos; S= nimero de sitios segregantes; dN &
dS= distancias no-sinénimas y sinénimas promedio entre haplotipos; = diversidad
nucleotidica; DA= diversidad aminoacidica.

La diversidad estimada para cada especie y cada locus (Tabla 5.1) fue mayor para el locus
DAB que para el DAA de S. salary de O. kisutch, pero no asi para O. mykiss donde el locus
DAA presentoé mayores valores. Por otra parte, O. kisutch, a pesar de tener el mayor niimero
de sitios segregantes para el locus DAB (30 vs. 28), fue la especie que presento los menores
niveles de diversidad para ambos loci. Adicionalmente, la diversidad aminoacidica promedio
(DA) fue mayor para el locus DAB que para el DAA al considerar todas las secuencias para
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un locus (Tabla 5.1). Los valores DA dentro de las poblaciones (0,097 para DAA y 0,128 para
DAB) fueron mayores que los valores DA entre-poblaciones (0,060 para DAA y 0,075 para
DAB), observandose ademas que en ambos locus se favorecen los cambios no-sinénimos
por sobre los sinénimos (dN>dS) (Tabla 5.1).

Un alineamiento de las secuencias aminoacidicas deducidas para todos los alelos de cada
locus (Figura 5.9) mostré un alto nivel de polimorfismo para todas las especies en ambos
loci, con la mayoria de los sitios, tanto variables como conservados, concordantes entre las
tres especies. Analisis comparativos adicionales con la secuencia de las moléculas MHC
humana HLA-DR (HLA-DRA*0101 No. acceso V00523 y HLA-DRB1*0101 No. acceso
M11161) (Larhammar et al., 1982; Bell et al., 1985), revelaron que aquellos aminoacidos
claves en la estructura global del MHC clase || humano (Stern et al., 1994) también parecen
estar conservados en salmoénidos, mientras que muchos de los sitios variables en
salmonidos coinciden con aminoacidos descritos como parte del correspondiente PBR de
humanos estando en directo contacto con el antigeno a presentar. Esto queda mas claro al
observar un modelo tridimensional del PBR de la molécula MHC clase Il de S. salar
elaborado por Cardenas et al. (2010) (Figura 2.8), donde se muestra que algunos residuos
que participan en el contacto con el péptido varian entre salménidos y humanos, e incluso
entre alelos de S. salar, coincidiendo con los mostrados en nuestro alineamiento. Por
ejemplo, sefalando entre paréntesis el sitio en nuestro alineamiento, algunos cambio entre
humanos y salmoénidos para la cadena alfa son: aF22/D(2), aF24/Y(4), al31/M(11),
aD64/C(48), aM73/N/S(55); y para la cadena beta son: BL26/F/L(1), BE28/D/T(3), BC30/Y(5),
BS37/Y(12), BV38/VII(13), BR72/L(47), BY78/F/V(53).

La creacién de arboles filogenéticos relacionando todos los alelos disponibles en la base de
datos del NCBI, incluyendo los descritos en esta tesis, para cada locus en las especies en
estudio (Figura 5.10), nos permitié descubrir la existencia de polimorfismo trans-especies
(TSP), descrito como la presencia de linajes alélicos similares entre especies derivadas de
un ancestro comun (Klein et al., 1998). Nosotros hemos detectado la presencia de alelos
compartidos entre géneros, O. mykiss y S. salar para el locus DAA, y entre O. kisutch y S.
salar para el locus DAB, pero no encontramos alelos compartidos entre ambas especies del
género Oncorhynchus (tal como en Miller y Withler, 1996). Y aunque éste representa el
primer reporte de TSP entre distintos géneros de salménidos, su real significancia debera ser

analizada en otro estudio especifico.
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Figura 5.9. Alineamiento multiple de las secuencias aminoacidicas deducidas para el
MHC clase Il de O. kisutch, O. mykiss, S. salar, y humano. A. Locus DAA. B. Locus DAB.
Los puntos indican identidad, y los guiones falta del aminoacido. Los cuadros en la parte
superior indican regiones envueltas en recombinaciéon predichas por DnaSP. Los
simbolos bajo el alineamiento indican potenciales residuos de contacto con el péptido (A)
y residuos conservados (4) en el PBR de la molécula HLA-DR humana, basado en su
cristalografia (Stern et al, 1994). Los sitios marcados (+) fueron identificados bajo
seleccion positiva por PAML, REL y FEL.
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Figura 5.10. Arbol filogenético de las secuencias aminoacidicas deducidas del MHC clase Il para S. salar (rojo), O. mykiss (verde) y

O. kisutch (azul). A. Locus DAA B. Locus DAB. Se presentan todas las secuencias del NCBI incluyendo las reportadas en este
trabajo (A). Solo los valores de bootstrap >50% son mostrados en las ramificaciones principales.
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5.1.2.6. Analisis evolutivo del MHC clase I/

Dado los altos niveles de diversidad encontrados,tanto en el MHC clase Il alfa y beta de
salmonidos, y al hecho de que sus genes de clase | y Il no estan ligados (Hansen et al.,
1999; Grimholt et al., 2002), a diferencia de otros organismos vertebrados superiores como
humanos, ratones y pollos donde estos genes estan estrechamente ligados (Hughes y
Yeager, 1998), decidimos estudiar los mecanismos evolutivos involucrados en la generacién
de dicha diversidad, teniendo en cuenta que la mayor parte del polimorfismo del MHC clase I
se concentra, en general, en la cadena beta (Kaufman et al., 1999; Reche y Reinherz, 2003;
Salomonsen et al., 2003). Asi, utilizando diversos analisis bioinforméaticos analizamos si
procesos tales como recombinacién, mutaciéon y seleccion positiva podrian tener un rol

relevante en la generacion de la alta diversidad alélica observada.

a) Analisis de recombinacion

A traves de tres diferentes métodos (LDhat, GARD y DnaSP), pero complementarios entre si,
fuimos capaces de encontrar evidencias de recombinacién en ambos locus del MHC clase I,
alfa y beta, en las tres especies estudiadas (a excepcion de Onki-DAA, donde el bajo nimero
de secuencias impidié un analisis mas exhaustivo) (Tabla 5.2). Los tres métodos buscan
evidencias de recombinacion desde diferentes perspectivas, basados en el alineamiento de
secuencias entregado para cada locus y especie. El andlisis LDhat calcula y compara las
tasas de mutacién (8) y de recombinacion (p) en el grupo de secuencias, realizando una
prueba estadistica que verifica la existencia de recombinacién (p Lkmax<0,05) (McVean et
al., 2002). El programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009) estima el nimero minimo de
eventos de recombinacion (Rm) en la historia de la muestra (Hudson y Kaplan, 1985). Y
finalmente el método GARD (Genetic Algorithm Recombination Detection) muestra los
posibles puntos de quiebre en la secuencia (BP) donde puede haber ocurrido recombinacién
(Kosakovsky Pond et al., 2005).
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Tabla 5.2.
Resultados del analisis de recombinacion para los locus DAA y DAB del MHC clase Il de
salménidos utilizando tres programas diferentes: DnaSP, GARD y LDhat.

DnaSP GARD LDhat
SRS Rm  BPaa ] p Lk p Lkmax
Onmy-DAA 5 37 10,96 90 -5310,70 0,000
Sasa-DAA 3 3 7,36 66 -1955,19 0,000
Todos DAA* 9 no 11,11 20  -12801,72 0,008
Onki-DAB 3 47 11,57 0 -4944 17 0,647
Onmy-DAB 7 36 9,56 100 -5562,06 0,001
Sasa-DAB 5 22,47 10,30 33 -4859 42 0,000
Todos DAB* i no 13,11 33  -28611,52 0,000

DnaSP Rm= nuimero minimo de eventos de recombinacién calculados por DnaSp; GARD
BP aa= sitios aminoacidicos de ruptura estimados por GARD; Los parametros calculados
por LDhat son: 8= tasa de mutacién de Watterson; p= tasa de recombinaciéon
poblacional; Lk y pLkmax= probabilidad resultante de probar la hipétesis nula de no
recombinacién con una prueba de permutaciones de probabilidad (McVean et al., 2002).

El andlisis LDhat (Tabla 5.2) mostro en todos los casos que la tasa de recombinacion (p) en
cada especie y locus excedia a la tasa estimada de mutacion de Waterson (8), sugiriendo
que la recombinacion es la mayor fuerza en la generacién del polimorfismo en el MHC de
salménidos, coincidiendo con resultados previos reportados para S. salar (Consuegra et al.,
2005a); siendo Onki-DAB el unico locus en el cual LDhat no mostré evidencias de
recombinacién. El nimero minimo de eventos de recombinaciéon (Rm), estimado por el
programa DnaSP (Tabla 5.2), fue siempre mayor para el locus DAB que para el DAA, y
cuando todas las especies fueron analizadas conjuntamente, se identificaron a lo menos 7
posibles sitios de recombinacion para cada locus, encontrandose una alta superposicion
(>60%) entre estos sitios y aquellos que se encuentran bajo seleccion positiva (Figura 5.9).
Por otro lado, el numero estimado de puntos de recombinacion (BP site) estimado por GARD
fue siempre menor que el numero minimo de eventos de recombinacion (Rm) para ambos
loci, siendo GARD capaz de identificar solo un punto de recombinacion para cada set de
secuencias por locus y especie, pero incapaz de encontrarlos cuando todas las especies
fueron analizadas en conjunto por locus (Tabla 5.2). Algunos de estos sitos BP fueron
similares entre especies para el mismo locus, y todos coincidieron con regiones de
recombinacion detectadas por DnaSP y/o con algunos sitios seleccionados positivamente
(Figura 5.9).
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b)  Analisis de seleccién

Tres pruebas de neutralidad diferentes (Tajima, Fu y Li, McDonald y Kreitman) fueron
realizadas para probar la hipétesis nula de que todas las mutaciones son selectivamente
neutrales (Kimura, 1983) (ver seccion 4.9.2). La prueba D de Tajima (Tajima, 1989) y las
pruebas F*y D* de Fu & Li (Fu y Li, 1993), fueron incapaces de rechazar la hipétesis nula de
neutralidad en todos los casos. En contraste, la prueba de McDonald y Kreitman (MK)
(McDonald y Kreitman, 1991), que compara la variabilidad dentro y entre especies, rechazé
la hipétesis neutral para alguno de nuestros grupos de datos e identifico diferencias fijas
entre las especies del género Oncorhynchus y S. salar para el locus DAA (valores de la
prueba exacta de Fisher: 0,007 y 0,019) pero no para el locus DAB (valores de la prueba
exacta de Fisher: 0,581 y 0,084). Esto probablemente se deba a la similitud existente entre el
alelo Onki-DAB*2601 y las secuencias de S. salar para este locus.

Los andlisis de seleccion positiva se realizaron juntando todas las secuencias, de las tres
especies para cada locus, para tener un mayor numero de datos y asi aumentar el poder de
las pruebas (Kosakovsky Pond y Frost, 2005) . Una prueba comparando diferentes modelos
evolutivos en PAML (Yang, 2007) (ver seccion 4.9.2), estudié la tasa de sustitucion
aminoacidica a través de los sitios (w= dN/dS), indicando que aquellos modelos que
consideraban seleccion (M2 y M8, w>1) se encajaban mejor a nuestros datos que aquellos
modelos que consideraban evolucion neutral (M1 y M7, w=1), tanto para el locus alfa como
beta del MHC clase Il (Tabla 5.3). Una comparacién mas profunda de los modelos que
incluian seleccion positiva (M2 vs. M8) utilizando el criterio AIC, indicé que el modelo M2,
que permite un valor de sustitucion heterogéneo entre sitios, es el que mejor representa
nuestros datos para ambos loci. Los resultados de este modelo sugirieron que el 16% y 14%
de los sitios se encontraban bajo seleccion positiva en los locus DAA (0=7.9) y DAB (©=6.9),
respectivamente. Cuando el analisis fue llevado a cabo separadamente para cada especie
nuevamente la mayoria de nuestros datos se ajustaron mejor al modelo M2, con la excepcién
del locus DAB para O. kisutch, donde la prueba no mostré evidencias significativas de
seleccién positiva. Asi mismo, los métodos FEL (Yang y Swanson, 2002) y REL (Nielsen y
Yang, 1998) del programa Hyphy, que también estudian los valores de sustitucion dN/dS en
las secuencias, ya sea de asumiendo un valor promedio (FEL) o particular para cada sitio
(REL), fueron igualmente capaces de encontrar evidencias de seleccion positiva en ambos
loci cuando todas las secuencias fueron analizadas en conjunto (Tabla 5.4).
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Tabla 5.3.
Modelos de sitios al azar estimados para los locus DAA y DAB del MHC clase |l de
salmonidos. Los valores de Log-likelihood (L) y los parametros estimados para cada
modelo fueron caiculados utilizando el programa CODEML de PAML.

Modelo Todos DAA* Todos DAB*
Mo L=-835,338 L=-978,841
w=1,239 w=2 579
M1 1=-788,004 L=-953,447
po=0,608 (wy=0,002) p;=0,393 (w;=1) P=0,561 (we=0,056) p;=0,439 (w=1)
M2 L=-754,853 [=-921,953
po=0,552 p;=0,284 p,=0,164 (w>=7,9) po=0,375 p;=0,483 p,=0,142 (w,=6,9)
M7 L=-787,909 L=-953,565
p=0,003 (w=1) g= 0,005 p=0,022 (w=1) g= 0,027
m8 L=-754,918 L=-921,999

po=0,835 p,=0,166 (w=7,8) p=0,002 g=0,005 p,=0,857 p,=0,143 (w=7,1) p=0,007 g=0,005

w= razon dN/dS; pi= fraccion de los aminoacidos siguiendo una distribucién w; p & g=
parametros estadisticos de la distribucion beta.

Finalmente, el método Bayes Empirical Bayes (BEB) implementado en PAML bajo el modelo
M2, fue capaz de identificar 7 y 5 sitios bajo seleccion positiva en los locus DAA y DAB,
respectivamente. De ellos, 3 y 2 sitios respectivamente, fueron también identificados por los
metodos FEL y REL de Hyphy, existiendo total acuerdo en la existencia de seleccién positiva
en el MHC clase Il de salmonidos (Tabla 5.4). Adicionalmente, la mayoria de estos sitios bajo
seleccion positiva en salmoénidos coincidieron o se encontraban muy cercanos a sitios
involucrados directamente en la presentacién antigénica en el HLA-DR de humanos (Figura
5.9). Los sitios identificados bajo seleccion positiva fueron similares entre especies para el
locus DAB cuando los analisis fueron llevados a cabo para cada especie por separado,
mientras este analisis no fue posible para el locus DAA de O. kisutch dado el reducido

numero de secuencias.

Tabla 5.4.

Sitios bajo seleccion positiva en los locus DAA y DAB del MHC clase Il de salménidos
identificados utilizando tres diferentes métodos: PAML, REL y FEL. Los nimeros de los
sitios corresponden con los de la Figura 5.9. Sitios en negrita fueron identificados por al

menos dos métodos y sitios subrayados fueron identificados por los tres.

PAML REL FEL
Todos DAA* 19,37,40,44 47,5455 37,5455 1*23* 37,40* 50* 54,55
Todos DAB* 28,53,56,60,61 1,12,22,28,45 53,56,59,60,61 53,59* 61

PAML= Prueba Bayes Empirical Bayes p>0,99; REL= Bayes Factor>1000; FEL= p>0,95. *p>0,9.

56



En resumen, todos estos analisis evolutivos en conjunto nos muestran que para el MHC
clase Il de salménidos la recombinacion y la seleccion positiva han actuado en conjunto
generando diversidad, especialmente en aquellos sitios involucrado directamente en la

presentacion de antigenos como parte del PBR.

5.1.3. DISCUSION

En esta tesis se estudié por primera vez la diversidad de las especies salmonidas Salmo
salar, Oncorhynchus mykiss y Oncorhynchus kisutch cultivadas en nuestro pais, a través del
analisis del polimorfismo de sus genes de MHC clase | y Il. Ademas, el haber obtenido datos
de secuencias provenientes de estas tres especies nos permitié aproximarnos al estudio de

los mecanismos evolutivos involucrados en la generacion del polimorfismo del MHC clase II.

Previo a este estudio practicamente no existian datos sobre O. kisutch a excepcion de los
trabajos de Miller y Withler (1996, 1998) (Miller y Withler, 1996; Miller y Withler, 1998), los
cuales no proporcionaban informacion detallada sobre la diversidad del MHC en esta
especie. Por lo mismo nuestro disefio experimental se bas6 a partir de lo que existia
registrado en ese momento en la base de datos de polimorfismos inmunolégicos del EBI para
las especies S. salar y O. mykiss. En un principio se traté de crear un solo juego de
partidores por locus para amplificar los genes correspondientes de las tres especies, ya que
esto hubiese facilitado el proceso experimental y aunado alun mas los datos para sus
posteriores analisis. Lamentablemente por tratarse de dos géneros diferentes (Oncorhynchus
y Salmo) esto no fue posible, pudiendo utilizarse los mismos juegos de partidores sélo para
O. mykiss y O. kisutch.

Para el MHC clase | los partidores consiguieron una amplificacién abundante y una banda
unica en el PCR, pero los posteriores analisis mediante DGGE demostraron la existencia de
varias bandas por individuo que post secuenciacion fueron identificadas como
heterodimeros, genes no-clasicos y pseudogenes, y en menor proporcién como nuestro gen
de interés, el locus clasico UBA. La existencia de estos otros genes ya habia sido descrita
para O. mykiss y S. salar (Miller y Withler, 1998; Shiina et al., 2005; Miller et al., 2006;
Lukacs et al,, 2007), habiendo amplificado nosotros la mayoria de estos genes no-clasicos

descritos, posiblemente por un alto grado de homologia entre genes clasicos y no-clasicos
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en las regiones que forman los bordes del bolsillo de unién de péptidos. El hecho de que
estos genes no-clasicos no fueran amplificadas en O. kisutch nos hace pensar que tal vez no
existan en esta especie, pudiendo haber sido eliminados en la evolucién por desuso debido
al reducido nicho ecoldgico en que se ha desarrollado la especie (Van den Berghe y Gross,

1989), aunque son necesarios mas estudios para sacar conclusiones al respecto.

Para el MHC de clase Il una region que abarca la mayor parte del segundo exén de los
genes de la cadena a y B (dominios alfa 1 y beta 1) fue analizada para las tres especies
salménidas en estudio. Nuestros datos muestran que tanto el locus de clase Il a (DAA) como
B (DAB) presentan altos niveles de polimorfismo, en contraste con vertebrados superiores
como mamiferos y aves, donde la mayoria o la totalidad de la variabilidad se encuentra sélo
en la cadena B (Hughes y Nei, 1989; Reche y Reinherz, 2003; Hughes et al., 2008).

Un maximo de dos alelos por individuo fue amplificado, para ambos locus en las tres
especies analizadas, sugiriendo que la presencia de un solo locus clasico de MHC clase Il a
y B podria ser una caracteristica comun en la familia de los salménidos, y no una excepcion
del género Salmo (Grimholt et al., 2000; Conejeros et al., 2008; Croisetiére et al., 2008).
Aunque esta interpretacion requeriria ser confirmada por estudios posteriores.

Para la cadena alfa (DAA) de S. salar la mayoria de las secuencias encontradas concuerdan
con las reportadas en la literatura (Stet et al,, 2002; Grimholt et al., 2003a; Consuegra et al.,
2005a), no asi para el género Oncorhynchus, en que la gran mayoria de las secuencias que
se reportan en esta tesis, son nuevas. Para la cadena beta (DAB), en contraste, la mayor
parte de los alelos encontrados ya habian sido descritos (Hordvik et al., 1993; Grimholt et al.,
2000; Landry y Bernatchez, 2001; Langefors et al., 2001; Shum et al., 2001; Stet et al.,
2002).

El mismo numero de alelos (9 secuencias) fue encontrado para los locus clasicos DAA y
DAB en S. salar, lo que posiblemente refleja el ligamiento entre ambos loci previamente
sugerido para esta especie (Stet et al., 2002). Por el contrario, en O. mykiss y O. kisutch el
numero de alelos encontrado en el locus DAB fue mayor al del locus DAA. La presencia de
mas de un locus de clase Il beta habia sido sugerido previamente para el género
Oncorhynchus (Miller y Withler, 1996), sin embargo, a pesar de que no podemos descartar

completamente que nuestros partidores amplificasen un segundo locus, la presencia de un
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maximo de dos bandas por individuos en el DGGE vy la filogenia de los alelos, nos sugieren
que no existiria un locus DAB clasico adicional en nuestras muestras.

Los niveles de polimorfismo encontrado para S. salar y O. mykiss fueron similares a los
reportados en trabajos anteriores realizados en poblaciones naturales (Miller y Withler, 1996;
Grimholt et al., 2000; Landry y Bernatchez, 2001; Shum et al., 2001; Consuegra et al., 2005a;
Aguilar y Garza, 2006). Ello nos sugiere que nuestra base de datos es representativa de la
diversidad del MHC existente en estas especies. La baja diversidad encontrada para el MHC
clase Il a de O. kisutch no tiene referentes ya que no existen estudios previos para dicho
dominio en esta especie, sin embargo bajos valores de diversidad para el gen de clase Il B
en esta especie (Miller y Withler, 1996) fueron atribuidos a un posible “cuello de botella”
durante y después de la especiacion, aungue en nuestro estudio el gen beta presenté altos
niveles de polimorfismo. A pesar de que no se puede descartar totalmente la posibilidad de
que la baja diversidad observada en O. kisutch se deba a un eventual proceso de
endogamia, por tratarse de peces en cultivo, existen varios factores que argumentan en
contra de esta posibilidad; de hecho, los peces analizados en este trabajo provenian de mas
de un centros de cultivo, presentando un alto porcentaje de individuos heterocigotos (58%
y 69% de DAA y DAB, respectivamente). Por otra parte, estudios recientes en Oncorhynchus
gilae (Peters y Turner, 2008) también mostraron niveles extremadamente bajos de
polimorfismo en el MHC clase Il B (5 alelos en 142 individuos), lo que sugiere que las
especies con distribucién restringida (como es el caso de O. gilae y O. kisutch) podrian no
necesitar mostrar una gran diversidad como consecuencia de su reducido nicho ecolégico
(Van den Berghe y Gross, 1989).

El hecho de que la diversidad aminoacidica dentro de las poblaciones fuera mayor que entre-
poblaciones, y que para ambos locus se favorecieran los cambios no-sinénimos por sobre los
sinénimos, sugieren que las moléculas del MHC clase |l de salménidos han estado
sometidas a seleccion positiva, habiendo una presiéon mas fuerte en los codones que
codifican para el PBR (Bernatchez y Landry, 2003). Esto probablemente debido al hecho
que, desde un punto de vista funcional, se requeriria una mayor variedad de moléculas
capaces de presentar los antigenos patogénicos a los que se ve expuesta una poblacion

determinada.
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La existencia de polimorfismo trans-especies (TSP) entre los dos géneros de peces,
Oncorhynchus y Salmo, fue algo inesperado pero muy interesante. Este fenémeno, que
describe la presencia de alelos similares entre especies derivadas de un ancestro comin,
habia sido reportado entre humanos y gorilas para el MHC clase | (Mayer et al., 1988), en
aves para el MHC clase Il B e incluso en algunos peces ciprinidos donde se encontré TSP
para el para el MHC clase |l entre especies a nivel de subfamilia (Graser et al., 1996; Ottova
et al., 2005). En salmoénidos solo habia sido descrito entre especies del mismo género para
el MHC clase Il de S. salary Salmo trutta (Stet et al., 2002), y para las especies del género
Oncorhynchus (O. mykiss, O. keftay O. nerka) (Aguilar y Garza, 2006). Sin embargo esta es
la primera evidencia de TSP entre dos géneros diferentes de peces, la que tal vez no habia
sido descrita previamente debido a la escasez de estudios comparativos (Shum et al., 2001),
y que corresponde a una evidencia adicional sobre el pasado comun existente entre ambos

géneros de salmoénidos.

Un analisis comparativo sobre los niveles de diversidad en el MHC clase | versus al MHC
clase Il no fue posible. Primero debido a que para clase | sélo se analizé el dominio alfa 1 del
género Oncorhynchus y el dominio alfa 2 de S. salar, a diferencia de clase Il donde se
contaba con datos para ambas cadenas alfa y beta del PBR. Segundo, porque para el MHC
clase | se consiguié una amplificacién inespecifica de loci no-clasicos, situacién que, sin
lugar a dudas, hubiera interferido en el andlisis de diversidad. Y tercero, porque el nimero de
peces analizados para el MHC clase | fue considerablemente inferior al analizado para el

MHC clase Il donde se centré la mayor parte de nuestro estudio.

Sin embargo, la presencia de polimorfismo tanto en la cadena a y B del MHC clase Il en los
géneros Oncorhynchus y Salmo sugiere un mecanismo comun para la mantenciéon de la
variabilidad en estos loci en particular. De hecho, estudios previos en salménidos sugieren
que la mayoria de las divergencias observadas en el MHC clase |l en las poblaciones
actuales podrian ser anteriores a la especiacion dentro de los salmoénidos (por ejemplo
Conejeros et al.,, 2008), por lo que resultd interesante evaluar si fendmenos como la
recombinacién, mutacién y seleccion podrian haber sido participes de la generacion de este

polimorfismo en el MHC clase |l de salménidos.
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Los resultados encontrados por diferentes analisis concuerdan en que existen evidencias de
recombinacion para ambos locus, DAA y DAB, en las tres especies, exceptuando Onki-DAA,
donde el bajo nimero de secuencias impidié el analisis. Los resultados del analisis Ldhat
sugieren que tanto la mutacién como la recombinacién estan involucradas en la creacién de
la variabilidad en los genes DAA y DAB; sin embargo, seria la recombinacién la que juega un
rol mayor, concordando con estudios previos para el MHC clase Il alfa en salmén del
Atlantico (Consuegra et al., 2005a). El niumero estimado de puntos de recombinacion (BP)
estimado por GARD fue siempre menor que el nimero minimo de eventos de recombinacion
(Rm) para ambos loci posiblemente como consecuencia de la sub-estimacion de GARD en la
deteccion de recombinacion basada en discordancia filogenética cuando el nimero de
secuencias es escaso (Kosakovsky Pond et al., 2006). Sin embargo, para ambos analisis los
sitios involucrados en recombinacion se superponen con algunos detectados bajo seleccién
positiva, ajustandose a un modelo de conversion génica y mutacion puntual como elementos
sinérgicos en la generacion de polimorfismo (Ohta, 1995). Finalmente, cabe decir que
nuestros resultados contrastan con los encontrados para MHC clase | en la misma especie,
donde la mutacién aparece como la principal fuerza evolutiva (Consuegra et al., 2005b),
proponiendo entonces mecanismos evolutivos alternativos para los genes del MHC clase | y

clase Il, pero similares para las clases |l a y B.

Por otra parte, los resultados divergentes encontrados en las pruebas de neutralidad, donde
unos encontraron evolucién neutral y otros no, pueden deberse a los diferentes criterios
utilizados por cada prueba. Las prueba D de Tajima y la prueba de Fu y Li fueron incapaces
de rechazar la hipétesis de neutralidad, probablemente porque no tienen en cuenta la
recombinacién como fuente de polimorfismo (Fu y Li, 1993; Li et al., 2003), siendo que el
analisis de LDhat ya habia demostrado que esta es una de las mayores fuentes de
diversidad para el MHC clase Il de salménidos. Sin embargo, los resultados de la prueba de
McDonald y Kreitman (McDonald y Kreitman, 1991) indicaron que algunas de las secuencias
si han evolucionado de una manera no neutral. Esta prueba compara el nimero de
polimorfismos (sustituciones dentro de las especies) y las diferencias fijas (sustituciones
entre las especies) como indicadores de las tasas de evoluciéon y asume que las mutaciones
ocurren en sitios diferentes en diferentes linajes (Egea et al., 2008), sugiriendo que este tipo
de mecanismos evolutivo pudo haber actuado en salménidos en la generacién de

diversidad.
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Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que la diversidad observada en las secuencias
de MHC clase Il a y B puede haber sido generada, en cierta medida, por seleccion positiva
en el PBR. El modelo que mejor se ajusta a nuestros datos (M2) considera tres tipos de sitos:
conservados, neutrales y bajo seleccion positiva. Este modelo es consistente con las
variadas interacciones en que estos residuos estan involucrados dentro de las moléculas
MHC, en contacto con los péptidos de union y los receptores de la superficie celular (Van
den Berg et al., 2004). Nosotros encontramos pruebas de seleccién positiva actuando tanto
en los genes de MHC clase Il a y B, cuando todas las secuencias fueron analizadas en
conjunto, y también cuando S. salar y O. mykiss fueron analizados individualmente, pero,
debido al bajo numero de secuencias, sélo se consideraron los resultados de todas las
especies en comun y los sitios que fueron identificados por los tres métodos utilizados
(Figura 5.9). Aunque la prueba de razén de probabilidades puede verse afectada por altos
niveles de recombinacién génica y el modelo M2 es potencialmente el mas afectado, los
resultados de las pruebas LRT todavia son precisas cuando, como en nuestro caso, menos
de tres eventos de recombinacion estan presentes en una muestra de 10 secuencias
(Anisimova et al., 2003). Ademas, el uso de la prediccion Bayes Emprirical Bayes de sitios
seleccionados en PAML, ha demostrado ser mas precisa con altos niveles de seleccién
positiva (Kosakovsky Pond y Frost, 2005). Por otro lado, la deriva genética como
consecuencia de los cuellos de botella de la poblacion podria dar lugar a un patrén similar al
de seleccion positiva en la prueba que comparan las relaciones entre las sustituciones
sinonimas y no-sinénimas, tales como la prueba de McDonald y Kreitman (MK) (McDonald y
Kreitman, 1991) y la prueba de maxima probabilidad (ML) (Yang, 2007). Sin embargo, la
concordancia entre los resultados de las diferentes metodologias y la historia conocida de
seleccion en los genes del MHC sugiere que los patrones de seleccién positiva que
encontramos aqui no son un artefacto y que las discrepancias entre las distintas pruebas son

sélo el resultado de diferencias en las metodologias.

La alta coincidencia de sitios conservados y polimérficos en los alineamientos de secuencias
aminoacidicas entre las tres especies analizadas reflejan una estructura bien preservada
para la regién de unién de péptidos (PBR) en salmonidos. Ademas comparaciones anteriores
con el MHC humano (Bjorkman et al., 1987b; Stern et al., 1994; Stet et al., 2002) también
muestran concordancias entre los sitios polimérficos, a pesar de que la distancia filogenética
entre teledsteos y humanos no permite llegar a conclusiones definitivas con respecto a la

ubicacién de los sitios funcionales en el PBR. Hasta el momento, no existen modelos
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cristalograficos de las proteinas del MHC Il de teledsteos, por lo que la mayoria de las
predicciones se basan en estructuras 3D de humanos o ratén disponibles en la base de
datos de PDB (www.pdb.org), y también en el alto nivel de variabilidad existente en dichos
residuos criticos (Reche y Reinherz, 2003). Utilizando estos criterios, mas del 60% de los
sitios identificados bajo seleccion positiva coincidieron con residuos predichos como parte del
PBR del HLA-DR humano basados en estudios cristalograficos (Stern et al., 1994), lo que
podria reafirmar la semejanza entre teleésteos y humanos. Ademas, modelos bioinformaticos
recientes del MHC de S. salar dan sustento a estas suposiciones (Cardenas et al., 2010).

En resumen, apartir de la caracterizacion del MHC de las poblaciones de S. salar, O. mykiss
y O. kisutch cultivadas en Chile podemos asumir que el grado de diversidad presente en

ellas es alto y muy similar al de poblaciones naturales.

Asi mismo los analisis evolutivos indican que los mecanismos utilizados en la generacién de
diversidad del MHC fueron aparentemente diferentes para el MHC clase | y el MHC clase |l
pero similares para el MHC clase Il alfa y beta en salménidos. El MHC clase | se presenta
como una estructura compleja con el locus clasico UBA y muiltiples locus no-clasicos, con su
mayor fuerza evolutiva proviniendo de la mutacion; mientras el MHC clase |l al parecer solo
presenta los locus clasicos DAA y DAB, ambos altamente polimérficos, teniendo a la
recombinacion como la mayor fuerza generadora de la diversidad. Sin embargo en ambos
MHC hay evidencias de seleccion positiva actuando en sitios predichos como parte de la
region de unién de péptido (PBR), sugiriendo una coordinacién en el actuar de estos estos
mecanismos evolutivos, con el propédsito final de optimizar y diversificar la presentacién

antigénica.

Finalmente, dadas las diferencias con vertebrados superiores, que presentan al MHC clase i
alfa poco polimérfico, nuestros resultados sugieren que el mantenimiento de la variabilidad
en el MHC clase |l alfa podria ser un mecanismo para aumentar la diversidad total en el MHC
clase Il en los salménidos con el fin de compensar la expresion de un solo gen clasico de

clase llayB.
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Parte |l:
Asociacion entre la diversidad del MHC clase Il y la resistencia o
susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis en peces salmoénidos

cultivados en Chile

5.2.1. ANTECEDENTES PRELIMINARES

Como ya se ha demostrado, Piscirickettsia salmonis es lejos el patégeno mas persistente y
agresivo que afecta la salmonicultura nacional (Leal y Woywood, 2007). A pesar de las
practicas de bioseguridad y de las variadas alternativas profilacticas desarrolladas contra el
patégeno, este sigue generando un significativo efecto negativo en la industria (Sommerset
et al., 2005). Por lo mismo, la seleccion asistida por marcadores (MAS) se presenta como la
opcién mas atractiva (Meuwissen y Sonesson, 2004) y los genes del MHC aparecen como
los mejores candidatos para la seleccion de resistencia a enfermedades (Grimholt et al.,
2003a; Kjeglum et al., 2006; Xu et al., 2008; Rakus et al., 2009).

Dichos genes estan involucrados en la distincion entre lo ajeno y lo propio mediante la
presentacion de antigenos (Steinmetz y Hood, 1983), y su regién de unién de péptidos (PBR)
ha evolucionado en una de las mas polimérficas de la naturaleza para aumentar la
posibilidad de sobrevivir a diferentes agentes (Grimholt et al., 2003a; Reche y Reinherz,
2003).

En esta segunda parte de la tesis hemos utilizado la informacion proveniente de la diversidad
del MHC clase Il en poblaciones de individuos Salmo salar, Oncorhynchus mykiss y
Oncorhynchus kisutch naturalmente expuestos a la bacteria P. salmonis en diferentes
centros de cultivo del pais, para identificar alelos posiblemente relacionados con resistencia

o susceptibilidad a este patégeno.
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5.2.2. RESULTADOS

5.2.2.1. Analisis de diversidad del MHC clase I/

La diversidad alélica del MHC clase Il fue analizada y comparada entre peces salménidos
provenientes de distintos centros de cultivo del pais, los cuales resultaron resistentes o
susceptibles a epizootias del patégeno Piscirickettsia salmonis (P. salmonis). Muestras de las
tres especies salmonidas mayormente cultivadas en Chile: Salmo salar (S. salar),
Oncorhynchus mykiss (O. mykiss) y Oncorhynchus kisutch (O. kisutch), fueron analizadas. El
estudio se centré en la regién conteniendo los sitios de unién de péptido (PBR) codificados
en el segundo exon de los genes MHC clase |l para la cadena alfa (locus DAA) y beta (locus
DAB).

En las tres especies salménidas se observé un alto nivel de polimorfismo para ambos
loci. Para el locus DAA, encontramos 12 alelos diferentes para S. salar, 11 para O. mykiss y
5 para O. kisutch; mientras que para el locus DAB, el nimero de secuencias para cada
especie fue de 13, 13 y 14, respectivamente. Algunas de estas secuencias ya habian sido
reportadas en la primera parte de esta tesis, pero 18 son secuencias nuevas; todas las
cuales ya fueron subidas a la base de datos del NCBI (Anexo II).

5.2.2.2.  Andlisis de equilibrio poblacional de Hardy-Weinberg

Basado en el analisis de los alelos de los locus DAA y DAB del MHC clase |l, se realizé un
analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) en las poblaciones originales a estudiar, con
la idea de posteriormente comparar las poblaciones de peces sanos y enfermos. El principio
de HW establece que la composicion génica permanecera constante a través de las
generaciones en aquellas poblaciones con gran tamafo y apareamiento al azar, siempre y
cuando no exista selecciéon, mutacién o migracion (Guo y Thompson, 1992). En nuestro
caso, las muestras provenian de diferentes centros de cultivo y por ende fueron catalogadas
cada una como una poblacion diferente, a pesar de sus reducidos tamarios (Tabla 5.5). Los
resultados indican que mas del 65% de las poblaciones estaban en equilibrio de HW, con el

resto de ellas mostrando desequilibrio sélo en uno de los dos loci analizados (DAA o DAB)
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debido a un exceso de individuos homocigotos. Sélo en una poblacién de O. mykiss el
desequilibrio se detecté en ambos loci.

Debido al reducido tamafio muestral de nuestras poblaciones iniciales, fue imposible
comparar los niveles de heterocigosidad entre los grupos de individuos "sanos" y "enfermos"
originales, siendo necesario agruparlos por especie con el fin de aumentar el tamafo
poblacional. Al realizar esto se encontré indistintamente, tanto para algunos grupos de
individuos sanos como enfermos (poblaciones S y E en Tabla 5.5), en uno u ambos loci, un
exceso de homocigotos similar al encontrado en algunas poblaciones originales, por lo que
no se dio relevancia a dichos resultados.

Tabla 5.5.

Prueba de Hardy-Weinberg para el MHC de salménidos naturalmente expuestos a P. salmonis.
Valores estimados para los locus DAA y DAB del MHC clase Il de las poblaciones de peces
salmonidos originales y para los grupos de individuos sanos (S) y enfermos (E) de cada especie. Se
muestra el numero (N) de individuos totales, sanos y enfermos para cada poblacién (Pob). Los valores
de Fis positivos y negativos indican respectivamente un exceso de individuos homocigotos o
heterocigotos para aquellas poblaciones con desviaciones del equilibrio de HW (*valor-p<0,05).

DAA DAB

. N N N Fis Fis Fis Fis
Especie Pob Total S E Valor-p W&ce R&H Valor-p W&ce R&H
S. salar Sasa 6 3 3 B* 0,655 0,589 0,033 0,322 0,238
Sasb 6 4 2 0,254 0,273 0,247 0,920 -0,200 -0,120
Sasc 15 0 15 0,635 0,145 0,123 1 -0,114 -0,046
Sase 15 12 3 0,278 0,056 0,021 0* 0,497 0,294
Sasf 15 15 0 0,208 0,005 -0,014 0,021* 0,069 0,025
S 0 34 0 0* 0,178 0,152 0* 0,245 0,129
E 0 0 23 0,033 0,236 0,101 0,269 0,025 0,080
O. mykiss Onma 30 26 4 0,042 0,197 0,146 0* 0,595 0,471
Onmb 10 9 1 0,003 0,355 0,164 0* 0,451 0,301
Onmc 4 0 4 0,200 1 1,500 0,760 0,053 0,021
S 0 35 0 0,002 0212 0,189 0* 0,641 0,581

E 0 0 9 0* 0,714 0,600 0,172 0,132 0,071
O. kisutch Onka 12 11 1 1 0,114 0,069 0,243 0,018 0,018
Onkb 13 12 1 0,564 -0,200 -0,141 0,280 -0,1703 -0,081
Onkc 9 9 0 1 0,024 0,034 0,191 0,118 0,056

Onkd 10 2 8 0,377 0,253 0375 0,844 0 0
Onke 10 5 5 0,396 0,211 0,231 0,349 -0,068 0,066
Onkf 12 4 8 0,066 -0,303 -0,236 0,151 0,059 0,043
Onkg 5 0 5 1 -0,091 -0,028 0,804 0,368 0,167
Onkh 5 3 2 0,615 0,143 0,163 0,307 0,217 0,167
Onki 12 0 12 0,530 0,214 0,324 0* 0,273 0,239
S 0 46 0 0,503 -0,109 -0,061 0,001* 0,045 0,089
E 0 0 42 0,033 0,201 0,287 0* 0,231 0,297
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5.2.2.3. Prueba de diferenciacién poblacional

En la busqueda de diferencias entre los grupos de peces sanos y enfermos, dos pruebas de
diferenciacion poblacional fueron utilizadas: un andlisis de FST y una prueba exacta (Tabla
5.6). Ambas pruebas fueron capaces de identificar diferencias significativas entre los grupos
de peces a lo menos en algunos casos. En el andlisis de diferenciacién FST (Reynolds et al.,
1983) se encontraron diferencias significativas (valor-p<0,05) entre los peces sanos y
enfermos sélo para los loci DAA y DAB de S. salar. Mientras que en la prueba exacta de
diferenciacion poblacional (Raymond y Rousset, 1995a) se encontraron diferencias
significativas (valor-p<0,05) entre ambos grupos tanto para el locus DAB de las tres
especies, como para el locus DAA de S. salar. Tomando en cuenta estos resultados se

procedié a buscar qué elementos estaban provocando tales diferencias.

Tabla 5.6.

Pruebas FST y de diferenciacion exacta entre los grupos de peces sanos y enfermos
naturalmente expuestos a P. salmonis. Se muestran los resultados para los locus DAA y
DAB del MHC clase |l de las especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch. Se indican las
diferencias significativas (*valor-p<0,05).

Locus Valor FST Valor-p FST Valor-p exacto
Sasa-DAA 0,057 0,006* 0,004*
Sasa-DAB 0,033 0,042* 0,0007*
Onmy-DAA 0,005 0,331 0,072
Onmy-DAB 0,036 0,078 0,044~
Onki-DAA -0,001 0,385 0,305
Onki-DAB 0,011 0,156 0,0003*

5.2.2.4. Analisis de disimilitud alélica del MHC clase Il

Se estimo la diversidad nucleotidica no-sinénima promedio (Ka) para cada locus y especie, y
se compararon los valores obtenidos tanto para los grupos de peces sanos como para los
enfermos utilizando una prueba-t (Figura 5.11). Se encontraron diferencias estadisticas sélo
para la especie O. mykiss (valor-p<0,05), observandose una interesante relacién entre la
diversidad del MHC clase |l y el estado de salud de los peces, la cual fue contradictoria entre
ambos locus. Para el locus DAA los individuos sanos presentaron una mayor disimilitud
alélica (Ka) que los enfermos (p=0,009); en cambio, para el locus DAB los individuos sanos

mostraron una Ka menor que los enfermos (p=0,016).
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Figura 5.11. Diversidad nucleotidica no-sinénima promedio (Ka) para el MHC clase |l de
salmonidos naturalmente expuestos a P. salmonis. Se muestran los valores para el locus
DAA y DAB en los peces sanos (barras negras) o enfermos (barras blancas) de las
especies S. salar, O. mykiss y O. kisutch. Se indican la desviacion estandar y las
diferencias significativas en la prueba-t (*p<0,05).

5.2.2.5. Analisis de frecuencias alélicas y genotipicas.

Al analizar las frecuencias alélicas del MHC de clase |l para cada locus y especie, y
comparar sus valores entre los grupos de peces sanos y enfermos mediante la prueba
estadistica Lp (Hindar et al, 2004) encontramos alelos altamente asociados con la
susceptibilidad a la bacteria P. salmonis (valor-p<0,001) (Figura 5.12). Para S. salar esta
observacion fue valida para ambos loci DAA y DAB (alelos Sasa-DAA*0901 y Sasa-
DAB*0701); en cambio para O. mykiss solo para el locus DAA (alelo Onmy-DAA*1103), y
para O. kisutch s6lo para ellocus DAB (alelo Onki-DAB*0601). Otros alelos mostraron
diferente frecuencia entre los grupos de peces sanos y enfermos con una significancia
estadistica menor (valor-p<0,05) destacando aquellos que se encuentra solo en individuos
sanos como Sasa-DAA*0301, *0302 y *0401; Sasa-DAB*0202, *0401 y *0402; y Onmy-
DAB*1501.

Adicionalmente, se observé una tendencia tanto para S. salar como para O. mykiss en que la
mayoria de los alelos altamente relacionados con la susceptibilidad a P. salmonis
presentaron las mayores frecuencias en la poblacién; mientras que los posiblemente

relacionadas con resistencia presentaron las frecuencias menores (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Frecuencias alélicas para el MHC Clase Il en salmoénidos naturalmente
expuestos a P. salmonis. Se muestran los valores para los locus DAA y DAB en los
grupos sanos (barras negras) o enfermos (barras blancas) de las especies A. S. salar, B.
O. mykiss y C. O. kisutch. Se indica la asociacion de alelos al estado sano o enfermo
medido con la prueba estadistica Ly (**p<0,001, *p<0,05).
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Con respecto a las frecuencias genotipicas analizadas por el estadistico Lp, sélo dos
genotipos,  Sasa-DAA*0901/0901 (p=0,0003) y Sasa-DAB*0701/0801 (p=0,0041),
presentaron una frecuencia significativamente mayor en la poblacién enferma. Esta
asociacion se debe probablemente a que ambos genotipos contienen alelos que ya
individualmente estaban relacionados con la susceptibilidad a P. salmonis (alelos Sasa-
DAA*0901 y Sasa-DAB*0701).

Finalmente, se estimé la contribucién de cada alelo a la separacion de los grupos sanos y
enfermos mediante un analisis SIMPER (Clarke, 1993). Para S. salary O. mykiss, los alelos
que contribuyen mas son aquellos relacionados con la susceptibilidad al patégeno mediante
la prueba Lp: alelos Sasa-DAA*0901 (26%), Sasa-DAB*0701 (24%) y Onmy-DAB*0301
(18%). Mientras que para O. kisutch el alelo de mayor contribucién a la diferenciacién de las
poblaciones es Onki-DAB*1201 (22%), el cual estaba relacionado con resistencia al
patogeno segun el estadistico Lp. Para el locus DAA de O. mykiss y de O. kisutch este
analisis no se llevo a cabo por no existir diferencias significativas entre los grupos de peces

sanos y enfermos (Tabla 5.6).

Estos resultados nos indican que es posible encontrar alelos del MHC clase Il altamente

relacionados con la resistencia o susceptibilidad a P. salmonis en las especies estudiadas.

5.2.3. DISCUSION

Este es el primer estudio en salménidos que intenta correlacionar la resistencia o
susceptibilidad a la bacteria patégena Piscirickettsia salmonis (P. salmonis) con la
variabilidad en genes del sistema inmune de peces cultivados. Mediante el analisis y
comparacion de la diversidad alélica del MHC clase |l de peces que sobrevivieron o murieron
durante epizootias de P. salmonis, hemos sido capaces de identificar diferencias en las
frecuencias alélicas entre los peces sanos y enfermos, lo que sugiere fuertemente que alelos
particulares podrian reflejar la habilidad de un pez a responder diferencialmente a la

infeccion del patdgeno.

El analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) en nuestras poblaciones originales

establecio que algunas de ellas estaban en desequilibrio, lo cual podria deberse al reducido
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tamafio muestral de ellas (Guo y Thompson, 1992). Se ha establecido por ejemplo que se
requiere un minimo 20 individuos para conseguir resultados con niveles de significancia de
0,15 (Elston y Forthofer, 1977), y por lo mismo se decidié6 comparar en conjunto los grupos
de individuos sanos u enfermos totales por especie. Sin embargo al realizar esto se observo
un exceso de homocigotos, que en ningun caso se relacioné con una susceptibilidad frente al
patégeno P. salmonis como se hubiera esperado segun la hipétesis evolutiva de ventaja
heterocigética (Penn et al.,, 2002), sino mas bien que podria ser atribuida al denominado
efecto Wahlund que establece que al mezclar dos poblaciones, incluso estando ellas en
equilibrio HW, se produce un desbalance que provoca un déficit de heterocigotos (Wahlund,
1928). Dado lo anterior, decidimos no considerar los resultados de estos analisis, no
obstante de seguir utilizando en conjunto las muestras por especie para cada condicion,

sanas o enfermas, en el resto de nuestros analisis.

En las pruebas de diferenciacion génica poblacional detectamos discrepancias entre los
resultados obtenidos por la prueba FST y la prueba exacta. La primera detectd diferencias
génicas entre las poblaciones de peces sanos y enfermos solo para Salmo salar, mientras
que la prueba exacta para las tres especies. Lo anterior puede atribuirse a diferencias en los
parametro utilizados por dichas pruebas, ya que por ejemplo, el analisis de FST considera
tanto las frecuencias haplotipicas como la similitud de secuencia entre los alelos (Reynolds
et al., 1983), mientras que la prueba exacta solo tiene en cuenta las frecuencias de los
haplotipos (Raymond y Rousset, 1995a). Dado que el criterio de frecuencias alélicas fue
utilizado posteriormente para determinar los alelos asociados a resistencia o susceptibilidad
a P. salmonis, y a que la prueba exacta fue capaz de encontrar mayores diferencias génica
entre nuestros grupos experimentales, se determind que los resultados de dicha prueba

fueran considerados como base para los futuros analisis.

Nuestros resultados han mostrado un interesante resultado respecto al grado de diversidad
alélica del MHC (Ka) en O. mykiss y el estado de salud de los salménidos frente al patégeno
P. salmonis, el cual fue contradictorio entre ambos locus: Ka mayor en los individuos sanos
en el locus DAA, pero menor en los individuos sanos en el locus DAB (Figura 5.11). Los
resultados para el locus DAA, concuerdan con los encontrados por (Consuegra y Garcia de
Leaniz, 2008), donde individuos S. salar resistentes para el nematodo Anisakis sp. fueron
mas disimiles en su MHC clase Il a que los infectados; y es lo que esperariamos suponiendo
que los individuos con MHC disimiles se benefician al ser capaces de presentar una gama
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mas amplia de agentes patégenos (Penn et al., 2002). Sin embargo al no ocurrir lo mismo
para el locus DAB, ni para las otras especies, debemos suponer que son determinados
alelos en particular, y no la variabilidad per-sé, los que podrian estar confiriendo una ventaja
adaptativa (Takahata y Nei, 1990), tal como se demostr6 en analisis posteriores.

Los resultados de los analisis de las frecuencias alélicas en nuestras poblaciones de
salmones sanos y enfermos sugieren la existencia de alelos altamente correlacionados con
la susceptibilidad a P. salmonis, y otros que con menor significancia podrian estar
relacionados con resistencia al patégeno (Figura 5.12). Asi mismo, la alta contribucion de
estos alelos a la separacién de las poblaciones de individuos sanos y enfermos, avala los
resultados de correlaciéon obtenidos y el posible uso de dichos alelos en la seleccién de
individuos.

Estos resultados respaldan la hipotesis de seleccion natural dirigida por patégenos,
sugiriendo que ellos juegan un rol fundamental en la evolucién y mantencién de la diversidad
del MHC (Bernatchez y Landry, 2003). Adicionalmente, la tendencia observada en que la
mayoria de los alelos altamente relacionados con susceptibilidad presentaron las frecuencias
poblacionales mayores; mientras que los relacionadas con resistencia presentaron las
frecuencias menores, sugiere que dicha seleccion natural esta impulsada por una ventaja de

alelos raros (Takahata y Nei, 1990).
Se propone, entonces, que los alelos de MHC clase |l pueden ser muy Utiles en la

identificacién y seleccion de poblaciones de reproductores salménidos susceptibles o

resistentes a P. salmonis.
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5.2. Partelll:
Asociacion de alelos del MHC clase Il con resistencia o
susceptibilidad a Piscirickettsia salmonis en ejemplares Salmo salar

desafiados con la bacteria

5.3.1. ANTECEDENTES PRELIMINARES

Salmo salar ha sido histéricamente la mayor especie salménida cultivada en Chile y uno de
los modelos animales mas utilizados en ciencia basica e investigacion acuicola (Revisado en
Grimholt et al., 2009). Su MHC se encuentra bien caracterizado (Stet et al., 2002; Lukacs et
al., 2007; Harstad et al., 2008) y por lo mismo ha sido utilizado en varios estudios de
diversidad poblacional y evolucién (Por ejemplo Landry y Bernatchez, 2001; Consuegra et
al., 2005a; Consuegra et al., 2005b; Gomez et al., 2010).

La asociacion de sus genes MHC con la resistencia a enfermedades ha sido ampliamente
estudiada para diferentes patégenos tanto bacterianos como virales (Langefors et al., 2001:
Lohm et al., 2002; Grimholt et al., 2003a; Miller et al., 2004a; Kjeglum et al., 2006; 2007;
Wynne et al., 2007; Consuegra y Garcia de Leaniz, 2008; Dionne et al., 2009); sin embargo,
no existen estudios que involucren a la bacteria patégena Piscirickettsia salmonis, que
constituye la principal amenaza para la subsistencia de la acuicultura nacional (Fryer y
Hedrick, 2003).

En un intento de encontrar una solucién contra P. salmonis, se realizdé un ensayo de desafio
controlado con la bacteria en la especie S. salar y se analizd sus genes del MHC clase Il en
la busqueda de alelos que pudieran estar relacionados con la resistencia o susceptibilidad a

este patégeno.
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5.3.2. RESULTADOS

5.3.2.1. Ensayo de desafio y anélisis de diversidad del MHC clase I/

Un total de 200 peces de la especie Salmo salar (S. salar) fue desafiado con la bacteria
Piscirickettsia salmonis (P. salmonis) y la diversidad de sus genes MHC clase |l analizada.
Los peces, provenientes de dos familias diferentes (grupos experimentales A y B), fueron
inyectados con la bacteria, y mantenidos en dos tanques experimentales (tanque 1y 2), cada
uno conteniendo 50 individuos de cada grupo (Figura 4.1). Las mortalidades fueron
colectadas diariamente hasta el dia 20, alcanzando valores de 75% y 79% para los grupos A
y B respectivamente, y de 63% y 90% para los tanques 1 y 2 respectivamente (Tabla 5.7).

Tabla 5.7.
Valores de sobrevivencia (S) y mortalidad (M) para grupos S. salar desafiados con P.
salmonis. Se muestran el numero de individuos por grupo experimental (A 'y B) y por
tanque (T1y T2).

Grupo Tanque ) M
A T1 22 28
T2 3 47

B T1 15 35
T2 6 41
Total 45 152

El ADN de cada individuo, mortalidad o sobreviviente del ensayo, fue extraido y utilizado
para la amplificacion, mediante PCR, de los genes del MHC clase Il alfa (locus DAA) y beta
(locus DAB) utilizando los partidores y condiciones establecidos en las Tablas A.1 y A.2 del
Anexo |. Los amplicones de cada individuo fueron resueltos mediante DGGE utilizando las
condiciones de denaturante establecidas para cada locus (Tabla A.3, Anexo [), obteniéndose

una buena resoluciéon con un maximo de dos alelos por individuo para cada gen.

El analisis de las bandas correspondientes a los alelos del MHC clase Il revelé6 que los
grupos experimentales utilizados presentaban un alto grado de polimorfismo en los loci
analizados, con altos valores de diversidad tanto nucleotidica como aminoacidica en ambos
grupos (Tabla 5.8). Para el locus DAA se encontraron 9 alelos, y para el locus DAB 12 alelos
en total (Tabla 5.8), con distribuciones levemente diferentes entre ambos grupos

experimentales (ver Figura 5.15).
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Figura 5.13. Caracterizacién alélica del MHC Clase Il de S. salar mediante DGGE. A.
Locus DAA. B. Locus DAB. Cada carril representa un individuo diferente.

Tabla 5.8.
Variabilidad del locus DAA y DAB del MHC clase Il en los grupos S. salar desafiados con P. salmonis.
Locus Grupo N A S dN ds m DA
DAA A 97 8 22 0,058 0,019 0,049 0,096
B 90 9 22 0,058 0,019 0,049 0,095
DAB A 97 10 42 0,075 0,026 0,064 0,134
B 92 11 36 0,064 0,027 0,055 0,114

N= numero de individuos; A= nimero de alelos; S= nimero de sitios segregantes; dN &
dS= distancias no-sinénimas y sinénimas promedio entre haplotipos; = diversidad
nucleotidica; DA= diversidad aminoacidica.

5.3.2.2. Anélisis de equilibrio poblacional de Hardy-Weinberg

Una vez conocida la composicion alélica individual se realizé un analisis de Hardy-Weinberg
(HW) (Guo y Thompson, 1992) para ver si nuestras poblaciones origen estaban en equilibrio.
Ninguno de los dos grupos utilizados en el desafio estaba en equilibrio HW para los locus
DAA y DAB del MHC clase |l (Tabla 5.9). El grupo A presentaba un desequilibrio a causa de
un exceso de individuos homocigotos (Fis positivo) y el grupo B un desequilibrio causado por
un exceso de heterocigotos (Fis negativo), presentando ambos grupos resultados
concordantes entre los dos locus del MHC analizados. Adicionalmente analizamos si los
subgrupos de individuos sobrevivientes o mortalidades del ensayo de desafio tenian un
comportamiento similar a sus poblaciones origen, dandonos cuenta que esto se cumplié para
todos los subgrupos, a excepcion de los individuos sobrevivientes del grupo B (B-S) que
inesperadamente estaban en equilibrio.
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Tabla 5.9.

Prueba de Hardy-Weinberg para el MHC de individuos S. salar desafiados con P. salmonis.
Valores estimados para el locus DAA y DAB del MHC clase Il de los grupos experimentales Ay By los
subgrupos de individuos sobrevivientes (S) y mortalidades (M). Se muestra el numero (N) total de
individuos para cada grupo. Los valores de Fis positivos y negativos indican respectivamente un
exceso de individuos homocigotos o heterocigotos para aguellas poblaciones con desviaciones del
equilibrio de HW (*valor-p<0,05).

DAA DAB
N Fis  Fis Fis Fis

Grupo  rorg Valorp yec  pey VAP e Ran
A 98 00004* 0075 0072 O 0.070 0,069
A-S 25 00657 0032 0053  00054* 0121 0121
AM 73 00018 0093 0070 00001 0059 0.055
B 94 0,0070* -0,055 -0038  00086* -0015 -0012
B-S 20 09352 -0110 -0,089 08955 -0089 -0053 °

B-M 74 00110 -0,049 -0,029 0,0090* 0,000 -0,002

5.3.2.3. Prueba de diferenciacion poblacional

Buscando diferencias entre nuestros grupos de peces sobrevivientes y mortalidades de los
ensayos de desafio realizamos una prueba exacta de diferenciacién poblacional (Raymond y
Rousset, 1995a; Raymond y Rousset, 1995b) (Tabla 5.10). Esta prueba habia demostrado
mayor sensibilidad en la busqueda de diferencias que la prueba FST (Reynolds et al., 1983),
sin embargo fue incapaz de encontrar diferencias significativas (p<0,05) entre los subgrupos
de individuos sobrevivientes y mortalidades de nuestros grupos experimentales A y B; ni

siquiera aun cuando sus subgrupos fueron comparados en conjunto (A+B).

Tabla 5.10.

Prueba de diferenciacion génica exacta entre los peces sobrevivientes y mortalidades de
los grupos experimentales A y B desafiados con P. salmonis. Se muestran los valores de
probabilidad (valor-p) para la prueba G en los locus DAA y DAB del MHC clase Il de la
especie S. salar.

Grupo A Grupo B Grupos A+B
Locus Valor-p Valor-p Valor-p
DAA 0,664 0,177 0,332
DAB 0,785 0,266 0,578

76



5.3.2.4. Analisis de disimilitud alélica del MHC clase I/

Debido a que se conocian los alelos del MHC clase |l presentes en cada individuo vy la
secuencia nucleotidica de ellos, fue posible estimar la diversidad nucleotidica no-sinénima
(Ka) para cada individuo por locus, y posteriormente calcular su valor promedio para los
subgrupos de individuos sobrevivientes y mortalidades de cada grupo experimental (Figura
5.14). Los valores Ka promedio para el locus DAA fueron similares entre los subgrupos de
individuos sobrevivientes y mortalidades de los grupos A y B; mientras que para el locus
DAB, aunque el grupo experimental B pareciera tener una Ka promedio mayor que el grupo
A, no se demostraron diferencias significativas entre ambos grupos o entre sus respectivos

subgrupos.

BA-S BA-M EB-S OB-M

0.04 -

0.02 -

0.00

DAA DAB
Locus

Figura 5.14. Diversidad nucleotidica no-sinénima promedio (Ka) del MHC clase |l de S.
salar desafiados con P. salmonis. Se muestran los valores para el locus DAA y DAB en
los peces sobrevivientes del grupo A (A-S), mortalidades del grupo A (A-M),
sobrevivientes del grupo B (B-S), y mortalidades del grupo B (B-M). Se indica la
desviacion estandar.

5.3.2.5. Anélisis de frecuencias alélicas y haplotipicas

Primero se analizé las frecuencias alélicas totales en los grupos experimentales A y B
(Figura 5.15-A), observando que, aunque la mayoria de los alelos son compartidos entre
ambas poblaciones la frecuencia de ellos en cada poblaciéon es diferente y existen alelos
Unicos para cada una, como Sasa-DAB*0101 para el grupo A y Sasa-DAB*0201 para el

grupo B. Asi mismo, al analizar las frecuencias haplotipicas nos dimos cuenta que un grupo
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de tan solo 10 haplotipos representaba mas del 80% de las combinaciones existentes en
nuestros grupos A y B (Figura 5.15-B)
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Figura 5.15. Frecuencias alélicas y haplotipicas totales para el MHC Clase Il de S. salar
por grupos experimentales del ensayo de desafio. Se muestra las frecuencias A. alélicas
y B. haplotipicas para los grupos A (barras negras punteadas) y B (barras blancas).

Luego, se compararon las frecuencias alélicas y haplotipicas entre individuos sobrevivientes
y mortalidades utilizando el estadistico Ly (Hindar et al., 2004) con un vivel de significancia
de 0,05.
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Al comparar las frecuencias entre individuos sobrevivientes y mortalidades totales del ensayo
de desafio, sin separar por grupo ni tanque experimental, no se encontré diferencias

significativas entre estos subgrupos (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Frecuencias alélicas y haplotipicas totales para el MHC Clase Il de S. salar
por subgrupos sobrevivientes y mortalidades del ensayo de desafio. Se muestra las
frecuencias A. alélicas y B. haplotipicas para los individuos sobrevivientes (barras

negras) o mortalidades (barras blancas). No se observa asociacién a sobrevivencia o
mortalidad medido con la prueba estadistica Lp.

Posteriormente, al separar los individuos por grupo experimental (A y B) se observaron
diferencias significativas entre las frecuencias alélicas y haplotipicas de los subgrupos
sobrevivientes y mortalidades (Figura 5.17). Para el grupo B los alelos Sasa-DAA*0501 y

Sasa-DAB*0301, estaban mayormente representados en los individuos sobrevivientes

79



(Figura 5.17-A), y concordantemente, el haplotipo Sasa-DAA*0501/DAB*0301 presentaba el
mismo comportamiento (Figura 5.17-B).
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Figura 5.17. Frecuencias alélicas y haplotipicas para el MHC Clase Il de S. salar por
grupo experimentales y estado de salud en el ensayo de desafio. Se muestra las
frecuencias A. alélicas y B. haplotipicas para los individuos sobrevivientes (barras
negras) o muertos (barras blancas) dentro de los grupos A (barras punteadas) y B (barras
lisas). Se muestra asociacion del alelo a la mortalidad o sobrevivencia medido con la
prueba estadistica Ly (*p<0,05).

Finalmente, al comparar las frecuencias entre los subgrupos sobrevivientes y mortalidades
de los tanques experimentales (tanques 1y 2), se observé que en el tanque 2 nuevamente
los alelos Sasa-DAA*0501 y Sasa-DAB*0301 estaban significativamente mas representados

en el grupo de sobrevivientes (Figura 5.18).
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Figura 5.18. Frecuencias alélicas para el MHC Clase |l de S. salar por tanque
experimental en el ensayo de desafio. Se comparan los individuos sobrevivientes (barras
negras) o muertos (barras blancas) para los tanques 1 (barras punteadas) y 2 (barras
lisas). Se muestra asociacion del alelo a la mortalidad o sobrevivencia medido con la
prueba estadistica Ly (*p<0,05).

5.3.3. DISCUSION

A partir de los analisis del MHC de individuos Salmo salar (S. salar) desafiados con
Piscirickettsia salmonis (P. salmonis) se observé que existia una diferencia significativa ente
la composicién del MHC de los locus DAA y DAB de individuos sanos y enfermos,
pudiéndose encontrar alelos de ambos locus asociados con resistencia a la bacteria. El
haber aumentado el nimero de muestras nos permiti6 fortalecer el analisis estadistico
posterior y obtener conclusiones valederas (Edwards et al., 2005). Sin embargo, y tal como
discute Grimholt et al. (2009), la falta de un grupo experimental estandarizado evita la
obtencién de resultados reproducibles, y en nuestro caso, aunque obtuvimos nuevos e
interesantes resultados, no pudimos corroborar a través de los ensayos de desafio lo

observado a partir de muestras de centros de cultivo.

Un primer problema en la realizacion de estos ensayos fue que a pesar de que ambos
grupos experimentales presentaron similares niveles de mortalidad total (~75%), éstas
variaron entre los dos tanques utilizados para el experimento, con el tanque 2 presentando
niveles de mortalidad muy elevados (90%), que provocaron que el nimero de individuos
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sobrevivientes al ensayo fuera muy inferior al de mortalidades, sesgando asi el andlisis de
los datos. Esta diferencia entre ambos tanques puede deberse a que las condiciones de
mantenimiento en el segundo tanque no fueron las 6ptimas (alimentacion, temperatura, pH,
turbulencia, etc), provocando stress en los individuos, lo cual es sabido puede aumentar el
nivel de mortalidades cuando se esta en presencia de un agente patégeno como P. salmonis
(Fryer y Hedrick, 2003).

Los analisis iniciales de diversidad, asi como los posteriores analisis de frecuencias alélicas
demostraron que la distribucién y diversidad alélica eran disimiles entre nuestras poblaciones
experimentales, siendo dichas diferencias mas notorias para el locus DAB. Sin embargo,
aunque el grupo experimental B presenté un numero de alelos mayor al del grupo A, éste
ultimo presentd valores de diversidad totales similares o superiores al del grupo B,
equiparando finalmente los niveles de polimorfismo (Tabla 5.8). Ademas, cabe destacar que
los valores de diversidad total encontrados fueron muy similares a los encontrados en
centros de cultivo y en poblaciones naturales de S. salar (Landry y Bernatchez, 2001:
Consuegra et al., 2005a), con el locus DAB mas diverso que el DAA.

Los resultados del analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) permitieron darnos cuenta
que nuestros grupos experimentales, provenientes de dos familias diferentes, poseian
frecuencias alélicas en su MHC clase Il que estaban en discordancia con el esperado
equilibrio de HW. EI grupo A poseia un exceso de individuos homocigotos y el grupo B de
heterocigotos, lo cual se podria adjudicar por un lado al origen de cultivo de las familias
originales, las cuales podrian estar limitadas en su apareamiento natural, provocando una
desviacion de las frecuencias esperadas en el equilibrio (Guo y Thompson, 1992); o en el
caso del grupo A, a un origen mezclado de la poblacion utilizada que provocaria un déficit de
heterocigotos (Wahlund, 1928). Debido a este desequilibrio de HW en las poblaciones
origen, fue imposible verificar si la heterocigosis del MHC constituia una ventaja adaptativa
per sé en nuestras poblaciones como es postulado por una de las hipétesis de seleccion
natural dirigida por patégenos (Penn ef al., 2002), sin embargo dicho desequilibrio podria
haber influenciado el analisis de asociacion ya que los Unicos dos alelos asociados
posteriormente con resistencia a P. salmonis provenian del grupo B en el cual se encontré

un exceso de heterocigosis.
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A pesar de que en los andlisis de las muestras provenientes de centros de cultivo habiamos
detectado diferencias significativas entre peces S. salar sanos y enfermos utilizando dos
pruebas de diferenciacion génica, en este ensayo fuimos incapaces de encontrar diferencias
entre peces sobrevivientes o mortalidades cuando analizamos cada grupo experimental por
separado o en conjunto utilizando la prueba menos estricta. Esto puede deberse a que esta
prueba de diferenciacion exacta (Raymond y Rousset, 1995a) considera sélo la distribucién
de frecuencias alélicas totales y no la frecuencia de cada alelo en particular, y cémo pudimos
ver en nuestros graficos (Figura 5.17-A), aunque ciertos alelos estdn mas representados en
uno u otro subgrupo, en general su distribucién es uniforme entre sobrevivientes y

mortalidades.

El analisis de disimilitud alélica del MHC (Ka) no revelé diferencias entre los valores
promedio de los subgrupos de individuos sobrevivientes o mortalidades del ensayo de
desafio, concordando con los resultados obtenidos desde centros de cultivo para S. salar,
pero contrastando con la tendencia observada en dichos analisis y en estudios anteriores
donde al menos para el locus DAA de S. salar se habia asociado una alta disimilitud alélica
con la resistencia al parasito Anisakis sp. (Consuegra y Garcia de Leaniz, 2008). De esto se
podria deducir que solo el poseer una alta disimilitud alélica no confiere una ventaja
adaptativa en S. salar contra P. salmonis, y que por ende podrian ser determinados alelos en
particular los que podrian estar confiriendo esta ventaja (Takahata y Nei, 1990), tal como se

demostrd en analisis posteriores.

Quiza uno de los resultados mas interesantes de nuestro estudio fue el descubrir que existen
haplotipos determinados para los locus DAA/DAB que se encuentran repetidos dentro de las
poblaciones en estudio, con un grupo de ellos representando mas del 80% de la poblacion.
Estos haplotipos sugieren una heredabilidad conjunta de los alelos de los locus DAA y DAB,
constituyendo una evidencia para la teoria de ligamiento entre ambos locus en S. salar
propuesta anteriormente (Stet et al., 2002). Este ligamiento ya ha sido probado en teleésteos
para zebrafish, encontrandose que los genes de clase |l alfa y beta se ubican cercanos en el
cromosoma 8 (Sambrook et al., 2005), sin embargo, para poder decir que efectivamente
ocurre lo mismo en S. salar tendria que secuenciarse toda la region cercana a dichos genes.

Finalmente, si bien los analisis comparativos de las frecuencias alélicas y haplotipicas entre
individuos sobrevivientes y mortalidades totales del ensayo de desafio no lograron encontrar
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diferencias significativas entre ambos grupos; se obtuvieron interesantes y concordantes
resultados cuando se realiz6 el analisis de forma separada tanto por grupo como por tanque
experimental. En ambos analisis los alelos Sasa-DAA*0501, Sasa-DAB*0301 y el haplotipo
Sasa-DAA*0501/DAB*0301, se encontraban significativamente mas representados en el
subgrupo de individuos sobrevivientes, por lo que dichos alelos estarian fuertemente
asociados a la resistencia al patégeno P. salmonis. Y aungue estos alelos no se encontraban
en bajas proporciones en la poblacién total, tal como se esperaba bajo la teoria de ventaja
de los alelos raros (Takahata y Nei, 1990), su presencia conjunta en los individuos
sobrevivientes hace suponer que dicho haplotipo crea una estructura de PBR muy apta para
la presentacion antigénica de los péptidos provenientes de P. salmonis, y con ello un
mecanismo de defensa efectivo ante el patégeno.

En resumen, se puede decir que los ensayos de desafio controlado constituyen una buena
herramienta para realizar estudios sobre la resistencia a enfermedades, y que en nuestro
caso nos permitieron encontrar alelos y haplotipos significativamente asociados con la
resistencia a la bacteria P. salmonis en |la especie S. salar. Adicionalmente, el alto nimero de
ejemplares utilizados provenientes de familias conocidas, nos permitié descubrir la existencia
de haplotipos del MHC clase Il alfa y beta establecidos en la poblacién que sugieren un
ligamiento entre los genes de los loci DAA y DAB del MHC de S. salar.
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6. CONCLUSIONES FINALES

En esta Tesis, hemos caracterizado el MHC de las poblaciones de peces S. salar, O. mykiss
y O. kisutch cultivados en Chile. Al hacer un analisis transversal de todos los temas

analizados y discutidos, podemos llegar a las siguientes conclusiones:

1.- El grado de diversidad del MHC en las poblaciones de cultivo confinado es alto y similar

al reportado para poblaciones naturales.

2.- El analisis del MHC clase | y Il de salmdnidos muestra diferencias significativas en su
complejidad. EI MHC clase | presenta un locus clasico UBA y mdltiples loci no-clasicos, todos
polimérficos. EI MHC clase Il a pesar de la existencia de loci no-clasicos, presenta altos

grados de polimorfismo para los loci clasicos DAA y DAB.

3.- El analisis evolutivo del MHC clase Il nos indica que tanto la recombinacién como la
seleccion positiva son los principales gestores de diversidad para la cadena alfa y beta;

contrario a lo reportado para el MHC clase |, donde la mutacién cobra relevancia.

4.- Como era de esperar, la mayor parte de la diversidad del MHC se concentra en la region

de union de péptido (PBR), directamente involucrada en la presentacién antigénica.

5.- Independiente que se analicen genes en peces de cultivo naturalmente infectados o
desafiados en forma controlada con el patégeno P. salmonis, es posible identificar alelos

significativamente asociados con resistencia y/o susceptibilidad a este patégeno.
6.- La concordancia entre resultados y su validacion estadistica permite concluir que el MHC

clase Il constituye un buen marcador en la identificacién y seleccién de poblaciones de

salmoénidos susceptibles o resistentes a P. salmonis.

85



7. PROYECCION FUTURA Y RECOMENDACIONES

Esta tesis se encuentra enmarcada dentro del proyecto CORFO Innova: “Seleccion de alelos
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) para el disefio de productos que indiquen
tanto resistencia como susceptibilidad a P. salmonis en especies salménidas en cultivo”, por
lo que el objetivo final es la obtencion de un producto que nos permita identificar y
seleccionar especimenes reproductores capaces de producir una progenie resistente al

patogeno Piscirickettsia salmonis.

Los resultados obtenidos durante la tesis nos permitieron identificar los posibles alelos del
MHC que podrian ser utilizados como marcadores de resistencia o susceptibilidad en las tres
especies salmoénidas estudiadas, por lo que sélo queda por delante establecer la
metodologia a utilizar para detectar dichos alelos en las poblaciones problema. Para ello
hemos propuesto tres posible metodologias: un procedimiento DGGE similar al utilizado
durante la tesis; el disefio de sondas Tagman especificas para cada alelo a identificar; o el
disefio y produccion de anticuerpos especificos contra los mismos alelos (Figura 7.1)
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Resistencia o Susceptibilidad

Figura 7.1. Posibles metodologias a implementar en la identificacion de individuos
resistentes o susceptibles a P. salmonis utilizando el MHC como marcador.
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La decision sobre la metodologia a utilizar dependera de las tecnologias existentes en el
laboratorio que prestara el servicio, sin embargo, cada una individualmente presenta sus
ventajas y desventajas. La metodologia DGGE ya esta estandarizada en nuestro laboratorio,
contando con todos los equipos necesarios; sin embargo, es muy laboriosa y de costo
elevado en comparacion con las otras dos. La realizaciéon de una prueba de ELISA es muy
facil y estandarizable para cualquier laboratorio, cuando se posee un lector de placas de
ELISA, y solo requeriria del disefio y produccion previa de una bateria de anticuerpos
especificos para nuestros alelos. Finalmente, la tecnologia de sondas TagMan se presenta
como una alternativa a DGGE cuando ya se conocen las secuencias a identificar,
disefandose sondas especificas contra cada alelo que se agregan a la reaccion de PCR
emitiendo una sefial que es detectable en un equipo de PCR en tiempo real. Estas sondas
son capaces de identificar cambios sutiles a nivel nucleotidico y su costo es muy inferior al
de un anticuerpo, por lo que sugiero seria la mejor tecnologia a utilizar en la identificacion de

individuos resistentes o susceptibles a P. salmonis.
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8. NOMENCLATURA

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AIC: Criterio de informacién de Akaike. AIC= -2 (Lnl) + 2 (nimero de parametros libres del
modelo) (Del inglés Akaike Information Criteria).

APC: Célula presentadora de antigenos (Del inglés Antigen Presenting Cell).
Arlequin: Programa para el analisis de datos genéticos de poblaciones.

BEB: Meétodo Bayes Emprirical Bayes utilizado en la identificacion de sitios bajo seleccién
positiva en el programa PAML.

Bioedit: Programa para edicién de alineamientos de secuencias.
BP: Sitio de recombinacién identificado por el analisis GARD (Del inglés Breaking Point).

CODEML: Parte del programa PAML. Realiza analisis de maxima probabilidad de secuencias
utilizando modelos de sustitucién de codones.

ClustalW: Programa para alineamiento multiple de secuencias.

DA: Diversidad aminoacidica.

DAA: Locus clasico del MHC clase Il de salménidos codificando el gen de la cadena alfa.
DAB: Locus clasico del MHC clase Il de salménidos codificando el gen de la cadena beta.

DGGE: Electroforesis en Geles de Gradiente Desnaturante (Del inglés Denaturant Gradient
Gel Electrophoresis)

dN: Distancia no-sinénima promedio entre secuencias.

DnaSP: Programa de analisis de polimorfismo de secuencias nucleotidicas (Del inglés DNA
Sequence Polymorphism)

dNTPs: Desoxirribonucleétidos trifosfato.
dS: Distancia sinénima promedio entre secuencias.

FEL: Método probabilistico de efectos fijos utilizado para identificar sitios bajo seleccién
positiva o negativa (Del inglés Fixed Effects Likelihood).

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina (Del inglés Fluorescein Isothiocyanate).
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FOB: Se refiere al valor econémico de la mercancia una vez puesta en el barco hacia su
destino (Del Inglés Free on Board).

FST: Analisis de distancias genéticas entre secuencias.

GARD: Meétodo de Algoritmo genético para la deteccion de recombinacién (Del inglés
Genetic Algorithm Recombination Detection).

Genepop: Paquete de programas para el analisis genético de poblaciones.
HLA: Denominacion de los genes del MHC humano (Del inglés Human Leukocyte Antigen).
HW: Principio de Hardy-Weinberg.

HYPHY: Paquete de programas de analisis de maxima probabilidad de datos genéticos (Del
inglés Hypothesis testing using Phylogenies).

Ka: tasa de sustituciones no-sindénimas entre secuencias.

IFAT: Ensayo de inmunofluorescencia indirecta (Del inglés Immunofiuorescence Antibody
Test)

IFOP: Instituto de Fomento pesquero (Chile).

IHN: Necrosis hematopoyética infecciosa causada por virus (Del inglés Infectious
hematopoietic necrosis)

IPN: Necrosis pancreatica infecciosa causada por virus (Del inglés Infectious Pancreatic
Necrosis).

ISA: Anemia infecciosa del salmén causada por virus (Del inglés Infectious Salmon Anemia).
Ig: Inmunoglobulina.

Lp: Estadistico para analisis de distribucion alélica entre poblaciones.

LDhat: Paquete de programas para el analisis de recombinacién genética poblacional.

Lk: Probabilidad (Del inglés Likelihood).

LMP: Subunidad del proteosoma (Del inglés Low Molecular mass Polypeptide).

LRT: Prueba de tasas de probabilidad. LRT=2ALnl (Del inglés Likelihood Ratio Test).

MAS: Seleccion asistida por marcadores (Del inglés Marker-assisted Selection).

MEGA: Programa de analisis de alineamientos de secuencia (Del inglés Molecular
Evolutionary Genetics Analysis)
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MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (Del inglés Major Histocompatibility Complex).
MK: Prueba de neutralidad de McDonald y Kreitman.

NCBI: Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica de los Estados Unidos (Del inglés
National Center for Biotechnology Information).

Onki: Abreviacion de Oncorynchus kisutch.
Onmy: Abreviacién de Oncorynchus mykiss.

PAML: Programa de analisis filogenético por probabilidad maxima (Del inglés Phylogenetic
Analysis by Maximum Likelihood).

pb: Pares de bases nucleotidicas.

PBR: Region de union de péptidos (Del inglés Peptide Binding Region).

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Del inglés Polimerase Chain Reaction).
PDB: Base de datos proteica (Del ingés Protein Data Base).

PsmB: Subunidad B del Proteosoma.

: Diversidad nucleotidica.

QTL: Loci genético cuantitativo de un rasgo (Del inglés Quantitative Trait Loci).

RE: Reticulo Endoplasmico.

REL: Método probabilistico de efectos al azar utilizado para identificar sitios bajo seleccion
positiva o negativa (Del inglés Random Effects Likelihood).

RFLPs: Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (Del inglés Restriction
Fragment Length Polymorphism).

Rm: Nimero minimo de eventos de recombinacién estimado por DnaSP.
S: Numero de sitios segregantes.

Sasa: Abreviacion de Salmo salar.

SRS: Sindrome Rickettsial Salménido.

TAE: Buffer Tris-Acetato-EDTA.

TAP: transportador asociado al procesamiento de antigenos (Del inglés Transported
associated with Antigen processing).
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TCR: Receptor de células T (Del inglés T Cell Receptor).

TSP: Polimorfismo trans-especie (Del inglés Trans-Species Polymorphism).

UBA: Locus clasico del MHC clase | de salménidos codificando el gen de la cadena alfa.
UCA, ULA, UFA, ULA, UEA: Locus no-clasicos y pseudogenes del MHC clase |

VHS: Septicemia hemorragica viral (Del inglés Viral hemorrhagic septicaemia).

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
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ANEXO |

Complemento a Materiales y Métodos

Tabla A.1.
Caracteristicas de los partidores utilizados en la amplificacién de los genes MHC de salménidos.
Especie Locus Partidor” Secuencia Ta’ (°C) Long® (pb)
S.salar UBA  SasaUBA-F TGTGAGTGGGATGATGAG 50 276
SasaUBA-R CTCATCAGAGTGCTCTTC
DAA  SasaDAA-F GTGTTTTATTGGGTTTCTTTTCTC 55 333
SasaDAA-R CTCTAAATTACTTCTCTCTCTTAC
DAB  SasaDAB-F TCTGTATTATGTTTTCCTTCC 55 351
SasaDAB-R CACCTGTCTTGTCCAGTATG
O. mykissy ~ UBA  OnmyUBA-F TCCCTGAAGTATTTCTACAC 50 279
O. kisutch OnmyUBA-R  TTTGGTTAAAACGCTGCTTTA
DAA  OnmyDAA-F  GGATGCAGTGATTCAGATGGAG 57 243
OnmyDAA-R  CTCTGGTGGGTTCTTGTAAG
DAB  OnmyDAB-F  GTGTCGATACTCCTCAAAGGAC 60 271
OnmyDAB-R  CTTGTCCAGTATGGCGCTGTAG
Todos Cola GC GCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCH

> F Partidor “forward” o sentido; R= Partidor “reverse” o antisentido.
" Tas Temperatura de annealing, unién de los partidores al ADN durante el PCR.
°Long= Longitud del fragmento génico amplificado, incluyendo la adicién de la cola GC.

Tabla A.2.
Protocolo estandar de amplificacion de los genes MHC de salménidos mediante PCR.
Etapa Temperatura Duracién No. de ciclos

Denaturacion Inicial 94 °C 5 min 1

Denaturacion 94 °C 30 seg
Annealing Ta*C? 35 seg 30

Extension 72°C 45 seg

Extension Final 72°C 8 min 1

® Ta= Temperatura de annealing (ver Tabla A.1)

Tabla A.3.
Condiciones de denaturacién utilizadas en el DGGE para los distintos locus del MHC de las especies
salmonidas.
Especie Locus % Denaturante’

S. Salar UBA 30-50

DAA 40-50

DAB 30-40

O. mykiss y O. kisutch UBA 40-50

DAA 30-35

DAB 30-40

“Denaturante utilizado corresponde a una mezcla Urea-Formamida.
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ANEXO Il

Secuencias subidas a la base de datos nucleotidica GenBenk del NCBI

Especie Salmo Salar:

Nombre Alelo GenBank ID Nombre Alelo GenBank ID
Sasa-DAA*0201 FJ597522 Sasa-DAB*0101 FJ597529
Sasa-DAA*0301 HQ839642 Sasa-DAB*0201 FJ597530
Sasa-DAA*0302 HQ839643 Sasa-DAB*0202 FJ597531
Sasa-DAA*0303 GQ375898 Sasa-DAB*0301 FJ597532
Sasa-DAA*0306 FJ597523 Sasa-DAB*0401 FJ597533
Sasa-DAA*0401 HQB839644 Sasa-DAB*0402 HQB839649
Sasa-DAA*0501 FJ597524 Sasa-DAB*0501 FJ597534
Sasa-DAA*0601 FJ597525 Sasa-DAB*0601 FJ597535
Sasa-DAA*0701 HQ839645 Sasa-DAB*0701 FJ597536
Sasa-DAA*0801 HQB839646 Sasa-DAB*0801 FJ597537
Sasa-DAA*0802 FJ597526 Sasa-DAB*0901 FJ597538
Sasa-DAA*0901 FJ597527 Sasa-DAB*0902 HQ839650
Sasa-DAA*0902 FJ597528 Sasa-DAB*1201 HQ839651
Sasa-DAA*1001 GQ375898

Especie Oncorhynchus mykiss:

Nombre Alelo GenBank ID Nombre Alelo GenBank ID
Onmy-DAA*0301 FJ597489 Onmy-DAB*0301 GQ375896
Onmy-DAA*0401 FJ597490 Onmy-DAB*0502 HQ839652
Onmy-DAA*0501 FJ597491 Onmy-DAB*0601 GQ375897
Onmy-DAA*0601 FJ597492 Onmy-DAB*1002 HQ839653
Onmy-DAA*0701 FJ597494 Onmy-DAB*1101 FJ597509
Onmy-DAA*0702 FJ597495 Onmy-DAB*1301 FJ597510
Onmy-DAA*0901 FJ597498 Onmy-DAB*1401 FJ597512
Onmy-DAA*1001 FJ597500 Onmy-DAB*1403 FJ597514
Onmy-DAA*1101 FJ597501 Onmy-DAB*1501 FJ597515
Onmy-DAA*1102 FJ597502 Onmy-DAB*1601 FJ597517
Onmy-DAA*1103 HQ839647 Onmy-DAB*1701 FJ597518
Onmy-DAA*1201 FJ597503 Onmy-DAB*1801 FJ597519
Onmy-DAA*1301 FJ597504 Onmy-DAB*1901 FJ597521

110




Especie Oncorhynchus kisutch:

Nombre Alelo GenBank ID Nombre Alelo GenBank ID
Onki-DAA*0101 FJ943245 Onki-DAB*0401 FJ943249
Onki-DAA*0201 FJ943246 Onki-DAB*0601 FJ943250
Onki-DAA*0301 FJ943247 Onki-DAB*0701 HQ839654
Onki-DAA*0401 FJ943248 Onki-DAB*0901 HQ839655
Onki-DAA*0501 HQ839648 Onki-DAB*1001 HQB839656

Onki-DAB*1201 FJ943251

Onki-DAB*1301 FJ943252
Onki-DAB*1401 HQ839657
Onki-DAB*1501 HQ839658
Onki-DAB*1701 FJ943253
Onki-DAB*1801 FJ943254
Onki-DAB*2001 HQ839660
Onki-DAB*2101 FJS43255
Onki-DAB*2601 GQ375895
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