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| Diagnotec
infecciosas en animales. La mision de Ia compafila es el desarrolio de productos

de los sistemas productivos animales. Diagnotec actualmente

SA. es una empresa biotecnolégica especializada en le diagnéstico y control de

enfermedades
biotecnolégicos para aumentar la eficiencia

usa tt-;cnologia de avanzada, desarrollada “in house” y ofrece servicios de diagnostico molecular de

patégenos a la industria acuicola y porcina.
En el sector acuicola, los servicios de diagnastico se han
eto de evitar la diseminacién del virus IPN y de las bacterias BKD y SRS a la

enfocado principaimente al “screening” de

reproquctores, con obj
generi@cic’m de peces siguiente.

Diagnotec ha sido pionero en introducir métodos molecula
e contar con estos servicios tecnologicos, ha permitido a Diagnotec mantenerse cerca
ades emergentes para poder continuar con desarrolios propios. De

res de diagnostico en la industria acuicola

naciof’wal. El hecho d
de la industria y comprender las necesid

esta forma, se gestd el presente proyecto, con el fin
tica en peces como una -herramienta complementaria y certera para mejorar el

de implementar el servicio de evaluacién de

variabilidad gené
cruzajmiento de los reproductores de salmon.

La Salmonicultura a nivel mundial representa un area e
uccion, como una respuesta a una creciente demanda. En nues
productivos se ven claramente reflejados en los niveles de exportacién de salmon y trucha, los cuales
4%‘ en el decenio 1990-2000, Aunque |a salmonicultura se identifica
xiste un notable contraste con

condmica importante con notables y constantes

avances en su prod tro pals, estos avances

aumentaron a una tasa anual de 25.
actividades nacionales con mayor desarrollo y potencial, e
entas biotecnologicas, especialmente genéticas y moleculares, que
e esto, corresponde a los esfuerzos que se han
iris y Salmén del Atlantico, la

como una de las
respecto a las utilizacion de herrami
actualmente se aplican a nivel mundial. Un claro ejempio d
cuenciacién masiva de los genomas de Trucha arco
ares relacionados con caracteristicas fenotipicas (QTLs) y de resistencia
as de seleccidon asistida utilizando microsatélites y
arrollo de estas herramientas ha
cion y calidad del

realizado en la se
busqueda de marcadores molecul
a en%ermedades (bacterianas Yy virales), program
a, entre otros (Gjedrem, 2000). La utilizacion y el des
mejorar en forma significativa la eficiencia de la produc
nte con una mayor ventaja competitiva del producto en el
urgente necesidad de desarrollar e

expresion génic
permitido, a paises EUropeos,
produbto, lo cual a su vez se relaciona directame
e esta forma, en la actualidad existe una clara y
a Salmonicultura nacional, herramientas moleculares

mercado. D
implementar, en el ambito de |
este mismo tipo de ventajas competitivas.

En la actualidad una parte de las empresas chitenas dedic
que se basan exclusivamente en un programa de
s estan muy interesadas en tener una herramienta qu

que permitan generar

adas a la industria del salmoén cuentan con

seleccion por caracteristicas

planes de manejo genético
e les permita

fenotipicas o externas. Estas empresa
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evaluar que el manejo genético que estan realizando es el adecuado. Sin embargo, las empresas que
desarrollan programa de seleccion ylo de mejora genética no cuentan con laboratorios especializados para

reallzar este tipo de estudios. Basandonos en esto y en la experiencia adquirida por Diagnotec S.A. en el

desarrollo y uso de técnicas moleculares de vanguardia, se ha desarrollado e implementado un sistema de

evaluamon de la variabilidad genética mediante el uso de microsatélites, con el fin de realizar planes de

cruzam-entos dirigidos que eviten las cruzas entre individuos emparentados (inbreeding). Esto se ha

implementado para las tres especies salmonideas de importancia en el sistema productive nacional:

‘Salmén coho, Salmoén del atlantico y trucha arcoiris.
! Diagnotec ya ha comenzado a introducir técnicas moleculares de monitoreo genético al sector a

{
costos convenientes y competitivos para mejorar los programas de manejo genético establecidos e iniciar

programas en empresas que ain no cuentan con ello, de manera de optimizar los parametros productivos

repercutiendo posntwamente sobre los costos de produccion.

Con el servicio propuesto se espera provocar beneficios a nivel de reduccién de los siguientes costos de

produccion:
_Disminucion de mortalidad de los peces por disminucion de desformaciones

-Aumento de los ingresos por aumento de las toneladas producidas.

A) Exposicion del Problema

-+

! Tal como se ha mencionado y en relacion al proyecto propuesto, Diagnotec ha detectado a

i
{

avés del servicio la necesidad de la industria salmonera de manejar sus programas geneticos con
e ademas le permitan ahorrar tiempo, con lo cual disminuyen notoriamente

tr
herramientas mas certeras y qu
sus costos de produccién, lo que hoy es un requerimiento o

Por este motivo con el proyecto de innovacion propuesto se espera poder introducir nu
introduccién de métodos moleculares

bligado para mantenerse con éxito en el sector.
evas practicas de

avanzada al sistema productivo, de manera de lograr la
asandose en el éxito que han tenido estas

complementarios para el manejo genético de los peces, b
son utilizados como

tros sistemas intensivos animales, tales como aves y cerdos, donde
que presenta grandes proyecciones en el pais, ya que una vez que
olver, como por ejemplo: determinacién de
esta metodologia no

técnicas en 0
practicas rutinarias. Esta es una linea
se den los primeros pasos quedaran muchos desafios por res
y seleccion asistida por diversos marcadores. Cabe destacar que

origeh, de sexo
ansgenia), solo pretende detectar y seleccionar el potencial genético de

busca la manipulacién genética (tr
las especies cultivadas existentes en nuestro pais.

En la actualidad algunas de las empresas chilenas dedicadas a |
genético basados en programas de seleccion por caracteristica
el manejo genético que estan realizando y las empresas que no cu
econocen su urgente necesidad y aplicacion. La necesidad de

a industria del salmén que cuentan con

planes de manejo s fenotipicas requieren de

herramientas de evaluacion d
ningin plan de manejo de seleccion asistida, r

1_'

entan con
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o sultivo de cualquier organismo vertebrado, invertebrado o vegetal, sin incorporar

tras generacion. Todo esto permitiria desarrollar las bases para un

] Mediante la implementacion de la técnica de amplificacién de micro

genética de las
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seleccionar adecuadamente los individuos

este tipo de manejo asistido esta basada fundamentalmente en
ntos en forma adecuada.

destinados a ser los fundadores de proximas generaciones, y en realizar los cruzamie
claramente implican mantener un correcto nivel de variabilidad genética y evitar e
de cultivo estos dos ultimos factores son muy importantes a considerar.

tuatidad, es casi imposible pensar en el desarrollo del
planes de manejo de seleccion

Estos dos aspectos, | efecto de

consanguinidad. En sistemas cerrados
f En consecuencia, con estos antecedentes en la ac

s

| asistida, utilizando herramientas genéticas.

i g

Los objetivos técnicos del proyecto son:

Objetivo general

4

Con la ejecucién del proyecto de innovacién tecnolégica se espera desarroliar un sistema para evaluar la

variabilidad genética d
téenica molecular de microsatélites. Con el
cuaiidades superiores en caracteristicas tales como p

fin que las poblaciones de estas especies manifiesten,
eso, talla, resistencia a enfermedades, generacion;,
programa de mejora genética en el:

futuro_.

Obj.etiivos especificos

satélites por PCR para la mejora

especies de salmén coho, salmén del Atlantico y trucha arcoiris, Diagnotec SA. pretendé

alcanzar los siguientes objetivos:
1.- Implementar y optimizar la técnica molecular d
b

“inbreeding” en progenitores de las especies mencionadas
a técnica en un grupo de progenitores para realizar cruzamientos q

e microsatélites para el analisis del grado actual de

2.- Aplicar est ue aseguren poblaciones

con una elevada diversidad genetica.

3 - Définir un sistema de implementacion y comercializacién de los nuevos servicios

i

e las poblaciones de los salmones, coho del atlantico y trucha arcoiris, basada en 13
.

de estos objetivos permitio la concrecion de un servicio de evaluacion molecular de la

e microsatélites, elaboracién de pedigrees, con el fin de realizar
tre individuos emparentados (inbreeding). Esto

I
El cumplimiento
variabilidad genética mediante el uso d

planes de cruzamientos dirigidos que eviten las cruzas en

se ha implementado para el Salmén coho, Salmoén del atléntico y trucha arcoiris.

Paaina 4 de 35



000000000000 0000000000%000000000000000000%00000

B) ‘- Metodologia y Plan de Trabajo'

1.- Obtencién de muestras de salmdn coho, salmén del atlantico y trucha arco iris.
Se reallzaron visitas a los Centros de cultivo de las empresas Yadran, Pacific Star, Mainstream,

parhmpantes en el proyecto, con el fin de tomar muesiras de tejido de distintas familias de Salmén coho, de

Salmén del Atlantico y de Trucha arco iris.

2 _ Ordenamiento de las muestras de acuerdo a informacién de pedigree:
Con el fin de realizar un analisis de las muestras que tenga mayor consistencia, se intento

‘ordenarlas de acuerdo a la informacién de pedigree que se habia obtenido previamente. Sin em_bargo, la

maydria de las empresas no dispone de estos datos o son parciales, ya que estan recién comenzando a
trabajar con familias de peces seleccionados bajo ciertas caracteristicas genéticas, manteniéndose estos
grupots mas o menos aislados.
3.- Extraccion de DNA gendmico de salmén coho, saimén del atlantico y Trucha arco iris

. Se probaron distintos protocolos de extraccion de DNA de acuerdo al tipo de tejido seleccionado: 3.a)
Para tejido muscular: se realizé una digestion utilizando un solucién tampén (Tris-HCI, EDTA, NaCl y SDS3),
proteinasa K y una posterior extraccién con fenol-cloroformo y precipitacion con etanol. 3.b) Para tejido

adiposo: se realizdé un procedimiento similar, solo que se utilizé como solucion tampén una solucion de
i

CTAByla p‘recipitacién se realizd con isopropanol.

4 - Optimizacion de 1a amplificacion de microsatélites especificos de salmén coho, salmén del Atlantico y
trucha arco iris por PCR.

! Inicialmente se utilizaron las condiciones descritas originalmente para cada uno de los locus
selecéionados. En los casos en donde estas condiciones no dieron resultados adecuados, se modifico y
optimizé las condiciones de la reaccién de PCR, con el fin de obtener productos de amplificacion
espemf icos y claros, que faciliten el analisis de los resultados. Se probaron concentraciones de partidores
desde 0,25 pM a 5 pM y de Magnesio desde 15 a 3,5 mM. El programa de PCR estandar utilizado
corresponde 94°Cx3', 94°Cx30", 55°Cxt’, 72°Cx30" y 72°Cx5'. Ademas se realizaron gradientes de

temperatura desde 50°C a 58°C y se probaron concentraciones de DNA de 40, 50, 60, y 80 ng/yL.
§

]

5. Resolucion o visualizacion de microsatélites especificos de salmén coho, salmén del atlantico y trucha

arco iris

; Pagina 5 de 35
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Se ut!i!izé distintos tipos de microsatélites comunicados personalmente por diferentes investigadores o
descritos en literatura y clonados a partir de salménidos, con el fin de determinar su comportamiento y
variaéilidad dentro de una poblacién de peces definida, de modo que, permita una interpretacion certera
de Ioé resultados. |

' Para salmon coho se probaron distintos pares de partidores para amplificar por PCR las secuencias
correspondientes a los microsatélites A1CH, B18CH, C19CH, D10CH y E13CH(Smith y colaboradores,

1998%

':. | Para salmon del atlantico se probaron 10 pares de partidores para amplificar por PCR las

secuencias correspondientes a los microsatélites SS1, SS82, S83, 554, SS5, SS6, §S7, SS8, SS9y SS10

(los codigos de los loci, corresponden a codigos internos de Diagnotec S.A.) (Primmer y col., 2003).

. Para trucha arco itis se probaron distintos pares de partidores para amplificar por PCR las

secuencias correspondientes a 10 microsatélites. TA1, TA2 TA3, TA4, TAS, TA6, TA7, TA8, TA9 y TA10
{los codigos alfanuméricos corresponde a cadigos internos de la empresa).

1

!
6.- Analisis de la diversidad genética y procesos de “inbreeding”
Se realizé un analisis de variabilidad genética mediante la comparacion de los productos de PCR obtenidos

entre los distintos individuos de una familia, con el fin de determinar los procesos de “inbreeding” y disefiar

1
cruzamientos dentro de cada uno de los grupos.

I

] e .
7 - Nivel de parentesco entre individuos analizados
Se determiné e! nivel de parentesco entre los individuos analizados mediante el uso de un programa

computacional, que realiza tanto de analisis molecular como estadistico, con el cual se puede etaborar

pedigrees.

Biblio'grafia
Smith, C.T., Koop, B.F. & Nelson, R.J. 1998. Isolation and characterization of coho salmon (Oncorhynchus

kitsutch) microsatellites and their use in other saimonids. Mol. Ecol:1613-1621

Primmer, C.R., Landry, P.A., Ranta, E., Merila, J., Piironen, J., Tiira, K., Peuhkuri, N., Pakkasmma, S. &
Eskelinen, P. 2003. Prediction of offspring fitness based on parental genetic diversity in endangered
salmonid populations. J. Fish. Biol. 63:909-927.

i
Gjedrem, T. 2000. Genetic improvement of cold-water fish species. Aquaculture 31:25-33.
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Actividades realizadas durante esta etapa:
LR . | RN S F A N S e ST

1.- Obtencién de muestras de salmén coho

2.- Ordenamiento de las muestras de acuerdo a informacién de pedigree

3.- Extraccién de DNA genémico de salmén coho

4 Optimizacion de la amplificacién de mlcrosatéhtes especifcos de salmén coho por PCR.

5 Resolucidon o visualizacion de microsatélites especificos de salmén coho
6.- Andlisis de la diversidad genética y procesos de “inbreeding”

7.- Nivel de parentesco entre individuos analizados

8.- Preparamon Informe de Avance 1

9.- Obtenc:lon de muestras de Salmo Salar (Salmbn del Atlantico)

10.- Ordenamiento de las muestras de acuerdo a informacidn de pedigree
11.- Extraccion de DNA gendmico de Salmén del Atlantico

12.- Optimizacién de la amplificacion de microsatélites especificos de Saimén de! Atlantico por PCR

13.- Resolucion o visualizacion de microsatélites especificos de Salmén del Atlantico
14.- Andlisis de la diversidad genética y procesos de “inbreeding”

15.- Nivel de parentesco entre individuos analizados

16.- Preparacién Informe de Avance 2

17.- Obtencidon de muestras de trucha arco-iris

18.- Ordenamiento de las muestras de acuerdo a informacion de pedigree

19.- Extraccion de DNA genémico de trucha arco iris

20.- Optimizacion de la amplificacion de microsatélites especificos de trucha arco iris por PCR.
21.- Resolucién o visualizacién de microsatélites especificos de trucha arco iris

22.- Andlisis de la diversidad genética y procesos de “inbreeding”

23.- Nivel de parentesco entre individuos analizados

24.- Preparacion informe de Final - Ny

PAagina 7 de 15
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2003 2004
a_ |0 Nombre de larea Duracion ane | feb | mar | abr | may | jun | jul | ago [ sep | oc! [ nov | dic. ene
11 1.~ Obtencitn de muestra de salmdn coho : 40 dias ) .
z |4 2.- Ordenamiento de las muestras de acuerde a informacion de § 40 dias
3 B3 3.« Extraccion de ONA genémico da saimén coho 60 dias - - - = e
4 E 4.- Oplimizacién de la amplificacion de microsatélites especificos 60 dlas !
5 E 5.- Resotucién o visualizacién de microsatélites especificos de s: 64 dias
6 E 6.- Analisis de [a diversidad genética y procesos de inbreeding 22 dias
7 E 7.- Nivel de parentesce entre individuas analizados 20 dias
§ |[E4 8.- Preparacidn Informe de Avance 20 dias
9 =4 9.- Obtencién de muestra de salmén del atlantico ‘ 40 dias
10 10.- Ordenamiento de las muestras de acuerde a informacion de 40 dias
1 11.- Extraccion de DNA genémico de saimén dei atiantico 60 dias
12 E 12.- Oplimizacién de la amplificacién de microsatélites especifice 60 dias
3 13.- Resolucién g visualizacién de microsatélites especiﬁcos qe : 64 dias
14 |54 14.- Analisis de !a diversidad genética y procesos de “inbreeding 22 dias
15 (& 15.- Nivel de parentesco entre individuos analizados ‘ 32 dias ‘
16 |3 16.- Preparacion Informe de Avance . : 32 dias
17 5§ 17.- Obtencidn de muestra da trucha arcgiris b 46 dias
18 |GEd 18.- Ordenall'niento de las muestras de acuerdo a informacion de 40 dias
19 &4 19.- Extraccion de DNA gendmico de trucha arcoiris 60 dias
20 |54 |20.- Optimizacién de la amplificacién de microsatélites especificc| 60 dias 2 g
21 |[an 21.- Resalucidn o visualizacién de microsatélites especificos de- 64 dias % 4 “é
2 |4 22 - Analisis de 1a diversidad genética y procescs de “inbreeding 22 dias g Si 2;—
23 |58 |29~ Nivel de parentesco entre individuos analizados 34 dias ":;Q. %é 2;
24 (=4 24 . Preparacidn Informe Final 34 dias ﬁ i: g'
- =] =
5]
Tarea Resumen ﬂ Progreso resumido !
Proyecto: gantt fontec 2002 Divisien | R o Tarea resumida Tareas externas
Fecha: abr 2°03 Progreso SN  Division resumida _ Resumen cel proyecto &
Hito ‘ Hito resumido r\>
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u 1O Nombre de tarea feb | mar [ sbr | may | jun | jui | ago | sep ] oct | v | e 20::e [ feb [ mar | abr |
1 | = 1.- Obtencién de muestra de salmon coho : :
2 E 2.- Ordenamiento de las muestras de acuerdo a informacion de | :
LR R 3.- Extraccion de DNA gendmico de salmén coho T i - - - — - — . .
4 |4 4.- Optimizacién de la amplificacion de microsatélites especificos
5 f=q 5.- Resolucién o visualizacién de microsatélites especificos de s
-] E &.- Andlisis de la diversidad genética y procesos de "inbreeding
7= 7.- Nivel de parentesco entre individuos analizados
8 |4 8.- Preparacion Informe de Avance /
2 |3 9.- Obtencién de muesira de salmon del atiantico
10 |([5% 10.- Ordenamiento de las muestras de acuerdo a infarmacion de
1 G 11.- Extraccidn de DNA gendmico de salmén del atidntico
12 |4 12.- Optimizacién de la amplificacion de microsatélites especific
13 |=d 13.- Resolucidn o visualizacion de microsatélites especificos de:
14 Y 14.- Andlisis de la diversidad genética y procesos dé *inbreeding
15 Eg 45.- Nivel de parentesco entre individuos analizados
18 |{=4 16.- Preparacion Informe de Avance ’ g
17 17.- Obtencidn de muestra de trucha arcbiris -;% %
18 |Ed 18.- Ordenamiento de fas muestras de aﬁ:erdc a informacidn de ‘ EIS ;
19 E3 19 - Extraccion de DNA gendmico de trucha arcoiris I %2;-
20 E 20.- Optimizacién de la amplificacion de microsatélites especifice '.;—: ﬁ
21 (=4 21.- Resotucion o visualizacion de microsalélites espacificos de- . 8
22 \EX 7.~ Analisis da'ia diversidad genetica y procesos de “inbreeding
23 E 23 - Nivel de parentesco entre individuos analizades
24 |3 24.- Preparacitn Informe Final
- . Tarea Resumen NN  Progreso resumido E——
Prayecto: gantt fontec 2002 Divisign e Tarea resumida ] Tareas extemas i
Fecha: abr 2'03 Progreso PESEEEERRENN  Divisitn resumida Resumen del proyecto T uRarr g
Hito ‘ Hito resumido
Pagina 2
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D) R;sultados Obtenidos
i
Extraccién de DNA gendmico de salmén coho, salmén del atlantico y Trucha arco iris
 Se probaron distintos protocolos de extraccion de DNA de acuerdo al tipo de tejido seleccionado: Para
tejidd muscular y adiposo se realizé un procedimiento similar. Ambos tejidos generan un rendimiento
relativamente similar de DNA extraido. Sin embargo la obtencién de tejido adiposo, representa un método

menos invasivo.

Optimizacion de la amplificacién de microsatélites especificos de salmén coho, salmeén del Atlantico y
truch;a arco iris por PCR. '

‘ Segun los resultados obtenidos las condiciones 6ptimas para salmén coho se definieron como: 0,4
uM de partidores, 2,5 UM de Magnesio, 50°C de temperatura de anealing y utilizando 60-80 ng/iiL de DNA
como templado. ' '

Segun los resultadog obtenidos las condiciones éptimas para salmén del atlantico se definieron
como: 0.2-0,4 UM de partidores, 1.5-2,5 uM de Magnesio, 50°C de telmperatura de annealing o un gradiente
de 52°C a 60°C y 30-60 ng/uL de DNA como templado.

Segun los resuitados obtenidos las condiciones 6ptimas para trucha arco iris se definieron como:
0,3 UM de partidores, 2,0 uM de Magneéio, 53°C de temperatura de anealing y utilizando 60-80 ng/uL de

DNA como templado.

|

|
Resolucion o visualizacion de microsatélites especificos de salmén coho, salmoén del atlantico y trucha arco
iris

" Para salmén coho se seleccionaron los partidores A1CH y B18CH para analizar las muestras.

Posteriormente se busco una alternativa a B18CH, ya que entregaba una menor variabilidad que A1CH.

' Se realizaron pruebas con el partidor F101CH, obteniéndose una buena variabilidad con éste. Actualmente

utilizamos fundamentalmente A1CH y B101CH para el anélisis de las muestras.

En la siguiente figura se muestra un gel de poliacrimlamida al 8%, tefido con plata, en el cual se
sometieron a electroforesis los productos obtenidos con los partidores que amplifican la secuencia
correspondiente al microsatélite A1CH. Los nimeros corresponden a codigos internos de Diagnotec

respecto de muestras y M al marcador de peso molecular. En los distintos carriles se pueden observar las

PAnina R de 15
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bandas correspondientes a los productos de amplificacion obtenidos de los diferentes alelos de las
muestras 3,11, 23, 26 y 29.

i

i Para salmon del atlantico se seleccionaron los partidores SS1 y SS2 para analizar las muestras los
cuales son utilizados fundamentalmente para el analisis de las muestras comerciales.

En la siguiente figura se muestra otro ejemplo de un gel de poliacrilamida al 8%, teflido con plata, en
el cual se sometieron.a electroforesis fos productos obtenidos con los partidores que amplifican la
secuencia correspondiente al microsatélite SS1. Los numeros corresponden a cédigos internos de
Diagnotec respecto de muestras, C al control de PCR y M al marcador de peso molecular. En los distintos
carrilgs se pueden observar las bandas correspondientes a los productos de amplificacion obtenidos de los

t
diferentes alelos de las muestras.

1

¢ Alelo

N Paaina 9 de 15
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Para trucha arco iris se seleccionaron los partidores TC1, TC2 y TC3 para analizar las muestras.

Andlisis de la diversidad genética y procesos de “inbreeding”

| A continuacién se presentan los resultados obtenidos del "andlisis de una porcién de
aproximadamente 0,1 g de aleta adiposa de un grupo de 184 salmones coho (grupo X). EI andlisis fue
realizado mediante extraccion de DNA, amplificacién por PCR (reaccién en cadena de |a polimerasa) de
secuencias de microsatélites, resolucion con geles de poliacrilamida y estimacién de los tamafios (peso
molecular) de los alelos obtenidos. Una.vez obtenido.el tamafio de los alelos, se procedid al calculo de
indicés de variabilidad genética tales como, numero de alelos por locus, distribucién de |a frecuencia de los
alelos y representativos porcentaje de heterogocidad. Finalmente se realizé 1a reconstruccién de ia historia
genealdgica o pedigree utilizando la informacién de los genotipos.

' ‘ Se recibieron las 184 muestras de un grupo X con cédigos desde el 126 al 492. Tres individuos
fueron eliminados de acuerdo a la informacién proporcionada por ta empresa (codigos 228, 230 y 410).
Asimifsmo, 17 ejemplares (9.2%) no fueron incluidos en los analisis de variabilidad y pedigree debido a su
condiFién homocigota (codigos 126, 142, 166, 172, 216, 234, 250, 268, 270, 282, 312, 318, 320, 396, 404 y
412).: Aunque estos ejemplares aparentemente no presentan modificaciones significativas en sus
estandares de produccion (tales como peso, crecimiento), no fueron incluidos debido a que la condicién
homocigota podria implicar una reduccién en su variabilidad genética.

Los analisis de los locus A1CH y B18CH indican un reducida a moderada variabilidad genética para el
grupo X, con valores de porcentajes de heterogocidad y niimero de alelos de 0.78 y 17, y 0.10 y 4, para los
locus A1CH y B18CH, respectivamente. Como una forma de comparacion, en un estudio reciente realizado
en pc;blaciones .salvajes de salmdn coho en USA, en el cual se consideraron solamente 23 individuos, los
valoré:s de los indices comentados fueron para el locus A de 0.91 y 13, respectivamente. De esta forma por
ejemplo, aunque en el presente grupo X se han analizado mas de 100 individuos, solamente se detectaron
4 nuevos alelos con respecto al analisis de poblaciones salvajes.

La siguiente figura sefala la distribucion de las frecuencias de los alelos, la cual también indica un sesgo en
sus fr(!'ecuencias de ocurrencias. Por ejemplo, pafa el Idcm._ls A1CH los alelos 101 y 152 presentan un claro
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sesgo en su frecuencia y una situacion similar se presenta en el locus B18CH. Esto podria estar
relacionado con la selecciéon sucesiva a lo largo de varias generaciones de individuos fundadores
i
] ¥ L] 1 1 1 LR T T T ] L) 1 L] L T T

|

Frecuencia%

89 93 96 101106109112113116118120124128132138144152
| o Alelos Locus AICH

!
!

empérentados, lo que haria prevalecer la frecuencia de un determinado alelo.

Ahora, se presentan los resultados obtenidos del analisis de una porcién de aproximadamente 0,1 g

de aleta adiposa de un grupo de 292 indivudos de Salmén del Atlantico (grupo W). El analisis fue realizado

mediiante extraccion de DNA, amplificacion por PCR de secuencias de microsatélites, resoluciéon con geles
de pbliacrilamida y estimacion de los tamafios (peso molecular) de los alelos obtenidos. Una vez obtenido
el tamafio de los alelos, se procedié al calculo de indices de variabilidad genética, tales como: nimero de
alelos por locus, distribucion de la frecuencia de los alelos y alelos representativos, porcentaje de
heterogocidad. Finalmente, se realizd la reconstruccién de la historia genealdgica o pedigree utilizando 1a

informacion de los genotipos.
* Los codigos del grupo W van desde el 347 al 2360 (los cédigos numéricos no van en orden

correlativos).
De acuerdo al analisis de ambos loci (Locus SS1 y $S2), se obtuvieron 14 ejemplares (4.8%)

“homocigotos, cuatro  hembras  (cédigos  421,507,525,559) y 10 machos  (codigos

1761 2073,2074,2110,2146,2266,2269,2270,2273,2329). También, 10 pares de ejemplares compartieron
una condlcron genotipica idéntica (en ambos loci). Por ejemplo, los ejemplares 348 y 556, presentaron el
mismo genotipo. Lo mismo sucedi6 para los ejemplares 419/480, 448/2249, 468/511, 485/499, 519/1828,
520/540, 2061/2281, 2063/2081 y 2228/2327. No obstante, no se obse_rvé ningun individuo con una

condicion homocigota en ambos loci.
Ef valor de heterogocidad esperada para ambos sexos fue de 0.94. Considerando los dos loci

evalijados, se obtuvo un total de 35 y 32 alelos para el locus SS1 y SS2, respectivamente.
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' La distribucion de las frecuencias de los alelos (considerando machos y hembras) indica una
dinérjhica molecular y genética similar para ambos loci (Figura 1). Por ejemplo, para el locus SS1, se

observa una distribucién unimodal, es decir, existe un grupo de tamafios de alelos estabilizado con una
tendencia homogénea. Esto implica que los procresos de seleccidon de cruzamientos dentro de este grupo

de salares habria logrado un equilibrio, estabilizando los alelos presentes en la poblacion. Asimismo, es

diversidad genética.

impo{‘tante destacar el amplio rango de tamafios de alelos obtenidos, lo cuat sugiere que existe una gran

SS1
; u I
ojl-_-,_-_-.-_-,ll L . 4I_ _I_|,.._..l_-
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Figura |. Distribucion de la frecuencia de ocurrencia (%) de los diferentes tamafios de alelos
detectados en ambos loci. n
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Finalmente, se presentan los resultados obtemdos del anahsrs de una porcidén de aproximadamente
0,1 g de aleta adiposa de un grupo de 155 Trucha arco iris (conformado dos grupos, 1y 2). E| andlisis fue
realizado mediante extraccion de DNA, amplificacion por PCR de secuencias de microsatélites, resolucién
con geles de poliacrilamida y estimacién de los tamarios (peso molecular) de los alelos obtenidos. Una vez
obtenido el tamafio de los alelos, se procedié al céalculo de indices de variabilidad genética tales como,
,numéro de alelos por locus, distribucién de la frecuencia de los alelos y representativos porcentaje de
Heter\ogocidad. Finalmente se realizd la reconstruccién de la historia genealdgica o pedigree utilizando la

informacién de los genotipos.

3

Grupo Trucha Arco iris T

Para el grupo 1 fueron colectadas 52 muestras con coédigos desde el 9649 al 9704 Cuatro
individuos fueron eliminados de acuerdo a la informacién proporcionada por la empresa Mainstream S.A
(cédi!gos 9663, 9665, 9666 y 9675) y otros cuatro individuos {(cédigos 9677, 9679, 9693 y 9696) fueron
evalu:ados solamente en su nivel de varianbilidad, a solicitud de la empresa. Aunque fueron detectados
individuos homocigétos con un locus, no se detecto ningun individuo homocigéto en ambos locus. El
individuo con cédigo 9691, no pudo ser.analizado con ambos locus debido a la reducida calidad de DNA
extraido, por lo tanto no fue iﬁcluldo en los énélisis. o

| Los analisis de los locus TC1, TC2 y TC3 indican una moderada a buena variabilidad genética para

el grupo 1, con valores, por ejemplo, de porcentajes de heterogocidad y nimero de alelos de 0.94 y 13, y
0.93y 18 para los locus TC1y TC2, respectivamente.

La distribucion de las frecuencias de los alelos en ambos locus indica una distribucién multimodal en
sus ocurrencias. Es decir se pueden diferenciar dos grupos de alelos. En relacidon con los individuos

evaluados sdlo en el aspecto de variabilidad, no se determino una frecuencia de alelos diferentes al resto

de la poblacién ni tampoco una mayor ocurrencia de homocigétos.
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Locus TC1

Frecuencia %

' 180 195 210 225 240 255 270 285

Alelos

‘! Locus TC2

Frecuencia %

135 150 165 180 195 210 225
Alelos

; Grupo Trucha Arco iris 2

| Para el grupo 2 fueron recibidas 103 muestras con codigos desde el 9705 al 9810 Tres individuos
fuercj\n eliminados de acuerdo a la informacjén proporcionada por la empresa Mainstream S.A (cédigos
9705, 9755 y 9800) y otros seis individuos (cddigos 9739, 9759, 9760 9774, 9776 y 9805) fueron
evaluados solqmente en su nivel de varianbilidad, a solicitud de 'a empresa. Aungue fueron detectados
individuos homocigotos con un locus, no se detecto ningun individuo homocig6to en ambos locus.

1l Los analisis de los locus TC1, TC2 y TC3 indican una moderada a buena variabilidad genética para

el gero 2. con valores, por ejemplo, de porcentajes de heterogocidad y numero de alelos de 089y 12, y

0.90ly 17 para los locus TC1y TC2, respectivamente.
| .
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La distribucién de las frecuencias de los alelos en ambos locus indica una distribucién multimodal en
sus ocurrencias. Es decir se pueden diferenciar dos grupos de alelos. En relacién con los individuos
. - . e e L e Ty - . - RO S N

evaluados sélo en el aspecto de variabilidad, no se determino una frecuencia de alelos diferentes al resto

de ta poblacion ni tampoco una mayor ocurrencia de homocigétos.
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Debido a la reducida a mod'erada variabilidad genética del grupo X de salmén coho, que implica un
gran nimero de individuos con genotipos idénticos, y al desconocimiento de la historia genealdgica de los
ejemplares analizados, es muy dificil desarrollar un modelo de seleccidn de fundadores basado Unicamente
en la informacion de los genotipos obtenldos De hecho, de los 164 individuos que fueron incluidos en el
anéhsus, se obtuvieron solamente 40 genotipos diferentes (24.4%) en al menos uno de los alelos.

De esta forma, se procedi6é ha reconstruir la historia genealdgica mas probable del grupo X y la seleccion
de ls fundadores se realizd de acuerdo a grupos de individuos que comparten genotipos similares

et Tl e ——— . b i

¢ ; rs - . - r * -
'(con‘sangumeos) en al menos uno de los alelos. Este Ultimo tipo anélisis es mas avanzado que la seleccion

de fundadores basado solamente en genotipos.
La S|gwente figura representa la reconstruccion mas probable de la historia genealégica del grupo

anallzado X. Los codigos numéricos en color representan individuos seleccionados en forma aleatoria como
representantes de cada uno de los grupos presentes. Los codigos numéricos en negro, que siguen a los
de cl,olor, corresponden a individuos con genotipos idénticos. Por ejemplo, el individuo identificado con el
cédi:go numeérico de color, 476, corresponde a un tipo de genotipo obtenido y los codigos numericos negros,
que.le siguen inmediatamente (348, 374, 342 y 344}, corresponden a individuos con genotipos idénticos a
476, | |

Bés‘icamente la historia genealégica recc;nsfruida indica que los individuos analizados se pueden dividir en
dos grandes grupos, Ay B, los cuales a su vez se pueden subdividir en diferentes subgrupos (A-1 al A-6 y
B-1.al B-6). ES importante destacar, que al igual que cualquier relacion geneal6gica, |a figura obtenida
indica que los subgrupos A (A-1 al A-6) y B (B-1 al B-6) estan mas relacionados genéticamente dentro de

ellos (A-1 al A-8) y (B-1 al B-6 que entre los grupos Ay B
!

i -
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Aunque el conocimiento de la variabilidad genética, es uno de los principales aspectos al momento
de la. seleccién de fundadores, el nimereo de los individuos seleccionados también es importante. Es decir,
debe; existir un compromiso entre variabilidad y nimero al momento de la seleccion. Por ejemplo, la
seleccion de un reducido nimero de fundadores con una elevada Qariabilidad genética no es la regla a
segu{r, ya que eventualmente dicha variabilidad tenderia a reducirse con el tiempo, pasando de un estado
mode:rado a bajo. De esta forma, la seleccion de un moderado a elevado nimero de fundadores, con una
g:l_eva:da y moderada variabilidad genética, evitando siempre los cruzamientos consanguineos, es laregla a

seguir. Desafortunadamente, es muy dificil definir a priori un numero ideal de fundadores a seleccionar, ya

i

que existen muchas variables a considerar, tanto practicas (capacidad de infraestructura de la empresa,

entrei otras) como tedricas (el analisis de una gran numero de microsatélites, conocimiento del pedigree,

entrefotras). .
Las siguientes tablas, representan la seleccién de cruzamientos sugeridos para el grupo X.

Para el disefio de estos cruzamientos, se ha asumido que los individuos analizados no presentan ninguna
diferencia en algun parametro de produccion que se quiera mantener como una iinea independiente, por

ejemé)Io todos los individuos son homogéneos en crecimiento.
“ El cruzamiento entre los grupos A y B, debe tener preferencia al cruzamiento dentro de los

subgfupos Ay dentro del subgrupo B. En las siguientes tablas, cada una de las celdas definidas con |a letra

“X y Z” significa un cruzamiento sugerido. E! cruzamiento “X” tiene preferencia sobre “Z",

. Tabla 1. Codigos numericos de los representantes para cada uno de los subgrupos definidos.

Representantes (individuos que comparten
 Subgrupos del Grupo Ay B el mismo genotipo y para cada uno de los
| subgrupos)

. A1 476,348,374,342,344,490,338,328,330,366,
‘ 370,302,140,372,368,332,354,192,206,128,150,47
- {8
A-2 130,242,244,248,256,266,138,292,480,482,
: 484,146,324,350,352,340
. A3 158,252,258,296,298,488,290,248,256,260,
! 266
A4 336,334,326,356,246,186,200,204,310,360
- A-B 136,294,462,472,432,262,486,456,472,380,
. 232,236,240,390,394)
A-6 , 452 466,428,450,446,458470,474,448,460,
| 438,464,444,440,442,430,436,454,420
| B-1 132,152,306,154,278,492,388,210,212,214,
" . 1220,224,416. .
B-2 280,362,364,358,346,424,426,288,202,208,
| 218,226,272,276,316,414
- B-3 134,148,286,160
- B-4 174,176,382,384,190,400,408,144,308
- B-5 434,284 304,170

. S
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180,184

162,164,182,194,196,254,264,322,168,178,

188,238,274,222,392,402,300,398,406

Tabla 2. Cruzamientos sugeridos entre subgrupos de los grupos AyB.

Subgrupos Subgrupos
! Grupo B Grupo A
T A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6
f B-1 X X X X X X
j B-2 X X X X X X
B-3 X X X X X X
B-4 X X X X X X
B-5 X X X X X X
B-6 X X X X X X
|
Tabla 3. Cruzamientos sugeridos entre subgrupos dentro del grupo A,
| :
‘ Subgrupos
Subgrupos Grupo A
. Grupo A A-1 A-2 A-3 A-4 A-5 A-6
A-1 P X X X X X
A-2 X - X X X X
; A-3 X X - X X X
! A-4 X X X - X X
‘ A-5 X X X X - X
{ A-6 X X X X X -
Tablé 4. Cruzamientos sugeridos entre subgrupos dentro del grupo B.
Subgrupos Subgrupos
Grupo B Grupo B
B-1 B-2 B-3 B-4 B-5 B-6
] .
; B-1 Y4 X X X X X
) B-2 X y X X X X
' B-3 X X Z X X X
B-4 X X X - X X
B-5 X X X X Z X
B-6 X X X X X Z

S 0000000000000000000000000000O0OO0OTC
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' Cruzamientos entre Subgrupos de los grupo A y B: Ejemplo A-1 X B-1.
; Cuando corresponda, los individuos resaltados en color rojo en la tabla 1, deberan tener preferencia
en el momento de la seleccién de fundadores dentro de cada uno de los subgrupos correspondientes. Por
ejemplo, individuo 302 (macho A-1) X individuo 416 (hembra B-1). Esto no significa que el resto de las
coml;inatorias de cruzamientos posibles, como por ejemplo individuo 476 (macho A-1) X individuo 214
(hembra B-1), sean descartadas.
l La seleccion de los cruzamientos entre subgrupos de los grupo A y B, representan el primer nivel

en orden de importancia al momento de decidir los cruzamientos a realizar.

]
} Cruzamientos entre Subgrupos A: Ejemplo A-1 X A-2.

{
~ Los individuos resaltados en color rojo de cada una de las tablas intra grupo, deberan tener

prefefencia en el momento de la seleccion de fundadores dentro de cada uno de los subgrupos
corre%Spondientes. Dichos individuos corresponden a ejemplares con genotipos de reducida ocurrencia y
que Hay que aumentar. Por ejemplo individuo 302 (macho A-1) X individuo 130 (hembra A-2). Esto no
signiﬁfca que el resto de las combinatorias de cruzamientos posibles, como por ejemplo individuo 476
(macr‘}lo A-1} X individuo 242 (hembra A-2) sean descartadas.

t ,
Cruzaimientos entre Subgrupos B: Ejemplo B-1 X B-2.

- Los individuos resaltados en color rojo de cada una de las tablas intra grupo, deberan tener
preferencia en el momento de la seleccion de fundadores dentro de cada uno de los subgrupos
corresipondientes. Dichos individuos corresponden a ejemplares con genotipos de reducida ocurrencia y
que hay que aumentar. Por ejemplo individuo 416 (hembra B-1) X individuo 280 (macho B-2). Esto no
significa que el resto de las combinatorias de cruzamientos posibles, como por ejemplo individuo 154
(heml:;ra B-1) X individuo 202 (macho B-2) sean descartadas.

; La seleccion de los cruzamientos entre subgrupos de los grupo A o B, representan el segundo nivel

en orden de importancia al momento de decidir fos cruzamientos a realizar.
|

Cruza;nientos dentro de Subgrupos Ao B: Ejemplo' A-1Z A-10B-1ZB-1.

' Los individuos resaltados en color rojo de cada una de las tablas intra grupo, deberan tener
preferencia en el momento de la seleccion de fundadores dentro de cada uno de los subgrupos
correspondientes. Dichos individuos corresponden a ejemplares con genotipos de reducida ocurrencia y
que hay que aumentar. Por ejemplo, individuo 302 (macho A-1) Z individuo 128 (hembra A-1) o individuo
416 (hembra B-1) Z individuo 132 (macho B-1).-
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! La seleccion de los cruzamientos dentro de subgrupos de l;os grupo A o B, representan el tercer

nivel en orden de importancia al momento de decidir los cruzamientos a realizar.
|

|
! A continuacion se presenta la figura que representa la reconstruccién mas probable de la historia
geneélégica del grupo analizado de s.::llm_én del atlantico. Los codigos numéricos corresponden a
representantes de los genotipos detectados. Un ejemplar de cada uno de los 10 pares de individuos
detectados fue eliminado, con lo cual la reconstruccién se realiz6 con 283 ejemplares. Los cédigos
fs:eguidos de barras diagonales indican una reconstruccion muy poco definida estadisticamente dentro de
cada uno de los grupos en concreto.

Aunque el conocimiento de la variabilidad genética, es uno de los principales aspectos al momento
de la seleccion de fundadores, el nimero de los individuos seleccionados también es importante. Es decir,
debe ;existir un compromiso entre variabilidad y nimero al momento de la seleccion. Por ejemplo, ia
seleccion de un reducido numero de fundadores con una elevada variabilidad genética no es lo que
conviene hacer, ya que eventualmente dicha variabilidad tenderia a reducirse con el tiempo, pasando de un
estado moderado a bajo. De esta forma, Ia seleccién de un moderado a elevado numero de fundadores,
con una elevada y moderada variabilidad genética, evitando siempre los cruzamientos consanguineos, es
la regi]a a seguir. Desafortunadamente, es muy dificit definir a priori un nimero ideal de fundadores a
seleccionar, ya que existen muchas variables a considerar, tanto practicas (capacidad de infraestructura de
la empresa, entre otras) como tedricas (el analisis de una gran namero de microsatélites, conocimiento del
pedigree, entre otras).

| Basicamente la historia genealégica reconstruida del grupo W, indica que los individuos analizados
se pu!eden dividir en cinco grandes grupos, A-J (Tabla 1). Es importante destacar, que al igual que
cualquier relacion genealdgica, la figura obtenida indica por ejemplo que los individuos que conforman el
grupo:C estan mas relacionados genéticamente dentro de ellos que con cualquier otro individuo de otro
grupo. Los diferentes grupos descritos representan esencialmente la base de la seleccion de los

cruzamientos.

b
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Tabla 1. Coédigos numerlco:s de los representantes para cada uno de los grupos definidos. En rojo se han

resaltado ejemplares machos y los cddigos subrayados corresponden a loz ejemplares homocigotos.

Grupos C " Representantes
! A ' 520, 2115 549,2124,1647,2060,2065,2236,506,2243,1823, 2061,376,40
4,529,551,429,1580, 21/9,2315,1654 20‘7]3,2055 2212,2142,2287,2049,
2206,2051,526 ,2200,349,2132,1751, 2071,2326,2074,2076,378,260,45
0,391,1757,1761,546.4 16,1600, 1621, !
B 1786,2352,2219, 2280’1767 2146,543,405,525, 2222,2199,2258,514,44
' 7,1738,2233,2327, 505 2284,357,544 1567,2307 1760,2204,388,2268

/

C 352,396,2265,550,1]54,535,2220 423,38p 414,394,422,517,440,2094,

1270,2273,504,1655,2241,1269, 406,421,363 2063,2095,508,1581,541,

- 2062,510,542,501,502,503

D 441,1586,512,2079,1524,2053 2137,20541 2050,2057,359,1803,434,44

a . 1,2096,2102,560, ﬁ;s 487.488,489,491,495,497,500

) E : 420,2277,1902,51§ 2275,439,446,449,407,2085,443,2118,425,1776,20
' 68,2283,426 2291/ 1082,2086 :

F 382,558.385,513, 48,1748,418,516,433,553,547,554,355,2213,2350,3

, 53,552,383 2083; 64,2048,2110,527,2266

5 G- ; 2261,2329,431,36,2339,523,2080,419,1839,427,2119,2126,2245,178

5 ‘ ' 2,522,2112, 230? 136,507,528,539,2117, 2227 484,485,473,474,478,48

F 3

H - 424,428,559,54},2255,2139,2238,532, 1192 2360,2252,362,2256,1736,

1771,555,2254£144,2348,530,2140,1834,509,2058,2274,

456,457,459,4{0,464,465.468 '

1 . 375,2077,432 106 2347,518,542 2066,2288 1804,417,533,538, -

451,452,453,

J 358, 36n,519!7m52 ,534,2111,2059 2298,;225 2084,537,2064,2305,234

: 9,347,524.53,348,2141,2247,430 2073,;448 2107,2295,557,2120,2294

3

13

1
¥

' Enlo posible el cruzamiento entre mdwm os pertenecientes a grupos detectados (A-J), debe tener
: preferencia al cruzamlento entre mdwzdum dentro de un grupo en particular. En la siguiente tabla
(Tabla 2), cada una de las celdas defi m&a con la letra “X " significa un cruzamiento sugerido entre
grupos. La letra z,,mduca cruzamientos ent indiviudos dentro de grupos, lo cual es considerado

' como alternativa de cruzamiento secundarl Asimismo, en lo posible la seleccién de los individuos
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subrayados (homocigotos) en la tabla de grupos (Tabla 1) deberia ser evitada para cruzamientos
tanto entre grupo como dentro de cada uno de ellos. Los diferentes grupos descritos representan

esencialmente la base de la seleccién de los fundadores.

i Tabla 2: Esquema de cruzamientos sugerido de acuerdo a los grupos obtenidos para el grupo

inicialmente evaluado como grupo W.

Grupos Grupos

A B c D E F G H 1 J
[ A 7 X X X X X |x X X |x
i B X 7 X X X X [x X X |X
| C X X z X X X X X X
i D X \ X 7 N X [x X X [N
. E X X X X 7 X |x X N |X
; F X X X . X | X z | X X X |x
: G N X X X X X 7 X X X
; H X X X X X x |x r X (X

' 1 Y X X X | X | X |X X 7
J X X X X X X [X X X 7

) 000000 000000000000 0000000000000000800000000000¢

! Cruzamientos entre grupos: Ejemplo A X B. ‘

Individuo 520 (macho A) X individuo 1786 (hembra B). La seleccion de los cruzamientos entre
grupos, representan el primer nivel en orden de importancia al momento de decidir los cruzamientos a -
realizar.

'{
i Cruzamientos dentro de Grupos: Ejemplo A X A.

. Individuo 520 (macho A) X individiio 2115 (hembra A). La seleccion de los cruzamientos dentro de

grupos, representan el segundo nivel en orden de importancia al momento de decidir los cruzamientos a

realizar.

Por otra parte, debido a la moderada a buena variabilidad genética del grupo 1 de trucha arco iris,

que implica un nimero de individuos con genotipos idénticos, y al desconocimiento de la historia
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genealégica de los ejemplares analizados, es muy dificil desarrollar un modelo de seleccién de fundadores

basado Unicamente en la informacién de los genctipos obtenidos. De hecho, de los 48 individuos que
i i

fueron incluidos en el analisis, se obtuvieron 31 genotipos diferentes (64.6%) en al menos uno de los
|

alelos.

3
! De esta forma, se procedio ha reconstruir fa historia genealégica mas probable del grupo y la
,_selecicic’:n de los fundadores se realizo, de acuerdo a grupos de individuos que comparten genotipos
similéres {consanguineos) en al menos uno de los alelos. Este Gltimo tipo andlisis es mas avanzado que la
selec;cic')n de fundadores basado solamente en genotipos.
i La siguiente figura representa la reconstruccion mas probable de la historia genealégica del grupo

analizado 1. Los codigos numericos representan individuos seleccionados en forma aleatoria como

representantes de cada uno de los subgrupos presentes. Para cédigos que comparten el genotipo, ver

tabla 1
. Basicamente la historia genealdgica reconstruida, indica que los individuos analizados se pueden
t
: —
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dividitr en diversos subgrupos, C al J. Es importante destacar, que al igual gque cualquier relacion

genealégica, la figura obtenida indica por ejemplo que los miembros del subgrupos C y D estan mas

relacibnados genéticamete dentro de ellos que entre ellos.

Aunque el conocimiento de la variabilidad genética, es uno de los principales aspectos al momento
de la :seleccién de fundadores, el nimero de los individuos seleccionados tambien es importante. Es decir,
debe}existir un compromiso entre variabilidad y nﬂmeré al momento de la seleccion. Por ejemplo, la
selec‘cién de un reducido numero de fundadores con una elevada variabilidad genética no es la regla a
segui'r, ya que eventualmente dicha variabilidad tenderia a reducirse con el tiempo, pasando de un estado
modérado a bajo. De esta forma, la seleccion de un moderado a elevado numero de fundadores, con una

}
eleva{’da y moderada variabilidad genética, evitando siempre los cruzamientos consanguineos, es laregla a
seguir. Desafortunadamente, es muy dificil definir a priori un numero ideal de fundadores a seleccionar, ya
que existen muchas variables a considerar, tanto practicas (capacidad de infraestructura de la empresa,
entre-% otras) como tedricas (el andlisis de una gran numero de microsatélites, conocimiento del pedigree,
entrej: otras).

| Las siguientes tablas, representan la seleccion de cruzamientos sugeridos para el grupo 1. Para el
disefio de estos cruzamientos, se ha. asumido que los individuos analizados no presentan ninguna
diferencia en algun parédmetro de produccién que se quiera mantener como una linea independiente, por
ejem;plo todos los individuos son homogéneos en crecimiento.

£| cruzamiento entre los subgrupos, debe tener preferencia al cruzamiento dentro de los subgrupos.

En las siguientes tablas, cada una de las celdas definidas con la letra X" significa un cruzamiento sugerido

L
4
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Tabla 1. Cédigos numericos de los representantes para cada uno de los subgrupos definidos.

Representantes (individuos que comparten genotipos

Subgrupos para cada uno de los subgrupos)

c 9672,9673,9667,0657,9700,5680,9678,9684,9687 | "

L sl L sy Ay
B - . . - ) N e EE . = i )
e . ‘

9651 9686 9654 9676 9671 9674

9690,9699,9653,9658,9661

9655,9688,9695,9704,9668,9669

9662,9702,9681,9664,9691,9692

I @ =1 m O

9652,9660,9682,9694,9697,9701,9703

9656,9685,9658,9689,9698

J 9659,9683,9670,9649,9650

i
i

Tabla 2. Cruzamientos sugeridos entre subgrupos.

Subgrupos Subgrupos
Cc D E F G H I J
Cc X X X X X X X
D X X X X X X X
E X X - X X X X X
F X X X X X X X
G X X | x| X X | X | X
L H X X X X X X X
F ] X X X X X X X
J X X X X X X X

~ . p
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Tabla 3. Cruzamientos sugeridos dentro subgrupos.

PR

; Subgrupos Subgrupos
C D E | F G H ! J
C
, D X
E X
’ F X
— x
H X
i | X
) J X

Debido a la moderada a buena variabilidad genética del grupo 2, que implica un numero de

3 mE———

indiviFluos con genotipos idénticos, y al desconocimiento de la historia genealogica de los ejemplares
anali%ados, es muy dificil desarrollar un modelo de seleccién de fundadores basado Unicamente en la
inforn;'lacién de los genotipos obtenidos. De hecho, de los 97 individuos que fueron incluidos en el analisis,
se ol:;ltuvieron 32 genotipos diferentes (33.0%) en al menos uno de los alelos.

" De esta.forma, se procedio ha reconstruir la historia genealdgica mas probable del grupo y la

seleccion de los fundadores se realizd de acuerdo a grupos de individuos que comparten genotipos

. similares (consanguineos) en al menos uno de los alelos. Este Gitimo tipo andlisis es mas avanzado que ia

[ .
seleccion de fundadores basado solamente en genotipos.
[ La siguiente figura representa la reconstruccién méas probable de la historia geneal6gica del grupo

analizado 2. Los codigos nimericos representan individuos seleccionados en forma aleatoria como
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representantes de cada uno de los subgrupos presentes. Para codigos que comparten el genotipo, ver
tabla 4

i Basicamente la historia genealbgica reconstruida, indica que los individuos analizados se pueden
dividir en diversos subgrupos, K al S. Es importante destacar,;que al igual que cualquier relacién

gen%alégica, la figura obtenida indica por ejemplo que los miembros del subgrupos K y M estan mas-
*

,relacionados genéticamete dentro de ellos que entre elios.

T
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N o
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i Aunque el conocimiento de la variabilidad genética, es uno de los principales aspectos al momento
de laJ1 seleccion de fundadores, el nimero de los individuos. seleccionados tambien es importante. Es decir,
debe existir un compromiso entre variabilidad y numero al momento de la seleccién. Por ejemplo, la
seleccion de un reducido numero de fundadores con una elevada variabilidad genética no es la regla a

seguir, ya que eventualmente dicha variabilidad tenderia a reducirse con el tiempo, pasando de un estado

il
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1
moderado a bajo. De esta forma, 1a seleccién de un moderado a elevado nimero de fundadores, con una
!

eleva:da y moderada variabilidad genética, evitando siempre los cruzamientos consanguineos, es laregla a
segui;. Desafortunadamente, es m.uy dificil definir a priori un numero ideal de fundadores a seleccionar, ya
que;' ;;lsten muchas variables a considerar, tanto practicas (capacidad de infraestructura de ia empresa,
entre ;otras) como teoricas {el analisis de una gran numero de microsatélites, conocimiento del pedigree,

i .
entre otras).

"_ Las siguientes tablas, representan la seleccién de cruzamientos sugeridos para el grupo 2. Para el
diseﬁé de estos cruzamientos, se ha asumido que los individuos analizados no presentan ninguna
diferepcia en algin parametro de produccién que se quiera mantener como una linea independiente, por
ejemplo todos los individuos son homogéneos en crecimiento.

i Ei cruzamiento entre los subgrupo_s,rdebé ten_ér preferencia al cruzamiento dentro de los subgrupos.

! :
En las siguientes tablas, cada una de las celdas definidas con la letra "X" significa un cruzamiento sugerido
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Tabla 4. Codigos numericos de los representantes para cada uno de los subgrupos definidos.

Representantes (individuos que comparten genotipos

. Subgrupos para cada uno de los subgrupos)

i

l K 9710,9745,9806,9732,9771,9727,9728,9753,9791,9802,9805

f ,9808,9809 |

‘ L 9810,9733,9762,9768,9769,9770,9740,9751,9788,9790,9801

M 9797,9803,9713,9878,9765,9766,9737,9750,9786,9799,9800

% N 9709,971 1,9779,9776,9777,9722,97253;9734,9752,9784, 9785

: 0 9764,9721,9765,9773,9774,9775,9729,9741,9749,9782,9783

' P 9758,9772,9789,9807,9706,9708,9755,9756,9742,9781,9794

. ,9804

Q 9715,9713,9761,9763,9717,9719,9730,9748,9754,9780,9793

| R 9712,9735,9757,9767,9716,9718,9720,9744,9747,9778,9796
S

19707,9743,9714,9736,9738,9724,9725,9726,9746,9792,9798

Tabla' 5. Cruzamientos sugeridos entre subgrupos.

, Subgrupos Subgrupos

i

! K L M N 0 P Q R S

! _

f K X X X X X X X X

; L X X X X X X X X

i .

’ M X X X X X X X X
N X X X X X X X X

| 0 X X X X X X X X
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P X X X X X X X X
Q X X X X X X X X
R X X X X X X X X
’ S - X X . X X X X X X
|
‘Tablé 6. Cruzamientos sugeridos dentro subgrupos,
Subgrupos Subgrupos
;
| K L M N 0 P Q R S
|
! K X
L X
—m X
{ N X
S A ._x.
P X
Q X
R X
S X

Cruzamientos entre Subgrupos: Ejemplo C X D.

-Por ejemplo, individuo 9672 (hembra C) X individuo 9676 {macho D).

La seleccion de los cruzamientos entre subgrupos, representan el primer nivel en orden de

importancia al momento de decidir los cruzamientos a realizar.
1
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Cruzamientos dentro Subgrupos : Ejemplo D X D.

Por ejemplo individuo 9651 (hembra D) X individuc 9686 (macho D).

e

rj La seleccién de los cruzamientos dentro de subgrupos, representan el segundo nivel en orden de

importancia al momento de decidir los cruzamientos a realizar.

. l

Analisis y conclusiones de los resultados obtenidos.
h

Es compietamente indudable que la industria de la Salmonicultura representa para Chile una de sus
principales actividades economicas. Al mismo tiempo, para la region sur de nuestro pais, esta industria no
solamente ha significado una importante actividad econémica, sino tambien un significativo desarrollo
socialfy organizacional, €l cual es bastante complejo. Por ejemplo, en forma conjunta con el crecimiento de
la industria de la Salmonicultura, se han desarrollado una serie de servicios anexos. Aunque en Europa y
USA, el concepto de servicios biotecnolégicos asociados a la industria de la acuicultura es un concepto
ampliamente difundido, en nuestro pais el concepto de estos servicios ha tenido un desarrollo relativo.
Quizas una de las razones mas importantes es que las especies en las cuales esta basada la industria de
la Sallmonicultura, Salmon coho, Salmén del Atlantico y Trucha arco iris, son especies introducidas, no
endémicas para Chile. Con lo cual, todo el conocimiento necesario para el cultivo de estas especies debia
ser exportado. De la misma forma, servicios biotecnolégicos de vanguardia molecular o genéticos eran
exclusivamente desarroliados y puestos en practica en paises Europeos o en USA. La aplicacion de estos
servicios en dichos paises, ha generado productos con una mejor calidad, relacionados fundamentalmente
con la mantencion de una adecuada variabilidad genética y con el desarrollo de planes de manejo
genéticos de seleccién asistida. Lo cual a su vez genera individuos, por ejemplo, con una mayor
resistencia a enfermedades, mejores indices de conversién alimentaria, reduccion del porcentaje de

malformaciones, por comentar solo algunos logros. Claramente esto representa una enorme ventaja

compétitiva.
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'; Hasta hace algunos afios, no era posible para los productores nacionales de Salmén encontrar en
Chile, empresas que pudieran ofrecer servicios biotecnologicos genéticos-moleculares como los
come'ntados anteriormente. De esta forma, uno de los hitos mas importantes de este proyecto fue el de
desarrollar, y establecer en la actualidad, una opcién nacional para prestar servicios moleculares-genéticos.
La acéptacién de dichos servicios por parte de los productores nacionales ha sido muy importante. Otro de
los 'afspectos importantes de este proyecto, fue el de interactuar directamente con los productores
nacionales, explicando de una forma accesible el alcance de las técnicas genéticos-moleculares, con lo
cljal en la actualidad dichos productores comprenden perfectamente la real necesidad de estos servicios
biotecnolagicos.

" Por otra parte, nuestros avances en los estudios de las tres especies de Salmoénidos en Chile
(Salmoén coho, Salmén del Atlantico y Trucha arco iris), nos ha permitido generar una importante base de
datos a nive! de variabilidad genética y-cruzamientos. Dicha base de datos, permite tener una vision global
de la realidad de la industria Salmonicultura chilena, lo cual a su vez permite establecer no solamente
comparaciones con industria similares en el extranjero, sino también fijar metas y/o estandares de
variabilidad genética, y desarrollar eficaces programas de manejo de seleccion asistida. Como ejemplos se
pueden comentar varios aspectos. ' |
1);
" con la obtenida en la misma especie en otros paises, por ejemplo USA. Esto se puede deber

La variabilidad genética de los salmones coho desarrollados en Chile, es reducida en comparacion

fundamentalmente, ya sea a un reducido nimero de parentales o a la reducida variabilidad

| genética de estos, que formaron las poblaciones originales de coho en Chile. La situacion de
- Salmen coho necesita una supervision constante.

2). La variabilidad genética de Trucha arco iris y Salmén del Atlantico desarrollados en Chile, va de un
; rango de buena a reducida, siendo generalmente aceptable. En los casos de una variabilidad
' reducida, esta puede casi siempre se relaciona con un deficiente programa de manejo seleccion.

3) Los reducidos programas de manejo de seleccion genética desarrollados en Chile, estan
i fundamentalmente basados en caracteres fenotipicos. Aunque dichos programas son perfectamente

aceptables, no han tenido los resultados esperables. Nuestra conclusién frente a este hecho, es que

el total desconocimiento de ia variabilidad genética y relaciones consanguineas de las poblaciones

originales con las cuales se comenz6 a desarrollar dichos programas, son las principales razones

por las cuales no logran, en general, cumplir con los objetivos propuestos.

4) Nuestra consideracion final es que aunque el servicio desarroliado a nivel genético-molecular,

utilizando microsatélites, represente un enorme avance y utilidad para la industria de la

Salmonicultura nacional, lo ideal en la actualidad es implementar. planes o programas de manejo
' genético de seleccion asistida, utilizando tanto marcadores moleculares como caracteres
fenotipicos. Ademas, es muy necesario desarrollar e incorporar nuevas técnicas, tales como
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_expresion génica, y NUevos marcadores moleculares que permitan refinar y complementar aGn mas

los planes o programas de manejo genético de seleccion asistida

.

C) Impactos del Proyecto

. Mediante el servicio de evaluacién molecular de la variabilidad genética propuesto se espera

provocar beneficios a nivel de reduccién de los siguientes costos de produccién de salmones:

-Disminucion de mortalidad de los peces producto de malformaciones y por mejoramiento en la adap
es decir se favorecera la variabilidad genética.

tacion

del pez al medio ambiente, ya que se evitara el inbreeding,

-Esto implica un aumento de los ingresos por aumento de las toneladas producidas.

Estos beneficios se pueden presentar cuantitativamente a través del siguiente escenario

conservador-pesmista Asumiendo que !a mortalidad pudiese rebajarse en un 3%, se esperaria obtener un

3% de Toneladas adicionales a la cosecha. Si consideramos que el precio promedio de los uitimos tres

afios corresponde a 3,4US$/Kg y que a modo de ejemplo en el afio 2003 se exportaron aproximadamente

310.000 Toneladas, se esperaria cosechar 9 300 Toneladas adicionales por efecto de reduccion en la

mortalidad, esto significa que se lograria un beneficio adicional valorado en US$ 31.620.000 para la

industria.
Respecto a la oferta del servicio por parte de Diagnotec S. A., el laboratorio ha utilizado su expertis

en técnicas moleculares, su infraestructura y la logistica utilizada para el screening de reproductores, lo que

ha permltldo otorgar el servicio de evaluacién de la variabilidad genética desde ya. Cabe destacar que este

ha temdo una muy buena demanda de parte de los productores

Pagina 35 de 35



	

