RESILTROUT- Acquacoltura resiliente ai cambiamenti globali: la ricerca a supporto
della filiera troticola italiana Resiltrout

Obiettivo 2
Selezione di linee di trota resilienti alla PKD e allo stress termico

Introduzione

Negli ultimi decenni si &€ osservato un progressivo aumento della temperatura dei corpi idrici,
associato a una riduzione della disponibilita e del volume delle risorse idriche come
conseguenza dei cambiamenti climatici. Tali alterazioni ambientali determinano condizioni di
stress fisiologico nei pesci, compromettendone 'omeostasi e aumentando la suscettibilita
alle infezioni da agenti patogeni (Barange et al., 2018).

Le malattie infettive rappresentano, infatti, uno dei principali ostacoli per la rapida espansione
dell’acquacoltura. Nonostante cio, i notevoli sviluppi nello studio del genoma degli organismi
acquatici hanno consentito di applicare tecnologie innovative a supporto di produzioni di
acquacoltura sostenibili. In particolare, Uutilizzo di marcatori genetici a DNA, quali i
Polimorfismi a Singolo Nucleotide (SNP), &€ sempre piu diffuso per la selezione di soggetti
portatori di tratti di grande interesse economico. Gli SNP possono essere utilizzati per studi di
associazione (Genome Wide Association Studies, GWAS) e vengono usati per identificare le
varianti genetiche associate al miglioramento di differenti tratti, tra cui caratteri produttivi e
resistenza alle malattie.

L’obiettivo 2 del progetto RESILTROUT mira a identificare marcatori di DNA per la selezione
genomica, al fine di affrontare alcune delle principali criticita della troticoltura italiana quali la
malattia proliferativa renale (PKD) e lo stress termico.

La PKD €& stata riportata come altamente impattante sulle produzioni di salmonidi, sia in
Europa, che in Nord America, con rilevanti implicazioni economiche sia per le popolazioni
selvatiche sia per quelle allevate (Hedrick et al., 1993). L'agente eziologico della PKD &
Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa). Questa patologia € considerata una delle piu gravi
malattie parassitarie in acquacoltura, con focolai stagionali che si verificano tipicamente tra la
tarda primavera e lUinizio dell’autunno, in concomitanza con l'aumento della temperatura
dell’acqua. In questo periodo, i briozoi invertebrati rilasciano spore che infettano i pesci
attraverso le branchie o la cute. Successivamente, il parassita si distribuisce preferenzialmente
in organi quali rene, milza e fegato, dove prolifera. La trota iridea rappresenta un ospite
irregolare e a fondo cieco per T. bryosalmonae e solo occasionalmente sopravvive a infezioni
gravi, con tassi di mortalita che possono raggiungere il 95% negli avannotti allevati in
incubatoio. Attualmente non sono disponibili vaccini o terapie efficaci per il controllo della
PKD.

Analogamente, lo stress termico conseguente all'aumento della temperatura delle acque
rappresenta uno dei principali fattori limitanti per la sostenibilita delle produzioni
d’acquacoltura. Gli effettirisultano particolarmente evidenti negliimpianti alimentati da acque
superficiali, maggiormente esposti alle variazioni climatiche stagionali e agli eventi estremi.
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Lincremento della temperatura altera numerosi processi fisiologici dei pesci, tra cui il
metabolismo energetico, la crescita, Uefficienza alimentare e la funzionalita immunitaria,
determinando una riduzione delle performance produttive. Inoltre, condizioni termiche al di
fuori dell'intervallo ottimale di specie favoriscono l'insorgenza di stati di stress cronico, con
aumento dei tassi di mortalita e maggiore suscettibilita alle patologie infettive di origine
batterica, virale e parassitaria. Parallelamente, temperature piu elevate possono accelerare il
ciclo biologico e la capacita di diffusione di numerosi patogeni acquatici, contribuendo a un
incremento della frequenza e della severita degli episodi di malattia negli allevamenti ittici
(Cascarano et al., 2021).

Metodologia analitica

Linee di trota presenti nel’Azienda Agricola Canali Cavour sono state ottenute con una
riproduzione fattoriale completa derivante dall’incrocio di 32 maschi con 100 femmine come
riportato in Tabella 1.

La progenie ottenuta € stata suddivisa in gruppi omogenei, costituiti ognuno da 1000
esemplari, e mantenuti, in accordo alla normale prassi di allevamento, in raceway con acqua
naturalmente infetta da Tetracapsuloides bryosalmonae per un primo gruppo, ed esposta, a
partire da Maggio 2024, alle naturali fluttuazioni termiche periodiche per il secondo gruppo al
fine di ottenere due popolazioni sulle quali definire i fenotipi e condurre la genotipizzazione per
Uapplicazione di studi di GWAS.

5000 trote iridee provenienti dallo stesso incrocio sono invece state allevate per essere
utilizzate quali riproduttori e sono state, a tal fine, identificate univocamente mediante
trasponder intramuscolare e genotipizzate. Sono stati registrati tutti i parametri morfometrici
ed effettuato il prelievo di materiale biologico per ciascun individuo.
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Tabella 1. Incrocio fattoriale completo utilizzato per la riproduzione.

Maschi 1 2 3 4 5 100
1 X X X X X X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X X X
4 X X X X X X X
5 X X X X X X X
X X X X X X X
32 X X X X X X X

Per la PKD i casi sono stati campionati durante la primavera e Uestate del 2024 e definitiin base
alla presenza di lesioni interne specifiche, in particolare ingrossamento del rene,
splenomegalia, e mediante PCR end-point per la rilevazione di T. bryosalmonae, come
descritto da Kent et al. (1998), amplificando un frammento di 435bp del gene SSU-rDNA.
Considerato che la PKD induce una condizione di immunosoppressione generalizzata, € stata
inoltre effettuata una classificazione del grado di infestazione al fine di supportare ilruolodi T.
bryosalmonae come causa primaria di mortalita.

E stata quindi sviluppata una Digital droplet PCR (ddPCR) per la quantificazione assoluta del
patogeno e per la definizione del fenotipo, utilizzando primer e sonde specifici gia descritti per
la real-time PCR da Carraro et al., 2018.

Per tutti i casi € stato prelevato un campione di tessuto utilizzato quale matrice per Uestrazione
del DNA. A tale scopo ¢ stato utilizzato Uestrattore automatico KingFisher Flex.

Quali controlli sono invece stati considerati i soggetti sopravvissuti a seguito dei picchi termici
stagionali e campionati durante la stagione invernale 2024 mediante tamponi buccali. Anche
in tal caso il DNA ¢ stato estratto mediante estrazione automatica.

Tuttavia, tutti i campioni positivi alla PCR end-point, anche in presenza di un basso livello di
infestazione, e in assenza di principali patogeni batterici, sono stati inclusi nel GWAS come
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casi. Per lo stress termico sono state genotipizzate un totale di 600 trote iridee delle 1000
monitorate, di cui 300 soggetti venuti a morte 300 sopravvissuti ai rialzi termici stagionali.

Genotipizzazione

La genotipizzazione €& stata effettuata utilizzando array commerciali a media densita
(contenenti 57.000 marcatori SNP) sviluppati per la trota iridea e processati seguendo le
istruzioni del produttore e utilizzando lo strumento GeneTitan™ MC Fast Scan.

Studio GWAS

Il software Axass (Thermofisher) & stato utilizzato per il controllo di qualita dei dati analitici
mentre il software PLINK v1.9 (Purcell et al., 2007) & stato utilizzato sia per rimuovere SNP e
individui con basso successo di genotipizzazione o SNP caratterizzati da una frequenza allelica
rara. Lo stesso software & stato, inoltre utilizzato per analizzare la struttura della popolazione
oggetto di studio.

Il software GCTA (Yang et al., 2011) & stato invece utilizzato per lo studio di associazione
applicando sia la correzione per test multipli di Bonferroni (Bonferroni, 1936) sia il False
Discovery Rate (Benjamini and Hochberg, 1995),

Risultati

Su un totale di 990 campioni analizzati per PKD mediante PCR end-point, il 43% (n = 426) €
risultato positivo per T. bryosalmonae. Tra questi, 368 campioni sono stati ulteriormente
analizzati con ddPCR, consentendo la quantificazione del carico parassitario e la
classificazione in cinque livelli di gravita dell’infestazione: molto basso (<10 copie/pL), basso
(10-99 copie/pL), moderato (100-999 copie/uL), elevato (1.000-9.999 copie/pL) e molto
elevato (>10.000 copie/pL). La maggior parte dei campioni positivi rientrava nelle categorie
moderata ed elevata, rappresentando rispettivamente il 36% e il 29% del totale.

Per la PKD sono risultati significatividue SNP (AX-89938039 e AX-89958371), entrambi ubicati
sul cromosoma 8, in posizione 73.22Mbp e 38.44Mbp, rispettivamente.

Nel caso dello stress termico sono risultati significativi due SNP: lo SNP AX-89953412
presente sul cromosoma 16 in posizione 20.97 Mbp e lo SNP AX-89954319 presente sul
cromosoma 32 in posizione 14.13 Mbp.

La genotipizzazione é stata ottenuta per 4744 riproduttori su 5000 poiché alcuni, nel
frattempo, sono venuti a morte o i genotipi erano mancanti. Per la creazione di una
progenie resiliente sono stati utilizzati 857 soggetti sfruttando il modello fattoriale
completo come precedentemente descritto (248 maschi e 609 femmine).

ZOOPROFILATTICO

999eE

f S Troticoltura delle Sorgenti
FARIANO IS CATTOLICA g

del Sacro Cuore (Chialamberto — TO)

ISTITUTO

FIVINIWINTLS

Plemanto Liguri o Vall A
g Altare



RESILTROUT- Acquacoltura resiliente ai cambiamenti globali: la ricerca a supporto
della filiera troticola italiana Resiltrout

Conclusioni

L'utilizzo di studi GWAS non solo deve considerarsi uno strumento essenziale per il
miglioramento genetico delle specie allevate, ma rappresenta anche un modello da utilizzare
per ottenere produzioni di acquacoltura sostenibili.

La definizione del fenotipo rappresenta uno dei principali fattori di bias negli studi GWAS e una
chiara e univoca classificazione dei casi &€ essenziale per evitare associazioni spurie € per la
riproducibilita di studi condotti da gruppi differenti. Nel caso specifico, la conferma del
fenotipo € stata effettuata mediante un approccio multidisciplinare che ha comportato:
registrazione della sintomatologia e delle lesioni macroscopiche medianti sistemi tradizionali
ed implementazione di metodiche basate sulla biologia molecolare.

| risultati ottenuti dallo studio GWAS possono essere impiegati per una selezione assistita da
marcatori (MAS) basata sulla selezione di soggetti portatori di un numero limitato di marcatori
associati alla resilienza. Vi sono pero casi in cui ciascun marcatore spiega soltanto una piccola
parte della variabilita fenotipica associata al tratto di interesse; in questi casi risulta
maggiormente opportuno lutilizzo di un approccio basato sulla selezione genomica (GS) che
stima per ciascun riproduttore il valore genomico, che € la somma degli effetti di tutti marcatori
testati.
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