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ABSTRACT

In recent years, the production of Salmo salar or Atlantic Salmon in Chile has
undergone a considerable expansion. Due to this, the implementation of research
programs aimed at the innovation for developing competitive advantages has been
regarded as an important role in Chilean governmental policies. Thus, the following
work focuses on the discovery of novel single nucleotide polymorphisms in immune
system signalization associated genes, for the generation of new genetic markers for the
development of superior breeding lines which may show advantage in terms of disease
resistance to local producers.

Numerous techniques have been established for the genotyping of single
nucleotide polymorphisms or SNPs. High resolution melting curve analysis (HRMA)
has proven to be a precise, low-cost and medium throughput technology, which fits all
our requirements. The method was tested on a previously known polymorphism
(SNP356), which was previously genotyped in our laboratory by microarray analysis.
Results demonstrated full concordance, proving HRM reliability.

HRM was used to genotype 6 other polymorphisms from which we had no
previous information. These polymorphisms were discovered by in silico analysis of
EST sequences extracted from cGrasp database. Three out of six SNPs were
polymorphic, giving a 50% success rate.

Sequences containing the polymorphisms were aligned using the blast algorithm
against the NCBI database. The highest scoring genes were used to individualize the

three SNPs discovered. Two of them, were in the 3°'UTR region, and the other was in the
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coding sequence (CDS) of the mRNA. As point mutations in the untranslated region do
not tend to generate significant changes in protein structure or function, we suppose
these as silent mutations. Nonetheless, as these genes have proven to be polymorphic,
they could be very valuable mRNA associated molecular markers. On the other hand,
TAP1 mutation was found to be in the CDS region, delivering a non-synonymous
mutation from a glycine to a serine. One possibility is that these mutations could lead to
the generation of susceptible, tolerant of resistant phenotypes.

Further studies are needed to assess the presence of these newly discovered
polymorphisms in infected salmon populations, as they could generate novel genetic

lines with resistant infectious disease phenotypes.
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RESUMEN

La salmonicultura durante la década de] 90, ha tenido un auge en exportaciones y
produccién total. Es por ello que se ha fijado como 4rea prioritaria en Investigacién
cientifica, aquellos proyectos que fomenten aumentos productivos de Salno salar. En
este contexto los marcadores moleculares, microsatélites o polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP), han sido descritos como esenciales para la generacién de nuevas
lineas genéticas. Es por ello que mediante la identificacion, validacion, genotipificacién
y anotacion de polimorfismos tipo SNPs, en genes asociados a vias de sefializacién en el
sistema inmune en Salmo salar, se pretende dar un paso hacia la identificacién de
marcadores moleculares que ayuden a descubrir y reproducir lineas de seleccion que
otorguen ventajas competitivas al producto nacional,

Numerosas técnicas de genotipado de polimorfismos simples han sido
desarrolladas. Para este trabajo y basado en la extension del analisis, se opt6 por una
técnica econdmica, precisa y de rendimiento medio llamada “denaturacién de curvas en
alta resolucion”. Esta se basa en la deteccion de los polimorfismos mediante Ia
disminucién de fluorescencia de un agente intercalante de ADN en el proceso de
disociacion de la doble hebra, siendo la sefial fluorescente del fluordforo més potente
cuando se encuentra unida a la doble hebra de ADN.

Los ensayos de genotipado por esta técnica se realizaron en muestras de 4
poblaciones comerciales y 1 naturalizada. Estas poblaciones permitieron encontrar
polimorfismos de mas de un 7% de frecuencia. Se escogieron los genes a analizar

examinando trabajos en los que identificaran cambios de expresion de mRNAs bajo



infecciones. Es asi como se identificaron 8 genes putativos en los cuales buscar
polimorfismos: Tiorredoxina, TAPI, TAP2, B2-Microglobulina, PKR, IRF-1, C-type
Lectin y Mx1. De un total de 6 SNPs decubiertos in silico, 3 fueron polimérficos. Esto
no incluye un polimorfismo usado para estandarizar y optimizar la técnica (SNP356),
cuyo genotipo para las muestras ya era conocido. Nuestros resultaron finalmente
demostraron un 50% de éxito entre SNPs descubiertos in silico y su validacion.

Por otro lado, de los 4 polimorfismos analizados, solo el SNP356 no tuvo puntajes
significativos al hacer un blast de las secuencias obtenidas in silico contra la base de
datos de NCBI. En tanto, para los SNPs TAP1, Tiorredoxina ¥ 2B-Microglobulina hubo
puntajes significativos, encontrandose secuencias responsables de su transcripcion. Para
los polimorfismos ligados a estos tres genes, se vio que dos estdn en regiones 3’UTR,
mientras que para TAP1, su mutacién se encuentra en la region funcional de 1a proteina,
conllevando un cambio desde glicina a serina, cambio que trae modificaciones a la
proteina generada.

Los polimorfismos obtenidos podrian ser analizados en poblaciones desafiadas a
diferentes patdgenos, con el objeto de ver si se corresponden con algtin grado de
resistencia, tolerancia o susceptibilidad a enfermedades infecciosas. De esta manera se

podrian generar lineas de seleccién que aumenten la competitividad del salmén chileno,
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INTRODUCCION

1.1  Antecedentes

Durante la década del 90, 1a produccién y exportacién de salmonideos prosperd
notablemente. Es asi como durante el afio 2008, la industria del salmén generd ingresos
por 2.392 millones de délares (Salmon Chile: http://estadisticas.intesal.cl/; N° 3),
representando 445 miles de  toneladas de producto neto (Salmon Chile:
http://estadisticas.intesal.cl/; N° 4). Desde el afio 1998 hasta el 2008, la produccién neta
ha aumentado un 244%, convirtiendo a esta industria en una de las de mas fuerte
crecimiento del pais. Ademas del Pprogreso economico, esta industria ha contribuido a la
generacion de empleo y al progreso social en la zona centro sur y sur del pais,
especialmente en las regiones de Los Lagos y Aysén.

En los tltimos afios, la salmonicultura se ha visto seriamente afectada por
enfermedades de tipo infeccioso. [.a mas importante involucra una bacteria intracelular
llamada Piscirickettsia salmonis que produce la Piscirickettsiosis o Sindrome
Rickettsial del Salmén. Durante el afio 2007, se observé que en promedio, un 57% de la
mortalidad mensual en peces se debié a infecciones por Piscirickettsiosis (Leal y
Woywood 2007). Por otro lado, el virus de la anemia infecciosa (ISA), durante un brote
masivo, gener6 una reduccién de un 48% de la produccion de Salmo salar durante el afio
2009 (Fitchratings: www.fitchratings.cl). Es por ello, que buscando contener ambas
infecciones, se han desarrollado vacunas y antibidticos, siendo estos suministrados
individual (vacunas) o colectivamente (disueltos en estanques) (Olsen y col. 1997;

Wilhelm y col. 2006). A pesar de generar una disminucién en Ia mortalidad, estos



métodos provocan un nimero de problemas secundarios. En este contexto, las vacunas
han demostrado tener una limitada efectividad, ya que el desarrollo e implementacién de
cstas se encuentra restringida debido al escaso conocimiento existente respecto del
sistema inmune de los peces (Miquel y col. 2003; Almendras y Fuentealba 1997) y al
alto costo que representa la aplicacion individual de cada inyeccion. Por otra parte,
serias limitaciones medioambientales existen al suministro de antibioticos, ya que ellos
provocan problemas a la microbiota endémica y al ecosistema. Ademds, las normas
internacionales son exigentes respecto de la presencia de antibi6ticos en los alimentos,
Dado los pobres resultados obtenidos a partir del uso de vacunas y antibiodticos
(Burridge y col 2008; salmonchile), se han planteado otras estrategias para combatir la
mortalidad en peces. Una muy atractiva es la seleccion fenotipica. Aplicando esta
cstrategia, empresas productoras de salmonideos han implementado programas de
mejoramiento que involucran la generacion de lineas o familias de peces portadoras de
determinadas caracteristicas fenotipicas, elegidas por su capacidad de generar algun tipo
de plusvalia comercial. Sin embargo, hoy en dia el avance de la ciencia en el campo
genctico y de la biologia molecular ha abierto un nuevo y amplio espectro en la
produccién animal, En este sentido, la disponibilidad de practicamente la totalidad del
genoma del Salmoén del Atlantico, permite identificar polimorfismos en este genoma.
Esto posibilita efectuar un andlisis mas acabado de resistencias a patdgenos, estudiando

las regiones del genoma involucradas con estos caracteres complejos.

1.2 Salmoénidos

El Salmén del Atlantico es una especie de la familia salmonidae, del género salmo.



Dentro de la familia existen otras especies comercializadas, como es la trucha arcoiris
(Onchorhyncus mykiss) y el Salmén coho (Onchorhyncus kisutch). Una caracteristica
peculiar de todos ellos es Ia presencia de un ancestro tetraploide en la familia
salmonidae, producto de una duplicacién genomica completa, lo que se puede deducir
del tamafio del genoma y los brazos cromosomicos. En este contexto, la duplicacion
citada permite la evolucion diferencial de genes originales y duplicados por las distintas
presiones selectivas a las que puede estar sometido cada gen dependiendo de su posicion
y funcionalidad. En este sentido se ha propuesto que la rdpida adaptacion mostrada en
algunos individuos de la familia salmonidae sea gracias a variaciones que pueden ocurrir

en el genoma debido a este evento de duplicacién (Taylor y col, 2001).

1.2.1  Efectos de una duplicacién gendmica reciente

A raiz de eventos de duplicacion genémico completa, Qumsiyeh (1994) planted
dos posibles escenarios. El primero es la mantencién de la dotacién cromosdmica
posibilitando eventos de recombinacion mas frecuentes, generando variacion,
permitiendo la colonizacién de nuevos habitats con mayor eficiencia. El segundo es la
disminucion de la dotacién cromosémica reduciendo los eventos de recombinacion, pero
seleccionando genes que otorguen alguna ventaja adaptativa al medio. Esto se traduce en
una mejor adaptacion al ambiente, sacrificando la posibilidad de colonizar nuevos
nichos. La mayor parte de los miembros del genero Oncorhynchus han mantenido su
dotacién cromosémica, conservando la capacidad de adaptarse a hdbitats nuevos, El
género Salmo, en tanto, ha reducido su dotacién cromosémica (de 80 a 54-56),

adaptdndose a condiciones medio ambientales especificas, limitando la colonizacién de



nuevos nichos ambientales.

Por otro lado, se ha descrito que pueden suceder tres procesos génicos cuando
ocurre una duplicacién genética. El primero, y mas comun, es el silenciamiento de genes
duplicados, esto implica la perdida de funcionalidad génica (no-funcionalizacion) por
mutaciones ocurridas en regiones relevantes como promotoras, de procesamiento y/o
seflalizacion. Segundo, que una de las copias adquiera una mutacién que produzca una
ventaja por sobre el original, remplazandola con el tiempo (neo-funcionalizacién).
Tercero, que ambos genes muten generando un producto que en su conjunto genera
sinergia, aumentando la eficiencia que produce cada uno por separado (sub-
funcionalizacién). A pesar de que el silenciamiento es lo mds comun, la segunda y
tercera opcion son las que generan nuevas lineas de individuos, logrando asi la

especiacion o una ventaja selectiva a alguna especie (Lynch y Conery 2000).

1.2.2 Antecedentes de genes ligados a respuesta inmunoldgica en salménidos.

La aplicacién de chips comerciales en salménidos que permiten la cuantificacién
de expresion génica ha generado una gran cantidad de informacion disponible en las
bases de datos. Rise y col. (2004), Jergensen y col. (2008) y Young y col. (2007)
hicieron uso de tres microarreglos para medir cambios de expresion en Salmo salar bajo
condiciones de infeccion por Piscirickettsia salmonis, virus ISA vy Neoparamoeba
perurans respectivamente. Rise y col. (2004) investigaron genes que variaran su
expresion en macréfagos y células de rifion anterior 14 dias después de una inyeccion
peritoneal con el patégeno P. salmonis. Por otro lado Jergensen y col. (2008), a través de

un microarreglo compuesto de 1800 ¢DNAs, analizaron cambios de expresion en peces



muertos entre los dias 21-25, 28-31 y 37-48 pos infeccidn con virus ISA. Young y col.
(2007) describen una regulacion de 99 genes inmunolégicos de Salmo salar por parte de
Neoparamoeba perurans en el area de infeccion, estos genes se encuentran ligados al
procesamiento y presentacién de antigenos. La informacién obtenida de estos trabajos
permitié acotar los genes en los cuales se debe buscar polimorfismos para encontrar

individuos resistentes o susceptibles a ambas enfermedades.

Larsen (2004), por otro lado, describe el perfil de expresién in vitro del gen Mx1
en cultivos celulares de Salmon Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) infectados con el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV). En su trabajo demuestra que una
sobreexpresion del gen Mx1 en células CHSE-214 aumenta la tasa de sobrevivencia
celular desde un 10%, a aproximadamente un 99%, efecto similar al que produce una
induccién de respuesta por interferones. Por tltimo, describe que los clones AsMx1, que
sobre expresan Mx1, son capaces de inhibir la sintesis proteica del IPNV, demostrando
asi una relacion entre la traduccién del gen Mx1 y la proteccién a IPNV.

La proteina quinasa activada por RNA (PKR) se describe como un modulador
importante en la respuesta celular ante infecciones virales de la familia orthomyxovirus,
a la cual pertenece el virus ISA. Por otra parte, esta descrito el efecto positivo de la
cxpresion de PKR en vias de sefializacion y respuesta celular inmunolégica frente a
agentes patogenos virales en organismos eucariontes (Garefa y col. 2006). A raiz de
estas investigaéiones S€ espera que la sobre o sub expresién de esta proteina pueda

otorgar resistencia o susceptibilidad a individuos expuestos a agentes virales de la

familia orthomyxovirus, modulando Ia respuesta inmune,



1.3 Polimorfismos

Los polimorfismos genéticos, de cualquier tipo, permiten la diferenciacion a nivel
genomico. Esto ocurre ya que no todos los individuos, incluso de una misma familia,
tienen la misma secuencia nucleotidica, sino que varia de individuo a individuo. Estas
diferencias pueden ser usadas como marcadores moleculares; polimorfismos asociados a
alguna caracteristica en especifico.

Existen dos tipos de polimorfismos ampliamente utilizados en los estudios
genéticos: los microsatélites y los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Los
microsatélites son secuencias que se encuentran repetidas en bloque en el genoma y los
SNPs se definen como variaciones nucleotidicas en una sola base. Los primeros son
sumamente variables, contando con varios alelos por polimorfismo. En tanto, los
segundos, tienen normalmente dos alelos y la generacion de nuevas mutaciones suele ser
muy limitada (Smith y col, 2005). Sin embargo, los SNPs se encuentran con una
frecuencia de 4.3 por cada 1000 bases permitiendo una cobertura genémica sumamente

alta (Vignal y col, 2002). La eleccion de uno u otro marcador depende directamente del

disefio experimental y los objetivos del trabajo.

1.3.1  Tecnologias de genotipado de SNPs

La tecnologfa de punta para los estudios de genotipado en individuos es el uso de
chips que contienen miles de diferentes SNPs, debido a su alto rendimiento (high-
throughput) (Oliver y col. 2002; Kim y Misra 2007; Treff y col. 2011). Sin embargo, esta

tecnologia es de muy alto costo, siendo pocos los laboratorios que pueden enfrentar su



implementacion. Es por ello, que se han desarrollado tecnologfas mas econdmicas, pero
de menor envergadura para lograr el genotipado y validacion de este tipo de
polimorfismos, como por ejemplo la PCR alelo especifico, deteccion por corte con
enzimas de restriccion, reaccion en cadena por la ligasa 0 marcadores fluoroforados tipo
TagMan (Black y Vontas 2007).

Actualmente, se dispone de una novedosa tecnologia para la deteccién de SNPs,
denominada “denaturacién de hebras con alta resoluciéon” o por sus siglas HRM, método
de menor costo, con capacidad de multiplex y rendimiento muestral medio
(Montgomery y col. 2007; Landi y Tavtigian 2009). EI interés que ha despertado esta
técnica ha logrado que compaiifas fabricantes de equipamiento de laboratorio, como
[llumina, Qiagen o Idaho, comenzaran a incluir protocolos y funciones que incorporan
este tipo de analisis (Hermann y col. 2006). De la mano, se han desarrollado nuevas y
mejores tinciones fluorescentes fuera de SYBR Green, entre las que estdn LCGreen+ y
Evagreen, por nombrar algunos.

Se espera para los proximos aflos, un desarrollo exponencial en tecnologias para el
genotipado para marcadores tipo SNPs, pues sus caracteristicas son ideales para generar
trazabilidad entre individuos. La alta cobertura genomica de estos marcadores, permiten
estudios de asociacién més precisos, teniendo una mayor cantidad de datos por kilo base.
También la capacidad de efectuar multiplex y el desarrollo de nuevas plataformas

fomenta el uso de estos polimorfismos, por sobre otros como los microsatélites.

1.4 Busqueda y analisis in silico de SNPs

Junto a los proyectos de expresion génica, y nuevas tecnologias de secuenciacion,



se ha llevado a cabo el proyecto de secuenciacion del salmoén (http://web.uvic.ca/ grasp/).
Esto ha generado una base de datos importante de segmentos cortos de ESTs y DNA
genémico (fragmentos de 700bp aproximadamente), con los cuales se pueden construir
secuencias mas largas uniendo los extremos sobrelapados de ellas (contigs). Al alinear
varias secuencias en la misma region que provienen de diferentes individuos, existe la
posibilidad de que se puedan encontrar polimorfismos, en especial SNPs. Para poder
llevar a cabo el proceso anterior, se necesita de una base de datos que contenga varios
cientos de secuencias asignadas al gen o regién de mij interés, sino con la falta de

informacion se puede caer en errores de asignacion.

1.4.1 Recoleccién de informacion: NCBI, UniGene.

La generacion de cantidades masivas de informacion ha creado un requerimiento
por meétodos nuevos de andlisis. La division de la informacién en segmentos
especializados en la base de datos NCBIL, ha facilitado la blsqueda y filtracién de datos
utiles. En este sentido, el segmento dedicado a UniGene, se encarga de establecer genes
y asignar secuencias en forma no-redundante, permitiendo de esta manera unificar la
informacion existente a cerca de una regidn especifica, aunque esta provenga de

distintos autores.

1.4.2  Algoritmos disponibles para el descubrimiento y correccién de SNPs silico.

En paralelo a la implementacion de grandes bases de datos bioldgicas, el
desarrollo de herramientas bioinformaticas que analizan esta informacién ha sido,

durante los ultimos afios, esencial. Para el descubrimiento de nuevos SNPs haciendo uso



de secuencias redundantes de una misma region pero de distintos individuos se ha
desarrollado polyBayes (Marth y col. 1999). Este programa utiliza la informacién
generada por Phred y Phrap (Ewing y col. 1998; Ewing y Green 1998), algoritmos que
asignan calidad de bases secuenciadas (secuenciacién mediante metodologia Sanger) y
unién de ESTs en céntigs. Phrap ocupa la asignacién de calidad de bases hecha por
Phred para generar el alineamiento de secuencias y la generacién de contigs, para luego
encontrar, a través de gigaBayes (algoritmo bayesiano recursivo), los polimorfismos.
Consed (Gordon y col. 1998) se utiliza para la visualizacién de resultados en una forma
grafica, mostrando las posiciones de los polimorfismos junto con los electroferogramas
correlativos, esto permite corregir manualmente los polimorfismos.

A pesar de que los algoritmos y programas aumentan la eficiencia y la eficacia del
descubrimiento de SNPs, estos no son infalibles, sino que dependen de una serie de
parametros y aproximaciones que, mal aplicados, pueden llevar a equivocaciones. Varios
autores han planteado distintas maneras de lograr polimorfismos in silico mas precisos.
Es asi como la divisién de la base de datos de ESTs utilizando “cross-validation” (Hayes
y col 2007) o la aplicacién de una maquina que usando datos ya validados sea capaz de
afinar el descubrimiento de futuros polimorfismos, son aproximaciones viables para

aumentar la eficiencia y eficacia del descubrimicnto de SNPs (Matukumalli y col. 2000).

1.4.3  Dificultad que presentan secuencias paralogas en el DNA de salménidos.

Uno de los principales desafios que ha tenido el descubrimiento de SNPs ha sido
la duplicacién completa reciente del genoma del salmén (Allendorf y Thorgaard, 1984).

La generacion de diferencias genéticas con un ancestro comun que luego generan
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diversidad se le llama homologia, en caso de que estos genes cumplan una funcién
similar pero no exista un ancestro comun, sino solo convergencia evolutiva, se le
denomina analogia. Por otro lado, la homologia puede dividirse en ortologia y paralogia,
la primera involucra un proceso de especiacion y posterior diferenciacién y modificacién
génica. La segunda, involucra la generacion de duplicados génicos que, por tasas de
mutacion desiguales, conllevan modificaciones al organismo original. Es importante
indicar que la ortologia involucra un evento de especiacion anterior que la paralogia no
acarrea (Sonnhammer y Koonin, 2002; Fitch, 2000). En Salmo salar debido al evento de
duplicacion genémica reciente, existe una gran cantidad de secuencias duplicadas que se
encuentran en lugares fisicos separados de la original, permitiendo tasas de mutacién
diferentes debido a presiones selectivas desiguales (Conant y Wagner 2003). El
problema es que al amplificar o secuenciar una region, se puede obtener un segmento no
especifico. En este contexto, si se hace un ensamblaje de secuencias amplificadas
usando Phrap es muy probable que este las alinee todas, sin discriminar copias, esto har
que cuando se busquen polimorfismos, estos no sean debido a mutaciones en el mismo
gen, sino a cambios en las copias del gen original, entregando SNPs falsos (Seeb y col.
2011). Este problema es general para todos las especies, pero en Salmo salar es
preocupante por el conocimiento de un evento de duplicaciéon gendmica Yy porque no
existe un mapa fisico completo que permita comparar secuencias directamente. Aunque
Phrap no tiene parametros dirigidos directamente a corregir este problema, existen
clertas precauciones que se pueden tomar en el algoritmo que permiten disminuir la
ocurrencia de alineamientos de secuencias pardlogas. Por otro lado, el programa

PolyBayes si esta dirigido a corregir este problema, pero al usar de input los contigs
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formados por Phrap, depende de este, de manera que si Phrap genera uniones
imprecisas, la cadena de trabajo que sigue serd errada. De hecho existe un algoritmo en
la cadena de polyBayes, llamado gigaBayes, solamente dedicado evaluar la presencia de

este tipo de secuencias, re-corrigiendo los errores en los que pudo haber incurrido Phrap.

1.5 Validacién y genotipado de SNPs mediante denaturacion de curvas en alta

resolucion (HRM).

El andlisis de HRM, es una técnica que mide la disminucion de fluorescencia de
un agente intercalante en el proceso de disociacién de la doble hebra de ADN. El método
se basa en que la sefial fluorescente del agente intercalante es mas potente cuando se
encuentra unido a la doble hebra de ADN, disminuyendo su intensidad mas de mil veces
en presencia de ADN de hebra simple. La medicién se lleva a cabo inmediatamente
después de un PCR convencional y la forma de la curva de denaturacion depende de la
secuencia y el polimorfismo contenido en el amplicon, lo que convierte al método en
una forma poderosa, rdpida y de bajo costo para la deteccion de mutaciones.

A raiz de esta metodologia se generd una clasificacion de SNPs que los divide en 4

clases como indica la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de SNPs por medio de la mutacion nucleotidica generada.

SNP Mutacién
Clase 1 CEOTYyGEA
Clase 2 CEAYGET
Clase 3 CeG
Clase 4 AT

Esta division se genera por el impacto que tiene cada mutacién en la temperatura
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de denaturacion. Es asi como la deteccion de SNPs clase 1 es mas facil que las de clase
4, ya que genera mayores cambios de temperatura de denaturacion en un amplicén. La
frecuencia de los polimorfismos de clase 1 y 2 es 0.838 mientras que los de clase 3 y 4
solo 0.162, esto quiere decir que aunque los ultimos son los mas dificiles de validar son
también los que estan presentes en menor cantidad (Liew y col. 2004).

Tanto el equipo como la tincién a utilizar son de vital importancia para la

resolucion del método, pues el andlisis de los datos posterior al ensayo permite detectar

diferencias que suelen ser infimas.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Mutaciones puntuales de tipo SNP en transcritos de genes asociados al

sistema inmune de Salmo salar, se encontrarian asociadas a cambios estructurales

proteicos que conllevarian efectos importantes en el sistema inmunoldgico de esta

especie.

Este trabajo tiene como objetivo principal determinar mutaciones puntuales en

regiones transcritas de genes asociados a vias de sefializacion al sistema inmune de

Salmo salar. Para el cumplimiento de esto se debe:
1) Identificar SNPs in silico utilizando secuencias expresadas en tejidos (ESTs).

2) Validar y genotipificar los SNPs encontrados in silico, a través del analisis de

curvas en alta resolucion, en poblaciones comerciales y naturalizadas de Salmo

salar.

3) Determinar la posicién y la funcionalidad de los SNPs en genes validados in

vitro.

13
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METODOLOGIA

3.1 Muestreo de individuos.

Las muestras utilizadas en este trabajo provienen de musculo de cinco poblaciones
distintas de Salmo salar que tienen su origen en 4 centros de produccién, y una

naturalizada de Lago Ranco.

3.2 Extraccion de DNA.

Las extracciones fueron hechas desde muestras de tejido muscular de Salmo salar
usando un kit comercial (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante. La cantidad y
calidad de la extraccion fue analizada a través del kit Qubit de Invitrogen y geles de

agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio respectivamente.

3.3 Descubrimiento de polimorfismos de un solo nucle6tido in silico.

Los numeros de acceso correspondientes a los ESTs de los genes Mx1, Tapl,
Tap2, C-type Lectin B, IRF-1, PKR, Tiorredoxina y 2-B Microglobulina se extrajeron
desde UniGene (Anexo 3). Se accedié a la base de datos de cGrasp en busca de los
electroferogramas de cada una de las secuencias. Para determinar la region nucleotidica
de cada EST que seria sometida al ensamblaje de regiones contiguas por Phrap, el
algoritmo Phred fue aplicado sobre cada electroferograma para determinar valores de
calidad de cada base. Se eliminaron las bases desde los extremos hasta llegar a una cuyo
valor de calidad fuera sobre 30 (probabilidad de error en asignacién de 1 en 1000). Por
otro lado, se realiz6 un enmascaramiento de secuencias, con el objetivo de no alinea
regiones contiguas a través de vectores de clonacion, usando el algoritmo Crossmatch,

de las secuencias pGEM-5Zf (+), pCMV-Sport 6, pBlueScrpit II SK(+), PBK-CMV.
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pGEM-T Easy Vector, pPDONR223, pDONR221 y una secuencia de reconocimiento de
corte con numero de acceso DD038280.1. Con las secuencias ya depuradas por Phred y
Crossmatch, se generaron los “contigs”, o secuencias ensambladas de ESTs, utilizando
Phrap (95% de identidad de alineamiento (stringency) y sobreposicion de 50 bases
(minmatch 50). Se aplicé gigaBayes, el cual informé solo aquellos polimorfismos
putativos que alinearan por lo menos 4 secuencias, que el alelo menos presente estuviese
al menos en 2 de ellas, cuya calidad de secuenciacién fuere sobre 20 y probabilidad
limite de polimorfismo sobre 90%. Consed permitié la visualizacién y corroboracion

manual de resultados. Un resumen de la metodologia se puede encontrar en el Anexo 1.

3.4 Disefio y sintesis de partidores.

El disefio de partidores para la validacion de los SNPs se llevd a cabo usando el
programa AmplifX (http://iftjr.nord.univ-mrs.fr/ AmplifX). Para los ensayos en HRM los
amplicones tuvieron una longitud maxima de 160bp y fueron disefiados para que el
polimorfismo se encontrara en el centro del amplicon. La calidad de todos los partidores
se optimizd in silico usando el programa NetPrimer analizando la formacion de
estructuras secundarias (horquillas y hetero y homo dimeros) y temperatura de

hibridacion (www.premierbiosoft.com).

3.5 Optimizacion de temperatura de hibridacion de partidores para el PCR.

Estos experimentos se llevaron a cabo en un termociclador Axygen (MaxyGene
Gradiente), considerando un programa de PCR bajo una gradiente de temperatura. El

protocolo utilizado para cada set de partidores involucrd 10min de activacién a 94°C,
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seguido por 40 ciclos a 30s a 94°C, 30s a una gradiente de temperatura de entre 5°C por
sobre el partidor de mas alta Tm y 5°C por bajo el de menor y 30s de extension a 72 ° C.
Los ensayos se llevaron a cabo en 2mM de MgCl,, 1X Buffer Taq, 0.02 U/ul Hotstart
Fermentas Taq Pol, 0.5 pg/ul BSA, 100uM dNTP, 0.5mM cada partidor y 20ng totales
de DNA de las muestras Na 22 y Ca 40 en un volumen final de 10ul. Los resultados de
cada experimento fueron evaluados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%
teflidos con Gelred, comparando el producto de PCR con un estdndar de tamafio
molecular de 50pb. Se determind la temperatura éptima de hibridacidn, por la presencia

de un amplicon tnico del tamafio teérico esperado.

3.6 Curvas de alta resolucion.

Todas las reacciones se llevaron a cabo en un equipo Eco Illumina por triplicado.
El kit GoTaq gPCR MasterMix de Promega fue utilizado para hacer la PCR y visualizar
las curvas de alta resolucion. La amplificacion fue llevada a cabo en 1X Mastermix, 1X
ROX, 0.5uM de cada partidor y 20ng totales de DNA de cada individuo. La PCR se
realizd con 10min de activacion a 94°C, luego 50 ciclos a 94° por 30s, 30s de
hibridacion de partidores a temperaturas optimizadas para cada uno en la Seccién 3.5 y
15s de extensién a 72°C. Una vez terminados los 50 ciclos se aumenté la temperatura a
94°C por 30s, disminuyéndose esta a 60°C rapidamente, comenzando el HRM subiendo
la temperatura desde 60°C a 94°C de a 0.1°C/medicién. Se corroboré la especificidad
del amplicon generado a través de la temperatura de denaturacién del producto. Se
generaron curvas de diferencias de fluorescencia para corroborar los genotipos

asignados. Los genotipos normal y mutante se definieron segin su temperatura de
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denaturacion, siendo el mutante el de mayor temperatura y el normal el de menor. Los
resultados fueron analizados con el software del equipo Eco Real Time PC